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Introduccion

La levadura Saccharomyces cerevisiae es probablemente el primer
microorganismo que ha sido explotado por el hombre. Su habilidad para
transformar diferentes azlicares en etanol y CO,, ha sido utilizada en la
produccion de bebidas alcohodlicas y en la fabricacion de pan, constituyendo
asi los primeros ejemplos de la aplicaciéon biotecnologica de un
microorganismo. El uso de levadura en la fabricacion del pan se comenz6 a
desarrollar en el antiguo Egipto, unos 4.000 anos a.c. (Oliver, 1991).

En la actualidad, el gran desarrollo industrial y los cambios en los habitos
alimenticios del hombre, han generado un aumento considerable en la
demanda de productos de panaderia y bolleria de mayor calidad, libres de
aditivos y listos para su uso. Un ejemplo claro es el constante incremento en
el consumo de masas congeladas. Esto ha generado una necesidad de
levaduras mas rapidas, resistentes a diferentes tipos de estrés o con mayor
tolerancia a variaciones en las condiciones de aplicacion industrial (Attfield,
1997; Réandez-Gil y col., 1999; Randez-Gil y col., 2003).

Estas caracteristicas parecen depender de un nimero muy elevado de
genes bajo el control de complejos mecanismos de regulacion (Estruch,
2000; Hohmann, 2002). Algunos de los fenotipos deseados podrian incluso
ir contra el propio disefio biologico de S. cerevisiae (Attfield, 1997). Asi,
parece improbable que las técnicas de genética cldsica, habitualmente
utilizadas, puedan mejorar las caracteristicas de cepas industriales de
panaderia. En este escenario, la incorporacion de la tecnologia del ADN
recombinante ha abierto la posibilidad de manipular genes clave, sin alterar
otros genes de valor tecnoldgico. La utilidad de estas técnicas requiere, sin
embargo, de un profundo conocimiento de los determinantes fisiologicos y
genéticos que controlan el comportamiento de estas cepas en las

condiciones de su utilizacion industrial.
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Introduccion

1.-El proceso de panificacion
El proceso de panificacion consta basicamente de tres etapas, amasado,
fermentacion y coccion. El amasado permite la mezcla de los ingredientes,
harina, agua, levadura y sal, la hidratacion del almidén y proteinas, y la
formacion de la red del gluten. Esta red, formada por gliadinas y gluteninas,
es basica en la estructura alveolar del pan y permite retener el gas producido
durante la fermentacion. En esta etapa, el cambio mas notable es el
incremento de volumen de la masa, resultado de la actividad metabdlica de
la levadura S. cerevisiae, que transforma los azlcares presentes en la harina,
principalmente maltosa, en CO,. Ademas, la levadura contribuye a las
propiedades reologicas y a la textura de la miga y genera, a través de
reacciones metabolicas secundarias, numerosos compuestos volatiles y
precursores de aromas. Finalmente, la masa fermentada es horneada.
Durante los primeros minutos, el incremento de temperatura produce un
aumento en la generacion de gas, hasta que tiene lugar la lisis térmica de la
levadura. El horneado produce también la inactivacion de las enzimas
presentes en la masa y la generacidon de compuestos derivados del
pardeamiento no enzimatico de Maillard. Asi, el pan adquiere el volumen,
color y aroma que determinan su aceptacion por el consumidor.

La actividad de la levadura es pues determinante en la moderna
tecnologia de la panificacién y su mejora representa un objetivo prioritario

de productores, panaderos y consumidores.

2.- Las levaduras de panaderia

Las levaduras comerciales de panaderia son cepas seleccionadas de S.
cerevisiae y optimizadas para la industria panadera. La mayoria son
homotalicas con un grado alto e irregular de ploidia y baja capacidad de

esporulacion (Evans, 1990; Coddén y col., 1998). También muestran
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Introduccion

reordenamientos cromosdémicos con multiples translocaciones 'y
polimorfismos en la longitud cromosomica (Codon y col., 1997). Estos
rasgos caracteristicos han sido el resultado de la seleccidn natural por
evolucion adaptativa, junto a la aplicacion sucesiva, de programas de mejora
basados en técnicas de genética clasica (Randez-Gil y col., 2003). Ademas,
otro factor que ha contribuido a la constitucion genética de las cepas
industriales ha sido su seleccion para caracteristicas como robustez,
velocidad de crecimiento o capacidad fermentativa. Aunque no existe un
conocimiento exacto de qué genes determinan estas propiedades, parece
claro que todas ellas resultan favorecidas por un alto nivel de ploidia
(Adams y col., 1992; Bell y col., 2001), como evidencian numerosos datos
experimentales. Por ejemplo, las cepas industriales muestran un mayor nivel
de enzimas glicoliticos que las cepas de laboratorio (van Hoek y col., 2000).
Asimismo, exhiben una mayor capacidad de transporte e hidrolisis de
maltosa (Higgins y col., 1999; Higgins y col., 2001), el disacarido que
sostiene mayoritariamente la fermentacion panaria. Asi, dotaciones
cromosdmicas mas altas incrementan el numero de copias de genes
favorables. Esto no es sorprendente, ya que la duplicacion de bloques
enteros de genes es un hecho recurrente en la evoluciéon gendmica de
levaduras (Wolfe y Shields, 1997; Friedman y Hughes, 2001). Asi, la
adaptacion natural y la presion selectiva ejercida por el hombre han logrado
transformar estirpes inoperantes, en cepas robustas, de rapido crecimiento y
elevado valor tecnolégico.

No obstante, hay muchas caracteristicas de las levaduras industriales que
necesitan ser mejoradas para su Optima utilizacién en diferentes procesos
tecnologicos. La velocidad de produccion de gas es critica en la moderna
tecnologia panadera y ésta depende, entre otros, de factores intrinsecos de la

levadura. Por ejemplo, su tolerancia a varios tipos de estrés, entre ellos,
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Introduccion

osmotico, congelacion o desecacion es claramente inadecuado (Attfield,
1997; Randez-Gil y col., 2003) y compromete en numerosas ocasiones la

obtencion de productos de calidad adecuada.

3.-El estrés osmotico en levadura

La exposicion a estrés hiper-osmotico, por ejemplo en masas dulces de
bolleria, tiene como resultado una répida deshidratacion de las células de
levadura, la cual reduce su crecimiento y su capacidad para producir gas
(Attfield, 1997; Randez-Gil y col., 1999). Para aliviar este problema, es
comun, entre los panaderos, el empleo, para la fermentacion de estos
productos, de cantidades mas altas de levadura, del 4 al 12%. Sin embargo,
esta practica incrementa el coste del proceso y sobretodo, tiene un efecto
negativo en las caracteristicas organolépticas del producto, que genera su
rechazo por el consumidor. Asi, el desarrollo de nuevas cepas de levadura
con mayor tolerancia a estrés, y en concreto a estrés osmotico, es un
objetivo prioritario de gran interés tecnoldgico y econémico.

En los proximos apartados, enfocaremos nuestra atencion en revisar los
principales agentes y condiciones que generan una situacion de estrés
osmotico en levaduras de panaderia. También analizaremos la informacion
disponible sobre la respuesta a estrés osmotico en S. cerevisiae y

describiremos las principales rutas reguladoras implicadas en esta respuesta.

3.1.- Fuentes de estrés osmotico
La produccion de levadura de panaderia se realiza a través de un proceso de
cultivo continuo, utilizando melaza como fuente de nutrientes,
principalmente carbohidratos (Beudeker y col., 1990; Evans, 1990; Reed y
Nagodawithana, 1991). Las melazas son muy variables dependiendo de si

son de cafia o de remolacha y de su origen, ya que contienen diferentes
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Introduccion

cantidades de azulcares, sales y otros solutos. Como consecuencia, las
células de levadura se ven expuestas a actividades de agua bajas y exceso de
sales durante el proceso de propagacion industrial (Attfield, 1997). Una vez
alcanzado el nivel de biomasa deseado, la levadura se separa del medio de
cultivo, se lava, y se procesa para formar levadura en crema, levadura
prensada o levadura seca. Para la produccion de levadura prensada se
elimina parte del agua intracelular mediante la adicion de un 0,5% de sal. A
continuacion, la suspension de células se filtra a vacio o por filtros de
presion. En el caso de levadura seca, la suspension se calienta, mediante
diferentes sistemas, hasta alcanzar niveles de humedad entorno al 1-3%.

En el proceso de panificacion, las levaduras se ven sometidas a estrés
osmotico por la presencia de aziicares en la masa. En el caso de las masas
dulces, éstas contienen hasta un 30% de sacarosa o de jarabe de
glucosa/fructosa, ademas de grasas y leche en polvo, lo que reduce todavia
mas la actividad de agua de la masa. La adicion de sal en masas dulces
(alrededor de un 2%, base harina), incrementa también la presion osmotica.
Ademas, la presencia de sal genera efectos adversos para la levadura
distintos a los causados por el estrés osmotico. La acumulacion de iones CI°
y Na' en el citoplasma de las células tiene efectos dafiinos que se observan a
concentraciones intracelulares en el rango de 50-100 mM (Serrano, 1996).
En masas dulces, estas concentraciones se alcanzan facilmente debido a la
baja actividad de agua. Asi, una levadura de panaderia adaptada a la
fermentacion de masas dulces debe mostrar una elevada tolerancia a estrés

osmotico y resistencia a la toxicidad del Na".
3.2.- La respuesta a estrés osmotico

Cuando las células de levadura son expuestas a condiciones de alta

osmolaridad se produce de forma practicamente instantanea una pérdida de
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Introduccion

agua, debido al gradiente osmético formado a ambos lados de la membrana
(Hohmann, 1997). Esta deshidratacion produce una perdida de turgencia y
un cese inmediato del crecimiento. Como consecuencia, S. cerevisiae pone
en marcha dos tipos de respuestas: una respuesta inmediata, tendente a
recuperar agua, turgencia y evitar la muerte celular, y una respuesta
secundaria, que permite reanudar el crecimiento en las nuevas condiciones
ambientales. En la primera se movilizan diversos mecanismos de rescate,
que incluyen la formacion de vacuolas (Nass y Rao, 1999) y la acumulacion
de glicerol.

A continuacién tiene lugar una respuesta secundaria, que implica la
activacion a medio-largo plazo de mecanismos de rescate y adaptacion. En
ella, se detecta un reajuste de la expresion de cientos de genes y la sintesis
de novo de numerosas proteinas (Hohmann, 2002). Alrededor de 250 a 400
genes, implicados en una gran variedad de funciones fisiologicas, son
regulados al alza en diferentes condiciones de estrés osmdtico (Gasch y col.,
2000; Rep y col., 2000; Causton y col., 2001; Posas y col., 2000; Yale y
Bohnert, 2001). La mayoria de estos genes parece implicado en la sintesis
de osmoprotectores, en particular glicerol, y en el ajuste del metabolismo
energético y del equilibrio i6nico de la célula a las nuevas condiciones
ambientales (Hohmann, 2002). Asi, S. cerevisiae pone en marcha
mecanismos de proteccion y modula su actividad metabolica para reanudar

el crecimiento en un medio hostil.

3.3.- Rutas de transduccion de la sefial inducidas por estrés osmotico
La regulacion de la expresion de genes es controlada por mecanismos de
sefalizacion que detectan cambios o perturbaciones en la composicion o
condiciones medioambientales y los transmiten a rutas de transduccion de la

sefial y finalmente a la maquinaria de transcripcion. Varias rutas de
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transduccion de la sefal han sido caracterizadas como implicadas en la
adaptacion a estrés osmotico en Saccharomyces. De ellas, dos rutas, la ruta
HOG vy la ruta de la calcineurina juegan un papel clave en la respuesta a

estrés hiper-osmotico y a estrés idnico, respectivamente.

3.3.1.- La ruta HOG
La ruta HOG (por High Osmolarity Glicerol) es una de las cinco rutas de
MAPK conocidas en S. cerevisiae (Gustin y col., 1998). Las rutas de las
MAPK (por Mitogen Activated Protein Kinase) son rutas de sefializacion
muy conservadas en todos los eucariotas, que controlan el crecimiento
celular, la morfogénesis, la proliferacion y la respuesta a estrés (Gustin y
col., 1998). En levaduras, las rutas de MAPK consisten en una cascada de
fosforilaciones entre tres quinasas, denominadas MAPKKK, MAPKK y
MAPK. La proteina Hoglp es la MAPK central de la ruta HOG (Figura 1).
La sefial es disparada por dos mecanismos independientes, que consisten, en
ambos casos, de un sistema sensor y una MAPKKK, funcionalmente
redundantes (van Wuytswinkel y col., 2000). En una rama, el osmosensor
parece ser la proteina SInlp. Esta proteina, junto a Ypdlp y Ssklp, forman
lo que se denomina “sistema de dos-componentes” (Maeda y col., 1994), un
tipico sistema de transduccion de la sefal encontrado en hongos, plantas y
bacterias (Gustin y col., 1998), que funciona como un regulador negativo de
la ruta HOG (Posas y Saito, 1998). En la otra rama, la sefial parece iniciarse
en la proteina transmembrana Sholp, que fue descrita, en principio, como
un osmosensor especifico (Maeda y col., 1995). Sin embargo, estudios
posteriores han mostrado que Sholp funciona como una proteina encargada
de unir a Pbs2p (Posas y Saito, 1997), la MAPKK de la ruta, la cual es a su
vez activada por la MAPKKK, Stellp (Raitt y col., 2000), en una forma

complicada y no bien caracterizada, que requiere de factores adicionales
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(Figura 1). Recientemente, ha sido caracterizado un tercer osmosensor
Msb2p, aunque este parece tener un papel redundante al de Sholp
(O’Rourke y Herskowitz, 2002).

La fosforilacion dual de Hoglp por Pbs2p, dispara su importacion
transitoria al nacleo (Ferrigno y col., 1998; Reiser y col., 1999). A su vez,
varias proteinas fosfatasa, entre ellas las Tyr-fosfatasas Ptp2p y Ptp3
(Wurgler-Murphy y col., 1997; Jacoby y col.,, 1997), y las Ser/Thr-
fosfatasas del tipo 2C, Ptclp, Ptc2p y Ptc3p (Maeda y col., 1994; Warmka y
col., 2001; Young y col., 2002) regulan a la baja el nivel de fosforilacion y
por tanto la actividad de Hoglp (Figura 1). Ademas, las fosfatasas Ptp2p y
Ptp3p modulan la localizacion subcelular de Hoglp (Mattison y Ota, 2000).

Una vez en el nucleo, Hoglp regula la actividad de varios factores de
transcripcion, entre ellos Skolp, Hotlp, Msnlp y Msn2p/Msn4p. Hoglp
esta implicado en la fosforilacion de Skolp, que en condiciones normales
esta unido al complejo represor Tuplp-Ssn6p (Proft y Serrano, 1999;
Garcia-Gimeno y Struhl, 2000). Esta fosforilaciéon convierte a Skolp de un
represor a un activador (Proft y Struhl, 2002). Genes como ENA1l son
regulados de esta forma (Proft y col., 2001). Por otra parte, la activacion de
GPD1 y de otros muchos genes inducidos en condiciones de estrés
osmotico, depende de Hotlp y Msnlp (Rep y col., 1999; Rep y col., 2000).
Hotlp es un activador transcripcional que interacciona con Hoglp y su
fosforilacion es dependiente de Hoglp (Rep y col., 1999; Alepuz y col.,
2001). A su vez, Hotlp dirige a Hoglp y determina la unién de la MAPK al
promotor de diversos genes inducidos en estas condiciones (Alepuz y col.,
2001). Ademas, la activacion via Hoglp de numerosos genes de respuesta a
estrés osmotico depende de los factores de transcripcion Msn2p y Msndp
(Rep y col., 2000). Los factores nucleares Msn2p/Msn4p controlan la

respuesta general a estrés en Saccharomyces (Estruch, 2000) e inducen la
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transcripcion durante diferentes condiciones de estrés (Gasch y col., 2000).
Msn2p y Msndp llevan tanto a Hoglp como a Hotlp a los promotores de
genes como CTT1 y HSP12, lo que sugiere que hay una interaccion entre la
ruta HOG y Msn2p/Msn4p (Alepuz y col., 2001). Finalmente, un nuevo
factor de transcripcion Smplp, ha sido caracterizado como diana de la
MAPK Hoglp, la cual determina su activacion por fosforilaciéon y su

correcta localizacion (De Nadal y col., 2002).
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Figura 1. Representacion esquematica de la ruta HOG.
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Por ultimo, no se conocen con exactitud los mecanismos por los que
Hoglp regula la expresion génica, aunque trabajos recientes indican que la
MAPK dirige al complejo de la histona desacetilasa Rpd3p-Sin3p a

promotores de genes regulados por estrés osmotico (De Nadal y col., 2004).

3.3.2.- La ruta de la calcineurina

En la levadura S. cerevisiae, la proteina calcineurina, una Ser-Thr-fosfatasa,
esta implicada en diferentes procesos de sefializacion celular y es esencial
para la tolerancia a estrés i6nico (Rusnak y Mertz, 2000). Su activacion
tiene lugar en respuesta a elevaciones del contenido intracelular de Ca*", via
calmodulina (Nakamura y col., 1993; Mendoza y col., 1994), el receptor
mas importante de este cation, lo que sugiere que la exposicion a NaCl
aumenta los niveles de Ca®" (Danielsson y col., 1996).

La calcineurina es en realidad una proteina oligomérica formada por una
subunidad A catalitica, codificada por dos genes funcionalmente
redundantes, CNA1 y CNAZ2, y una subunidad B reguladora, codificada por
CNB1 (Cyert y col., 1991; Cyert y Thorner, 1992; Kuno y col., 1991; Liu y
col., 1991). La calcineurina controla la expresion génica a través del factor
de transcripcion Crzlp (Stathopoulos y Cyert, 1997; Matheos y col., 1997;
Mendizébal y col., 1998). Crzlp, una proteina con dedos de Zinc, se une de
forma especifica al DNA, a través del elemento de respuesta dependiente de
calcineurina (CDRE). Este elemento es una secuencia de 24 pares de bases
que es necesario y suficiente para dirigir la expresion de genes dependientes
de calcineurina (Stathopoulos y Cyert, 1997). La actividad de calcineurina
defosforila a Crzlp tanto in vitro como in vivo (Stathopoulos-Gerontides y
col., 1999) y determina su localizacion subcelular. En ausencia de estrés
i6nico, Crzlp esta distribuida por toda la célula, pero cuando aumenta la

S 2+ o ,
concentracion intracelular de Ca” se acumula rdpidamente en el nucleo
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(Stathopoulos-Gerontides y col., 1999). Esta transicién es controlada por
Nmd5p, una importina nuclear que interacciona con Crzlp (ver Figura 2).
Esta union es sensible al estado de fosforilacion de Crzlp (Polizotto y Cyert,
2001). La salida de Crzlp del nucleo esta también regulada por su estado de
fosforilacion y requiere la exportina nuclear MsnS5p (Figura 2), la cual se
sabe que también exporta el factor de transcripcion Phodp, el de represion
Miglp y Farlp, un regulador del ciclo celular (Boustany y Cyert, 2002;
Kaffman y col., 1998; De Vit y Johnston, 1999; Blondel y col., 1999).

Calmodulina

M Caz*

Citoplasma

Figura 2. Representacion esquematica de la ruta de la calcineurina.

3.4.- Ajuste metabolico y respuesta general a estrés
Como en otras situaciones de estrés, el incremento brusco de la presion
osmotica medioambiental, provoca una parada inmediata del crecimiento de
S. cerevisiae. En consecuencia, numerosos genes implicados en
proliferacion celular, transporte y anabolismo de aminoacidos (Norbeck y

Blomberg, 1998), biosintesis de nucledtidos, DNA y proteinas (Rep y col.,
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2000; Posas y col., 2000; Yale y Bohnert, 2001), en particular de proteinas
ribosomales, reducen su nivel de expresion. El metabolismo energético es
también regulado a la baja con el fin de ajustar la produccion de ATP a las
menores necesidades de biosintesis, al igual que el metabolismo redox, ya
que la generacion de biomasa es la principal fuente de NADPH. Asi, un
gran numero de genes que codifican enzimas de la ruta glicolitica,
incluyendo diferentes isoenzimas, asi como enzimas de rutas conexas,
aparecen regulados al alza o a la baja en condiciones de estrés osmotico
(Rep y col., 2000; Posas y col., 2000; Yale y Bohnert, 2001). La
transcripcion de una buena parte de estos genes es regulada por otras
condiciones de estrés, asi como por la disponibilidad, tipo y concentracion
de nutrientes en el medio, a través de un mecanismo de respuesta general a
estrés (Estruch, 2000).

La respuesta general a estrés se caracteriza por regular la expresion de
genes en cualquier condicion ambiental desfavorable. Genes regulados por
este mecanismo, como CTT1, HSP104, CYC7 o TPS1, parecen tener en su
promotor una secuencia comun, llamada STRE (CCCCT, en cualquier
orientacion) a la que se unen los factores de transcripcion Msn2p y Msndp
(Martinez-Pastor y col.,, 1996; Gorner y col., 1998). La transcripcion
mediada por el elemento STRE, estd regulada por los niveles de cAMP a
través de la ruta Ras/Proteina quinasa A (PKA) (Varela y col., 1995). Esta
ruta regula el metabolismo de carbohidratos de reserva, glucdégeno y
trehalosa, las rutas glicolitica y gluconeogénica y la respuesta a estrés
(Thevelein y col.,, 1994; Estruch, 2000). En condiciones Optimas de
crecimiento, la activacion de la ruta regula positivamente la proliferacion
celular y negativamente la respuesta a estrés. Asi, una elevada actividad
PKA parece dirigir la exportacion de los factores Msn2p/Msndp desde el

nucleo al citosol, mientras que la sefial de estrés dispararia la entrada de
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¢éstos al nacleo (Gorner y col., 1998). Ademads, en condiciones de estrés
osmotico, algunos genes con elementos STRE requieren para su induccion
la activacion de la ruta HOG (Rep y col., 2000). Como se menciono
anteriormente, existen numerosas evidencias de una conexion funcional
entre Hoglp y Msn2p/Msndp (Alepuz y col., 2001). Estos resultados ponen
de manifiesto la complejidad de los mecanismos de respuesta a estrés y la

existencia de interconexiones entre factores especificos y generales.

3.4.1.- Mecanismos adicionales
La actividad PKA aparece pues como el elemento central que conecta entre
si la respuesta a estrés y la proliferacion celular. No obstante, existen
numerosas evidencias de la existencia de mecanismos de regulacion
adicionales en la respuesta a estrés osmotico y de conexiones entre rutas de
respuesta a estrés y efectores regulados por nutrientes (revisado en
Hohmann, 2002). Por ejemplo, el gen HXT1 que codifica un transportador
de glucosa de baja afinidad es inducido por estrés osmotico, en una forma
dependiente de la ruta HOG (Rep y col., 2000). Sin embargo su expresion
no es regulada por los niveles de PKA (de Winde y col., 1996). Por el
contrario, la induccién de HXT1 por glucosa y estrés osmotico parece
depender de la regulacion coordinada de la ruta HOG y de la ruta general de
induccion por glucosa (Tomas-Cobos y col., 2004). La primera modularia la
actividad del complejo represor Skolp-Tuplp-Ssn6p, mientras la segunda
activaria el factor transcripcional Rgtlp. Esto revela que rutas caracterizadas
como especificas de estrés pueden tener un papel funcional en respuesta a
nutrientes y viceversa. Sin embargo, no existen evidencias de si la senal de
estrés es transferida a estas rutas, a través de eclementos comunes, o si la
exposicion a estrés osmotico genera sefiales de diferente naturaleza, que a su

vez activan diferentes respuestas.
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La exposicion a estrés osmotico genera en S. cerevisiae una reduccion
brusca en la tasa de transporte de aminoacidos (Norbeck y Blomberg, 1998).
Este efecto deberia disparar una senal de agotamiento de nitrogeno, y la
consecuente respuesta transcripcional. Por otra parte, elementos centrales de
rutas de regulacion por nutrientes parecen jugar un papel fundamental en la
respuesta de genes que controlan la tolerancia a estrés osmotico.

El gen ENAL codifica para una ATPasa involucrada en la expulsion de
algunos cationes, como Li" y Na', al exterior celular (Haro y col., 1991;
Wieland y col.,, 1995). Su expresion estd muy regulada a nivel
transcripcional. Aumenta ante un estrés salino (Garciadeblas y col., 1993),
pero también por falta de glucosa en el medio (Alepuz y col., 1997; Rios y
col., 1997). La induccion de ENA1 por estrés salino estd controlada por la
ruta HOG, a través del represor Skolp (Proft y Serrano, 1999) y por la ruta
de la calcineurina, mediante el activador Crzl1p (Stathopoulos y Cyert, 1997,
Matheos y col., 1997; Mendizabal y col., 1998). Estudios recientes han
demostrado la relacion entre el estrés salino y la ruta TOR (Kawai y col.,
2001), una ruta implicada en el control del crecimiento en respuesta a
nutrientes (Beck y Hall, 1999). Ademas, la expresion de ENAL es controlada
por la ruta de represion por glucosa, que modula el complejo represor
general MIG1-SSN6-TUP1 (Alepuz y col., 1997; Proft y Serrano, 1999).

En consonancia con esto, el producto del gen SNF1, una proteina quinasa
clave en el proceso de represion por glucosa (ver mas adelante) parece estar
también involucrado en la respuesta a estrés osmotico. Asi, células de la
cepa mutante Snfl, muestran un claro defecto de crecimiento en medios
conteniendo 1.2 M de NaCl (Alepuz y col., 1997). En la misma linea, una
cepa mutante que carece de las proteinas Stdlp y Mthlp, las cuales son
requeridas para la activacion de Snflp, muestra una sensibilidad exacerbada

a NaCl (Schmidt y col., 1999). Por el contrario, la activacion de Snflp
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debido a la ausencia de reguladores negativos como Reglp o Hxk2p, o a la
sobre-expresion de Stdlp, resultan en un fenotipo de mayor tolerancia a
estrés osmotico (Ganster y col., 1998). Por ultimo, también se ha descrito
que la exposicion de células a altas concentraciones de NaCl induce la
fosforilacion de Snflp (McCartney y Schmidt, 2001). Sin embargo, no
existen evidencias de qué proteina quinasa estd implicada en este proceso de
activacion, ni de qué proteinas modulan la actividad de Snflp en respuesta a
estrés osmotico. Tampoco es claro qué dianas moleculares son sensibles a la
actividad Snflp y cual es el origen, ni la naturaleza, de la sefial que activa

Snflp.

3.5. - El proceso de represion por catabolito
La levadura S. cerevisiae prefiere la utilizacion como fuente de carbono de
monosacaridos facilmente fermentables, entre ellos glucosa, fructosa o
manosa. La presencia de estos azucares hace que la sintesis de enzimas
necesarias para la utilizacién de otras fuentes de carbono, como maltosa,
galactosa, glicerol o etanol, sea muy baja o inexistente. A este fendmeno se
le denomina represion por catabolito o represion por glucosa (revisado en
Gancedo, 1998).

La ruta de represion por glucosa controla ademas la expresion de genes
implicados en la sintesis de carbohidratos de reserva, gluconeogénesis (p.e.

PYC1, FBP1, PCK1, CATS), respiracion, ciclo del glioxalato, ciclo de los

acidos tricarboxilicos y B-oxidacion de acidos grasos (Gancedo, 1998).

3.5.1. - El complejo de la proteina quinasa Snflp
Snflp es la proteina quinasa clave en la respuesta celular a cambios en la
calidad y cantidad de la fuente de carbono disponible. El gen SNF1 codifica

para una Ser-Thr proteina quinasa esencial para la desrepresion de genes
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reprimidos por glucosa (Carlson y col., 1984; Ciriacy, 1979; Zimmermann y
col.,, 1977). Forma un complejo constituido por tres subunidades, una
subunidad a (catalitica) Snflp, una subunidad 3 formada por Siplp, Sip2p o
Gal83p, y una subunidad y codificada por SNF4. El complejo se mantiene
asociado por la interaccion de las subunidades  con Snflp y Snfdp. La
interaccion con Snfdp se realiza a través del dominio ASC, que es una
secuencia de unos 80 aminodcidos identificada en la zona c-terminal de
Siplp, Sip2p y Gal83p. Por su parte, la interaccion con el dominio regulador
de Snflp se produce a través de un dominio interno, denominado KIS. Asi,
la pérdida de estas tres proteinas impide la asociacion de Snf4p con Snflp
en extractos celulares (Yang y col., 1992, 1994; Jiang y Carlson, 1997) y la
desregulacion de genes reprimidos por glucosa.

Aunque cualquiera de las tres subunidades 3 es suficiente para dirigir la
fosforilacion de Miglp, el principal factor transcripcional involucrado en el
proceso de represion por catabolito, la activacion de la sintesis de invertasa
y el crecimiento en rafinosa (Schmidt y McCartney, 2000), cada una de ellas
parece tener un papel especifico en la regulacion de la funcion del complejo
Snflp. Asi, cada subunidad P regula de forma diferencial la localizacion
subcelular de Snflp en funcion de la cantidad y tipo de fuente de carbono.
En células crecidas en fuentes de carbono no fermentables, como etanol o
glicerol, Gal83p dirige a Snflp al nucleo, Siplp lo dirige a la vacuola y
Sip2p lo mantiene en el citoplasma (Vincent y col., 2001). Gal83p es
requerida para la activacion y fosforilacion, dependiente de Snflp, de Sip4
en respuesta a condiciones limitantes de glucosa (Vincent y Carlson, 1999).
Sip4p es un activador transcripcional que se une a promotores de genes
gluconeogénicos (Vincent y Carlson, 1998). El complejo Snflp-Sip2p esta
implicado en envejecimiento (Ashrafi y col., 2000; Lin y col., 2003) y

también en crecimiento invasivo junto a Snflp-Gal83p (Vyas y col., 2003).
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Por su parte la interaccion de Snflp con Snfdp es esencial en la
regulacion de la actividad quinasa del complejo. Snflp tiene dos dominios,
un dominio catalitico en la zona amino terminal de la proteina (KD), y un
dominio regulador en la zona carboxi-terminal (RD). En condiciones de alta
concentracion de glucosa el dominio regulador de Snflp se une al catalitico
inhibiendo la actividad quinasa. A bajas concentraciones de glucosa, Snf4p
interacciona con el dominio regulador contrarrestando su efecto inhibidor
(Jiang y Carlson, 1996). Un mutante snf4 es incapaz de desreprimir genes
controlados por represion por catabolito (Entian y Zimmermann, 1980;
Neigeborn y Carlson, 1984). La proteina fosfatasa Glc7p-Reglp
interacciona con el dominio catalitico de Snflp cuando la quinasa esta
activa y facilita un cambio conformacional de la quinasa hacia el estado de

autoinhibicion (Ludin y col., 1998).

3.5.2.- El complejo represor Miglp-Tup1p-Ssn6p
Una vez activado y translocado al nucleo, Snflp fosforila y asi inactiva al
represor transcripcional Miglp (Ostling y Ronne, 1998; Treitel y col., 1998;
Smith y col., 1999), una proteina con dedos de zinc C;H,, capaz de unirse a
los promotores de una gran variedad de genes reprimidos por glucosa
(Gancedo, 1998). MIG1 fue clonado como un inhibidor en multicopia de la
expresion de genes GAL (Nehlin y Ronne, 1990) y su actividad represora
depende de las proteinas Tuplp y Ssn6p (Cyc8p), con las que forma un
complejo co-represor de alto peso molecular (Varanasi y col., 1996). Este
complejo es transportado a los promotores de diferentes genes,
interaccionando con diferentes proteinas de union al DNA (Treitel y

Carlson, 1995; Tzamarias y Struhl, 1995; Keleher y col., 1992).

35



Introduccion

Glucosa

0'0‘0 OO0 0

0.0, A.A.A.A.A.A.A .00,

\/ Nucleo

Figura 3. Representacion esquematica de la ruta de represion por catabolito

La fosforilacion de Miglp es esencial para el proceso de desrepresion, ya
que una forma mutada de Miglp incapaz de ser fosforilada, mantiene el
proceso de represion aun en ausencia de glucosa (De Vit y Johnston, 1999).
Ademas, el estado de fosforilacion de Miglp determina su localizacion
subcelular. En condiciones de alta concentraciéon de glucosa Miglp esta
localizada en el nucleo, mientras que en condiciones de baja concentracion
Miglp es transportada al citoplasma. Este proceso depende de Snflp, ya que
en un mutante snfl, Miglp permanece en el ntcleo (De Vit y col., 1997) y
de MsnS5p, un miembro de la familia P-importinas de receptores de
transporte nuclear. MSN5 se identifico en un rastreo genético como supresor
en multicopia de la falta de invertasa en un mutante snfl (Estruch y Carlson,

1990). Esta proteina media la salida del nticleo de Miglp después de haber

36



Introduccion

sido fosforilada. La delecion del gen MSN5 permite una fosforilacion
normal de Miglp, pero impide su salida del nucleo (De Vit y Johnston,

1999).

3.6.- La conexion Snflp—Msn2p/Msndp y la respuesta a estrés
osmotico
Al igual que en el caso de MSNS, el gen MSN2 fue aislado como supresor en
multicopia del defecto de crecimiento en rafinosa de mutantes
termosensibles del gen SNF1. De manera similar, la expresion en multicopia
de MSN4 también suprime el fenotipo del mutante snfl (Estruch y Carlson,
1993). Estos resultados sugieren que los factores Msn2p/Msn4p participan,
directa o indirectamente, en la activacion, dependiente de Snflp, de genes
regulados por glucosa.

Por otra parte, un buen niumero de genes inducidos en condiciones de
estrés osmotico, por ejemplo GLK1, TPS1 o TPS2, estan regulados, a altas
concentraciones de glucosa, por el mecanismo de represion por catabolito.
A su vez, la induccion de la mayoria de estos genes por estrés osmotico
muestra una fuerte dependencia de los factores Msn2p/Msn4p (Rep y col.,
2000). De nuevo, estos resultados sugieren una conexion funcional entre
Snflp y los factores nucleares Msn2p y Msndp en la respuesta a estrés
osmotico. Esta conexion podria explicar el defecto de crecimiento mostrado
por un mutante snfl en medios hiper-osmoéticos. No obstante, estamos lejos
de conocer los mecanismos que determinan el papel funcional de la proteina
quinasa Snflp, y sus subunidades reguladoras, en estrés osmotico, la posible
implicacion de la actividad PKA en esta funcion y la respuesta genética que

determina su actividad.
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4.- Levaduras no-convencionales y estrés osmotico: Torulaspora
delbrueckii

La capacidad para producir gas y dotar de volumen a la masa panaria no es
exclusiva de estirpes de S. cerevisiae. Otras especies de levadura parecen
estar dotadas de la habilidad para proliferar y desarrollar un metabolismo
fermentativo en masas panarias (Hahn y Hawai, 1990; Almeida y Pais,
1996a). Entre ellas, destacan especies como Issatchenkia orientalis, Pichia
membranaefaciens o Torulaspora delbrueckii. Algunas cepas de T.
delbrueckii, han sido caracterizadas, ademds, como tolerantes a la
congelacion (Almeida y Pais, 1996b) y son en la actualidad,
comercializadas en Japon para su uso en la fermentacion de masas

congeladas.

4.1.- Caracteristicas genéticas y morfologicas
La levadura Torulaspora delbrueckii se encuentra frecuentemente en
bebidas alcoholicas, zumos de fruta y alimentos con alto contenido en
azucares (Esteve-Zarzoso y col., 2001). Esta clasificada en un taxon distinto
al de S. cerevisiae debido, entre otras, a las diferencias existentes en el
modo de aparicion de las ascas (Vaughan-Martin y Martini, 1998). Muestra,
mediante técnicas electroforéticas, seis cromosomas de un tamafio que
oscila entre 800 y 1600 Kb (Oda y Tonomura, 1995). Su morfologia es
globular-oval y es de menor tamafio que las levaduras comerciales de
panaderia de S. cerevisiae. A pesar de estas diferencias, se sabe por
comparacion de secuencias que S. cerevisiae y T. delbrueckii estan
relacionadas filogenéticamente (James y col., 1996; Oda y col.,, 1997;

Belloch y col., 2000).

38



Introduccion

4.2.- Torulaspora delbrueckii y su papel en la industria panadera
T. delbrueckii presenta una gran variabilidad en su habilidad para fermentar
y asimilar diferentes compuestos como fuente de carbono, entre ellos
galactosa o maltosa (Kurtzman, 1998). Esto supone una gran desventaja, ya
que un rasgo muy importante que determina la capacidad fermentativa de
las cepas comerciales de panaderia, es su nivel de actividad maltasa e
invertasa. Esto explicaria porque cepas de T. delbrueckii aisladas en la
naturaleza y caracterizadas como resistentes a diferentes condiciones de
estrés han sido descartadas para su utilizaciébn en panaderia (Oda y
Tonomura, 1993). Otra desventaja para la industria es que las células de T.
delbrueckii son, en general, de menor tamafio que las de las cepas de
levadura de panaderia de S. cerevisiae. Este menor tamafio, causa problemas
para separar, mediante filtracion, la biomasa producida del resto de medio
de cultivo durante su propagacion industrial.

A pesar de estos inconvenientes, la excepcional habilidad de algunas
cepas de T. delbrueckii para hacer frente a diferentes situaciones de estrés,
ha generado un enorme interés por caracterizar nuevos aislados que
combinen resistencia a estrés y elevada capacidad fermentativa. En esta
linea, dos cepas de T. delbrueckii, PYCC5321 e PYCC5323, aisladas de
masas agrias de maiz (Almeida y Pais, 1996a) han sido caracterizadas como
extraordinariamente resistentes a congelacidon, en comparacion con cepas
comerciales de panaderia (Almeida y Pais, 1996b; Herndndez-Lopez y col.,
2003a). Estas cepas muestran ademds, una elevada resistencia a estrés
osmotico y a la toxicidad del Na**, unido a una alta capacidad fermentativa
tanto en masas saladas como dulces (Hernandez-Lopez y col., 2003a).
Ademas, la aplicacion de esta levadura en la industria panadera tendria
muchas ventajas ya que se podria usar una misma cepa para varias

aplicaciones (Revisado en Randez-Gil y col., 2003).
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4.3.- Torulaspora delbrueckii como organismo modelo
A pesar de que la utilizacion en la industria panadera de nuevas levaduras
resistentes a estrés resolveria muchos de los problemas actuales de este
sector agroalimentario, lo cierto es que existe una resistencia latente de los
industriales por alterar sus, bien establecidos, procesos de produccion. La
introduccion de una nueva levadura en las plantas de propagacion requiere
de un estudio profundo de sus caracteristicas fisioldgicas, en particular en
condiciones de fed-batch. Asi, rampas de alimentacion, condiciones de
aireacion, volumenes de trabajo, etc. deben ser reconducidos y adaptados
para producir en alto rendimiento un microorganismo de escaso valor
afiadido. Por otra parte, los consumidores también parecen reacios a
cambios, incluso cuando los beneficios parecen claros.

En este contexto, la aplicacion biotecnologica de cepas de T. delbrueckii
en el sector de panaderia y bolleria esta lejos de producirse, al menos en el
mercado occidental. No obstante, es obvio el interés tanto industrial como
académico por este organismo, y en particular por utilizarlo como
organismo modelo de levadura de panaderia, paradigma de la resistencia a
estrés. Asi, es posible identificar genes de esta levadura capaces de alterar
mediante sobreexpresion, la tolerancia a estrés de levaduras de S. cerevisiae
y crear, por tanto, cepas recombinantes adaptadas a las necesidades
industriales. Es posible también, sobre la base de estos resultados,
identificar nuevos genes de S. cerevisiae, implicados en resistencia a estrés,
y estudiar el mecanismo que subyace a esta respuesta y los elementos
implicados en ella. El estudio de la respuesta transcripcional a estrés en este
organismo y su comparacion con la observada en levaduras industriales de
S. cerevisiae, podria permitirnos identificar grupos de genes, cuya

regulacion coordinada determina la capacidad para hacer frente a un estrés.
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Estas posibilidades dependen, entre otras, de la existencia de
herramientas moleculares que nos permitan la manipulacion de T.
delbrueckii, y de nuestro conocimiento de la fisiologia y la genética de esta
levadura no convencional. Sin embargo, el estudio de esta levadura se ha
centrado, casi exclusivamente, en aspectos filogenéticos y biotecnologicos,
dejando al margen el desarrollo de cepas y herramientas adecuadas para su
transformacion. Para superar este obstaculo, se ha construido en nuestro
laboratorio una genoteca de este organismo, se ha aislado y clonado el gen
URAS, usado habitualmente como marcador molecular (Hernandez-Lopez y
col., 2002), y se ha llevado a cabo la interrupcion de este gen, logrando
seleccionar una cepa auxotrofa para uracilo de la cepa PYCC5321
(Herndndez-Lopez y col., 2003b). No obstante, es necesario seguir este
camino, aislando nuevos genes que puedan ser utilizados como marcadores

de seleccion y generando una mayor variedad de cepas auxotrofas.
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Objetivos

En este trabajo nos hemos planteado la utilizacion de Torulaspora
delbrueckii como modelo de levadura de panaderia resistente a estrés
osmotico. En primer lugar, hemos aislado y caracterizado genes que puedan
ser utilizados como marcadores de seleccion y hemos construido las
correspondientes cepas auxotrofas. Ademds, hemos prestado especial
atencion, a la identificacion de genes de T. delbrueckii capaces de conferir
resistencia a estrés osmotico en S. cerevisiae. Finalmente, nos hemos
centrado en el fenotipo conferido por la sobreexpresion de estos genes y

hemos tratado de dilucidar las bases moleculares del mismo.

Por tanto los objetivos que plantea el trabajo son los siguientes:

.- Desarrollar herramientas moleculares de aplicacion en la levadura
Torulaspora delbrueckii, aislando y caracterizando genes que codifican para
marcadores auxotroficos y obtener cepas de esta levadura interrumpidas

para estos genes.

2.- Identificar genes de Torulaspora delbrueckii capaces de conferir,
mediante sobreexpresion, resistencia a estrés osmoético en Saccharomyces

cerevisiae.

3.- Estudiar y analizar, a nivel molecular, el fenotipo conferido en
Saccharomyces cerevisiae por la sobreexpresion de genes de Torulaspora

delbrueckii.
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1.- Cepas

Materiales y métodos

La cepa de Escherichia coli utilizada para las construcciones de plasmidos

ha sido la DH10B. Las cepas de levadura de Saccharomyces cerevisiae

utilizadas se detallan en la Tabla I y las de Torulaspora delbrueckii en la

Tabla II.

Tabla I.- Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo.

Cepa

Genotipo

Procedencia

CEN.PK2-1C

MATa, ura3-52, his3-Al, leu2-3,112, trp1-289,

MAL 2-8°, SUC3

Entian y Koétter, 1998

CEN.PK130-7B

MATa, ura3-52, his3-41, leu2-3,112,

Cedido por P. Kotter

snfl trp1-289, snfl A::HIS3, SUC2
CEN.PK2-1C MATa, ura3-52, his3-A1, leu2-3,112, trpl-  Cedido por P. Kotter
tupl 289, MAL 2-8°, SUC3, tupl::loxP-kanMX-
loxP
ASYS832 MATa, lys2-801, ade2-101, trp-463, his3-  Jiang y Cyert, 1999
4200, leu2-41, ura3::trp1-4xCDRE-lacZ
ASYS833 MATa, ura3-52, lys2-801, ade2-101, trp- Jiang y Cyert, 1999
A63, his3-4200 leu2-A41 cnbl::hisG
ASY834 MATa, lys2-801, ade2-101, trp-463, his3-  Jiang y Cyert, 1999
A200, leu2-A1, ura3::TRP1-4xCDRE-lacZ
crzl::loxP-kanMX-loxP
ASY832 MATa, lys2-801, ade2-101, trp-A63, his3- Este trabajo
snfl A200, leu2-Al, ura3::TRP1-4xCDRE-lacZ,
snflA::NatMx4
MSY182 MATa ura3-52, leu2Al, trplA63, his3A200 Ganster y col., 1998
MSY528 MATa ura3-52 leu2Al trp1A63 his3A200 Schmidt y McCartney,
siplA::HIS3 2000
MSY520 MATa ura3-52 leu2A1 trp1A63 his3A200 Schmidt y McCartney,
Sip2A::HIS3 2000
MSY522 MATa ura3-52 leu2A1 trp1lA63 his3A200 Schmidt y McCartney,
gal83A::HIS3 2000
MSY558 MATa ura3-52 leu2A1 his3A200 siplA::HIS3  Schmidt y McCartney,
sip2A::HIS3 gal83A::HIS3 2000
MSY545 MATa ura3-52 leu2A1 his3A200 sip1A::HIS3  Schmidt y McCartney,
Sip2A::HIS3 2000
MSY552 MATa ura3-52 leu2A1 his3A200 sip1A::HIS3  Schmidt y McCartney,
gal83A::HIS3 2000
MSY543 MATa ura3-52 leu2A1l his3A200 sip2A::HIS3  Schmidt y McCartney,
gal83A::HIS3 2000
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Tabla II.- Cepas de Torulaspora delbrueckii utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Procedencia
PYCC5321 Aislada de masas de pan de Almeida y Pais 1996a
trigo y centeno
PYCC5323 Aislada de masas de pan de Almeida y Pais 1996a
trigo y centeno
PYCC5321 leu2 leu2::natMx4 Este trabajo
PYCC5323 leu2 leu2::natMx4 Este trabajo
PYCC5321 sipl sipl::natMx4 Este trabajo

2.- Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

2.1.- Bacterias
Los cultivos de E. coli se incubaron a 37°C. Cuando las bacterias se
crecieron en medios liquidos, se mantuvieron en agitacion a 200 r.p.m. en
un agitador orbital. Los medios utilizados fueron:

LB (Luria Bertani): extracto de levadura 0,5%, bactotriptona 1% y NaCl

1%. Si se afiade al medio LB 50mg/L de ampicilina tenemos LBA, que se
utiliza para el crecimiento de bacterias transformadas con plasmidos que
contienen el gen de resistencia a ampicilina Ap". Para la seleccion de
plasmidos en los que se ha clonado un fragmento de DNA y llevan como
marcador de seleccion el gen lacZ, se afiaden 50 mg/ml al medio LBA de X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido) (Promega).

SOC: extracto de levadura 0,5%, peptona 2%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM,
MgCl, 10 mM, MgSO4 20 mM, glucosa 20 mM que se adiciona estéril
después de haber esterilizado el medio. Se utiliza para recuperar a las

bacterias después de haber sido transformadas mediante electroporacion.
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2.2.- Levaduras
Los cultivos de S. cerevisiae y T. delbrueckii se incubaron a 30°C. Los
medios liquidos se mantuvieron en agitacion a 200 r.p.m. en un agitador
orbital. Para comparar la resistencia de distintas cepas a condiciones de
estrés, las c€lulas se crecieron en medio liquido hasta la fase de crecimiento
exponencial media. Se recogio una alicuota y se llevd hasta una DOgg de
0,25. A partir de ésta, se realizaron diluciones 10'1, 10'2, 107 y 10*. Se
depositaron gotas de 2 pl de las distintas diluciones sobre placas. Los
medios utilizados fueron:
YP: extracto de levadura 1% y bactopeptona 2%. Este medio ha sido
suplementado con 2% glucosa: YPD, 2% glicerol y 3% etanol: YPG-E, 2%
rafinosa YPR, 2% sacarosa YPS, 3% ectanol YPE. También se le ha
adicionado el antibidtico nourseotricina (ClonNat 50 mg/L) cuando era
necesario como medio de seleccion.
MM (medio sintético completo): Yeast Nitrogen Base 0,2% (sin
aminoacidos ni sulfato amoénico), (NH4)SOs 0,5%, glucosa 2%,
aminodcidos requeridos por cada cepa a las concentraciones recomendadas
por Sherman y col., (1995). A este medio se le ha afiadido diferentes
concentraciones de NaCl: 0,5 M; 0,7 M; 1,0M; 1.2 M; 1,5MoKCl 1,0M o
sorbitol 1,0 M o KOH hasta pH 8,3. En lugar de glucosa también se le ha
afiadido 2% de glicerol y 3% de etanol.

Los medios sélidos se prepararon afiadiendo 2% de agar.

3.- Métodos de manipulacion de microorganismos

3.1.- Transformacion de bacterias
Células de E. coli. fueron previamente convertidas en competentes mediante

el protocolo indicado por la casa comercial (Eppendorf) y conservadas a -
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80°C. La electroporacion se realizd a voltaje constante de 1.700V en un
electroporador Eppendorf 2510 con cubetas de 2 mm de separacion de
electrodos (Eppendorf). Posteriormente se recuperaron las células en medio
SOC, para ser luego sembradas en medio LB-Ampicilina sélido,
conteniendo 1 mg de X-Gal (Promega) por placa en el caso de seleccion por

color.

3.2.- Transformacion de levaduras
La transformacion de levaduras se realizd mediante el protocolo (LiAc/ss.-
DNA/PEG) descrito por Gietz y Sugino (1988). El método estd basado en la
utilizacion de acetato de litio, DNA “carrier” y polietilenglicol. Para cepas
de laboratorio de S. cerevisiae las levaduras fueron sembradas
posteriormente al choque térmico a 42° C. En el caso de cepas auxotrofas,
las placas de seleccion fueron suplementadas con los aminoacidos o bases
nitrogenadas necesarios. En el caso de transformaciones en las que se
utilizaron casetes de interrupcion, las levaduras fueron recuperadas tras el
choque térmico en YPD durante 4 h, previamente a ser sembradas en las

placas con el antibidtico para la seleccion dominante.

3.3.- Analisis de la insercion del casete de interrupcion
Los transformantes no abortivos fueron analizados mediante PCR para
comprobar si habia tenido lugar la insercion en el lugar correcto del genoma
y por lo tanto, la eliminacion de la secuencia elegida. Se utilizan dos
oligonucle6tidos que hibridan en la zona del promotor y del terminador del
gen a interrumpir. Si el casete se ha insertado en el lugar correcto, este
amplificado tendrd un tamafio distinto al del gen original. También se
utilizan oligonucledtidos del interior del casete combinados con

oligonucleétidos disefiados en la regién del promotor o terminador, tras la
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PCR, so6lo en los transformantes en los que el casete esté en el sitio correcto

veremos un amplificado.

4.- Métodos de manipulacion del DNA

4.1.- Obtencion de DNA gendmico de levadura de cultivo liquido
Para la obtencion de DNA gendmico, se utilizd el método descrito por
Hoffman y Winston (1987) que consiste en crecer un cultivo de levadura en
10 ml de YPD o/n y recoger las células por centrifugacion. Las células se
resuspenden en 100 pl de agua, se les afiade 200 pl de tampon de lisis [2%
triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8 y 1 mM Na,-
EDTA], 200 pl de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y 500 ul de perlas
de vidrio (425-600 pm de diametro, Sigma). Tras romper las células
mediante agitacion con el vortex a intervalos de 30 s durante 2 min
dejandolo enfriar en hielo otros 30 s entre cada intervalo, se centrifuga a
12.000 r.p.m. durante 5 min y se recoge la fase acuosa. Los acidos nucleicos
se precipitan por adiciéon de 1 ml de etanol absoluto frio. Se centrifuga de
nuevo a 12.000 r.p.m. durante 15 min y se resuspende el precipitado en 400
ul de TE (Tris-HC1 10 mM pH 7,5, EDTA 1mM) con 3 pul de RNasa A (10
mg/ml). Se incuba 30 min a 37°C. Tras afnadir 4 pl de acetato amonico 4 M
y 1 ml de etanol absoluto, se recoge el precipitado por centrifugacion y se

resuspende en 50 ul de TE.

4.2.- Obtencion de DNA genomico de levadura de una colonia aislada
También se ha obtenido DNA gendmico a partir de una colonia aislada de
levadura para comprobar la correcta interrupciéon de un determinado gen.
Para ello, se ha utilizado un protocolo basado en el descrito por Huxley y

col. (1990) con algunas modificaciones. Una colonia se resuspenden en 50
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ul de tampon 0,01 M de Tris-HCI ajustado a pH 8,0 que contiene 1 mg/ml
de zimoliasa y 5 mM de DTT. La mezcla se incuba durante 15 min a
temperatura ambiente, se centrifuga a 6.000 r.p.m. durante 2 min, se desecha
el sobrenadante y el precipitado se hierve en un bafio durante 10 min.
Posteriormente se resuspende en 50 pl de tampén 0,01 M de Tris-HCl
ajustado a pH 8,0. Tras centrifugar de nuevo, se recupera el sobrenadante

conteniendo el DNA.

4.3.- Obtencion de DNA plasmidico de E. coli
Se crecen las células transformadas de E. coli en 2 ml de medio LBA o/n'y
se extrae el plasmido mediante el método de la lisis alcalina, descrito por
Birnboim y Doly (1979). Para obtener una cantidad de plasmido mayor, se
ha utilizado un procedimiento derivado de éste descrito en Sambrook y col.
(1989), reajustando las cantidades de las soluciones y tampones utilizados al

volumen de cultivo empleado (50 ml).

4.4.- Obtencion de DNA plasmidico de levadura
Para la extraccion de plasmidos de levadura, se ha seguido el método
descrito por Robzyk y Kassir (1992) partiendo de 1,5 ml de un cultivo
saturado en MM selectivo. En todos los casos, el DNA plasmidico obtenido
se resuspende en un volumen adecuado, generalmente 20-50 pl de agua

estéril.

4.5.- Reaccion en cadena de la polimerasa
La amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) se llevd a cabo segin procedimientos estandar
(Sambrook y col.,, 1989). Esta metodologia se ha empleado para la

clonacién y subclonacion de algunos genes, para la comprobacion de
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deleciones y para la sintesis de sondas que mas tarde serian marcadas con
32p_ El volumen final de la reaccion ha sido de 50 pl usando 100 ng de DNA
gendmico o plasmidico como molde, o bien 25 ul de lisado celular en el
caso de PCR a partir de colonia. Por otro lado se anadia 1 ul de cada
oligonucleotido (25 uM), 1 ul de ANTP (0,25 M), 2 ul de MgCl, y 5 ul de
tampon (10X) proporcionado por la casa comercial. Tras realizar un pulso
de desnaturalizacion inicial de 3 min a 94° C comienzan los ciclos de la
PCR.

El ntimero de ciclos, asi como el tiempo y temperatura utilizados en la
separacion de las hebras, union de los oligonucleétidos y elongacion varia
segin el fragmento a amplificar. En todos los casos se realiza una
elongacion final de 5 min a 72°C. El resultado de la PCR es posteriormente
analizado mediante electroforesis en geles de agarosa. En la Tabla III se

describen los distintos cebadores utilizados para las amplificaciones.

Tabla III. - Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleétido Secuencia 5°-3’ Uso
MIJH-1 TCCAGTTTAGTGTTACGGCT Secuenciacion YEpTdHIS-1
MIJH-2 TGGTCTTTGATCGTCGA Secuenciacion YEpTdHIS-1
MJH-3 TAATGATGTGCCTTCTACCA Secuenciacion YEpTdHIS-1
MJH-4 TTACCACGCAAATTGTAC Secuenciacion YEpTdHIS-1
MJH-5 GTCTTCCTTGTCATGGCTC Secuenciacion YEpTdHIS-1
MIJH-6 TCGTTCTCACCAGATGCA Secuenciacion YEpTdHIS-1
MIJH-7 CAACCAGCAGATCACAAC Secuenciacion YEpTdHIS-1
MIJH-8 CGCCTTGGGTACGATCA Secuenciacion YEpTdHIS-1
MJH-9 TACCACCGGAGGATTCAC Secuenciacion YEpTdHIS-1
EAA-1 T(AG)GT(GT)GG(AT)GGTATCTACT Clonacion TALEU2

T
EAA-2 AATGA(CT)AA(CT)TTCAACATCAT Clonacion TALEU2

AGC
EAA-3 TCGGTGAAAGAAAAGAGG Clonacion TdLEU2
EAA-4 AACATCATAGCTGCCGATA Clonacion TALEU2
EAA-5 CTGAGGAAGCGGATGTAA Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-6 TTCACACCTTCTTGCATA Secuenciacion YEpTdLEU-1
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Tabla III- Continuacion

EAA-7 TAGTCTCTGGTCTAACAA Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-8 CTTGTTCTCCTTGATGAA Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-9 GCTCATGACTAAATGGAT Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-10 CCTTTGAAGGCTCAATAC Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-11 CCTCTTTTCTTTCACCGA Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-12 GTAAAGTGAACCCAGTCG Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-13 TTACCTAAGGCATGTAGA Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-14 TACACTTTATGCTTCCTG Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-15 CAGCTGCACCACTTCAAC Secuenciacion YEpTdLEU-1
EAA-16 TCATGGATCCGTTCGCTA Subclonacion TALEUZ para
comprobacion funcionalidad
EAA-17 CCATCACTGCAGGTGTGA Subclonacion TALEU2 para
comprobacion funcionalidad
EAA-18 CAGATACCGGGCCGTAAC Subclonacion TALEU2 para
delecion
EAA-19 TTCATTCATGTTAAGCTA Subclonacion TALEU2 para
delecion
MJH-10 TGCTACTGAAAAGACAAGG Secuenciacion YEpTdSAL-1
MIJH-11 TGAGTCCTTGCCTATCGC Secuenciacion YEpTdSAL-1
MIJH-12 GCTTACAGGCGAGGAATT Secuenciacion YEpTdSAL-1
MIJH-13 GCTGCACCAACAGACAAAG Secuenciacion YEpTdSAL-1
MJH-14 CCT CGTTCTGCTTTGACA Secuenciacion YEpTdSAL-1
MJH-15 CAGGATATCAAGGGTAAGCT Secuenciacion YEpTdSAL-1
MJH-16 GCCTGTTTTGCCATTGGT SecuenciacionYEpTdSAL-1
MJH-17 TCATGCATGGAGACAAGGT Secuenciacion YEpTdSAL-2
MJH-18 CGTCTGCAGTATGAGGTAAA Secuenciacion YEpTdSAL-2
MJH-19 TACCACCGGAGGATTCAC Secuenciacion YEpTdSAL-2
MJH-20 CGCCTTGGGTACGATCA Secuenciacion YEpTdSAL-2
EAA-20 TGAGCGAACAAGTGCAAA Sonda DED1
EAA-21 CAACATTCTATCAGCTTC Sonda DED1
MJH-21 TCGGCTTCTTGATATTTG Secuenciacion YEpTdSAL-3
MJH-22 GCCATCAGCAACAGACTCC Secuenciacion YEpTdSAL-3
MJH-23 CGCTGCCTGTGATTCTTA Secuenciacion YEpTdSAL-3
MIJH-24 ATTCCCAACTCCACCACC Secuenciacion YEpTdSAL-3
MIJH-25 CTTTGTCTGTTGGTGCAGC Secuenciacion YEpTdSAL-3
EAA-22 GGCTCACGACAATGGATCCAAT Subclonacion TdSIP1-t
EAA-23 CCATAGAAAGCTTGAAAAGGGT  Subclonacion TdSIP1-t
EAA-24 GGAAGGGTCTTCAATTTG Secuenciacion YEpTdSAL-3b
EAA-25 CCCATCATCACTAATATC Secuenciacion YEpTdSAL-3b
EAA-26 GTGCTGCGAAGTGAATAA Secuenciacién YEpTdSAL-3b
EAA-27 TCGGCTTCTTGATATTTG Comprobacion interrupcion
TdSIP1
EAA-28 ACGGATTGGCTCACGACA Comprobacion interrupcion
TdSIP1
EAA-29 TCTTGCATCTGAATTCTCTACC Clonacion SIP2
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EAA-30 AAATCAATCTGCAGCTCTTCC Clonacion SIP2
EAA-31 CGAAATCTAGGAGGAATT Clonacion GAL83
EAA-32 CGGATCTTCATCTTTAGA Clonacion GAL83
EAA-33 CAAGTGTAATAGGCTACG Sonda CSG2
EAA-34 GACTACAGCAGAATTTTC Sonda CSG2
EAA-35 AACCAGAGTTTCAGCAGG Sonda GDH3
EAA-36 AATGCCCGTCTCAGAGAT Sonda GDH3
EAA-37 CTGATCATCCAGAAACAG Sonda MAL12
EAA-38 CAACTTCACCGACTGTCA Sonda MAL12
IPP1 AAGGATGGTAAGCCAGTTTCTGC Sonda IPP1
C
IPP2 TTGTCAATTGGAGCATCTGCC Sonda IPP1
EAA-39 ATGAGCAGTAACAACAACACAAA Interrupcion SNF1
CACAGCACCTGCCAATGCGTACG
CTGCAGGTCGAC
EAA-40 AGAAACAGTAGTATCATCTCCAT  Interrupcion SNF1
AACTACTTTCCCAGCCGATCGATG
AATTCGAGCTCG
EAA-41 AGTCATTCAGGAAGTATA Comprobacion interrupcion
SNF1
EAA-42 CTACTCATGATGATCACC Comprobacion interrupcion
SNF1
RB-Sphl ATGACCATGATTACGCCAA Primer universal
secuenciacion
Forward-20 GTAAAACGACGGCCAGT Primer universal
secuenciacion
M5 TACAGATGAGATGGTCAG Comprobacién interrupciones
M6 CACTCATGGTGATTTCTC Comprobacién interrupciones
KANS2 GTCAAGGAGGGTATTCTGG Comprobacion interrupciones

4.6.- Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realizé en geles de agarosa a una

concentracion del 1%. Los geles se prepararon en tampon TAE (Tris 40

mM; acido acético glacial 4 M; EDTA 1 mM; pH 8,0) que también fue

usado como tampon de electroforesis. Las muestras se disolvieron en

tampon de carga (20% Ficoll 400; 0,1 M EDTA pH 8,0; 1% SDS; 0,25%

azul de bromofenol) y su us6 como patrén de tamafio molecular DNA del

fago [ digerido con Pstl. El voltaje utilizado fue de entre 5-10 V/cm.
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4.7.- Aislamiento de fragmentos de DNA en geles de agarosa
Los fragmentos de DNA se separaron en geles de agarosa de bajo punto de
fusion a una concentracion del 1% y con tampdn TAE. Una vez separado el
bloque del resto del gel, éste se calienta a 70° C durante 5 min y a
continuacion se realiza la purificacion mediante fenolizacion y precipitacion

del DNA.

4.8.- Clonacion
Los fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR se clonaron en el vector
pGEM-T-Easy (Promega), realizando la reaccion de ligacion durante 1 h a
temperatura ambiente. La clonacion en vectores de expresion de levadura se
llevé a cabo mediante digestion enzimatica del vector y del fragmento de
DNA a clonar mediante endonucleasas de restriccion (utilizando el tampon
y las indicaciones sobre condiciones Optimas de reaccion proporcionadas
por la casa comercial para cada enzima). En la reaccion de ligacion se
mezclan 50 ng del vector, al menos tres veces mas cantidad de inserto, 1 pl
del tampon proporcionado por el proveedor y 1 pul de DNA ligasa en un
volumen final de 10 ul. La reaccion se deja o/n a 16°C. La relacion de

plasmidos utilizados se encuentra en la Tabla IV.

Tabla IV. - Plasmidos utilizados en este trabajo.

Pliasmido Descripcion Procedencia
YEplacl81 Vector episomal de expresion en levadura, Gietz y Sugino,
Marcador LEU2 1988
YEplac195 Vector episomal de expresion en levadura, Gietz y Sugino,
Marcador URA3 1988
YEplacl12 Vector episomal de expresion en levadura, Gietz y Sugino,
Marcador TRP1 1988
YCp33 Vector centromérico de expresion en levadura, Gietz y Sugino,
Marcador URA3 1988
YEpTdHIS-1 Plasmido descrito en el apartado 1.1 del capitulo I que Este trabajo
contiene los genes TdHIS3, TADED1, TAMRP51 y
parte de TAPET56
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Tabla I'V- Continuacion

YEpTdHIS-2 Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdHIS3 Este trabajo
YEpTdLEU-1 Plasmido descrito en el apartado 2.3 del capitulo I que Este trabajo
contiene los genes TALEU2, TANFS1, TdRLP7 y parte
de TdPETS
YEpTdLEU-2 Derivado del YEplac195 que contiene el gen TALEU2 Este trabajo
pGEM-TdLEU2-  Plasmido que contiene el mdodulo de resistencia a Este trabajo
NatMX4 nourseotricina con flancos del gen TALEU2 para su
deleccion
pFA6a-natMX4 Plasmido derivado del vector pSP72 conteniendo el Goldstein y
modulo de resistencia a nourseotricina, natMX4 McCusker 1999
p-GEM-TdLEU2  Plasmido p-GEM-T (promega) conteniendo el gen Este trabajo
TdLEU2
YEpTdSAL-1 Plasmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en Este trabajo
el apartado 1.1 (Cap. II) que contiene parte del gen
TdENAL
YEpTdSAL-2 Plasmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en Este trabajo
el apartado 1.2 (Cap. II) que contiene el gen TADED1
y parte de los genes TAMRP51 y TdRNR3
YEpTdDED-1 Derivado del YEplac195 que contiene el gen TADED1 Este trabajo
YEpTdSAL-3 Plasmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en Este trabajo

el apartado 1.3 (Cap. II) que contiene el gen TdSIP1-t
y parte del gen TdGIS4

YEpTdSAL-3a

Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdSIP1-t

Este trabajo

YEpTdSAL-3b

Plasmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en
el apartado 1.3.1 (Cap. II) que contiene el gen TdSIP1

Este trabajo

YEpTdSAL-3¢

Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdSIP1

Este trabajo

YEpTdSIPI- Plasmido que contiene el modulo de resistencia a Este trabajo

natMX4 nourseotricina con flancos del gen TdSIP1 para su
interrupcion

pRS909 Plasmido centromérico que contiene una fusion entre Gaxiola y col.,
el promotor de HAL1 y el gen chivato lacZ, con el 1992
marcador de seleccion URA3

YEpSIP2 Derivado del YEplac195 que contiene el gen SIP2 Este trabajo

YEpGALS3 Derivado del YEplac195 que contiene el gen GAL83 Este trabajo

pRI216 Plasmido que expresa LexA-SnflG53R Kuchin y col.,

2000

pSH18-18 Derivado del pLRAI con una fusiéon GAL1-lacZenel  Kuchiny col.,
que las UAS (GAL) se han sustituido por 8 copias del 2000
operador LexA

pB44 Derivado del YEp24 que contiene el gen SIP1 con el Yang y col.,
marcador URA3 1992

YEpTdSIP1-t Derivado del YEplac181 que contiene el gen TdSIP1-t Este trabajo

YCpTdSIP1-t Derivado del YCp33 que contiene el gen TdSIP1-t Este trabajo

YCpTdSIP1 Derivado del YCp33 que contiene el gen TdSIP1 Este trabajo
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4.9.- Secuenciacion y analisis de las secuencias
La secuenciacion del DNA se llevd a cabo mediante la técnica de
terminacion de cadena por dideoxi-nucledtidos (Sanger y col., 1977). El
programa DNAMAN (Lynnon Biosoft) se utilizo para analizar las
secuencias. Se realizaron busquedas de similaridad en el Instituto Suizo de

Bioinformatica, usando el programa BLAST (Altschul y col., 1997).

4.10.- Rastreo de la genoteca mediante técnicas de PCR
Transformantes de E. coli que contienen la libreria gendémica de T.
delbrueckii PYCC5321 se sembraron a una densidad de 1.000 ufc en 10
placas de 90 mm de didmetro. Tras realizar réplicas de estas placas, se
recogieron las colonias con 1 ml de agua estéril, se centrifugod y resuspendi6d
en 100 pl de agua estéril. Estas muestras se hirvieron durante 10 min, se
enfriaron en hielo y se centrifugaron de nuevo. Una alicuota de 4 pl de este
lisado celular se utilizd6 como fuente de DNA molde para una reaccion de
PCR con oligonucledtidos especificos del gen que se quiere clonar. Tras
localizar qué placas contienen colonias positivas, estas se replicaron y se
procedid a un nuevo ciclo de amplificacion por PCR, esta vez utilizando
como DNA molde el obtenido de la lisis de células procedentes de uno de
los ocho sectores en los que se dividi6 la placa en la que se detectd la
presencia de colonias positivas. Esto nos permitid ir acotando colonias que
contuvieran el gen de interés. Cuando el numero de colonias en una seccion
fue menor a 20, se recogieron todas ellas y se comprobo por PCR que
colonia contenia el gen de interés. Una vez aislado este clon, se procedio al
aislamiento del plasmido siguiendo los procedimientos estandar y el inserto

contenido en el plasmido fue secuenciado (Bloem y Yu, 1990).
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5.- Métodos de manipulacion de RNA

5.1. Extraccion de RNA
El RNA total de S. cerevisiae se purifico siguiendo el método descrito en
Sherman y col. (1986), a partir de muestras de 30 ml de cultivo en fase
exponencial. La rotura celular se efectué empleando bolas de vidrio de 0,4
mm de diametro, mediante 4 ciclos de 30 s de agitaciéon en un vortex
separados por un intervalo de 30 s en hielo. El RNA purificado se
resuspendié en 30-50 pl de agua, y se cuantifico por medida de la
absorbancia a 260 nm. El cociente de los valores de absorbancia 260/280 se

utilizé como indicativo de la pureza del RNA obtenido.

5.2. Transferencia de RNA a filtros de nylon (Northern)
La separacion de especies de mRNA se llevo a cabo mediante electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 1%, en tampon NBC (50 mM de BO;H3;
1 mM de citrato soédico, pH 7,5), conteniendo un 2,5% de formaldehido. Se
aplicaron 30 pg de RNA total por pocillo. Para la transferencia del RNA a
membranas de nylon (Hybond-N, Amersham Pharmacia), se utilizo el
método de capilaridad (segun Sambrook y col., 1989). Tras secar las
membranas a 37°C (30 min), el RNA se fij6 mediante exposicion a luz UV

durante 5 min en un aparato IBI UVH (Internacional Biotechnologies, Inc).

5.3. Marcaje de sondas radiactivas
Se prepararon sondas para visualizar el nivel de transcrito de genes de
interés a partir de fragmentos de DNA amplificados por PCR u obtenidos
mediante digestion enzimatica de plasmidos que los contienen. Estos
fragmentos se marcaron con o’’P[dCTP], utilizando el Kit comercial High

Prime (Roche) basado en la técnica de hexanucledtidos al azar (Feinberg y
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Vogelstein, 1983; 1984), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
sondas marcadas se purificaron mediante cromatografia de exclusion
molecular con las columnas MicroSpin™ S-300 HR (Amersham

Biosciences).

5.4. Hibridacion de RNA sobre filtros y cuantificacion
La hibridacion se llevo a cabo o/n a 42° C con agitacion lenta, en solucion
de hibridacion, SSC (5X) (0,75 M de NaCl, 75 mM de citrato de sodio);
Denhardt’s (5X) (1 mg/ml de BSA, 1 mg/ml de Ficoll 400, 1 mg/ml de
PVP); 50% de formamida desionizada; 0,5% de SDS y 100 pg/ml de DNA
de esperma de salmon. Tras la hibridacion, los filtros se lavaron
sucesivamente con SSC (2X), SSC (2X) + 0,1% de SDS, y finalmente, con
SSC (0,2X) + 0,1% de SDS. El primer lavado se efectudé a temperatura
ambiente mientras que los demds se realizan a 65°C, en agitacion. Las
membranas se envolvieron en un plastico fino y se expusieron con pantallas
Bas-IP MP 2040 (Fuji) a temperatura ambiente. La imagen digital se obtuvo
con un analizador de imagen FLA-3000 (Fuji) utilizando el programa Image
Gauge Version 3.12 (Fuji). La cuantificacion de la sefial se realizd con este

mismo programa.

6.- Hibridacion de filtros de DNA de Saccharomyces cerevisiae

6.1.- Crecimiento de las células y extraccion de RNA
Para este experimento utilizamos la cepa CEN.PK2-1C transformada con
los plasmidos. Los transformantes crecieron en MMG hasta alcanzar una
DOgoo de 0,5 y se expusieron a una concentracion de NaCl de 0,5 M durante
45 min. Tras recoger 15 unidades de DOggo se procedio a la extraccion de

RNA de la forma descrita en el apartado 5.1.
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6.2.- Sintesis y marcaje de cDNA
Para la sintesis de cDNA se utilizaron 10 pg de RNA total tratado
previamente con DNasa RNasa-free (Roche) a 37°C durante 30 min. A la
mezcla anterior se le afiade 3 pl de hexanucleotidos al azar (500 u/pl)
(Roche); 1 pl de inhibidor de RNasa RNAguard™ (34,9 u/ml) (Amersham
biosciences); 2 pl de mezcla de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP 16 uM y dCTP
100 pM); 4 pl de [0**P]-dCTP (10 uCi/ul, Amersham biosciences); 6 ul de
tampon (5X), 3 ul de DTT 0,1 M y 1 pl de transcriptasa inversa RNasaH-
Superscript' “1I (Invitrogene), en un volumen final de reaccion de 30 pl.

La reaccion se llevo a acabo durante 1 h a 42°C. Las sondas de cDNA se
purificaron con una columna de exclusién molecular MicroSpin™ S-300
HR (Amersham Biosciences) y el porcentaje de incorporacion de
nucleétidos marcados se midié en un contador de centelleo (Wallac 1409).

Las sondas se desnaturalizaron a 100°C durante 5 min.

6.3.- Hibridacion de filtros
Los filtros fueron suministrados por el Servei Central de Suport a la
Investigacio (Universitat de Valeéncia). Se prehibridaron en un horno
giratorio (Amersham Pharmacia Biotech) a 42°C durante 3 h en 5 ml de
solucion de Prehibridacion: Formamida 50%, SDS 1%, SSC (5X), Denhart
(5X) y 100 pg/ml de DNA de esperma de salmén desnaturalizado (Roche).
Transcurrido el tiempo de prehibridacion se anade todo el marcaje de cDNA

a los tubos y se incuba en el horno giratorio durante al menos 36 h.
6.4.- Lavado, exposicion y lectura de los filtros

Los filtros se lavaron primero con la solucion de lavado 1 (SSC (2X),

0,1% SDS) a 65°C durante 20 min dos veces, y por ultimo con la solucion
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de lavado 2 [SSC (0,2X) y 0,1% SDS] a temperatura ambiente durante 15
minutos. A continuacion, los filtros se expusieron envueltos en plastico fino,
ya que es importante que no se sequen para favorecer la eliminacion de la
sonda posteriormente. Se mantuvieron expuestos durante 4 d en pantallas
Bas-IP MP 2040.

Para eliminar la sonda de los filtros y poder volver a exponerlos de
nuevo, se lavaron con una solucion fosfato sddico 5 mM (pH 7) y 0,1% de
SDS a 100°C.

Las imdgenes se analizaron con el programa ArrayVision. La
normalizacion de los datos se realizo utilizando el lenguaje R que tuvo que
ser reprogramado siguiendo los algoritmos del programa SNOMAD
(Colantuoni y col., 2002). Para el andlisis de los datos obtenidos de la
normalizacion se utilizo la herramienta de red GEPAS (Herrero y col.,

2003).

7.- Determinacion de actividades enzimaticas

7.1.- Obtencion de extractos celulares
Las actividades enzimadticas se determinaron a partir de extractos celulares
obtenidos por rotura mecanica de células de levadura. Para medir la
actividad B-galactosidasa, se recogieron 10 unidades de DOgq de células del
cultivo, se lavan con agua y se congelan. Una vez recogidas todas las
muestras, se le afiade 500 pl de tampon Z (60 mM Na,HPO4, 40 mM
NaH,;PO4, 10 mM KCI, I mM MgSO4) y 500 ul de bolas de vidrio de 0,4
mm de didmetro y se agitan en un Vortex a velocidad maxima durante 4
ciclos de 30 s con alternancia en hielo. El sobrenadante obtenido es
centrifugado a 12.000 r.p.m. para eliminar los restos celulares y el extracto

es conservado en hielo hasta su utilizacion.
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7.2.- Determinacion de la actividad B-galactosidasa
El substrato utilizado para medir la actividad B-galactosidasa fue el o-NPG
(o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido). Tras mezclar 100 [J1 de este substrato
con 100 11 de extracto crudo y 400 [11 de tampdn Z con una concentracion
de 40 mM de B-mercaptoetanol, se mantiene la mezcla de reaccion durante
20 min a 30°C. La reaccion se para con la adicion de 500 (/1 de Na,COs 1
M. Se mide la absorbancia a 420 nm. La actividad especifica (U/mg
proteina) refleja los nanomoles de substrato hidrolizado por min y mg de
proteina. (El coeficiente de extincion molar del o-NPG a 420 nm es de 4,5

cm’/mM).

7.3.- Determinacion de la concentracion de proteinas
Para determinar la concentracién de proteinas en los extractos celulares se
ha utilizado el reactivo comercial BioRad Protein Assay, usando BSA para

la obtencidn de una recta patron.
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CAPITULO 1

Obtencion de herramientas moleculares para

el estudio de Torulaspora delbrueckii









Capitulo I

En los ultimos afios las técnicas de ingenieria genética han abierto la
posibilidad de construir nuevas cepas de levadura de panaderia con
caracteristicas mejoradas o capaces de producir proteinas que modifiquen el
aroma, la reologia de la masa o la vida media del pan (para una revision ver,
Randez-Gil y col., 2003). Un claro ejemplo ha sido la obtencion de cepas de
levadura recombinantes capaces de expresar enzimas heterologas empleadas
habitualmente como mejorantes panarios (Randez-Gil y col., 1995; Monfort
y col., 1997; Monfort y col., 1999).

El empleo de cepas de T. delbrueckii en panificacion, convierte a esta
levadura en un potencial huésped para la expresion de proteinas de interés
en este proceso industrial. Sin embargo, el uso de técnicas de ADN-
recombinante en este microorganismo es limitado, ya que se carece de las
herramientas moleculares necesarias. Solo recientemente se ha descrito la
construccion de una libreria de DNA gendémico de este organismo
(Herndndez-Lopez y col., 2002) y su utilizacion en el aislamiento de genes
que complementan mutaciones de interés académico y/o industrial en S.
cerevisiae. Ademas, la mayoria de cepas de T. delbrueckii son prototrofas.
En consecuencia, su transformacion mediante complementacion de
marcadores auxotrofos, el método mas comun en S. cerevisiae, no puede ser
empleado. Esto implica que la manipulacion genética de estas cepas so6lo
pueda llevarse a cabo mediante el uso de marcadores dominantes de
resistencia a drogas. Sin embargo, el uso de estos sistemas de seleccion esta
limitado por las leyes que regulan la produccidn, liberacion y explotacion
comercial de organismos modificados genéticamente (Linko y col., 1997).
En este escenario, la obtencion de cepas auxotrofas de T. delbrueckii se
convierte en un objetivo prioritario tanto en investigacion bdsica como

aplicada.
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Los genes mas comunmente utilizados como marcadores auxotroficos
estan implicados en etapas clave de rutas de biosintesis de aminoacidos,
como LEUZ2, HIS3 y TRP1, o de biosintesis de bases nitrogenadas, como
URA3 y ADEL. Recientemente, se ha aislado y caracterizado el gen URA3
de T. delbrueckii (Hernandez-Lopez y col., 2002) y se han construido cepas
auxotrofas Ura” (Hernandez-Lopez y col., 2003b). No obstante, es necesario
continuar en esta linea, mediante el aislamiento y caracterizacién de nuevos
genes que permitan la obtencion de una amplia variedad de cepas para su
uso en estudios basicos.

Por otra parte, la obtencion de datos de secuenciacion de estos genes y de
las zonas flanqueantes a ellos, ha permitido tradicionalmente, el estudio y la
comparacion del orden génico y su orientacion transcripcional entre varias
especies de levaduras. Esta informacion, ha permitido establecer relaciones
filogenéticas, ya que la conservacion del orden génico disminuye a medida
que aumenta la distancia evolutiva, y descifrar los mecanismos que han
dado lugar a la diversidad de especies de levaduras (Keogh y col., 1998;
Langkjaer y col., 2000).

En este primer capitulo presentamos la clonacién de dos marcadores
auxotroficos de T. delbrueckii y el estudio de los genes adyacentes para
establecer su relacion filogenética con levaduras bien conocidas como S.

cerevisiae.

1.- Analisis de una region del DNA de 7. delbrueckii que contiene el gen
HIS3: secuencia, orden génico y evolucion

El producto del gen HIS3 cataliza la conversion de imidazol-glicerol-fosfato
a imidazol acetal-fosfato, séptima etapa de la ruta de biosintesis de histidina
(Alifano y col., 1996). Como otros genes esenciales implicados en rutas

biosintéticas, HIS3 ha sido utilizado frecuentemente como marcador
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nutricional para la transformacion de plasmidos e interrupciones génicas. En
S. cerevisiae, HIS3 esta flanqueado por dos genes no relacionados
funcionalmente, PET56 y DED1 (Struhl, 1985a) y separado de ellos por
secuencias intergénicas cortas. Esta estructura, fuertemente empaquetada, ha
convertido a esta region cromosdmica, en un modelo para estudios de
regulacion transcripcional (Struhl, 1982; Struhl, 1985b; Chen y Struhl,
1985). Ademas, la comparacion del orden de genes encontrado en la region
HIS3 de S. cerevisiae y otras levaduras, como Saccharomyces kluyveri
(Weinstock y Strathern, 1993), Zygosaccharomyces rouxii (Sychrova y col.,
2000) y Candida glabrata (Walsh y col., 2002b) ha permitido establecer la
existencia de un orden génico ancestral, en el que se entremezclan porciones
de los cromosomas XV y XVI de S. cerevisiae (Keogh y col., 1998;
Sychrova y col., 2000). Esta informacién, junto con la obtenida en otras
regiones cromosomicas de diferentes especies de Ascomicetes ha dado
origen a la hipotesis de Wolfe y Shields (1997) por la que la actual
constitucion genética de S. cerevisiae se habria originado, entre otros, como

resultado de un evento de duplicacion de su genoma ancestral.

1.1- Clonacion del gen HIS3 de Torulaspora delbrueckii
El aislamiento del gen HIS3 de T. delbrueckii se llevé a cabo mediante
complementacion de un mutante His" de S. cerevisiae (CEN.PK2-1C),
utilizando una libreria genomica construida en el vector YEplacl81
(Herndndez-Lopez y col., 2002). De los cerca de 30.000 transformantes
obtenidos, se aislaron y analizaron, mediante restriccion, varios plasmidos.
Uno de ellos, al que denominamos YEpTdHIS-1 (Figura 1.1) contenia un
inserto de 4,9 Kb, cuya secuenciacion mostro la existencia en su extremo 5’
de una pauta de lectura abierta de 672 pb, con una alta homologia con genes

HIS3 de otras levaduras.
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Con objeto de confirmar el aislamiento del gen HIS3, un fragmento de
restriccion PstI-ECORV (Figura 1.1), conteniendo el promotor y el gen
completo, fue subclonado en el pldsmido YEplacl181 e introducido en la
cepa CEN.PK2-1C. El nuevo plasmido, YEpTdHIS-2, permitio el
crecimiento de la cepa His™ en medios carentes de histidina, confirmando asi
la funcionalidad del gen. Asi pues denominamos a esta nueva pauta de

lectura abierta TAHIS3, el gen HIS3 de T. delbrueckii.

YEpTdHIS-1
smal PstI 1.8_ HindIll 2.7 Xbal 4.9
HindII 2.0
EcoRIl | ! I |HindIII
” | —TdHIS3—®| I‘—'—//L
pnI | | | Sph1
ECORV 0.1 BamHI 2.0 HindIII 2.8
EcoRI 1.9
YEpTdHIS-2 L‘
Scal 0.45
| HindIII 1.0 Pstl
EcoRl ATG | TAA HindIIt
, | ——TdHIS3— P | ]
KpnI | Sph1
Xbal 0.55
HindIII 0.5

Figura 1.1. Representacion esquematica del mapa de restriccion del inserto contenido en
los plasmidos YepTdHIS-1 y YEpTdHIS-2. Los nimeros indican el tamafo del fragmento
generado desde el sitio de restriccion hasta el MCS situado a la izquierda del dibujo. Sélo
se indican los sitios de restriccion mas relevantes. El tamafio de los fragmentos no esta
realizado a escala.

1.2- Organizacion de la region 7dHIS3
En la figura 1.2 se muestra la secuencia completa del DNA y la secuencia
deducida de aminodcidos de todas las posibles pautas de lectura abierta
encontradas en el inserto del plasmido YEpTdHIS-1. Ademas del gen HIS3,
el andlisis mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1997), puso de
manifiesto la existencia en el inserto de secuencias parciales o completas

con un alto grado de homologia a tres genes, PET56, MRP51 y DED]1,
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previamente caracterizados en S. cerevisiae. Un fragmento de 476 pb,
homologo al gen PETS56, que codifica la subunidad 21S del rRNA
(guanosina-2'-O-)-metiltransferasa, se encontr6 a 182 pb por delante del
ATG de inicio de TdHIS3 y en la hebra opuesta. Detras del gen TdHIS3 y
separada de éste por tan s6lo 33 pb, aparecio en la hebra opuesta una nueva
pauta de lectura abierta (nucledtidos 1.364 al 2.389), que exhibi6 un 42% de
identidad con la subunidad pequeia de la proteina ribosomal mitocondrial
Mrp51p. Finalmente y localizada a 420 pb del gen TAMRP51, se detectd una
pauta de lectura abierta con un 75% de identidad con el gen DED1 de S.
cerevisiae, que codifica una RNA helicasa dependiente de ATP.

La region HIS3 de T. delbrueckii esta formada por una serie de genes que no
tienen relacion funcional entre ellos y que estan separados por regiones
intergénicas muy cortas, lo que provoca que se superpongan secuencias de
promotores y terminadores. Esta organizacion del genoma parece ser tipica
de regiones cromosomicas de S. cerevisiae y en particular de la region HIS3

(Struhl, 1985a).

1.3.- Caracterizacion del gen 7TdHIS3

Para la caracterizacion del gen TdHIS3, inspeccionamos la secuencia
promotora y terminadora del mismo, en busca de elementos reguladores. En
la corta secuencia intergénica PET56-HIS3, localizamos la existencia de dos
posibles cajas TATA, una que se ajusta a la secuencia consenso (TATATA)
que va del nucledtido -87 al -92 y otra (TATACC) que va del nucleétido -27
al -32. Estas secuencias se encuentran frecuentemente en promotores de
levadura y juegan un papel muy importante en la transcripcion, como ha
sido demostrado para el gen HIS3 de S. cerevisiae (Struhl, 1982). En esta
secuencia intergénica encontramos también un elemento consenso de unioén

a Gendp (TGACTC), del nucleodtido -133 al -138. Gendp es un regulador
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general de la expresion génica en S. cerevisiae (Hinnebusch y Natarajan,
2002), en particular de genes implicados en rutas de biosintesis de
aminoacidos (Natarajan y col., 2001). Otras dos copias imperfectas de esta
secuencia fueron localizadas en la region codificante de TdAPET56,
TGACGA, del nucledtido -236 al -241 y TGAATC, del -341 al -347. La
existencia de elementos reguladores de HIS3 situados en la region
codificante de PET56 ha sido previamente descrito para otras levaduras
como S. cerevisiae (Struhl, 1985a), S. kluyveri (Weinstock y Strathern,
1993) y Z. rouxii (Sychrova y col., 2000a).

TTCTTCTCTGCGAGCTGGGCAATTGTCGTTGGTAAAGGCCCATGATGCAGAAGTCTAGTAAAATATTCTCTCTTACCACCTTGTAAAGCCGCCAGAACAC
158 K EALQAI TT®PLZPGHAHLILRTIFYERIKG G GI QLAALYV

HHEHH
CATTTGTACCATAAACATACTCCATCAAAGGGTTTACTCTTAGACCCTGTGTAGCACTTCGTTTCTCAAACTTCCTTTCATGCTCTTGCCTCTCATTCTT
126 G N T G Y VY EMLPNVRLGQTASRIEKETFIKREWHEU QRENK

CGTCTGTTTGTCAATTTGTGCCAGTTTATCAGTATGAGCTTTCTTCTTCCCAAACAAATCACCAGAATTTTTCTCCCTAGCATGGACATGGGCATATTTC
92 T Q KD I QAL KUDTHAKIKI KGFLDSGSNIKTERAHVHAYK

TTTCTAAACCATGAATCTTTATCCTCTCCAGCCTTCTCCCATGCCTTCTTGCGACGGATCTGCGGTAGATTCTTATCCAGTTTAGTGTTACGGCTCCCCA
59 K R F W S D KDEGAKTEWAIKI KR RRIQPLNIEKDTLIKTNRSG

HHEHH
ATCCAGCTTTCACCGCCTGACGAATGGCCAAACCACGTTTAAACACGGCGATCATCAGAGTACTACTACTTAGCATATCAACGGCCGACTAAAACTGATA
26 L GAKVAQRI ALGRIKFVAIMLTSSS LM

<
N

HHHHHH
GAGCTGGATCTTCAAGCTTTTGACTCATAGCTCATCGAATCGAGATTTTTCAGTTTCTAGAAACGATATATATCCATAGTGAAAAATTATCTAATACTAA
ATGATGAAAGATAGATTAATATCAGTTATACCAACCAACTACTGGTTGTAACGATAAGATGAGTGAACGCAAAGCATTTGTGAGCCGTATAACAAACGAA

M S ERKAFV SR 1 TNE 14
»

»
ACCAAGATTCAAATTGCAATTTCGCTGAATGGTGGTCATATTGAAATAAAGGACTCAATTTTATGTAAGAAACAGCAGGAAAATGGTAGCGATGTGGCAG
T K1 Q11 AI1I SLNGGHTIETIKDS SILTCKI KA QQENGSTUDV A A 48

CCCAGACCACCAAGTCCCAAGTGATAGATATTCAAACTGGTGTAGGATTCCTGGACCACATGATTCATGCGCTGGCCAAGCACTCCGGATGGTCTTTGAT
Q T TKSQVIDI1I1QTGV GFLDHMIHALAKUHSGWSLI 81

CGTCGAGTGTATCGGTGATTTGCACATTGACGACCACCATACCACTGAGGATTGTGGTATTGCATTGGGCCAGGCATTCAAGGAAGCTTTGGGTCAAGTT
VECIGDLHIDUDHHTTETDTGECGI ALGAO QAFIKEALTGR QUV 114

Figura 1.2. Secuencia del DNA correspondiente al inserto del plasmido YEpTdHIS-1. La
secuencia de aminoacidos correspondiente a TdHIS3 (nucleodtidos 659-1330), TAMRP51
(nucleodtidos 2389-1364), TADED1 (nucledtidos 2810-4603) y parte de TAPET56 (476-1),
se muestra debajo de la secuencia de DNA. Las flechas indican la direccion de la
transcripcion. La caja TATA y los elementos TATATA en el promotor y el terminador de
TdHIS3 estan marcados en negrita. Los elementos consenso de union a Gendp estan
sefialados con el signo #. Los posibles sitios de poliadenilaciéon que coinciden con la
secuencia CTTT (Mahadevan y col., 1997) estan subrayados. Los codones de parada de
TdHIS3, TAMRP51 y TADED1 estan marcados con el signo *.
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1001 CGGGGTGTGAAAAGGTTCGGTACTGGGTTTGCACCTTTGGACGAAGCTCTATCCAGAGCCGTTGTGGATTTATCAAACAGACCTTACGCTGTAATTGATC
G VKRFGTG GFAPLUDEALSRAVVYVDLSNRPYAV I DL 148

1101 TTGGTTTGAAGAGGGAGAAGATCGGCGATCTCTCGACTGAGATGATTCCACATTTCTTGGAAAGTTTTGCCGAGGCTGCTCGTTTGACTATCCACGTTGA
G LKREIKI GDLSTEMIPHT FLESFAEAARTLTIHVD 181

1201 CTGTCTGAGAGGTTTTAATGATCACCACCGTAGCGAGAGTGCCTTTAAAGCCTTGGCAGTGGCTATTCGTGAATCATTAGCACCTAATGGTACTAATGAT
L RGFNDHHRSESAFIKALAVAIRESLAPNGTND 214

1301 GTGCCTTCTACCAAAGGTGTGTTAATGTGAGAATAATACGTATTTATTTTATATACAGGAAAACTAGTGGAAATCGTGCAGGATATTCAGCAACTCGTCG
341 V P S T K G V L M * *H FDHL I NLLETD 223

1401 GCTTTCATCTTTGGATCCATGGCACCGACAGCGTTGTTGCTTTTTGATCTTTGAATAGGTCTCTGTTGATACCTTTTGCCCTGAATGGAGCGCTTTGCAC
330 AKMKWPUDMAGVY ANNSI K SRQIPRQQYRIKGQI SRKA

1501 GCTGGCTCATACCACTGACGACTTGAGCCCTGACCATAACCTTCCCGGCGTCATCAACAGAAACTTGTTGCACTTCAAAGGGGAATGTGAGTTCTCTGAT
297 R Q S M G SV VQARVMVYKGADUDVSVQQVEFZ®PFTLETR!

1601 AAAATCACCCATGTTATATGCGACCTGGGATGTCATGGGCGATGAAGAAGTTGCATTGGCAACAAACCCACCAACTGCAGCCAGCCTATCGTTACCATCA
263 FDGMNYAVQSTMTSSSDANAVFGGVAALIR RTIDNGTD

1701 AAATTCAAGAATCTACCTGGAACAATACTCTTTTGGACCACTCCATTAGGTGAATTCTTCAACTTACCACGCAAATTGTACGTGAGCCCCCCAGTCCCGA
230 FNLFRGPVISKQVVGNZPSNIKILIKG GRLNYTLSGSG GTG

1801 TAACCTTGCTGGAGGCCAAACGACCACTTTGCTTCGCAGAACGCTCACTTAAAAACTGCACTGCACTCTCCTTCATATCTCTAGCCGTGAATGACTTGTT
197 1 vV X $ S AL RGSQKASREZSLZFQVASEIKMDIRATFSKN

1901 CTTCAAAGCTTCTGGATCCTTTTCAAGCAACCATTGTCTAAATTCACCACGTAAGGCCTTCATCTGAACCAATCTGTGCGATGCGCTATTAGCCTTTCCA
163 K L AEPDI KELLWOQRTFESGRILAKMQVLRHSASNATIKSG

2001 GCATCGACCGCCAGCAAAGATGATAAAGGTGCCAAACGATCCTGACTCGATGATTCACCTTCAAACAATGGGTTGGCTCTACCAGGGTTATACGATGGAG
130 A DV AL L S SLPALURUDU QSSSEGETFLPNARTGTPNYSFP®P

2101 CAACCCCCAACTCCTGGAACCTAATGCGATTCCACTGCGAACCACCCCCAGCTTCAAAAGTTGCGATTCTCTCCAAAGTATCTAGCTCATTAAACTCCAA
97 AV G L EQFR I RNWOQSGGGAET FTAIRETLTUDULENTFEL

2201 ATATCTCGATTTCACACCTTTTGGAATCGCTGCCTTAAGCCCCCATTCCTGTCTCTCGAAAGTAGCCGGCTTAGTCTCCACGACCTGGTGCGAGGGGAAA
63 Y RS KV GKPI1 AAKULGWEU QREFTAPIKTEVV QHSPF

2301 TACCGTGGCTTCCCGCCCACCAAAGGCTCCCGACTCTTCGCCACCTGTGCCAGCCTGGACCGTCTTAGCAATTGACCCAGATGCGACATACAGACTCGAT
30 Y RPKGGV LPERSIKAVQALRSR B‘ L L QG L

K
2401 CTATAGGACTAAACTATCTTCAATTTCAGCTACTTTTCTTTAATTATTGGTCTATAAGTGAAAAAATAATGTCAGTGAGATTTGATATTTTAAAGCGCAC
2501 ATGAACTATAGCAAGTCAATACTCAACACACAAAGGCGATAAAAGGCTAGTAAAAATTGCAAAAATTCCCCAAATTTTCAGGCTATTCATCAAGCTTGCC
2601 AGATTTGCTTTATAAACTCTAGTCGTCTGTTTATTCAAAGAATTACGAGTTTTCACGTCTCACGGCCATTTTATAGCGCGGTGTCTTGGCGGTGAAAACT
2701 TTTCAAAGAAAGAAAAGCTTGAATAATCCAATATAAGAAGAGCCATGACAAGGAAGACAAGAATAATAGGTGTCGAAAAGAGGTATATTACGATTTAATC
2801 AGCGACAGGATGGCAGATTTAAGTAAGAAAGTAGAGAACATGAGTATCAAGGAGAAAGGCGGTTACGTTCCTCCACATTTGAGAAACGGTGGAGCGCGTC
M A D L S K K V.>E NMS 1 KEIKGGYVPPHLRNGS®GARR 31

»
2901 GTGCCAACAGTGGTGGATTCGGTGGATCTAGTGGTTCTGATGGTTCTTCTGGTGGTAGTTTCTTTGGGTTTAGCGGTCGTCGTGGAGATTCCAACCGTGG
A NS GGFGGSSGSDGSSGGSFFGF SGRRGDSNR RG 64

3001 AGGACGCGGTGGATTCGCTAGAAACGGCGGTGGCAGCGGGTTCAGACCAGCTGGTACTGGTAGATGGACGGACGGTAAGCACGTTCCAGCTGCGAGAAAT
G RGGFARNGS GG GSGFRPAGTS GRWTUDSGI KHVYVPAARN 97

3101 GAAAAGATGGAACAGCAGTTGTTTGGTGTTGCAGAAGATCCAAATTTCCAGTCTTCCGGGATTAACTTTGACCACTATGATGATATTCCAGTCGATGCAT
EKMEQQLFGVAEDPNFQSSGINFDMHYDUDI PV DAS 131

3201 CTGGTGAGAACGTTCCAGAACCTATTACTGAGTTTACAAGTCCTCCTTTGGATGAACTATTGTTGGAAAACATCAAGTTGGCTAGATTCACTAAGCCTAC
G ENVPEZ®PILTEFTS®PPLDETLILLENIIKLARFTIKUPT 164

3301 TCCAGTTCAAAAGTACTCCGTGCCTATTGTGGCTAACGGTAGAGATTTGATGGCCTGTGCGCAGACTGGTTCCGGTAAGACCGGTGGGTTCTTGTTTCCT
PV QKYSVPI VANG GRIDILMACAQTSGSSGIKTG GG GTFTLFP 197

3401 GTGTTGTCTGAATCTTTCAGCACTGGTCCTTCTGAGATTCCAGAGAATGCTCGTGGTGGTTACATGAGAAAGGCCTTCCCAACAGCTGTTGTGTTGGCTC
vV L SESFSTG®PSEI PENARGSGYMRIKAFZPTAVVLAUP 23

3501 CAACTAGAGAGTTGGCTACACAGATCTTCGACGAGGCCAAGAAGTTTACTTACAGATCGTGGGTTAGAGCTACCGTTGTGTACGGTGGTGCCGACGTTGG
T RELATOQI FDEAKIKFTYIRSWVRATVVYGGADUVG 264

3601 TTCTCAAATGAGAGAGTTGGACCGTGGTTGTGATCTGCTGGTTGCTACTCCAGGTCGTTTGAACGATCTGTTGGAGCGTGGTAAGATCTCTTTGGCCAAG
S QMRELUDRGCDLLVATZPGRILNDILTILERGI KIS L AK 297

Figura 1.2- Continuacién

La region intergénica PET56-HIS3 en S. cerevisiae contiene también una
secuencia poly(dA-dT) que actia en ambas direcciones, activando la

transcripcion de los dos genes (Struhl, 1985b). Sin embargo, al igual que en
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Pichia pastoris (Cosano y col., 1998), este elemento no fue hallado en el
promotor de TdHIS3, lo que sugiere la existencia de otras secuencias que
podrian tener un papel funcional en la transcripcion basal del gen.
Finalmente, analizamos la region no codificante de la zona 3" de TdHIS3.
Ademas de dos codones de parada en fase, TGA y TAA, también se
encontrd un elemento TATATA, del nucleotido 692 al 697, implicado en
dirigir la formacion del extremo 3" (Abe y col., 1990; Russo y col., 1991).
Esta region también contiene seis secuencias CTTT que coinciden con los
sitios de poliadenilacion en el gen HIS3 de S. cerevisiae (Mahadevan y col.,
1997) (Figura 1.2).

1.4.- Evolucion de la region HIS3

Genes de la ruta de biosintesis de histidina, aislados de diferentes
organismos, parecen presentar un fuerte grado de conservacion evolutiva
(Alifano y col., 1996). Por consiguiente, hemos comparado la secuencia
deducida de aminoacidos de TdHIS3 con otras proteinas His3p previamente
caracterizadas. Los valores de identidad oscilaron desde el 88,6% (con S.
kluyveri) hasta el 72,8% (con P. pastoris).

La Figura 1.3 muestra el arbol filogenético de doce secuencias de His3p,
obtenido por el método descrito por Saitou y Nei (1987). De acuerdo con
este arbol, se puede deducir la existencia de dos grupos principales, por un
lado el complejo Saccharomyces y por otro, el de Candida-Pichia. Dentro
del grupo Saccharomyces, TdHis3p estaria incluida en un grupo
monofilético (con un valor “bootstrap” del 91%), junto con las secuencias
His3p de S. Kluyveri, Z. rouxii, y Z. bailii, que parece cercano al de S.

cerevisiae y S. bayanus, las especies del grupo Saccharomyces sensu stricto.
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His3p
56 Z. bailii
91 ..
T. delbrueckii
87
S. kluyveri
82 [ S. cerevisiae
100  — S. bayanus
C. glabrata
43 C. albicans
P. stipiti;
82 P. pastoris
| C. utilis
40 |
100 P. jadinii

Figura 1.3. Arbol filogenético basado en las distancias corregidas Poisson entre pares de
secuencias de aminoacidos de His3p. Para ello se ha empleado el algoritmo del vecino mas
proximo (Neighbour-Joining) (Saitou y Nei, 1987). Se ha realizado un test “bootstrap” de
1.000 réplicas para analizar la robustez de las ramas del arbol. La barra corresponde a la
correccion Poisson de 0,05 de reemplazamientos de aminoacidos por residuo.

Esta relacion filogenética es consistente con la establecida previamente por
comparacion de las secuencias de otros genes (James y col., 1997,
Kurtzman y Robnett, 1998, 2003b; Belloch y col., 2000; Wong y col.,
2002c; Hernandez-Lopez y col., 2002). La unica excepcion es la posicion de
la secuencia His3p de C. glabrata. Esta levadura imperfecta se ha
demostrado que pertenece al grupo Saccharomyces sensu lato, por lo que su
posicion en el arbol deberia ser mas cercana a S. cerevisiae y S. bayanus.
Sin embargo, aparece como la primera especie que diverge del grupo
Saccharomyces. Una explicacion a esta discrepancia seria la existencia de
un efecto “long branch attraction”, debido a la alta divergencia de la

secuencia His3p de C. glabrata.
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Figura 1.4. Minimo nimero de sucesos requeridos para explicar la evolucion del orden
génico y la composicion de la region HIS3 de las especies del complejo “Saccharomyces”.
La topologia de las relaciones filogenéticas fue obtenida del arbol de méaxima parsimonia
generado por Kurtzman y Robnett (2003), basado en el analisis de multiples secuencias de
genes. Al final de cada rama se indica la referencia de la clada propuesta por Kurtzman y
Robnett (2003). A la derecha del representante de cada clada, se indica la organizacion
génica de la region HIS3 correspondiente. APP? Corresponde a una pauta de lectura abierta
que codifica una proteina con caracteristicas tipicas de permeasas de aminoacidos, en
particular con cierta similaridad a permeasas de glutamina de S. cerevisiae. En el caso de la
clada de Saccharomyces sensu stricto, la localizacion de las regiones de HIS3 derivadas de
la duplicacion esta referida a la numeracion de los cromosomas de S. cerevisiae. En el caso
de C. glabrata una interrogacion indica que la region duplicada de HIS3 homologa a la
localizada en el cromosoma XVI de S. cerevisiae no estd disponible. El gen en gris
corresponde a una translocacion entre la region HIS3 de C. glabrata y una region localizada
en el cromosoma XI de Saccharomyces (Walsh y col., 2002).

Resulta interesante estudiar la evolucion del orden génico de la region
HIS3 en especies del grupo Saccharomyces. En la Figura 1.4, se muestra la
organizacion de la region HIS3 de T. delbrueckii y de otras especies del
grupo Saccharomyces. Como se ve, T. delbrueckii y Z. rouxii tienen el
mismo orden génico en esta region cromosomica, PET56-HIS3-MRP51-

DED1, el cual difiere en K. lactis y S. kluyveri, ya que ambas contienen un
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gen extra localizado entre MRP51 y DEDI1. Este gen presenta una alta
homologia con una proteina con caracteristicas tipicas de permeasas de
aminoacidos, concretamente, es similar a las permeasas de glutamina Gnplp
y Agplp de S. cerevisiae. En las especies de Saccharomyces sensu stricto
los cuatro genes de la region HIS3 estan localizados en dos cromosomas
distintos. De esta forma, PET56, HIS3 y DED1 estan en el cromosoma XV
y MRPS1 junto a DBP1, que es el pardlogo de DEDI1, estdn en el
cromosoma XVI. Se cree que este reordenamiento génico ha sido generado
por una duplicacion del genoma que ocurri6 en un ancestro de
Saccharomyces y una diferenciacion posterior de genes paralogos o pérdida
de genes (Wolfe y Shields, 1997; Keogh y col., 1998).

La region HIS3 de C. glabrata también ha sido secuenciada (Walsh y
col., 2002). Detras de HIS3 se encuentran, junto a DED1 otros dos genes
YOR205c y NOC2, localizados en el mismo orden en el cromosoma XV de
S. cerevisiae. Por delante de HIS3 existen cinco genes localizados en el
cromosoma XI de S. cerevisiae. Esto coincide con el hecho de que C.
glabrata y otras especies del grupo Saccharomyces sensu lato divergieran
después de la duplicacion (Wong y col., 2002c) y que una translocacion

posterior reordenara esta region (Walsh y col., 2002).

2. Caracterizacion y analisis del orden génico en la region LEU2 de
Torulaspora delbrueckii

La ruta de biosintesis de leucina muestra un alto grado de conservacion
entre microorganismos procariotas y eucariotas. LEUZ2 codifica la actividad
3-isopropilmalato deshidrogenasa, segunda etapa en la ruta de biosintesis de
leucina, la cual transforma B-isopropilmalato en a-cetoisocaproato (Hsu y
Kohlhaw, 1980). El gen LEU2 de S. cerevisiae fue uno de los primeros

genes expresados en E. coli por complementacion de mutantes Leu
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(Ratzkin y Carbon, 1977). En consecuencia, LEU2 ha sido comunmente
utilizado como marcador de seleccion, habiéndose aislado y caracterizado
numerosos genes homologos en diferentes especies de levaduras, como
Pichia stipitis (Lu y col, 1998), Z. rouxii (Sychrova, 2001),
Zygosaccharomyces bailii (Rodrigues y col., 2001) o Pichia anomala (de la
Rosa y col., 2001). Como en el caso de HIS3, el analisis del orden génico y
orientacion transcripcional de genes situados en la vecindad de LEU2 ha
contribuido al esclarecimiento de las relaciones filogenéticas entre especies
de levaduras (Keogh y col., 1998). En particular, la denominada region
LEUZ2 habria contenido, en el ancestro de los Ascomicetes, un bloque de
cuatro genes anexos, LEU2, NFS1, PET8 y RLP7, de los que el par LEU2-
NFS1 se sittian en el cromosoma II de S. cerevisiae, mientras PET8 y RLP7
aparecen en el cromosoma XIV (Wolfe y Shields, 1997). Sin embargo, la
orientacion transcripcional de LEU2 en S. cerevisiae y Candida utilis es
opuesta a la observada en otras especies de levadura (Sharp y Wolfe, 1993),
lo que ha generado una gran controversia sobre el origen de estos cambios
(Keogh y col., 1998). En este escenario, la obtencion de nuevas secuencias
derivadas de la region LEU2 de diferentes especies de levadura, podria
permitirnos avanzar en la comprension de los mecanismos de evolucion del

orden génico.

2.1.- Clonacion del gen LEU2 de Torulaspora delbrueckii
Los resultados expuestos en relacion al gen TdHIS3 (Aller-Arranz y col.,
2003), asi como estudios previos de caracterizacion del gen TdURA3
(Hernandez-Lopez y col., 2002) mostraron la existencia de un elevado nivel
de homologia entre éstos y sus correspondientes homologos en S.
cerevisiae. De acuerdo a esto, decidimos abordar el aislamiento del gen

LEU2 de T. delbrueckii, mediante su amplificacion por PCR, utilizando
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oligonucle6tidos degenerados disefiados a partir de la comparacion de
secuencias de proteinas Leu2 de distintas especies de levaduras (Figura 1.5).
Tras alinear las secuencias de las proteinas de S. cerevisiae, Z. rouxii, K.
lactis, P. augusta y C. boidinii, obtenidas de la base de datos del MIPS

(http://mips.gsf.de), se escogieron un par de secuencias, 100% homologas

en las cinco proteinas, que debian permitir amplificar un fragmento de
aproximadamente 500 pb del correspondiente gen homologo de T.
delbrueckii. Asi, utilizamos como directo, el oligonucledtido EAA-1, que
corresponde a la secuencia de aminoacidos LVGGIYF y como
oligonucleodtido reverso EAA-2, el cual corresponde a la secuencia de
aminoacidos AMMLKLSL. Usando DNA genémico de T. delbrueckii como
molde, se amplificé un fragmento del tamafo esperado, que fue clonado en
el vector pPGEM-T. Los plasmidos rescatados de nueve transformantes de E.
coli, fueron analizados y secuenciados. Uno de los clones contenia un
inserto de 546 pb con elevada homologia con el gen LEU2 de S. cerevisiae.
Para clonar el gen completo, se rastred una genoteca de T. delbrueckii
(Hernandez-Lopez y col., 2002) mediante amplificacion por PCR de las
correspondientes colonias de E. coli. Para ello, se disefiaron a partir de la
secuencia parcial de TALEU2, dos oligonucleodtidos especificos, EAA-3 y
EAA-4, que se utilizaron como cebadores para amplificar una mezcla de
DNAs procedentes de la lisis de colonias de E. coli recogidas de placas de
LB-ampicilina. Esta metodologia propuesta por Bloem y Yu (1990), ha sido
utilizada con éxito para aislar el gen RPSO de Candida tropicalis (Baquero y
col., 2001). Tras sucesivos ciclos de rastreo por PCR, fuimos acotando y
enriqueciendo el cultivo en colonias de E. coli que contuvieran, total o
parcialmente, la secuencia del gen TALEUZ2. Asi, conseguimos aislar un

plasmido con un inserto de aproximadamente 5,6 Kb (YEpTdLEU-1) que
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contenia el fragmento completo del gen TALEUZ2 y tres pautas de lectura

adicionales.

S. cerevisiae -MSAPKKI1VVLPGDHVGQE ITAEAIKVLKAISDVRS. . .NVKFDFENHL IGGAAIDATGVPL
Z. rouxii - - - -MSKNIVVLPGDHAGQE IAQEAIKVLEAISEVSP . .EAKFNFQHHL IGGAAIDATGSPL
K. lactis - - - -MSKNIVVLPGDHVGKEVTDEAIKVLNAIAEVRP. . EIKFNFQHHLIGGAAIDATGTPL
C. boidinii -MSTIEKKIVLLPGDHVGVEVVEEAVKILKSISEVKP. .E1QFKFENHL IGGAAIDATGVPL
P. angusta - - ..MSKNIVLLPGDHVGPEVVAE AVKVLEA. . .VSSAIGVKFN FSKHLIGGASIDAYGVPL
S. cerevisiae PDEALEASKKADAVLLGAVGGPKWGTGSVRPEQGLLKIRKELQLYANLRPCNFASDSLLDLS
Z. rouxii PDDALAAAKKADAVLLGAVGGPKWGTGSVRPEQGLLKIRKEL QLYANLRPCNFASESLLDLS
K. lactis PDEALEASKKADAVLLGAVGGPKWGTGAVRPEQGLLKIRKELGLYANLRPCNFASDSLLDLS
C. boidinii PDEALEAAKKSDAVLLGAVGGPKWGTGEVRPEQGLLKIRKELNLYANLRPCNFASDKLLDLS
P. angusta SDEALEAAKKADAVLLGAVG GPKWGTGSVRPEQGLLKIRK ELNLYANLRPCSFASDALLK LS
S. cerevisiae PIKPQFAKGTDFVVVRE LVGGIYF GKRKEDDGDGVAWDSEQYTVP EVQRITRMAAFMALQHE
Z. rouxii PLKPQHAKGTDFVVVRE LVGGIYF GERKEDEGDGVAWDSEKYTKPEVQRLTRMAAFLALQHN
K. lactis PLKPEYAKGTDFVVVRE LVGGIYF GERKEDEGDGVAWDSEKYSVPEVQR I TRMAAFLALQQN
C. boidinii PLKSDIVKGTDFTVVRE LVGGIYF GDRVEDDGSGFASDSESYSVPEVER I TRMAAFLSLQND
P. angusta PLKSEIVKGTDFVVVRE LVGGIYF GDRKEDAGDGVASDTESYSVPEVQ RITRMAAFLALQSD
S. cerevisiae PPLPIWSLDKANVLASSRLWRKTVEET IKNEFPTLKVQHQL IDSAAMILVKNPTHLNGITIT
Z. rouxii PPLP IWSLDKANVLASSRLWRKTVEET IKNEFPQLKLNHQL IDSAAMILVKSPTQLNGIVLT
K. lactis PPLP IWSLDKANVLASSRLWRKTVEET IKTEFPQLTVQHQL IDSAAMILVKSPTKLNGVVIT
C. boidinii PPLP IWSLDKANVLASSRLWRKTVDRVIKEEFPKLTVQHQLIDSAAMILVKS  PTKLNGIVIT
P. angusta PPLPLWSLDKANVLASSRLW RKTVEETIKNEFPQLTVQHQ LIDSAAMILVKSPTKLNG.V 1V
S. cerevisiae .SNMFGD 1 ISDEASV IPGSLGLLPSASLASLPDKNTAFGLYEPCHGSAPDLPKNKVNPIATI
Z. rouxii .SNLFGD1 ISDEASV IPGSLGLLPSASLASLPDTNEAFGLYEPCHGSAPDLPKGKVNPIAMI

K .lactis -.NNMFGD1 I SDEASV IPGSLGLLPSASLASLPDTNKAFGLYEPCHGSAPDLPANK  VNPIATI
C. boidinii _NNMFGD I 1 SDEASV IPGSLGLLPSASLASLPDTNQAFGLYEPCHGSAPDLPKNKVNPIATI

P. angusta TNNMFGD 1 ISDEASVIPGSL GLLPSASLASLPDTNKAFGL YEPCHGSAPDLGPGKVNPLA TI
S. cerevisiae LSAAMMLKLSL NLPEEGKAIEDAVKKVLDAGIRTGDLGG SNSTTEVGDAVAEEVKKILA.

Z. rouxii LSAAMMLKLSL NLSKEGEAVEKAVKQVLDSGVRTGDLGG SNSTSEVGDAIAKAVKEILA.

K. lactis LSAAMMLKLSL DLVEEGRALEEAVRNVLDAGVRTGDLGG SNSTTEVGDAIAKAVKEILA.

C. boidinii LSAAMMLKLSL NLVKEGNAVEEAVRKVLDQGIMTGDLGG NNSTTEVGDAIAKEVKLLLA.

P. angusta LSAAMMLKLSL DLVDAGRAIEQAVKNVLDAG IMTADLGG SSSTQEVGDAVAQEVAKLLK N

Figura 1.5. Alineamiento de varias secuencias conocidas de proteinas Leu2 de levaduras.
En negrita se sefialan las zonas consenso utilizadas para el disefio de los oligonucle6tidos
empleados en la amplificacion por PCR del gen TALEU2.

Con el fin de confirmar que, en efecto, habiamos aislado el gen TALEU2,
subclonamos un fragmento de restriccion BamHI-Pstl, en el plasmido
YEplac195 (URA3) dando lugar a la construccion YEpTdLEU-2 vy
transformamos la cepa de S. cerevisiae CEN.PK2-1C, auxotrofa para

leucina. En efecto, la expresion de este fragmento, que contiene el gen
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completo, 1.089 pb, mas 537 pb del promotor y 205 pb del terminador de

TdLEUZ2, complemento la mutacion del gen leu2 de S. cerevisiae.

2.2.- Analisis de la secuencia de 7TdLEU2
La secuencia de TALEUZ2 codifica una proteina de 363 aminoacidos (Figura
1.6), que presenta una alta homologia con los productos del gen LEUZ2 de
otras levaduras, con valores de identidad en un rango que oscila entre el
72% (Ashbya gossypii) y el 88% (Z. bailii). Ademas, la secuencia TdLeu2p
mostrd, entre las posiciones 244 a 264, una secuencia consenso tipica de
isopropilmalato-deshidrogenasas y de isocitrato-deshidrogenasas (de la
Rosa y col., 2001). Esto sugiere, que en efecto, el polipéptido TdLeu2p es el

responsable de la actividad p-isopropilmalato deshidrogenasa en T.

delbrueckii.

1 CCAGCTTGCATGCCTGCAGGTTCGACTCTAGAGGATCAGCTGTCGGTATTGGCATTCGGACCTCGTATGACTGAGAAAGTAATTGACAAGTTCGGAACAC

101 GCTCAACTTTTCACCGATTAATCGATATGCTCATTGTATTCGCCTACGAGACATTTTTGGACCCTTTGAAACACTCTGAACAAAAGATGGCGGCGATCGT

201 AGTACTTCAATTGCCTTGGTTTCCGCACGTATCATGTAGCTGTGCTGCTTTCCGACCGGGGTATAATTCAGTGATGACAATTAGTCAAAGTCCAGCCAGA

301 GAGCTAAGCATATATCTTCTAAAACCTATCGCCACGTTTCTCGACTCGACTTATAGTAGGCTGAACTTACTTTACTAAAACAACTAGTTGATGTTAAATC

401 ATGCTGAGGAAGCGGATGTAAGAAACCCATCGAGGCTCCGATCAACTGTCCGTAGCGTTGTACGTCTTGAAGACAGTAACCATTCACAACTAAGGATCAC

501 ATTAGGCCCTAGCAACCGATGAATTTTATTCTACCATTATTCTAAAACTTGAGACCATTCTTTCATTTTCTCATGATGACTCAGACCGACGTTGTATCAG

601 ACAGTAATCATTTGACACTCACAACAAGAAAATATGCAGCACCTTATCTCCGATACTATTCACTTGTTAACTGATGTGTTCTGTTACTCGTATCCAAACA

701 GATTGAGCACCATTCTTAGATTCAAATCCGGGGGCTATCATCCAACAAGAATATTCTTTGACTTCTTATTGTGATTTGAGCATAGAGGGTTGACAGACTA

801 CAAGGCAGATCTCGAGTTTCACTACTGGTTGATCAAACTTAGGACTGACGTTGTAGCTAGACCCAGCTACAGATGATAAGTTCTCCCCCCACCTCCGAAA

901 CACGAAAGAATAACAAATTCACACCTTCTTGCATAGCCTATGATTCCTCATCCTATCAGACATACCTCTGGTCCAATTAAGAGGCCGTTTCATGGACAAA

1001 CCTCCTTTATTTAGCCTACGAGACTGAAGATAGGAAATTAGCCGCCAAGGAATGTCTCTTTAAAAAGCGGCGTACTCCATCAAATACCCGGCTTCTGCTT

1101 TCTTATCCGGGTAACAATTTTGAAAAATTTGCATTATATTACCAGTGATGAGATGCGATGAGCTGCGATGGACCATATAGAACAGTACAGCAGGATGGAA
M D H 1 EQ Y SR ME 11

—_—)

1201 CTGAATTCGACCCCAGAGGTGCTATTGCGTAAGCGCAGAAATGCTGAAAGAACTAAGGTAGAGAAGCAGCAGGCTGCTAGGGAAAAGCAAGCTGTATTGC
L NSTWPEVLLRI KR RRNAEARTIKVEIZKI QQAARTEIZ KU QAWVL 44

1301 AAAAGCAACGTAGACAACGTAAGCACCGCTTTGTTAGACCAGAGACTATTGTGGCCACAACGTTGGCTACTACCCGTGAAAAGGAGCGTGTGCGTAGAGT
Q K Q RRQRKHRFVRPETILVATTULATTRETZKTEIRVRRV 78

1401 CTCGAAGTTGACTGCCAAGAAGGCTAGGGAAGGTGCGGCACATTTGCCTTCTGATAGGGATTATATTCTCAAGATCACTGAGAAGCCAGCCAACGAAGTG
S KL TAKJ KA AREGAAHULWPSIDARUDY 1L K1 TEJZKZPANTEV 111

1501 GATGAGAATGACGAAGATGACGACCAATTGGTGCGTGAAAAGAAAGTTTATGACGGCGAGCCTGCTCTGTTGTTTGTTGTACGTGTTAGGGGTCCCACAG
bENDEDU DDA QLVREI K KVYDGEWPALULFVVRVRGPT 144

Figura 1.6. Secuencia del DNA correspondiente al inserto del plasmido YEpTdLEU-1. La
secuencia de aminoacidos correspondiente a la secuencia parcial o completa de TARLP7
(nucledtidos 1168 al 2116), TALEU2 (nucledtidos 4970 al 3484), TANFS1 (nucledtidos
4970 al 3482) y TAPET8 (nucleodtidos 5283 al 5579), estan indicadas debajo de la secuencia
de DNA. Las flechas sefialan la direccion de la transcripcion. La caja TATA y los
elementos TATATA en el promotor de TALEU2 estan marcados en negrita. La secuencia
palindromica de 10 pb rica en GC, posible sitio de union de Leu3p esta marcada con #. Los
elementos consenso de unidon a Gendp y el posible sitio de unién a Mot3p estan subrayados.
Los codones de parada estan marcados con el signo *.
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1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

2901

3001

3101

3201

3301

3401

497

3501
490

3601
457

3701
424

3801
390

3901
357

4001
324

4101
290

4201
257

4301
224

4401
190

CGGTTAATATTCCACATAAGGCTTTTAAAGTGCTAAGTCTGCTGAGATTAGTCTCTACAAACACTGGTGTCTTTGTTAAATTGACCGATAAAGTTTACCC
AV NI PHKAFKVLSLLRLVSTNTSGVFVKTILTHDIKVYP

TTTGCTGAAGATAATTGCTCCTTATGTCGTTATCGGTAGACCGTCTTTGTCATCGATCCGTTCGCTATTGCAAAAGAGAAGTACAGTGCTTCATCAAGGA
LLKI1T I APYVVIGRPSLSSIRSLLAQKHRSTVLHDA QG

GAACAAGATACCGAACCTCGTGAGATAGCTTTGAATGACAATAACATTGTCGAGGAAAGACTAGGAGATCACGGTGTTATCTGTCTTGAAGATATCATTC
EQDTEPRETIALNUDNNIVETERLGDHGVY 1 CLETDTI.I

ATGAGATAGCTACACTGGGCGATTCATTCTCTCAGTGTACCTTCTTCTTGCAACCTTTCAAGCTAAACAGAGAGATTTCTGGGTTCAGCGCTCTGACACG
HEIATLSGUDS S FSQCTFFLOQPFIKLNRETISGFSALTR

TTTAAAGAAGATCAAACAAAAGGAACAGTCACTCAAGACCCGCCAATTTTCTAACGCTGCCACTGCGCCAGTCATCGAAATCGATATTGACTCTCTCATC
L KK 1T KQKEQSLKTRIQFSNAATAPVI1IETIDTIDS.IL

GCTAGGCTCAACTGATCTTTGCACAATATGTACCATATACCGTATAAAACCAATTTTTCAGATACCGGGCCGTAACCGGCTTGTTTTTTTCACCGCCAGT
A R N

CGGCAACCAAGAAACTATATAACGATGGATCATCGAATTCACAGGCCCAATCCCACACATTAGCCACCATAGCTATCCATTTAGTCATGAGCAAGAACAT
M S K N 1

—
CGTTGTGTTACCAGGTGACCATGTCGGTCAAGAGATTACAGAAGAGGCCATTAAAGTACTAAAGGCCATCTCTGAAGTTCGCCCTAATGCGACTTTCAAC

VVLPGDHVYVGQETITETEAIKVYLIKAISEVRPNATTE EN

TTCCAACATCACTTGATTGGTGGTGCTGCCATTGACGCTACAGGTGTTCCACTACCAGATGAAGCCCTTGAAGCCTCCAAGAAGGCCGATGCTGTCCTGC
FQHHLIIGGAAIDATGVZPLZPDEALEASZ KTZ KADAVL

TCGGTGCTGTTGGTGGTCCAAAATGGGGTACCGGCGCTGTCAGACCAGAACAAGGTCTACTAAAAATCCGTAAGGAATTGCAATTGTACGCTAACTTAAG
L GAV GGPIKWGTG GAVRPEA QGTLTLIKIRIKETLZOQLYANTLSTR

GCCATGTAACTTTGCCTCCGACTCTTTATTGGAATTGTCACCTTTGAAGGCTCAATACGCCCAGGGTACCGATTTTGTTGTTGTTAGCGATTTAGTTGGT
P CNFASDS SLLETLSPLIKAQYAQGTDF FVVVSDTLVG

GGTATCTACTTCGGTGAAAGAAAAGAGGATGAAGGTGATGGTGTTGCCTGGGACAGTGAACAATACTCTGTACCTGAGGTGCAAAGAATTACCAGAATGG
G 1Y FGERIKEDEGDG GVAWDSE- QYSVPEVQRITRMWM

CCGCTTTCTTGGCCTTGCAACACAACCCTCCATTGCCAATCTGGTCCCTAGACAAGGCTAACGTCCTTGCTTCTTCCCGTCTATGGAGAAAGACCGTCGA
AAAFLALAOQHNPPL®PIWSLDI KANVLASS S RLWRIKTVE

AAAAACCATTAAGGAAGAATTTCCAACTTTGTCAGTTAACCATCAATTGATCGACTCTGCTGCTATGATTTTGGTCAAGAACCCAACGCAATTGAACGGT
K T 1 KEEFPTLSVNHOQLIIDSAAMIILVIKNPTIQLNSG

ATCATTATCACCTCCAACATGTTCGGTGATATCATCTCTGATGAAGCCTCTGTGATCCCAGGTTCCTTGGGTCTTCTACCGTCTGCATCTTTGGCCTCGT
1 11 TSNMFGDI1 1 SDEASVYVYIPGSLGLLZPSASTLAS

TGCCAGATACTAACACAGCTTTTGGTCTTTACGAACCTTGTCATGGATCTGCTCCAGATTTGGCTAAGGGTAAAGTGAACCCAGTCGCCACTATCCTATC
L PDTNTAFGLYEPCHGSAPDTILAKGIKVNPVATILS

GGCAGCAATGATGTTGAAGCTCTCGCTAAACATGGTCGAAGAAGGTGTTGCAATCGAAAAGGCAGTTAAGAAAGTTCTTGATGATGGTATCAGAACTGGT
AAAMMLIKTLSLNMYVEESGVAIEKAVYKIKVLDDSGTIHIRTSG

GACTTGGGTGGTTCTAACAGCACTTCTGAAGTCGGTGACGCTGTTGCCAAAGCCGTTAAAGAATTCTTGGCCTAGGTGTTAGCTTAACATGAATGAATAT
DLGGSNSTSEVGDAVAIKAVKEF A

TTAGAATATGTATACGATAACGTTCGCATTAGACACATAATTTACCACAGTTGATGGATTTTAAATTGGAAAATACTACTTAATGTCCGGACCACTCAAT
*H G S W E 1

AGAGTTTAGATCAATACCTTCTTGGACCATTTCCCACAGTGGTGATAGCTCTCTTAAGAACCTCACACGTTCAGTGATGGCTTTGATCACGTAGTCAATT
S NLDI G6GEQVMEWLUZPSLERLFRVRETIAKTIVYD.

TCTCCGTCAGTGGTAAATCTACCAATACCAAACCTAATCGAAGAATGAGCCAGTGCGTCATCCTTACCTAAGGCATGTAGAACATATGATGGTTCCAATG
EGDTTFRGI GFR1T SSHALADU DT KGLAHTLVYVYSPEIL

ACGCAGAAGTACACGCAGAACCAGATGATAGAGCGATATCTCTCAAAGCCATTAACAATGATTCACCTTCCACATATGCGAATGAAACGTTAACGCAACC
S ASTCASGSSLAIDRLAMLTLSEGEVYAFSVNVYVTCRG

TGGGTAGCGATGATCTGGTGAACCATTCAAACTGGTGTGGTCGATTGCAAGCAAACCTTGGACCAATTTCTTGGATAACCTGTTGATATGAGCAATATCA
PYRUHDPSGNULSTHDIALULSGAOQVLIKI KSILRNIHATID

TTAGGGTATTCCTGCTTGATCAAGCGAGCAGCTTCACCAAAACCTGCGACCAAAGCTGGAGCCAAAGTTCCCGATCTCAAACCTCTCTCCTGTCCACCAC
NP Y EQK11TLRAAEGFGAVLAPALTSGS SR RLGR RET QG GSGEG

CGGAAATGATTGGATCCAATCTAACTCTAGGTCTTCTTCTTACAAACAATGCACCGATACCCTTTGGTCCATAGATCTTGTGCGACGAGATGGACAGCAA
G s 11 PDLRVRPRRRVFLAGIGKTPGY I KHSS I S L L

ATCAATGTTCATTTTATTAACATCAATTGGAATCTTACCGTAACCCTGGGCCGCATCTGTGTGGAAATACACTTTATGCTTCCTGCAAATAGCACCAATC
DI NMKNVDIPI1 KGY GQAADTHTE FYVKHTZ KR RTCIASG!I

TCCTCCAGTGGCTGCATAACACCAATTTCATTGTTCACAGCCATCACAGAGACAAGACAAGTGTCCGGTCTGATACTAGCTTCCAACTCTTTTAGATCAA
EELPQMVGIENNVAMYSVLCTHDUZPRISAETLTET KTLTD

CCAACCCATTCTCATCGACGTTCAAAAAAGTCACATCGAAACCTTCATTGATCATAGATCTCGCTGATTCAAGCACACACTTATGCTCAGTCCTAGTCGT
V1.LGNEDVNLFTVDFGENIMSRASETLVCKHETR RTT

TATGATGTGTTTCTTGGTTTTTTTGTAAAATCTCCCCACACCTTTGATAGCCATACTGTTGGATTCGGTTGCACCTGAAGTAAATATGATCTCTCTGGAA
I 1 HKKTKIKYFRGVGKI AMSNSETAGSTT FTI1I1ETRS

Figura 1.6- Continuacién
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4501 TTAGCATTAATCACACTGGCAATTTGATCTCTTGCAGTTTCGATTTCTTTGTTCGTTTCCCAACCGTATGCATGGGTATTAGAGTGTGGGTTGCCAAACA
157 N AN 1V SAI1QDRATETILTETKNTEMWSGYAHTNSHTPNGF
4601 GGCCAGTATAAAACTTCAACATTGTGTCCAGCACTCTGGGATCAGTAGGAGTGGTAGCCTGCATGTCCAGGTAAATAGGTCTTGTACCAAACCCAGTATT
124 L G TYFKLMTDLVRPDTPTTAQMDTLYTIPRTGFTGTN
4701 CTCCTGATAAGCATGCTGTAGAGCACTTGTACCAGAGTTACTCACTTCACTTGCGGTCCCAGCCGCTGCACTTCTACTCTCAGCCTGTTCCCTGGCAGCT
90 EQYAHQLASTGSNSVESATGAAASRSEHA AT QETRAA
4801 GCCTGAATATCGGTGTGTGTCTCCAACGACAAGTCATTAGCCAGTTTCACAGCAGCAGCAGCTGGTGGTGAATACTTTCTAGTAGCCACACAAAGCAATC
57 A Q I DTHTETLTGSTLTDNATLTEKYAAAAPPSY KRTAVCL.L
4901 CACTGCGTAAAGACCGTGATGACAGTCTTGTCAGTCTGCATCCTATAGTAGTTGCAGTTCTCCCCAGCATCTTGACAAATTATTCTTTCTTTGTAAGTCT
24 6 SRLSRSSLRTLRCGITTATE RGTLM
—
5001 ATATGAAGATAGGTACCTTTTGAAACCCCGAAATAAAACTCAAAAACTGATTATGATAGACCTCTTAATGTTTAAATGCGTTTAGTCATCAATCATTGAT
5101 TAAAAGGTCTGGTTTGGAAGAGGCGGACTCTTTTTTCACCTTGGAACGGGTAACAAAGCGACCGTTGACAGCT TGAATACACTAAATAGCACCCATATAA
5201 TGCCAAAGATGGGCCATTGCTAGCGTCCGAATCGTCCTGAGAGCATCAATTGGACTGTTGTAGTGGTTAGAGAACTAGTGCGATGGACTCTGGGGGTTTT
6 M DS G G F
D ——
5301 TTTGTGTCTTTGTTGAGTGGTGCAGCTGCCGGTACGTCGACAGATCTAGTATTCTTTCCCATTGATACTTTAAAGACGAGATTACAGGCTAAAGGTGGGT
39 FVSLLSGAAAGTSTDLVFFPIDTLEKTRLO QAT KTGSGSGEG
5401 TTTTCGCTAATGGCGGTTACCGTGGTGTTTATAGAGGTTTGGGGAGTGCTGTTGTGGCATCTGCTCCCGGTGCTTCGTTATTCTTTGTGAGTTATGATTA

73 FFANGSGSGYRGVYURGLGSAVVASAPGASTLTEFEFFVSYDY

5501 TATGAAATCTACGTTGAAGCCCAAATTTCAACGGTTACTGCCCAGTGCATCAGACCAGTTCATCGACACTACTGTGCAG
99 M K STLIKWPIKFQRLLZPSASDO QQFI1I DTTVAQ

Figura 1.6- Continuacién

El analisis de la posible secuencia promotora de TALEUZ2, reveld nuevas
evidencias sobre su identidad. Entre las posiciones -106 a -118 encontramos
una secuencia palindromica de 10 pb, rica en Gs y Cs (CCGTAACCGQG).
Una secuencia de esta naturaleza, formada por dos tripletes CGG,
orientados en direcciones opuestas y separados por 4 (Tu y Casadavan,
1990; Bergkamp y col., 1991; Agaphonov y col., 1994) o 3 nucledtidos (De
la Rosa y col., 2001; Sychrova, 2001), CCG-(N4/N3)-CGG, ha sido
conservada en el promotor de genes LEUZ2 de varias levaduras. En S.
cerevisiae, esta secuencia ha sido reconocida como el motivo de union del
factor transcripcional Leu3p al promotor del gen LEU2 (Hellauer y col.,
1996). El factor nuclear Leu3p regula la transcripcion en esta levadura de
genes implicados en la biosintesis de leucina, isoleucina y valina (Friden y
Schimel, 1987). La completa activacion por Leu3p de la transcripcion de
LEUZ2 parece requerir también una secuencia de 13 pbricaen Asy Ts (Tuy
Casadaban, 1990). Una region de estas caracteristicas fue localizada en el

promotor del gen TALEU2 entre las posiciones -96 y -107 (Figura 1.6).
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Dos factores adicionales, Gendp y Mot3p participan en la regulacion
transcripcional del gen LEU2 de S. cerevisiae. Como se comentd
anteriormente, Gendp es un factor transcripcional master, o factor de
factores, el cual regula la expresion coordinada de cientos de genes, y en
particular de aquellos implicados en la biosintesis de aminoacidos
(Hinnebusch y Natarajan, 2002). En consonancia con esto, la inspeccion
pormenorizada de la secuencia del promotor del gen TALEU2 mostro la
existencia de un motivo de union a Gendp, TGACTC, entre las posiciones -
194 a -199. Ademas, 2 secuencias imperfectas localizadas en las posiciones
-253/-258 (TCATCT) y -288/-293 (TGACAC) podrian participar, directa o
indirectamente, en la activacion, mediada por Gcendp, de TdLEUZ2.
Finalmente, encontramos en el promotor de TALEUZ2, del nucleétido -40 al -
45, un posible sitio de union de Mot3p (CAGGCC). Mot3p, una proteina
con dedos de Zn tipo Cys2-His2, participa en la respuesta genética a
feromonas, y en la activacion transcripcional de numerosos genes no
relacionados con esta sefal, entre ellos CYC1, SUC2 y LEU2 (Grishin y
col., 1998).

La inspeccion de la secuencia de DNA del promotor y terminador del gen
TALEUZ2 mostré también la existencia de elementos bien conocidos que
participan en el proceso de transcripcion general. En las posiciones -144 a -
138 y -71 a -65, localizamos dos posibles cajas TATA que coinciden con la
secuencia consenso TATATA, junto a una secuencia no-consenso,
TATACC, en este caso en las posiciones -151 a -146 (Figura 1.6). Como se
mencion6 anteriormente para el gen TdHIS3, estas secuencias se encuentran
frecuentemente en promotores de levadura y juegan un papel muy
importante en la transcripcion (Struhl, 1982). La region flanqueante 3 al
codon de parada TAG, revel6 también la existencia de una secuencia rica en

Asy Ts, TAG-(N)-TATGT, que ha sido sugerida como una posible sefial de
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terminacion de la transcripcion para algunos genes de levaduras (Zaret y

Sherman, 1982).

2.3.- Organizacion de la region TdLEU?2
La Figura 1.7 muestra el arbol filogenético basado en la comparaciéon de 16
secuencias de proteinas Leu2 de levaduras. Como en el caso de TdHis3p,
analizado anteriormente, los resultados pusieron de manifiesto la separacion
de dos grupos principales, el grupo Saccharomyces y el grupo Candida-
Pichia. Al igual que TdHis3p, TdLeu2p estaria incluida en un grupo
monofilético junto a las proteinas de Z. rouxii y Z. bailii, todas ellas muy

proximas a las especies del grupo Saccharomyces sensu stricto.

100 Z. rouxii
4 Z. bailii
29 T. delbrueckii
Leu2p -

82 S. cerevisiae

S. naganishii
89
73 C. glabrata

99 K. lactis
64 I: P. anomala
100 C

. utilis

C. boidinii
oo C. albicans

. C. maltosa
10 P. stipitis
5:

S P. ohmeri

C. rugosa

Figura 1.7. Arbol filogenético basado en las distancias corregidas Poisson entre pares de
secuencias de aminoacidos de diferentes secuencias Leu2p de levaduras. Para ello se ha
empleado el algoritmo del vecino mas proximo (Neighbour-Joining) (Saitou y Nei, 1987).
Se ha realizado un test de “bootstrap” de 1.000 réplicas para testar la robustez de las ramas
del arbol. La barra corresponde a la correcciéon Poisson de 0,05 de reemplazamientos de
aminoacidos por residuo.

85



Capitulo I

En la Figura 1.6, se muestra la secuencia completa del inserto contenido
en el plasmido YEpTdLEU-1. Como cabria esperar, el analisis mediante el
programa BLAST, revel6 la existencia en este bloque de DNA
cromosomico, de tres pautas de lectura abiertas colindantes con LEU2, y
que presentan una elevada homologia con los genes NFS1, PET8 y RLP7 de
diferentes levaduras. En la zona 5°, flanqueante al gen TALEUZ2, y a 171 pb,
encontramos una pauta de lectura abierta incompleta de 948 pb, que mostrd
un porcentaje de identidad del 59% con el gen RLP7 de S. cerevisiae.
Rlp7p, una proteina nucleolar esencial, homologa a proteinas L7
ribosomales, participa en el procesamiento de precursores de rRNAs
(Dunbar y col., 2000). Asi pues, RLP7 y LEU2 se encuentran contiguos y
con la misma orientacion transcripcional en T. delbrueckii, una organizacion
que se repite en K. lactis, K waltii, S. kluyveri y C. glabrata, pero no en C.
utilis, donde los dos genes aparecen en orientacion convergente. Esto pone,
de nuevo, de manifiesto la estrecha relacion filogenética entre T. delbrueckii
y las especies del complejo Saccharomyces.

Evidencias en esta linea fueron también encontradas del analisis de la
region 3’ de TALEU2. En ella, encontramos otras dos pautas de lectura
abierta. La primera de ellas, de 1.488 pb, separada de TALEU2 por una zona
intergénica de 104 pb y localizada en la hebra opuesta, presenta un 77% de
identidad con el gen NFS1 de S. cerevisiae, cuyo producto esta implicado en
la toma y distribucion de hierro (Li y col., 1999). La posicion relativa de
estos dos genes parece conservada, al menos en todas las especies de
levaduras de las que se dispone de datos de la secuencia de la region LEUZ2,
aunque difieren en orientacion. Como en el caso de T. delbrueckii, en al
menos siete especies del complejo Saccharomyces, S. cerevisiae, S.
kluyveri, K. lactis, K. waltii, C. glabrata, S. servazzii y Z. rouxii, éstos

muestran una orientacion opuesta, compartiendo una region 3’ comun. Por
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el contrario, en especies del complejo Candida-Pichia, como P. anomala, C.
albicans, C. maltosa y C. rugosa, los genes NFS1-LEU2, muestran la misma
orientacion. Este hecho sugiere que la inversion de LEUZ constituyé un
episodio evolutivo posterior a la separacion de las especies de ambos
complejos.

La situacion de la tercera pauta de lectura confirmo esta situacion. En
efecto, contiguo a TANFS1, el analisis del inserto contenido en el plasmido
YEpTdLEU-1, mostr6 la existencia de una pauta de lectura incompleta de
297 pb, con una alta homologia (63% de identidad) con el gen PET8 de S.
cerevisiae. Como cabria esperar, la orientacion de PET8 en T. delbrueckii es
opuesta a la de NFS1, una situacion que también se da en otras levaduras del
grupo Saccharomyces. Por el contrario, los dos genes aparecen dispuestos
en la misma orientacion en C. albicans. Asi, podemos especular con un
posible orden de genes ancestral en este bloque, — RLP7 — LEU2 «— NFS1
— PETS, similar al observado en K. waltii, C. glabrata o T. delbrueckii.
Otras especies del grupo, como S. kluyveri, muestran el mismo orden de
genes, aunque el bloque completo, incluyendo genes adicionales, aparece en
una orientacion inversa. Esto sugiere la existencia de eventos de
reordenacion génica, durante la evoluciéon de estas especies, aunque no
existe una explicacion sencilla a estas inversiones. En este sentido seria
interesante disponer de nuevos datos de la organizacion de genes y

orientacion en la vecindad de los cuatro genes identificados en este trabajo.

2.4.- Interrupcion del gen TdLEU2
Para la interrupcion del gen TALEU2 utilizamos, en primera instancia, un
casete de disrupcion con flancos cortos homodlogos, generado por PCR
(SFH-PCR) (Wach y col., 1994). Sin embargo, y después de sucesivos

intentos, no fue posible recuperar transformantes Leu’. Por ello, decidimos
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construir un casete, mediante ligacion y restriccion, con flancos mas largos,
con el fin de aumentar la eficiencia de recombinacion (Amberg y col., 1995;
Wach, 1996). Siguiendo esta estrategia (ver seccion de Materiales y
Métodos), reemplazamos un fragmento de 450 pb del gen TALEU2 con el
modulo de seleccion natMX4 (Goldstein y McCusker, 1999), que contiene
el gen de resistencia a nourseotricina, originando el plasmido YEpTdLEU2-
natMX4 (Figura 1.8). La digestion con ECORI de este plasmido libera un
casete de disrupcion en el que el moédulo de seleccion esta flanqueado en sus
extremos 5’ y 3’ por 346 pb y 334 pb, respectivamente, homologas al gen
TdLEU2.

pGEM-T-TdLEU2

Myl 0.42
EcoRV 0.90
Scal 0.20 Kpn10.50 co I EcoRI1.20

J T

I
ATG - Kpn1 0.37 TAG
YEpTdLEU2-natMX4

EcoRI EcoRI Pyull EcoRI

| |
/L‘ TILEU2 | tTEFI | = natl | |pTEFI TILEU2 I ’—/

Figura 1.8. Representacion esquematica del mapa de restriccion del inserto de DNA
subclonado en el plasmido pGEM-T-TdLEU2 y de la construccion del plasmido
YEpTdLEU2-natMX4. Solo se han indicado los sitios de restriccion mas relevantes. Los
numeros indican el tamafio del fragmento generado desde el sitio de restriccion hasta el
MCS a la izquierda del dibujo. Las flechas indican las enzimas usadas para separar el casete
de interrupcion del gen TALEU2 del resto del plasmido.

La funcionalidad del casete de disrupcion fue ensayada en dos cepas de
T. delbrueckii, PYCC5321 ¢ PYCC5323. La eficiencia de transformacion
fue similar en ambas, con valores de 50 a 100 transformantes por pg de

DNA. Después de confirmar el fenotipo de resistencia al antibiotico, diez
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transformantes de cada cepa fueron analizados en placas de medio minimo,
con o sin leucina. De ellos, al menos, ocho de cada estirpe mostraron un
claro fenotipo Leu’. Para comprobar si la integracion del casete se habia
llevado a cabo en el locus TdLEU2, analizamos mediante PCR tres
transformantes de cada cepa, utilizando oligonucledtidos disefiados para
hibridar dentro o fuera de la zona reemplazada de TALEU2, o dentro del
moédulo de seleccion (Figura 1.9). Como puede observarse, los
transformantes analizados mostraron un perfil de bandas que se corresponde
bien con la insercion del moddulo de disrupcion en el locus TALEUZ2,

confirmando asi la obtencion de mutantes leu2 en las dos cepas de T.

delbrueckii.
3 4 APsfI56 78910
g
-
- g,
Productode PCR
Linea Cepa Oligonucleétidos (Tamaiio esperado, pb)

1 PYCC5321 EAA-16 - EAA-17 1.238
2 PYCC53214leu2 EAA-16 - EAA-17 2.041
3 PYCC5323 Aleu2 EAA-16 - EAA-17 2.041
4 PYCC5323 EAA-16 - EAA-17 1.238
5 PYCC53214leu2 EAA-16 - M7 536
6 PYCC5323 Aleu2 EAA-16 - M7 536
7 PYCC5321 EAA-16 - M7 -
8 PYCC53214leu2 EAA-16 - KanS2 493
9 PYCC5323 Aleu2 EAA-16 - KanS2 493
10 PYCC5321 EAA-16 - KanS2 -

Figura 1.9. Verificacion por PCR de la interrupcion de TALEU2. Se han usado diferentes
combinaciones de oligonucle6tidos para comprobar la correcta integracion del casete. Los
fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al un 1% de
concentracion. También se muestran los tamafios esperados de los productos de la PCR con
ambas cepas.
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La habilidad para transformar la levadura de panaderia S. cerevisiae,
mediante la tecnologia del DNA recombinante, ha abierto la posibilidad de
delecionar genes indeseables o de alterar la expresiéon de un gen, sin
modificar la de aquellos responsables de propiedades tecnologicas de interés
(Randez-Gil y col., 1999; Dequin, 2001). Es posible también alterar de
manera coordinada la expresion de grupos de genes implicados en una
funcioén particular, e incluso, encender o apagar la expresion de un gen dado
en una etapa especifica del proceso de panificacion. No obstante, la
aplicacion de esta estrategia requiere de un profundo conocimiento de los
determinantes genéticos que controlan el comportamiento tecnoldgico de las
levaduras de panaderia, en particular en condiciones de estrés.

S. cerevisiae ha sido extensamente utilizado como modelo de organismos
eucariotas. La secuenciacion completa de su genoma y la disponibilidad de
herramientas moleculares para su manipulacion, junto a la sencillez de su
cultivo, permiten obtener datos experimentales, de aplicacion en diferentes
areas de la ciencia, en un tiempo relativamente corto. En lo que se refiere a
estrés, la situacion no es, sin embargo, tan halagiiefia. Esta levadura esta
lejos de ser un referente en lo que se refiere a su tolerancia a estrés, y en
particular a estrés osmotico. Numerosas levaduras de otros géneros, como
Debariomyces, Zigosaccharomyces o Torulaspora muestran una capacidad
muy superior a la de S. cerevisiae, para hacer frente y proliferar en un
ambiente hostil de elevada osmolaridad. En el caso de Torulaspora y en
concreto de la especie T. delbrueckii, a este hecho se suma su capacidad
para fermentar una masa panaria (Almeida y Pais, 1996; Hernandez-Lopez y
col., 2002), una circunstancia que parecia relegada a cepas de
Saccharomyces.

En este contexto, la utilizacion de este organismo como levadura modelo

de resistencia a estrés osmotico, abre numerosas posibilidades para avanzar
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en nuestro conocimiento de las bases moleculares de la tolerancia a estrés en
levadura y disefiar estrategias para la mejora de cepas industriales. En este
capitulo describimos los resultados obtenidos en el rastreo de una genoteca
de T. delbrueckii, dirigido a identificar genes, cuya expresion en un alto

numero de copias, permita aumentar la tolerancia a estrés de S. cerevisiae.

1.- Identificacion de genes de la cepa PYCC5321 que confieren mayor
tolerancia a estrés salino en S. cerevisiae

Con el objeto de identificar genes de T. delbrueckii cuya sobreexpresion
mejore la tolerancia a NaCl en S. cerevisiae, se transform6 la cepa
CEN.PK2-1C, que presenta un claro fenotipo de sensibilidad a NaCl, con
una libreria genémica de la cepa PYCC5321 de T. delbrueckii, construida
anteriormente (Hernandez-Lopez y col., 2002). Los transformantes fueron
seleccionados en placas de medio minimo conteniendo glucosa como fuente
de carbono y 0,5 M de NaCl. En aquellos transformantes en los que se
observé un crecimiento mas activo, con respecto a la cepa salvaje, se llevo a
cabo el aislamiento del pldsmido que contenian y tras comprobar, de nuevo,
que el fenotipo observado estaba ligado a la presencia del plasmido, se
procedio a su andlisis. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos

con tres plasmidos YEpTdSAL-1, YEpTdSAL-2 y YEpTdSAL-3.

1.1.- Caracterizacion del plasmido YEpTdSAL-1
El plasmido YEpTdSAL-1 contuvo un inserto de aproximadamente 3,1 Kb,
cuya secuenciacion revelo la presencia de una pauta de lectura abierta que
presenta una elevada homologia, en torno a un 60%, con los genes ENA1,
ENA2 y ENAS de S. cerevisiae. ENA1 codifica la principal ATPasa tipo-P
de S. cerevisiae, implicada en el flujo hacia el exterior de iones Na™ (Haro y

col., 1991). Su expresion es inducida tanto por estrés osmético como por
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estrés idnico, confiriendo tolerancia a Na" (Marquez y Serrano, 1996;
Marquez y col., 1998). Por su parte, ENA2 y ENAS5, son homoélogos a ENAL,
99 y 98%, respectivamente, formando parte, del denominado “cluster” de
genes ENA. Al contrario de ENAL, la sobreexpresion de ENA2 no confiere
mayor tolerancia a Na', sino a Li', sugiriendo que los miembros de este
grupo codifican transportadores funcionalmente distintos (Wieland y col.,
1995), implicados en tolerancia a estrés idnico (de Jesus Ferreira y col.,

2001).

1 GTCGCTCTGAGGATCAGACCAACAAGACCGCCGCATCGTAGCGGTAGATTACANACCATGTCCCCCATCGATCACGTGACGCACCCTCCAGGCTGACATC

101 ACCCACCCCAGAACCCTGCAACGAATCCTCCAGCTATTCGGCGACGAACCCGCAGACCTAGTGATCAGCGACGGCGCACCAGACGTAACAGGTCTACACG

201 ATCTCGACGAATACGTACAACAGCAGCTCGTCATGAGCGCCCTACAACTCGCATGCTGCGTACTCAAGCCAAACGGCTCCTTCATAGCAAAAGTGTTCCG

301 GGGTAGAGACATAGACCTACTCTACTCCCAACTAGCCTGCCTCTTCACCCACGTGACCTGCGCCAAACCAAGATCTTCAAGAAGCACCTCTCTCGAAGCC

401 TTCGTCGTATGCCAAGGATACCAACCACCTGCCGACTGGACTCCCAAACTGGATCCCAGTCAATCAGTACAACAATTCTTCCAGCATTGCCTACCGAATG

501 GCAAACACATAGCGCCATTCATGGCATGCGGGTCCTCGAAAGCTTCGACTCGGACGCAACCTATACTAGCACCTGCAGTACAGACCCCATCGCGACAGGA

601 GATAGCACAAACCCTNGNTAAATCCGGTCCAACAACCAACGAACCCACCTTACAAGCAGGCCCTGCTACTGAAAAGACAAGGAAGACTTTTCAGCACGTG

701 CGCTTGATGCAGTGTACGCCACACTACACGTGGCCTGGCCACGGCGCTCCGGTTATCTAGTGTAAGATAAGTCACAATCGGTCGGTCGGTCGGTGGTCGG

801 TTAGTAAGTAGATACGAAGGAATGCCGCTGGGTCTTGCTTATCGCCCGATTGGGCACAGCCCCGCAGCTTCCAGAACCGTGCGGCGACTTCCTCTTTCGG

901 AAAAAGAAGTGACCCGTGGTCCCGCGGACCCTGAATCTGACGTCTTATCAAAAAGCAAACTGCACATGGTATAGATATAAAGCAAGAGCTTTTCTCTTTT

1001 GTTGGATGTTTCTTTCATTTGTCTCTCATGTTACTTCCAGCTCTCTAGAAATGAGCGAAGTGGATTTTGAATTTAGAGATTTTCATACGCTCACAGCTGA
M s EV DFEFRDFHTLTATD 17

1101 CCAGGCGGCTAGTAAATTACAAACAGATGTTCAAAGCGGGCTTACAGGCGAGGAATTCGTCGTAGGTGTAAGATATTGTGAGAATTCTCTTGGAGATGAC
Q AASKLQTDVQSGLTG GETEFVV GV RYCENSTLGT DTSD 50

1201 CAGGGGATTGATTACAAGGGGTTGGTTATTCACCAAATTTGTAATGCGATGATTTTGGTGCTTTTGATTTCGATGGTTATTTCGTTTGCTGTTAGAGATT
Q G 1 DY KGLVIHOQICNAMILVYLLISMVISFAVRTSD 83

1301 GGATTACAGGTGGTGTGATTGCGTTTGTTGTTGGAATCAATGTTGTGATTGGTGTGTATCAGGAATACAAAGCTTCGAAGACTATGAACTCGTTGAAACT
W i1 TGGVY I AFVVGINVVIGVYYQEYIKASKTMNSLKL 117

1401 TTTGAGTTCTCCCAGCGCTCATACTTTGAGAGAGGGCCATTCGGAGGATGTACCTTCGAAGGAGATCGTACCAGGTGACGTGTGTTTGGTCAAGGTCGGT
L sSSsSPSAHTLRESGHSEDVZPSKEILIVPGDVCLVKVG 150

1501 GATACTATACCAGCGGACCTGAGGTTGATTGAAGCTTCGAATTTTGAGACTGATGAGGCTTTGCTTACGGGTGAGTCCTTGCCTATCGCGAAGCAGATCA
bT1PADLRLIEASNTFETUDEALLTGESTLZPIAKD~ QI 183

1601 CCCGCAACTGTTTATACGAAGACACTCCGATTGGAGATCGGTTGAATCTTGCGTTTTCTTCTTCCACGGTTGTGAAAGGTAGGGCTCGTGGTATTGTTAT
TRNCLYEDT®PI1I GDARLNLAFSSSTVVKG GRARTGTIVI 217

1701 CAGTACGGGTCTTAACACTGAGATCGGTAAGATTGCTCAGTCGTTGAGAGGAAATAACGGTTTGATCTCGAGGGATCCTGCCAAGAATTGGTGGCAAAAT
S TGLNTETIGIKTIT AQSLRGNNGTLTISRDZPAKNWWAOQN 250

1801 TTATGGATTACTTTGAAGCAGACTTGTGGTGCCTTCCTTGGTACTACAGTGGGTACTCCTTTGCACCGTAAATTGTCGAAATTGGCTATCTTGCTGTTTG
LwiI1®1TLIKQ QT CGAFLGTTVGT®PLHRIEKTILSZ KTLATITLTLF 283

1901 GAGTGGCCGTTGTGTGTGCCATTATCGTTATGGCTTCGCAGAAGTTCCGCGTTGATCGTGGTGTTGCCATTTATGCGATCTGTGTGGCTCTTTCAATGAT
GVAVVCAII1LVMASOQKTFRVDRGVAILYAICVALSWMI 317

2001 TCCTTCGTCTTTGGTGGTTGTTCTAACGATCACTTTGTCTGTTGGTGCAGCTGTGTTGGTATCCAGAAACGTTATCGTTAGAAAACTAGATTCTTTGGAG
pPsSsSLVVVLTITLSVGAAVLVYSRNVIVRKTLTUDSILE 350

2101 GCTCTTGGTGCAGTTACGGATATTTGTTCCGATAAGACTGGTACTTTGACCCAGGGTAAAATGCTTGCTAGACAGGTTTGGGTCCCTAGGTTTGGTACAG
ALGAVTDICSDIKTG GTLTI QGKMLARI QVWVPRTFGT 383

2201 TTACGATCAGTAACTCCAACGAGCCATTTAACCCAACTGCTGGTGACATAAACGCAGTTCCTGTTCTTTCCCCACACGAACATGCCCACAACGAGACCGA
vT 1 SNSNEPFNPTAGDTINAVZPVLSPHEHAHNETE 417

2301 AGATGTTGGGATCTTGCAGGATTTCAAACAGAAATATTACGCCAATGAATTGCCCGAATTGATGCGCACTGATCTATTCACAGAATGGTTGGAAACTGCT
DV GIl LQDFIKO QKYYANELZ®PELMRTHDLFTEWLETA 450

2401 ACGCTTGCAAATATCGCCACCGTGTTCCAGGACCCAAATACTCAGGAATGGAAGGCTCATGGTGATCCCACCGAGATTGCAATTCAAGTGTTTGCTAAGA
TLANIATVFQDPNTAOQEWIKAHGDTZPTETLAIAOQVFAK 483

Figura 2.1. Secuencia de DNA correspondiente al inserto del plasmido YEpTdSAL-1. La
posible secuencia parcial de aminoacidos de Enalp de T. delbrueckii se muestra debajo de
la secuencia de DNA. Una potencial caja TATA encontrada en el promotor del gen aparece
sefialada en negrita. Los elementos consenso de union a Miglp estan subrayados.
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2501 AGATGGATATGCCTCGTTCTGCTTTGACAGGCGAAAATTCCCGTAACGATAGTGATTCTACCTGCGATGAAAAGAAGCAAGAAGCCAAATATGTTCAAGT
K M DMPRSALTGENSRNUDSDSTTCDETZKI K~ QEAKYVQV 517

2601 CGCAGAATTTCCCTTTGATTCAACAATTAAGAGAATGTCTGCTGTCTACGAAAATACCCAGGATAACTCACAAACCGTTTTTGCCAAGGGTGCTTTTGAA

AEFPFDSTIKRMSAVYENTIQDNSOQTVFAIKTGATFE 550
2701 AGTGTCTTGAAGTGTTGTAAATACTGGCACGGTGAAACCGGTATCGTCGACT TGAAAGATGATGATATCAATAATATAAAGGAAGAAGTTAACACCCTTT
S VLK CCKYWHGETSGIHIVDLIKDTUDUDTINNIIKETEVNTHL 583
2801 CTTCACAAGGTTTGAGAGTTTTAGCGTTCGCCAAGAAAGTTTACTACCAAGATGCTCTGAATCAGGATATCAAGGGTAAGCTATCTGAAAAGAGAGATTT
§ S QG LRVLAFAKIKVYYQDALNAOQDIKSGIKTULSETZKRDF 617
2901 TGCTGGATCCGAACTATGTTTCTTGGGTTTGATCGGGATCTACGATCCTTCCAGAAACGAAAACCGCCGGTGCGGTCCAAGAGAATTCATTATGCTGGTA
AGSELTCFLGLIIGI1YDPSRNENRRTCGPRETFI MLV 650
3001 TCAACCGTTCGATGGTGGACAGGTGATTTTCCCAGAACCTGGCAAAGGCTATCGCTTCAGAAAGTCGGATTTTGCAATAACCTTTCCACTTCCCCCAGAA
S TVRWWTSGDFPRTWIQRLSLOQKVGFU CNNLSTSFPR 683
3101 AG
K 684

Figura 2.1- Continuacién

1.1.1.- Analisis de la secuencia parcial del gen TdENA1
Como vemos en la Figura 2.1, la pauta de lectura abierta identificada en el
plasmido YEpTdSAL-1 codifica un polipéptido de 684 residuos que
muestra un 61% de identidad con un fragmento N-terminal de similar
longitud de las proteinas Enal, Ena2 y Ena5 de S. cerevisiae. Como cabia
esperar, el polipéptido de T. delbrueckii exhibié también homologia, aunque
menor, con la porciéon amino-terminal de otras proteinas Ena de levaduras,
como Enalp de Z. rouxii (57% de identidad) o Enalp de D. hansenii (49%)
y en general con ATPasas implicadas en el transporte de cationes. En
consonancia con estos datos, la busqueda de dominios conservados
(Marchler-Bauer y col., 2003) revelo la existencia de una zona, aminoacidos
1-89, con una alta homologia a las cadenas a de ATPasas envueltas en el
transporte de iones Na' y K', pfam00690.11, que catalizaria la hidrolisis de
ATP (Broude y col., 1989). Ademas, el andlisis indico la existencia de un
segundo dominio (EI1-E2 ATPasa, pfam00122.11), aminoacidos 89-351,
caracteristico de la superfamilia de ATPasas tipo-P o E1-E2, cuyos
miembros median en el transporte a través de la membrana de todos los
cationes bioldgicamente relevantes (Smith y col., 1993). Asi pues, el inserto

del plasmido YEpTdSAL-1 parece contener una forma truncada del gen
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TdENAL, cuya sobreexpresion es suficiente para conferir mayor tolerancia a
estrés por NaCl en S. cerevisiae.

Por otra parte, analizamos unas 1,000 pares de bases del promotor de
TdENA1L, con el fin de localizar secuencias consenso implicadas en la
regulacion de su expresion. El gen ENAL de S. cerevisiae es probablemente
uno de los genes mejor conocidos en este sentido. Su expresion esta
fuertemente regulada y depende de varias rutas de transduccion de la sefial y
factores de transcripcion (ver el capitulo de Introduccion de este trabajo),
entre ellos Crzlp (Stathopoulos y Cyert, 1997) y el complejo represor
Miglp-Ssn6p-Tuplp (Alepuz y col., 1997; Proft y Serrano, 1999). Dos
secuencias de union a Crzlp, 5’-GAATGGCTG-3’ y 5’-GGGTGGCTG-3’,
bastante alejadas del ATG de inicio, entre 713 y 820 pb, y que varian en su
afinidad, han sido identificas en el promotor de ENA1 (Mendizabal y col.,
2001). De forma similar, dos secuencias practicamente idénticas a estas, 5°-
GAATAGCTG-3" y 5°-GGGTGGGTG-3’, localizadas a -912 y -943 pb del
ATG, respectivamente, fueron localizadas en el promotor de TAENAL.
Asimismo, la inspeccion de la secuencia revel6 la existencia de dos posibles
sitios de union del factor transcripcional Miglp, en las posiciones—323/-331
y —863/-871. Asi pues, el gen TAENAL parece mostrar una regulacion

similar a la descrita previamente para ENA1.

1.2.- Caracterizacion del plasmido YEpTdSAL-2
La secuenciacion del inserto contenido en el plasmido YEpTdSAL-2, reveld
que habiamos clonado una region del genoma de Torulaspora ya descrita en
este trabajo (Capitulo I). Como se muestra en la Figura 2.2, el fragmento
obtenido mediante digestion parcial con Sau3A, contiene, en este caso, parte
del gen homoélogo a MRP51 de S. cerevisiae, la secuencia completa de

DED1 y una pauta de lectura incompleta que presenta homologia con el gen
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RNR1/RNR3, que codifica una subunidad de la ribonucledtido reductasa de
levadura (Elledge y Davis, 1990).

HindIII 0.49
Smal Pst10.26| HindIII 1.2 Bglll21  PsA28 Psf13.6 Bgill 4.0 BamHI 4.5
Lo | | | | | | |
| 4=m TIMRPS1 TdDEDI wmy -TdRNRS
Kpnl I | | |
EcoRI0.34 HindIII 1.3 Bgll 2.3 HindIIl 3.8
’J YEpTdDED-1 L‘
EcoRI ATG TGA SPM
|—| TdDEDT wmh | |—|

Figura 2.2. Representacion esquematica del plasmido YEpTdSAL-2 y de la subclonacion
de TdDED1 que da lugar al plasmido YEpTdDED-1. Los numeros indican el tamafio del
fragmento generado desde el sitio de restriccion hasta el MCS situado a la izquierda del
dibujo. Sélo se indican los sitios de restriccion mas relevantes. El tamafio de los fragmentos
esta realizado a escala.

Ya que solo el gen TADED1 parecia encontrarse completo en el
fragmento aislado en el plasmido YEpTdSAL-2, este resultado sugeria que
la expresion en un alto nimero de copias de este gen era responsable del
fenotipo observado. Para confirmar este extremo, construimos el plasmido
YEpTdDED-1, que contiene el promotor, la pauta de lectura completa y el
terminador de TADED, en el vector YEplac195 (Figura 2.2) y lo utilizamos
para transformar la cepa salvaje CEN.PK2-1C. Como se observa en la
Figura 2.3, la sobreexpresion de TADED1 incrementd la capacidad de
crecimiento de la cepa parental en un medio conteniendo 0,5 o 1,0 M de

NaCl, confirmando asi la implicacion de este gen en el fenotipo observado.
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Control 0,5 M NaCl 1,0 M NaCl

Figura 2.3. La expresion en un alto nimero de copias del gen TADED1 confiere mayor
tolerancia a NaCl en S. cerevisiae. La figura muestra el crecimiento de células de la cepa
CEN.PK2-1C transformadas con el plasmido control YEplac195 o con el pladsmido
YEpTdDED-1. Las células se crecieron en MM-glucosa hasta una DOg de 0,3-0,5. Para el
crecimiento en placa, se efectuaron diluciones seriadas, 10” a 10™, que se depositaron (3
pl) en placas del mismo medio conteniendo 0 (control) 0,5 o 1,0 M de NaCl (concentracion
final). Las células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.

1.2.1.- Analisis de la secuencia del gen TdDED1

La secuencia de nucledtidos de TdDED1 contiene 1,795 pb
correspondientes a una proteina de 597 aminoacidos que guarda una alta
homologia, 74,7% de identidad, con el correspondiente gen de S. cerevisiae,
y en general con proteinas conteniendo un dominio Asp-Glu-Ala-Asp,
caracteristico de la denominada familia DEAD-box (Linder y col., 1989), la
principal familia de helicasas de RNA de la superfamilia SF2 (Rocak y
Linder, 2004).

Las helicasas de RNA, proteinas que requieren para su actividad ATP y
que desplegan estructuras cortas de RNA, se clasifican atendiendo a la
presencia en su secuencia de una serie de motivos conservados, en concreto

de siete a nueve motivos que determinan su actividad y especificidad
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(Gorbalenya y Koonin, 1993). En la familia DEAD-box aparecen siete
motivos conservados, denominados I (AxxGxGKT), Ia (ptreLaxQ), Ib
(vxxTPgr), II (ixDEaD), III (sAT), IV (liF), V (aRGid) y VI
(iHriGRggRxG) (Gorbalenya y col., 1989). Estos motivos se distribuyen en
dos dominios funcionales caracteristicos, el dominio DEAD, encargado de
la unién e hidrdlisis de ATP, y el dominio Helicasa C, implicado en la
interaccion con RNA. Como vemos en la Figura 2.4, el polipéptido
TdDedlp contuvo los ocho motivos I, Ia, Ib y II-VI, caracteristicos de los
miembros de la familia DEAD-box. Ademas, todos ellos, mostraron un
100% de identidad de secuencia, respecto a los correspondientes motivos de

la helicasa Ded1p de S. cerevisiae.

MADLSKKVENMS IKEKGGYVPPHLRNGGARRANSGGFGGSSGSDGSSGGS
FFGFSGRRGDSNRGGRGGFARNGGGSGFRPAGTGRWTDGKHVPAARNEKM
EQQLFGVAEDPNFQSSGINFDHYDD IPVDASGENVPEPITEFTSPPLDEL
LLENIKLARFTKPTPVQKYSVP IVANGRDLMACAQTGSGKTGGFLFPVLS
|
ESFSTGPSEIPENARGGYMRKAFPTAVVLAPTRELATQIFDEAKKFTYRS
la
WVRATVVYGGADVGSQMRELDRGCDLLVATPGRLNDLLERGK ISLAKVKY
Ib
LVLDEADRMLDMGFEPQIRHIVEGCDMPGVEDRQTLMFSATFPVDIQHLA
11 il
RDFLSDY IFLSVGRVGSTSENITQHVLYVEDEDKKSALLDL ISSATDGLT
LIFVETKRMADQLTDFL IMQNFAATAITHGDRTQGERERALAAFRSGKANL
1v
LVATAVAARGLD IPNVTHVINYDLPSDVDDYVHR IGRTGRAGNTGVSTAF
V \A|
FNRGNKNIVKGLVEILTEANQEVPSFLND I SRESSG IRGGRGGSFFNSRA
NSSRDYRKQGNGNGSFGASRGSGGSSWGSSRGGSSWGESSGGNSSWW*

Figura 2.4. Secuencia de aminoacidos de la proteina Dedlp de T. delbrueckii donde
aparecen sefialados los siete motivos conservados que coinciden con los encontrados en la
misma proteina de S. cerevisiae.

En consonancia con estos resultados, el analisis de dominios conservados

(Marchler-Bauer y col., 2003) indicé la presencia de un dominio DEAD
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(residuos 163-349) y un dominio Helicasa C (residuos 416-492)
practicamente idénticos a los encontrados en Dedlp de Saccharomyces
(Figura 2.5). Soélo las extensiones N- y C-terminal, anexas a la region central
responsable de la funcion helicasa, parecieron mostrar una mayor
heterogeneidad. Asi pues y a falta de una determinacion experimental de su
actividad, nuestros resultados sugieren que TADED1 codifica una helicasa

de RNA de la familia DEAD-box.

S. cerevisiae

P o
s w DEAD mm—w Helicasa mmem
[ G
T. delbrueckii
T o

B mmmmE DEAD = Helicasa
[

Figura 2.5. Representacion esquematica de la proteina Dedlp de S. cerevisiae y T.
delbrueckii. Los dominios DEAD y Helicasa C aparecen sefialados.

1.2.2.- El gen DEDI esta implicado en la respuesta a NaCl y frio
El aislamiento del gen TADED1 en el rastreo de genes de Torulaspora que
confieren resistencia a estrés por NaCl, sugirié que el gen homologo DED1
de S. cerevisiae podia tener también un papel funcional en estas
condiciones. DED1 codifica una RNA helicasa esencial para el inicio de la
traduccion de mRNAs en S. cerevisiae (Chuang y col., 1997; Iost y col.,
1999). Aunque no existen evidencias de la implicacion de DED1 en la
respuesta a estrés osmotico en esta levadura, un buen niimero de genes
inducidos en esta situacion codifican proteinas ribosomales o implicadas en
traduccion (Rep y col., 2000). Por otra parte, se ha descrito que algunas

mutaciones en este gen confieren un fenotipo de sensibilidad a frio (Chuang
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y col., 1997) y que el nivel de mRNA de DED1 es mayor a 12°C que a 30°C
(Sahara y col., 2002). En este sentido, un descenso brusco en la temperatura
ambiental genera, al menos temporalmente, un estrés idnico (Wolfe y
Bryant, 1999). Ademas, algunos genes implicados en tolerancia a este estrés
parecen conferir también resistencia a frio (de Jesus Ferreira y col., 2001).
Asi pues, decidimos analizar mediante Northern blot, el perfil de
expresion de DED1 en células transferidas a un medio conteniendo un 0,5
M de NaCl. Como control, utilizamos células sometidas a estrés por frio.
Como se observa en la Figura 2.6, el gen DED1 aument6 su expresion bajo
condiciones de estrés salino, obteniéndose niveles de induccion, en torno a
1,5 veces, similares a los observados en células sometidas a estrés por frio.
Asi pues, la adaptacion a estrés osmotico en S. cerevisiae pasa, al menos en
parte, por incrementar su capacidad traduccional y nuestros datos sugieren
que Dedlp esta implicado en esta funcién. Experimentos adicionales son,
sin embargo, necesarios para establecer el papel exacto de esta proteina en

la respuesta a estrés osmotico.

0,5MNaCl  10°C  4°C
C 301h 3h 1h 3h 2h
DEDL we "= S S W W W
R A & & & B 4
Reiamna L66 68 90 74 84 100 78 |

Figura 2.6. Analisis de la expresion del gen DED1 en condiciones de estrés por NaCl y
frio. Células de la cepa CEN-PK2-1C fueron crecidas en medio YPD (DOggy = 0,5-0,6),
transferidas a 10 o 4°C, o al mismo medio conteniendo un 0,5 M de NaCl. A los tiempos
indicados, una muestra de células de cada cultivo fue colectada y procesada para la
extraccion de RNA total. El anélisis del nivel de mRNA de DEDL1 se llevo a cabo mediante
Northern blot, utilizando una sonda de este gen marcada con **P. Para el control de carga y
transferencia, la membrana se rehibridd con una sonda del gen ACT1. Los valores indican
la induccién relativa de DED1 con respecto a la muestra con mayor nivel de mRNA, a la
que se adjudico el valor de 100.
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1.3.- Caracterizacion del plasmido YEpTdSAL-3
El tercer plasmido aislado en el rastreo de la genoteca de T. delbrueckii,
YEpTdSAL-3, contenia un inserto de casi 1,9 kb, cuya secuenciacion reveld
la existencia de dos pautas de lectura abierta, una aparentemente completa
homologa al extremo 3’ del gen SIP1 de S. cerevisiae, que denominamos
ORFI1 y una parcial, ORF2, que presentaba homologia al gen GIS4 de esta
levadura. Como se mencion6 en el Capitulo de Introduccion, el gen SIP1
codifica una de las subunidades f de la proteina quinasa Snflp implicada en
represion por catabolito (Yang y col., 1994; Jiang y Carlson, 1997) mientras
que el producto de GIS4, ha sido implicado en la ruta de senalizacion
Ras/cAMP (Balciunas y Ronne, 1999).

En S. cerevisiae, los genes SIP1 y GIS4 se localizan en los cromosomas
IV y XIII, respectivamente. Ambos, han sido implicados directa o
indirectamente en la respuesta a estrés osmotico en esta levadura. Asi, el
analisis sistematico de una coleccion de mutantes nulos de S. cerevisiae ha
identificado a SIP1 como implicado en tolerancia a Na™ y Li" (Giaever y
col., 2002). Por su parte, mutantes de delecion o insercion del gen GIS4,
muestran también un claro fenotipo de sensibilidad a Na” y Li" (de Jests
Ferreira y col., 2001).

Ya que de los dos fragmentos de DNA identificados en el plasmido
YEpTdSAL-3, solo la ORF1 parecia incluir una pauta de lectura completa,
centramos nuestra atencion en ésta, tratando de confirmar su implicacion en
el fenotipo observado. Con este fin, subclonamos mediante restriccion el
fragmento completo de 1,197 pb, incluyendo 82 y 154 pb de las zonas
flanqueantes 5° y 3’, respectivamente, en el vector YEplacl95 y
transformamos con el plasmido resultante, YEpTdSAL-3a, la cepa parental

CEN.PK2-1C. Como puede observarse en la Figura 2.7, la expresion en un
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alto niimero de copias del fragmento de DNA analizado, aument6 la

tolerancia de la cepa salvaje a NaCl.

NN i i
\a) ©) Y% Y
V9 e 24

\'z§’ &b Q\'b- &b Q\‘b- &b
,\Q/Q _\Q/Q N _{(/Q N _\Q/Q

N
&)
oY

Control 0,5M NaCl 1,0 M NaCl

Figura 2.7. La sobreexpresion del gen truncado TdSIP1-t incrementa la resistencia a NaCl
de S. cerevisiae. Células de la cepa CEN.PK2-1C transformadas con el plasmido
YEplac195 (control) o YEpTdSAL-3a, el cual contiene el gen TdSIP1-t, se cultivaron en
MM-glucosa hasta una DOgy de 0,3-0,5. Para el crecimiento en placa, se efectuaron
diluciones seriadas de los cultivos, 10" a 10, que se depositaron (3 pl) en placas del
mismo medio conteniendo 0 (control) 0,5 o 1,0 M de NaCl. Las células fueron incubadas a
30°C durante 2 a 5 dias.

Este resultado nos llevo a pensar que la sobreexpresion del gen SIP1 de
S. cerevisiae podria también conferir mayor resistencia a este estrés. Sin
embargo, este extremo no fue confirmado en experimentos en los que se
compard el crecimiento, en condiciones de estrés salino, de células de la
cepa salvaje transformadas con el plasmido pB44 (Yang y col., 1992), que
contiene el gen SIP1 bajo el control de su propio promotor, o con un
plasmido vacio (Figura 2.8). Asi pues y a pesar de la homologia encontrada
en la region C-terminal de ambas proteinas, nuestros resultados parecian

indicar que nos encontrabamos ante un gen diferente a SIP1.
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Figura 2.8. La sobreexpresion del gen SIP1 de S.
cerevisiae no confiere tolerancia a NaCl. Células de
la cepa CEN.PK2-1C fueron transformadas con el
plasmido YEplac195 (control) o con el plasmido
pB44 que contiene el gen SIP1 de S. cerevisiae. Las
condiciones de cultivo fueron idénticas a las descritas
en la Figura 2.7.

Control 0,5 M NaCl

1.3.1.- La pauta de lectura ORF1, es una forma truncada del gen
TdSIPI homodlogo al gen SIPI de S. cerevisiae
El gen SIP1 de S. cerevisiae tiene una longitud de 2,448 pb, frente a tan solo
1,197 pb de la pauta ORF1. El analisis comparativo de otros genes de T.
delbrueckii y S. cerevisiae, p.e. HIS3, LEU2 (este trabajo) o URA3
(Hernandez-Lopez y col., 2002), habia demostrado, sin embargo, que las
proteinas de ambos organismos presentan un alto grado de homologia, tanto
estructural como funcional. Asi pues, nos planteamos si el fragmento de
DNA aislado en el plasmido YEpTdSAL-3 no seria, en realidad, una forma
truncada de la proteina Sipl de T. delbrueckii, capaz de conferir un fenotipo
de tolerancia a estrés 16nico, no asociado a su actividad natural.

Teniendo en cuenta estas evidencias, procedimos a un nuevo rastreo de la
genoteca de T. delbrueckii, con el objeto de localizar un posible clon que
contuviera el hipotético gen completo, homoélogo a SIP1 de S. cerevisiae.
Para ello, se utilizd una estrategia idéntica a la empleada para el aislamiento
del gen TALEU2. Se aislaron en total cuatro plasmidos. Uno de ellos era
similar al clon original analizado, conteniendo el plasmido YEpTdSAL-3,

mientras que los otros tres contenian un fragmento de DNA, cuya
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secuenciacion parcial reveld6 que exhibian una cierta homologia con la

region 5° del gen SIP1. El inserto de uno de estos plasmidos, al que

denominamos YEpTdSAL-3b fue secuenciado hasta un pequefio fragmento

de 587 pb del posible promotor, que no guarda homologia con el DNA de

S. cerevisiae. Este contenia una pauta de lectura abierta de 1,944 pb, que

codifica para un polipéptido de 648 aminoacidos (Figura 2.9), mas corto

pues, que el producto del gen SIP1 de S. cerevisiae, cuya secuencia predice

una proteina de 863 aminoacidos.
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ATTANGACCAAGGCCAAGTGTTCCGAGAAAGGAGTAGTCGTCCAAGCTGAGGATGTCCAGCGCGTACTCGATAAGCACATGGACGTGTAAATACCTTCCT
AAATATCCATTATTACTATTATGTGTGTTAAACTTTTTCTACTATGACGAAGCAAACCATTGTCCGTCACCCGGCAAGAAAGACGTTGAAGGGGTTTAAA
GCAGAGTAAATCAGAATGCAACCACTATAACCATAATAATCACCTCCAAATCACCATTTCAAGCCATGGGTAATTCGCCCTCGGTTCAAGAACATCAGCA
ACAACCGCACGGTGTGCTGGATGCAAATCACCCTTTCAGAAGGGCGCAATTGGGGAATGAAATGAGT TCGGGAAGACAACAGAGTATCACGTCACAGCTT
TTCCCAAGTAGGAACACTAGACATGTCGGTCCACATTCGATGAATGCCAAGAGAAATCGCCATCCTCATCCGCAACCTCCTTCGTTGTCAAGTCGGATTA
TTCACTTCGCAGCACTGCAGAAGAGACTCCGGCAAACACAGGTTCCACTGAAAATATAAGAGATAATATGGCTGGATTATCGTTAAAGAGTTCTAATGAA
M A G L S L K S S N E

AATGCTCAGGTGCCTTCGTTCCTGACACCGGGTCATTCTACTCCAACAGTACAACCTACGAGACAGGCTGCAGTTCCGGCAGCTGATCTAAAGAATAAAT
NAQVPSFLT®PGHST®PTVQPTRAOQAAVPAADILIKNHK

TGCAGAATGGTTTAAATCAACAGAAGGAAATCTCATCTCATAGGTTTCAGCGTCCCAGTGTGGTAGCTTTGAAAAAGACTTTGCTTGATGACGGTGAATT
L QNGLNOQQKEISSHRFQRPSVVALIKTIKTTULLDUDGE/IL

ACATTCTACTAGTTCAAGGTCCACGTCAGGCGATGTCGTAAGCTCCGCGTCCCTAGATATATACTCTGCATTGAACCTTGATTCACCAACTCAAAGTGGT
H S TS SR STSGDVVSSASLDIYSALNLUDSUZPTZQSG

CAAGGCAAAAGACACAGACGCCGATCCAGATACCTCGGATTTCGACGATATTAGTGATGATGGGTATTTGCAAAGTGAAGATGTCGTGTTGAATCAAT
S K AKDTWDAD®PDTSDFDUDTISDDGYLQSEUDVVLNHQ

CACTCTTACAGAATGTTTTGAGGAGAGATATGAAGAGGAAAAGACCTGCAAAGAAATCCAAGGTTCCCAATACAAGTCATGTATCAAATTTGAAAGCTAG
S LLQNVLRRDMMEKRIEKARPAKIKSI KVPNTSHVSNTLKAS

TAGTAACTCGGCATCCTACGAGAGCTTAGAGAATGGTAACGTGCCGGATGCGAAAAAACTAAAATCTTTAAGTTATGACGGTTCTCTACCCAGTTTCCAA
S NS ASY ESLENGNVZPDAKTZKILIKSLSYDGSLPSFNQ

CCTACCGCTCAGAATAATGATCGTTTGAACGGATTGGCTCACGACAATGGATTCAATAGAATCGATTCCTTTGAAAAAGGGTCTGTCGAACATAGAGAGG
P TAQNNDI RILNGLAHTUDNGE FNRIDS ST FETZKTGSV EHRE

TCGAGACTTCTCCAACAATGAGGAATTCATCGTCGGCATCACCAAGTTCAAGCTCCATAATCTCAAATACAGAACCAGAGAAAGTTCATGTGATTTTAAA
VETSPTMRNSSSASPSSSS 1T I SNTEZPEIZKVHV I LK

ATGGAGGGACCAAATTGAAGACCCTTCCAAATGTAAAATTACTATCGTCAGTACTGATATTGCGTCAGCACTAAATTTTGATCCATCTGACAAATCATTC
wWRDOQII EDZPSKTCKI1ITIVSTDIASALNEFDUZPSDIKSF

CATGGCACCTTTTCCATGAAATACGACGAGAAGGAAAACAACTTTTATGTTCCAAATCTTTCATTGCCACCTGGTATTTACAAATTTCAATTCGTTATCA
HGTFSMKYDEIKENNFYVPNLSTLZPPGIYKFQFVI

ATGGTGAAATCAGACACTCAAACCTATTGCCATCAGCAACAGACTCCGTCGGTAACATCGTTAATTGGTTCGAAGTCATCCCTGGTTATGAAAGTGTCGA
NG EIT RHSNLULPSATDS SV GNIVNWFEV I PGYESVE

GCCTTTTAGAAATGAAATCGACTACCATGAAAATATGGGAATCGACCCCCCACAATCTGACTCAAGCACTAGTACTGGTAAACATCATGACGAATCTCCG
P FRNEIDYHENMMGIDUPPQSDSSTSTGIKHHTDE S P

GGCAAAGTGCCTTTGGTGCAGCCCGTGCCGGGAAGACCACCTTTAGCGGCACGTCATACTTCTTCATATTCCAACAAACAAGAGAGGTCTGGAACCCCTT
G K VPLVQPVPGRPPLAARIHTSSYSNIK~ QERSGTP

ACTCGGATTATACTGGTGTAAGCAGATGTAATTCAGCGGTCAGAAAATCGCCATTAATACATCAAACACTTAGTAGCATAGATCTGGTCACAGCATTGCA
Y s DbyYTGV SR CNSAVRKS®PLIHOQTLSSI1DLVTALDQQ

ACCCAAGAAATACGAATACTCGAATGAGATACCCGAGCTGTTTAAAGCAGGTAACGTATTAGGCCAGAGTGATGAAAATCAATTCCCAACTCCACCACCA
P KK Y EY SNEIPELTFIKAGNVLGQSDENQFZPTPPP

CCTCCCATGAACCCGCCATCATATGATCAGCCTAGTTTCTTAGAGAATGTTGTGGATTGTAATCAGGATAATTTGTTTGTTAGCCTTCAACAGGGCGGAC
PP MNWPZPSYDOQPSFLENVVDCNI QDNLTFVSLAOQAQGSG
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Figura 2.9. Secuencia de DNA del inserto contenido en el plasmido YEpTdSAL-3c. La
secuencia de aminoacidos del producto del gen TdSIP1 se muestra debajo de la secuencia
de DNA. El elemento TATAAGA en el promotor del gen esta marcado en negrita.
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2201 TTCTCGATGCAGAAACTGCAGAACAGTTGTTTTTGGAGAAATACACTGTGCCAGATTTACCAGTGTATCTGAACTCGACGTACTTAAACAAGATCTTCAA

L LDAETAEQLZFLEKYTVPDLPVYLNSTYLNTKTIFN 578

2301 CGAGTTTCAAAAGCACAACTCTTTGGGAAGCAACTCCAGCGGTTTGAATCATATCATTCCACATGTTAACTTAAACCATCTACTGACAAGCAGTATCAGA
EFQKHNSLGSNSSGLNHIIPHVNLNHLLTSSIIR 611

2401 GATGAAATGATCAGTGTTGGCTGTACTACTAGATACGAGGGTAAATTTATCACTCAAGTAGTATACGCTCCTTGTTACTACGCCAGTGGTCCAAAGGCGG
DEMI SV GGCTTRYEGI KT FI1ITQVVYAPTCYYASTGTPTKA 644

2501 AGGGCAAGAAGTGAAGTATAGTCAGTGTTATGTATGTTTGATTAGCATCTATGTATTTAATGATGAATGAGCGATAAGATTAAACCAAATATCAAGAAGA
E G K K * 649

2601 CGATGGTTATTGAAAATATTGTTATCTTGTATTACATAATTATACAACCCTTTTCATGCTGTCTATGGTTCTTCTTA

Figura 2.9.- Continuacion

El alineamiento de las dos proteinas revel6 una identidad global del
31,8%, aunque este valor se incrementa hasta un 48,1% en la zona C-
terminal, residuos 255 a 638 de la proteina de T. delbrueckii y 482 a 854 de
Siplp (Figura 2.10). Ademas, la proteina presenta homologia, aunque
menor, con las otras dos subunidades B de Snflp, Sip2p (21,9% de identidad
total) y Gal83p (21,4%), aunque de nuevo, la homologia aumenta cuando se
compara Unicamente la porcion C-terminal de estas proteinas. En esta zona
residen los dominios ASC (Figura 2.10, aminodcidos subrayados) y KIS
(Figura 2.10, aminoacidos en negrita) responsables de la interaccién de
Siplp con Snfdp y Snflp, respectivamente (Yang y col., 1992, 1994; Jiang y
Carlson, 1997). Ademas, la region KIS se encuentra en miembros de la
familia de proteinas pfam04739.5, recibiendo el nombre de AMPKBI,
debido a que esta presente en la subunidad 3 de la proteina quinasa activada
por 5’-AMP de humanos, homdloga a Snflp de S. cerevisiae. Asi pues,
nuestros datos sugerian que el gen aislado en el plasmido YEpTdSAL-3b
codifica la proteina homoéloga a Siplp de S. cerevisiae, de la que difiere
mayoritariamente, en una extension N-terminal de unos 180 aminoacidos,
presente en Siplp. Una representacion esquemadtica de ambas proteinas con

los dominios ASC y KIS se muestra en la Figura 2.11.
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TASIPL MA————— e BLmmmm e e 4
SiP1 hzll\-/DISDTSGYLHKQGVLPSVSFICTSFFACéLTSWKVELSYYIVVAAAMGNSPSTQDPSH 60
TAS I P e e 4
SIP1 STKKEHGHHFHDAFNKDRQGS I TSQLFNNRKSTHKRRASHTSEHNGAIPPRMQLLASHDP 120

TASIPL —— o e I —— NENAQVP 16

SIP1 STDCDGRMSSDTTIDKGPSHLFKKDYSLSSAADVNDTTLANLTLSDDHDVGAPEEQVKSP 180

TdSIP1 SFLTPGHSTPTVQPTRQAAVPAADLKNKL——QNGLNQQKEISSHRFQRPSVVALKKTLLD 74

SIP1 SFLSPGPSMATVKRTKSDLDDLSTLNYTMVDETTENERNDKPHHERHRSSIIALKKNLLE 240
TdSIP1 DGELHSTS SRSTSGDVVSSASLDIYSALNLD ——————— SPTQSGSKAKDTDADPDTS—— 124
SIP1 SSATASPSPTRSSSVHSASLPALTKTDSIDIPVRQPYSKKPSIHAYQYQYLNNDETFSEN 300

TdSIP1 ---DFDDISDD----- GYLQSEDVVLNQSLLQNVLRRDMKRKRPAKKSKVPNT—-——SHV 172

SIP1 SQMDKEGNSbSVDAEAGVLQSEDMVLNQSLLQNALKKDMQRLSRVNSSNSMYTAERISHA 360

TdSIP1 SNLKASSNSASYESLENGNVPD ———————— AKKLKSLSYDGSL ———————— PSFQPTAQN 216

SIP1 NNNGNIENNTRNKGNAGGSNDDFTAPISATAKMMMKLYGDKTLMERDLNKHHNKTKKAQN 420

TdSIP1 ——————- NDRLNGLA——HD ————————— NGFNR——IDSFEKGSVEHREVETSPTMRNSS— 255

SIP1 KKIRSVSNSRRSSFASLHSLQSRKSILTNGLNLQPLHPLHPIINDNESQYSAPQHREISH 480

TdSIP1 -SASPSSSSIISNTEP EKVHVILKWRDQIEDPSKCKITIVSTDIASALN —————— FDP- 306

SIP1 HSNSMSSMSSISSTNSTENTLVVLKWKDDGTVAATTEVFIVSTDIASALKEQRELTLDEN 540

TdSIP1 -———SDKSFHGTFSMKYDEKENNFYVPNLSLPPGIYKFQFVINGEIRHSNLLPSATDSVG 362

SIP1 ASLDSEKQLNPRIRMVYDDVHKEWFVPDLFLPAGIYRLQFSINGILTHSNFLPTATDSEG 600

TdSIP1 NIVNWFEVIPGYESVEPFRNEIDYHENMGIDPPQSDSSTSTGKHHDESPGKVPLVQPVPG 422

SIP1 NFVNWFEVLPGYHTIEPFRNEADIDSQ——VEPTL ——————————— DEELPKRPELK---- 643

TdSIP1 RPPLAARHTSSYSNKQ—ERSGTPYSDYTGVSRCNSAVRKSPLIHQTLSSIDLVTALQPKK 481

SIP1 RFPSSSRKSSYYSAKGVERPSTPFSDYRGLSRSSSINMRDSFVRLKASSLDLMAEVKPER 703

TdSIP1 YEYSNEIPELFKAGNVLGQSDENQFPTPPPPPMNPPSYDQPSFLENVVDCNQDNLFVSLQ 541

SIP1 LVYSNEIPNLFNIGD——GSTISVKGDSDDVHPQEP ————— PSFTHRVVDCNQDDLFATLQ 756

TdSIP1 QGGLLDAETAEQLFLEKYTVPDLPVYLNSTYLNKIFNEF QKHNSLGSNSSGLNHIIPHV 600

SIP1 QGGNIDAETAEAVFLSRYPVPDLPIYLNSSYLNRILNQSNQNSESHERDEGAINHIIPHV 816

TdSIP1 NLNHLLTSSIRDEMISVGCTTRYEGKFITQVVYAPCYYASGPKAEGKK 648

SIP1 NLNHLLTSSIRDEIISVACTTRYEGKFITQVVYAPCYYKT QKSQISN 863

Figura 2.10. Alineamiento de las secuencias de las proteinas Siplde S. cerevisiae y T.
delbrueckii. Marcados en negrita se destacan los aminoacidos involucrados en la
interaccion de Siplp con Snflp (caja KIS). Subrayados aparecen los aminoacidos que
forman parte de la region ASC, responsable de la interaccion Siplp-Snfdp. El simbolo .
indica un cambio conservado.
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S. cerevisiae

L KIS WASC

T. delbrueckii
| KIS |

Figura 2.11. Representacion esquematica de las proteinas Sipl de S. cerevisiae y T.
delbrueckii. Los dominios KIS y ASC aparecen destacados. La funcionalidad de estos
dominios se explica en el texto.

Con el objeto de confirmar la homologia funcional de este gen con SIP1,
transformamos una cepa mutante (SiplA sip2A gal83A) de S. cerevisiae
(MSY558, Schmidt y McCartney, 2000) con el plasmido YEpTdSAL-3c y
comprobamos el crecimiento de los transformantes en medios con una
fuente de carbono no fermentable. Este pldsmido contiene un fragmento de
restriccion, Mfel-BamHI de 2,430 pb, del plasmido YEpTdSAL-3b,
correspondientes al gen completo, 168 pb del promotor y 164 pb del
terminador. Se ha descrito que las células del triple mutante son incapaces
de crecer en rafinosa o glicerol-etanol, aunque la sobreexpresion de
cualquiera de las subunidades revierte este fenotipo (Hedbacker y col.,
2004; Schmidt y McCartney, 2000). Como se observa en la Figura 2.12,
transformantes YEpTdSAL-3c de la cepa MSY558 mostraron un
crecimiento similar al de la cepa salvaje (MSY182) en un medio
conteniendo una mezcla de glicerol y etanol como fuente de carbono. El
mismo resultado se obtuvo cuando se sobreexpreso, en este fondo, la
proteina truncada correspondiente al fragmento de DNA incluido en el
plasmido YEpTdSAL-3a, de manera similar a lo descrito anteriormente para
la sobreexpresion de la porcion C-terminal de las subunidades B, Sip2p y

Gal83p de S. cerevisiae (Schmidt y McCartney, 2000).
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MSYS558 YEpTdSAL-3c

MSYS558 YEpTdSAL-3a
MSY558 YEplac195

MSY182 YEplac195

Control Glicerol-Etanol

Figura 2.12. La sobreexpresion de TdSIP1 complementa la funcion de las subunidades 3 de
Snflp. Las células del triple mutante SiplA sip2A gal83A (cepa MSY558) transformadas
con los plasmidos YEplac195 (control), YEpTdSAL-3a (TdSIP1-t) o YEpTdSAL-3c
(TdSIP1) fueron cultivadas en placas de MM conteniendo 2% de glucosa (control) o una
mezcla de glicerol-etanol como fuente de carbono. La figura muestra también el
crecimiento de células de la cepa salvaje MSY 182 (SIP1 SIP2 GALS83) transformadas con
el plasmido control YEplac195. En todos los casos, las células fueron crecidas en MM-
glucosa liquido hasta una DOggy de 0,3-0,5. Para el crecimiento en placa, se efectuaron
diluciones seriadas de los cultivos, 10" a 10”, que se depositaron (3 pl) en las placas. Las
células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.

Finalmente, analizamos si la sobreproduccion de la proteina nativa de
Torulaspora conferia resistencia a NaCl en S. cerevisiae. Para comprobar
este extremo, transformamos con el plasmido YEpTdSAL-3c, células de la
cepa salvaje de S. cerevisiae CEN.PK2-1C y analizamos su crecimiento en
medios conteniendo diferentes concentraciones de NaCl. En consonancia
con el resultado descrito para el gen SIP1 de S. cerevisiae, la sobre-
expresion de este gen no alterd el fenotipo de la cepa parental (Figura 2.13).
Los mismos resultados fueron obtenidos cuando la expresion se llevo a cabo
en un plasmido centromérico (datos no mostrados). Asi pues, todos los
datos, tanto estructurales como funcionales, descritos en este apartado,
indican que el gen contenido en el plasmido YEpTdSAL-3c es el homologo
al gen SIP1 de S. cerevisiae, TdSIP1. En consonancia a esto,

denominaremos de aqui en adelante TdSIP1-t al fragmento del gen TdSIP1
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aislado en el plasmido YEpTdSAL-3a y que es capaz de conferir mayor

tolerancia a NaCl en S. cerevisiae.

Figura 2.13. La sobreexpresion del gen
TdSIP1 no confiere tolerancia a NaCl.
Células de la cepa CEN.PK2-1C fueron
transformadas con los  plasmidos
YEplac195 (control), YEpTdSAL-3a
(TdSIP1-t) o YEpTdSAL-3c (TdSIP1).
Las condiciones de cultivo fueron
idénticas a las descritas en la Figura 2.7.

Control

0,7 M NaCl

1.3.2.- Interrupcion del gen 7dSIP1 y analisis funcional del mutante
La delecion o interrupcion de las tres subunidades [ presentes en el genoma
de S. cerevisiae, SIP1, SIP2 y GAL83 inactiva a la proteina quinasa Snflp,
impidiendo la normal desrepresion de genes regulados por glucosa y por
tanto el crecimiento en fuentes de carbono como rafinosa, glicerol o etanol
(Schmidt y McCartney, 2000). Sin embargo, los mutantes simples, no
muestran este fenotipo, sugiriendo, al menos en parte, una redundancia
funcional. No obstante, esta situacion podia ser distinta en T. delbrueckii.
Asi pues, decidimos analizar si la disrupcion del gen TdSIP1 en esta

levadura conferia el fenotipo de un mutante de desrepresion. Para la
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interrupcion del gen, construimos mediante restriccion, un casete de
disrupcidn, que contiene el modulo de resistencia a nourseotricina, natM X4
flanqueado por fragmentos largos homologos al gen TdSIP1 (Figura 2.14) y
lo utilizamos para transformar la cepa PYCC5321. La verificacion de la
correcta interrupcion del gen se llevd a cabo por PCR, de manera similar a

la descrita anteriormente para el gen TALEU2 (Apdo. 2.4 del capitulo I).

YEpTdSAL-3
EcoRI0.1 Spfil 05 Bgll07 Pl 10 ss’;l 14
/L| TdSIPI-t wp ﬁ/
T T
ATG Scal 0.2 B 1.1 TGA Sacll 1.5
YEpTdSIP1natMX4
Xmnl Spel Bglll Sspl

—

| |
/L| TdSIPI pTEFI | natl wmp I |tTEFI TdSIP1 |ﬁ/

Figura 2.14. Representacion esquematica de la construccion del casete de interrupcion del
gen TdSIP1. Las flechas indican las enzimas de restriccion empleadas para reemplazar un
fragmento del gen TdSIP1 por el modulo natMX4 (Goldstein y McCusker, 1999) que
genera el plasmido YEpTdSIP1natMX4. La digestion posterior de éste con las enzimas
Xmnl/Sspl libera el modulo de seleccion flanqueado por fragmentos largos homdlogos a
TdSIP1. Sélo se han indicado los sitios de restriccion mas relevantes. Los niimeros indican
el tamafio del fragmento generado desde el sitio de restriccion hasta el MCS situado a la
izquierda del dibujo. El tamaio de los fragmentos esta realizado a escala.

Como puede verse en la Figura 2.15, células del mutante TdsiplA fueron
capaces de crecer en medios conteniendo rafinosa, glicerol o etanol como
unica fuente de carbono, a un ritmo similar al observado para la cepa
parental. Sorprendentemente, la interrupcion de TdSIP1 tampoco alterd la
resistencia a estrés de esta levadura (Figura 2.15). Como se menciond

anteriormente, un analisis sistematico del fenotipo de una coleccion
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completa de mutantes de delecion de S. cerevisiae (Giaever y col., 2002)
habia implicado al gen SIP1 en tolerancia a este estrés. Para clarificar este
punto, analizamos el crecimiento en medios conteniendo NaCl, de un
mutante SIp1A construido en la cepa MSY 182 de S. cerevisiae (Schmidt y
McCartney, 2000). Como se observa en la Figura 2.15, la cepa mutante
mostroé una capacidad de crecimiento similar a la cepa parental. Asi pues,
nuestros datos sugieren la existencia en T. delbrueckii de posibles
subunidades B adicionales a TdSiplp. Ademas, la carencia de la funcion
TdSiplp no altera la tolerancia a estrés por NaCl en esta levadura, de

manera similar a lo observado para la proteina de S. cerevisiae.

A
TasipIA [ K X B X5 LE K I s
12(0exNI0 @® .10 @ @ ¢
YP-Raf YP-Gal YP-EtOH

TasipiA L X R R K3 [N XK
12480 :3 @ © O @ 2 o © @ =

NN ® © © & =|® ©® 0 & =~
40 © @ & |0 0 & 5 .» .

Control 0,7 M NaCl 1,2 M NaCl

Figura 2.15. La interrupcion del gen TdSIP1 no altera el crecimiento de T. delbrueckii en
fuentes de carbono no fermentables, ni su resistencia a estrés salino. (A) Crecimiento de
células de la cepa salvaje de T. delbrueckii PYCC5321 y del correspondiente mutante
TdsiplA en placas de medio YP conteniendo 2% de rafinosa (YP-Raf), 2% de galactosa
(YP-Gal) o0 3% de etanol (YP-EtOH) como fuente de carbono. (B) Crecimiento de las cepas
mencionadas en (A) y de las cepas de S. cerevisiae MSY 182 y siplA (fondo MSY182) en
medio YPD conteniendo 0 (Control), 0,7 o 1,2 M de NaCl. En todos los casos, las células
fueron precultivadas en medio YPD liquido hasta una DOg de 0,3-0,5. Para el crecimiento
en placa, se efectuaron diluciones seriadas de los cultivos, 10" a 10, que se depositaron (3
pl) en las placas. Las células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.
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1.3.3.- La sobreexpresion de 7dSIPI-t altera la respuesta
transcripcional de S. cerevisiae a estrés salino
Los resultados expuestos anteriormente demostraron que la sobreexpresion
del gen truncado TdSIP1-t en células de la cepa de S. cerevisiae CEN.PK2-
1C conferia mayor tolerancia a estrés osmotico. El producto del gen SIP1 de
S. cerevisiae, participa en la modulacion de la actividad Snflp en esta
levadura. Dada la importancia de esta proteina quinasa en la regulacion de
varios procesos celulares, cabia pensar que el fenotipo observado pudiera
deberse a una alteracion de la respuesta transcripcional de Saccharomyces
bajo estas condiciones de estrés. Con esta idea, analizamos los cambios en
el transcriptoma de células que sobreexpresan el gen truncado TdSIP1-t,
después de una transferencia de 45 min a un medio conteniendo un 0,5 M de
NaCl. Como control, empleamos células de la cepa salvaje transformadas
con un plasmido sin inserto (YEplac195). Los niveles de mRNA fueron
analizados mediante el uso de filtros de DNA preparados en el Servicio
Central de Soporte a la Investigacion de la Universidad de Valencia, de
acuerdo a los protocolos descritos en la seccion de Materiales y Métodos.

La Figura 2.16, muestra una representacion del perfil global de expresion
de células control y transformantes TdSIP1-t, antes y después de su
exposicion durante 45 min a estrés salino. S6lo aquellos genes que muestran
un cambio al alza o a la baja, de mas de dos veces, aparecen representados
como inducidos o reprimidos, respectivamente. Como cabia esperar, la
exposicion a estrés salino alter6 de manera importante el nivel de expresion
de decenas de genes. Un total de 428 genes, 265 inducidos y 163
reprimidos, aparecieron regulados por estrés salino en células control
(Figura 2.16, panel A). Este nimero parece similar al descrito en otros
trabajos (Rep y col., 2000; Causton y col., 2001; Posas y col., 2000), si bien

las comparaciones en este punto son dificiles, dado que muchos genes
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muestran una alteracion transitoria que depende de la cepa analizada, del
medio de cultivo, YPD o MM, de la concentracion de NaCl y del tiempo de
exposicion (Posas y col., 2000).

A B

Log NaCl
Log NaCl

3 25 2 45 1 05 0 05 1 15 2

Log control Log control

Figura 2.16. La expresion del gen TdSIP1-t altera la respuesta transcripcional de S.
cerevisiae a estrés salino. La Figura muestra la comparacion del perfil global de expresion
génica de células transformadas con los plasmidos YEplac195 (A) y YEpTdSAL-3a (B),
que contiene el gen truncado TdSIP1-t, después de 45 min de exposicion a estrés salino.
Las células fueron cultivadas en MM-glucosa hasta DOgyy de 0,3-0,5 y transferidas al
mismo medio conteniendo un 0,5 M de NaCl. Las graficas muestran s6lo los puntos cuya
induccion o represion es significativa, es decir, superior o inferior a dos veces. Los puntos
que quedan por encima de la diagonal representan los genes inducidos, y los que quedan
por debajo los genes reprimidos.

Mas significativo es, sin embargo, el andlisis pormenorizado de la
identidad de aquellos genes regulados. Aunque con las dificultades relatadas
anteriormente, el andlisis global indicé una gran variaciéon entre nuestros
resultados (datos no mostrados) y aquellos publicados anteriormente. En
particular, genes bien conocidos como inducidos por estrés salino, p.e.
GPD1, GPP1, GPP2 o GLO1, implicados en el metabolismo de glicerol;
TPS1, TPS2, TSL1 o NTH1, en el metabolismo de la trehalosa; GSY1, GSY2
0 GLC3, en el de glucogeno; ALD2, ALD4, ALD6 y GREZ2, involucrados en
el metabolismo redox o chaperonas como HSP26, HSP42, HSP104, SSA3 y
SSA4, no aparecieron como regulados en nuestro analisis. Ademas, la

induccién de otros genes como DAK1, STL1, ALD3, HSP12, DDR2, CTT1,
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GRE2 o SPS100, por citar alguno, fue muy inferior a lo esperado. Por
ejemplo, HSP12 ha sido descrito como inducido mas de cien veces en
células de la cepa W303-1A estresadas durante 30 min a concentraciones
del 0,7 M de NaCl (Rep y col., 2000). Sin embargo, en nuestro analisis, el
nivel de induccion de este gen fue tan solo de seis veces. Estas diferencias
podrian atribuirse a la cepa utilizada en este estudio, CEN.PK2-1C, mucho
mas sensible a estrés osmotico y en particular a estrés salino que, por
ejemplo W303-1A, y a las condiciones de crecimiento, MM frente a YPD,
habitualmente empleado.

A pesar de estas importantes diferencias, el analisis comparativo de
células control y células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t, bajo las
condiciones experimentales utilizadas, permiti6 identificar cambios de
expresion atribuibles a la presencia del producto de TdSIP1-t. En efecto, la
Figura 2.16 (panel B) muestra aquellos genes regulados mas de dos veces en
células transformantes sometidas a estrés por NaCl. En este caso, 511 genes
mostraron una expresion alterada frente a la observada en condiciones
normales de crecimiento. De ellos, 264 fueron inducidos, un nimero
practicamente idéntico al observado en células control transformadas con el
plasmido vacio, mientras que 247 fueron reprimidos. Asi, en términos
generales, la sobreexpresion del gen TdSIP1-t parecid aumentar el nimero
de genes regulados a la baja.

Para analizar con mayor detalle los cambios de expresion inducidos por
la presencia de TdSIP1-t, comparamos el transcriptoma de ambos tipos de
transformantes en condiciones de estrés salino. En total, 412 genes
mostraron un nivel de mRNA alterado en mas de dos veces. En concreto,
172 genes exhibieron un nivel de mRNA superior en células conteniendo el
gen TdSIP1-t, mientras que 240 genes mostraron una expresion reducida

frente a la observada en células control. Esto implica un cambio mucho mas
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drastico en la respuesta a estrés osmotico del que parecia indicar la simple
comparacion del nimero de genes inducidos y reprimidos.

En este escenario, la asignacion del fenotipo observado a la variacion de
la expresion de un gen en particular o de un grupo pequeiio de genes es
ciertamente complicado, por no decir imposible. No obstante, puede
sefalarse que en general la expresion de TdSIP1-t incremento6 el nivel de
induccién de algunos genes, como ALD3, HSP12, YHR087W, MSC1, SOL4,
CTT1, DAK1, YKL151C, YMR0O90OW, YML131W, YBL064C, MCR1 o0 PHMS8
que han sido descritos como fuertemente dependientes de Hoglp para su
respuesta a estrés osmotico (Rep y col., 2000). La presencia del producto de
TdSIP1-t también aumento, en torno a dos veces, el nivel de mRNA de
HAL1. Aunque esta variacion podria parecer escasa, es similar a la
induccion observada para este gen bajo condiciones de estrés por NaCl
(Causton y col., 2001), en consonancia con su papel como efector. HAL1
parece codificar una proteina reguladora, que controla, via Enalp, la
principal ATPasa acoplada al movimiento de Na' en S. cerevisiae, la
homeostasis i0nica en respuesta a NaCl (Gaxiola y col., 1992; Rios y col.,
1997). Ademas, Hallp controla la toma de K" (Gaxiola y col., 1992), un
proceso dependiente de los genes TRK1 y TOK1 (Gaber, 1992). Mutantes
nulos en este gen exhiben un fenotipo de sensibilidad osmética (Tsuji y col.,
1996), mientras su sobreexpresion mejora la tolerancia a NaCl (Gaxiola y
col., 1992) y revierte el fenotipo de un mutante en la subunidad reguladora
de calcineurina, cnbl (Rios y col., 1997). Como se menciono en el capitulo
de Introduccidn, la ruta de la calcineurina-Crzl controla la expresion de un
elevado numero de genes de respuesta a estrés por Na" (Yoshimoto y col.,
2002), entre ellos Enalp (Stathopoulos y Cyert, 1997; Mendizabal y col.,
2001) y es esencial para la tolerancia a estrés i6nico (Mendoza y col., 1994;

Rusnak y Mertz, 2000). Asi, la variacion observada en la expresion de
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HAL1 podria ser relevante en términos fisioldgicos y determinante, al menos
en parte, del fenotipo observado.

De los 412 genes identificados como regulados al alza o a la baja en
células transformantes TdSIP1-t expuestas a NaCl, 54 mostraron una
variacion en el nivel de mRNA superior o inferior a cuatro veces. Este
grupo de genes, que se recoge en las Tablas 2.1 y 2.2, fue estudiado en
mayor detalle. Elegimos este valor umbral para simplificar el analisis y al
mismo tiempo incrementar el nivel de confianza en que dichas variaciones
podrian tener un efecto fisiologico. Como vemos, estos genes se engloban
en la mayoria de categorias funcionales del MIPS, si bien predominan genes
de funcion desconocida. La mayoria de ellos, han sido descritos
previamente como inducidos en condiciones de estrés osmotico, si bien
ninguno aparece como fuertemente regulado (Causton y col., 2001) y sélo
siete (marcados con el simbolo #), han sido asociados a un fenotipo de
sensibilidad a NaCl (Giaever y col., 2002). Curiosamente, 10 de los 54
genes que aparecen en las Tablas 2.1 y 2.2, han sido identificados, mediante
un programa de bioinformatica, como posibles dianas de Stel2p (Qian y
col., 2003) un factor de transcripcion implicado en la respuesta a feromonas
(Bardwell y col., 1994). Esta ruta es activada por NaCl en un mutante hogl
(O’Rourke y Herskowitz, 1998) y comparte elementos comunes, Ste20p,
Ste50p y Stellp, con la ruta HOG (Gustin y col., 1998). Asi, la
identificacion de al menos 10 posibles dianas de Stel2p entre los genes
descritos en las Tablas 2.1 y 2.2, podria indicar una actividad anormal de la
ruta HOG en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. Otras evidencias
podrian ir también en esta linea. Asi, cuatro de los genes descritos, TPK1,
CATS8, DIG2 y REG2, codifican proteinas reguladoras y/o factores de
transcripcion con un papel funcional relacionado, directa o indirectamente,

con tolerancia a estrés.
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TABLA 2.1. Genes que muestran un nivel de transcrito menor en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t en comparacion
con células control después de 45 min de transferencia a un medio conteniendo 0,5 M de NaCl*.

Categorfa funcional  Gen ORF N° de veces Comentarios
Ciclo celular
NFI1 YOR156C 44 Proteina implicada en la conjugacion de otras proteinas
PRK1  YILO95W 4,6 Ser/Thr-proteina quinasa. Organizacion del citoesqueleto.
Actina
MDM1  YML104C 49 Constituyente estructural del citoesqueleto
NGL3  YML118W# 44 Posible DNAsa/RNAsa
CDC14 YFR028C 43 Fosfatasa implicada en la regulacion del ciclo celular
FKH1  YIL131C 44 Represor transcripcional. Regulacion del ciclo celular
Biogénesis de
componentes
celulares
MBA1  YBR185C 59 Proteina que participa en el ensamblaje de la cadena
respiratoria
Transcripcion
RME1 YGR044C 114 Activador transcripcional. Meiosis
REG2  YBR050C 47 Subunidad reguladora de la proteina fosfatasa Glc7p.
Control de Snflp/Unién a calmodulina. Reprimido por Miglp
DIG2  YDR480W 8,6 Represor transcripcional del crecimiento invasivo. Diana de
Ssklp. Ruta de respuesta a feromonas
Metabolismo
PYC2  YBR218C 45 Piruvato carboxilasa. Gluconeogénesis
LYS5  YGL154C 6,8 Cataliza la sexta etapa en la ruta de biosintesis de lisina
Transporte celular
SEC9  YGRO09C* 8,0 Implicado en el transporte de vesiculas
ARN2  YHL019C 57 Transporte vacuolar
SPF1  YELO31W 4,0 ATPasa del tipo P. Transporte de Ca2*. Regula a la baja el
nivel de mRNA de ENA1, GSC2 y PMC1
APM2  YHLO47C* 7,2 Posible miembro de la familia de proteinas de resistencia a
multidrogas
TRS31 YDR472W 49 Transporte vacuolar
AZR1  YGR224W# 5,6 Miembro de la familia de proteinas de mdltiple resistencia a
drogas
Sintesis de
MRPL9 YGR220C 53 Constituyente estructural del ribosoma. Mitocondria
Sin clasificacion
YIR042C 44 Miembro de la familia de acetil-transferasas GNAT
YJLO086C 47
YPL109C 55 Posible localizacién en mitocondria
YCL056C 6,6

YIM2  YMR151W 6,6
YLRO30W 4,2

YJLO49W 6,7 Posible miembro de la familia SNF7 de transportadores.
Snf7p esta implicado en el proceso de desrepresion.

YKRO64W 6,4 Posible factor de transcripcion

YOL101C* 49 Podria funcionar en la homeostasis de iones Zn

YGL159W 6,5
YOR093C*# 19,8
YOR255W 57
YGLO34C 4,2
YML108W 4,2
YEL023C 55

* Los genes han sido clasificados de acuerdo a la base de datos del MIPS (http://mips.gsf.de). En los comentarios, también se
incluye informacion de la base de datos YPD (http://proteome.incyte.com). La tabla muestra Ginicamente aquellos genes cuyo
nivel de mRNA es al menos 4 veces inferior en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. El simbolo # sefiala aguellos
genes en los que el correspondiente mutante nulo muestra un fenotipo de sensibilidad a NaCl.
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TABLA 2.2. Genes que muestran un nivel de transcrito mayor en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t en
comparacion con células control después de 45 min de transferencia a un medio conteniendo 0,5 M de NaCl*.

Categoria funcional ~ Gen ORF N° de veces Comentarios
Transduccion de la
sefal
TPK1  YJL164C 44 Subunidad catalitica de la proteina quinasa A, PKA,

que regula el crecimiento y la respuesta general a
estrés. Su promotor contiene 3 elementos STRE
Transcripcion

TAD2  YJLO35C 4.6 Actividad adenosin desaminasa. Modificacion de
tRNA[Ala]
YGR067C 6,4 Posible factor de transcripcion, regulado por Cat8p.
CAT8  YMR280C 6,0 Factor de transcripcion requerido para la

desrepresion de genes gluconeogénicos. Reprimido
por Miglp. Posible substrato de Snflp

TFB5  YDRO79C-A 55 Componente de la maquinaria transcripcional
Metabolismo

FMN1  YDR236C 14,0 Proteina quinasa implicada en la biosintesis de

riboflavina

PHO12 YHR215W 4,6 Fosfatasa acida
Transporte celular

ENB1  YOL158C 4.6 Implicada en el transporte de Fe

PDR10 YOR328W#* 45 Actividad ATPasa

Sin clasificacion
YNL024C 47
YMR0O18W 43
YGLO74C 4,1
YJLO38C 4.8
YNL260C 6,3 Proteina esencial
YDL118W 42
YBR144C 6,7
YGR219W 5,0
YBR004C 55
YPR114W 4,1
YPL162C 6,7

* Los genes han sido clasificados de acuerdo a la base de datos del MIPS (http:/mips.gsf.de). En los comentarios,
también se incluye informacion de la base de datos YPD (http://proteome.incyte.com). La tabla muestra Unicamente
aquellos genes cuyo nivel de mRNA es al menos 4 veces superior en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. El
simbolo # sefiala aquellos genes en los que el correspondiente mutante nulo muestra un fenotipo de sensibilidad a NaCl.

En efecto, DIG2 y REG2, aparecieron regulados a la baja en células del
transformante TdSIP1-t. El gen DIG2 codifica un factor transcripcional
implicado, de nuevo, en la respuesta a feromonas (Tedford y col., 1997),
mientras REG2 codifica una proteina reguladora de la actividad de Glc7p
(Frederick y Tatchell, 1996), una proteina fosfatasa del tipo PP1, implicada
entre otros, en el proceso de represion por catabolito (Tu y Carlson, 1994).
Ademas, Reg2p ha sido identificada, en un rastreo de chips de proteinas,
como una posible proteina de union a calmodulina (Zhu y col., 2001). Junto

al producto del gen REG1, también implicado en represion por catabolito
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(Tu y Carlson, 1995), Reg2p parece dirigir la actividad de Glc7p hacia
substratos fosforilados por Snflp (Frederick y Tatchell, 1996). A su vez, la
expresion de REG2 parece controlada por la actividad Snflp/Miglp
(Lutfiyya y col., 1998) sugiriendo que la sobreexpresion de TdSIP1-t altera
la actividad de la proteina quinasa.

Por otra parte, CAT8 codifica un factor de transcripcion requerido para la
desrepresion de genes gluconeogénicos (Hedges y col.,, 1995), cuya
actividad parece también mediada por Snflp (Randez-Gil y col., 1997).
Finalmente, el gen TPK1 codifica la subunidad catalitica de la proteina
quinasa A, PKA. Esta actividad regula negativamente los factores de
respuesta general a estrés Msn2p/Msndp (Estruch, 2000), de los que
depende la inducciéon de un gran numero de genes regulados por estrés
osmotico (Rep y col., 2000), entre ellos TPK1, cuyo promotor contiene tres
posibles elementos STRE (Martinez-Pastor y col., 1996) funcionales.
Aunque la activacion o inactivacion de un factor transcripcional no suele
coincidir temporalmente con la regulacion al alza o a la baja de los genes
que controla, el mayor nivel de mRNA de este gen podria indicar una mayor
actividad de los factores nucleares Msn2p/Msn4p en células conteniendo el
producto del gen TdSIP1-t. Como se mencioné en el Capitulo de
Introduccién, Msn2p y Msn4p dirigen a Hoglp a los promotores de genes
como CTT1 y HSP12 (Alepuz y col., 2001), dos de los genes identificados
en nuestro estudio como regulados al alza.

Asi, nuestros resultados parecen indicar que la expresion de TdSIP1-t
altera la funcionalidad de la proteina quinasa Snflp. Ademads, dos rutas de
transduccion de la sefial implicadas en la respuesta a estrés por NaCl, la ruta
calcineurina-Crz1 y la ruta HOG, podrian estar siendo afectadas, de manera

directa o indirecta, por la presencia de la proteina truncada de T. delbrueckii.
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Los resultados expuestos en el capitulo anterior demostraron que la
sobreexpresion del gen heter6logo TdSIP1-t, una forma truncada del gen
TdSIP1, homélogo a SIP1 de S. cerevisiae, que codifica una de las
subunidades B de la proteina quinasa Snflp, confiere mayor tolerancia a
NaCl en este organismo. Nuestros resultados también mostraron que la
produccion de TdSipl-t altera la respuesta transcripcional de S. cerevisiae
en cé¢lulas expuestas a NaCl. En particular, el rastreo de genes regulados
diferencialmente en células productoras de TdSipl-t sugirié que la proteina
recombinante podia alterar la funcionalidad de Snflp y de algunas rutas de
transduccion de la senal implicadas en la respuesta a estrés por NaCl, en
particular de la ruta calcineurina-Crz1 y de la ruta HOG. La importancia de
estas rutas en la respuesta de S. cerevisiae a estrés ionico y la posibilidad de
descubrir un papel funcional, hasta ahora no caracterizado, de Snflp en el
mecanismo de adaptacion de esta levadura a variaciones medioambientales
en la concentracion de Na', nos ha llevado a explorar las bases moleculares

del fenotipo producido por la expresion en un alto nimero de copias de

TdSIP1-t.

1.- La sobreexpresion de SIP2 o0 GAL83 no altera la resistencia a NaCl
de S. cerevisiae

Sip2p y Gal83p son junto a Siplp, las tres subunidades § pertenecientes al
complejo de la proteina quinasa Snflp. Las dos primeras tienen un tamafio
de 415 y 417 aminoacidos respectivamente, mientras que la secuencia
primaria de Siplp consta de 863 residuos. Considerando los datos de
secuencia presentados en el capitulo anterior, TdSIP1-t es una pauta de
lectura abierta de 1.197 pb que codifica un polipéptido de 399 aminoacidos,

muy similar por tanto, al tamafo de Sip2p y Gal83p. Ademas, al comparar
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la secuencia de TdSiplp con la base de datos, la maxima homologia se
corresponde con el extremo C-terminal de Siplp, esencialmente con las
cajas KIS y ASC. Esta homologia también se encuentra l6gicamente con

Sip2p y Gal83p (Figura 3.1).

SIPI @& 9
TdSIPI @ &9

SIP2 @ &9
GALS3 @& 9
TdSIPI-t @ 9

Figura 3.1. Representacion esquematica de los genes de S. cerevisiae SIP1, SIP2 y GALS83,
y del gen completo, TdSIP1 y truncado, TdSIP1-t, de T. delbrueckii. Los dominios KIS y
ASC de cada gen aparecen resaltados.

Estas evidencias, junto a la ausencia de un fenotipo causado por la
sobreexpresion de los genes TdSIP1 o SIP1, nos llevo a pensar en la
posibilidad de que TdSipl-t fuera una proteina quimera de Sip2p y/o
Gal83p, capaz de mimetizar una funcioén de estas proteinas, hasta ahora no
caracterizada, en respuesta a estrés por NaCl. Para confirmar esta hipotesis,
se decidi6 sobreexpresar ambos genes en la cepa CEN.PK2-1C y analizar el
fenotipo de los transformantes en medios con NaCl. Utilizando como molde
DNA gendmico, se amplificO mediante PCR dos fragmentos de DNA que
contenian los genes SIP2 y GALS83, bajo el control de sus respectivos
promotor y terminador. Los fragmentos obtenidos se subclonaron en el
plasmido YEplac195, dando lugar a los plasmidos YEpSIP2 y YEpGALS3,

que se utilizaron para transformar células de las cepas MSY182 (cepa
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salvaje), MSY558 (MSY 182 siplA sip2A gal83A) y CEN.PK2-1C de S.
cerevisiae. Las dos primeras (cedidas por Martin Schmidt) se han utilizado

para comprobar la funcionalidad de los genes clonados.

MSY182 YEplac195 [}

YEplac195 [ BE)

MSY558 | YEpSIP2

YEpGALS3 [ |

Glucosa Glicerol-Etanol

Figura 3.2. Funcionalidad de los genes SIP2 y GAL83. Células de la cepa salvaje MSY'182
y del triple mutante SiplA sip2A gal83A (MSY558) fueron transformadas con los
plasmidos YEplac195 (control), YEpSIP2 o YEpGALS3 (s6lo MSY558) y su crecimiento
analizado en condiciones de represion y desrepresion. En todos los casos, las células se
cultivaron en MM-glucosa liquido hasta una DOgg de 0,3-0,5. Para el crecimiento en placa,
se efectuaron diluciones seriadas, 10™ a 10°, que se depositaron (3 ul) en placas de medio
agar-MM conteniendo un 2% de glucosa o una mezcla del 2% de glicerol y 3% de etanol.
Las células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.

Como se ha descrito previamente, las células del triple mutante son
incapaces de proliferar en un medio conteniendo una mezcla del 2% de
glicerol y 3% de etanol como Unica fuente de carbono, si bien la
sobreexpresion de cualquiera de las subunidades B revierte este fenotipo
(Schmidt y McCartney, 2000). Como se muestra en la Figura 3.2, el triple
mutante fue, en efecto, incapaz de crecer en este medio, mientras que
células de los trasnformantes YEpSIP2 o YEpGALS83 mostraron un
crecimiento similar al de la cepa parental. Por consiguiente, los dos genes

clonados son funcionales.
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Una vez comprobado este extremo, se procedio a determinar el efecto de
la sobreexpresion de estos genes en la resistencia a NaCl. Como se muestra
en la Figura 3.3, la sobreexpresion de cualquiera de estos genes no altero la

tolerancia de la cepa CEN.PK2-1C a estrés i6nico.

& &
@' 94» @g@»

Q
§F & £
& @ F& L

Control 0,5M NaCl 1,0 M NaCl Control 0,5M NaCl 1,0 M NaCl

Figura 3.3. La sobreexpresion de SIP2 o GAL83 no altera la tolerancia a NaCl de S.
cerevisiae. La Figura muestra el crecimiento de células de la cepa CEN.PK2-1C
transformadas con el plasmido YEpSIP2 (A) o YEpGALS3 (B). Como control se muestra
el crecimiento de células de la misma cepa conteniendo el plasmido YEplac195. En todos
los casos, las células fueron cultivadas en medio MM-glucosa liquido hasta una DOgqgy de
0,3-0,5. Para el crecimiento en placa, se efectuaron diluciones seriadas, 10107, que se
depositaron (3 pl) en placas de agar-MM-glucosa conteniendo 0 (Control), 0,5 o 1,0 M de
NaCl. Las células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.

1.1.- Analisis de la resistencia a NaCl de mutantes de S. cerevisiae en
las subunidades p de Snflp

Se ha descrito que un mutante nulo en SIP1 o SIP2 tiene un defecto de
crecimiento en presencia de 1 M de NaCl (Giaever y col., 2002). Por
consiguiente, decidimos comprobar el fenotipo de los mutantes simples
SIp1A, sip2A y gal83A, asi como el de los dobles mutantes SIip1A Sip2A,
Sip1A gal83A y sip2A gal83A, y el del triple mutante SiplA sip2A gal83A,

todos ellos gentilmente cedidos por el Dr. Martin Schmidt. Contrariamente a

128



Capitulo ITI

los resultados descritos por Giaever y col. (2002), ni los mutantes simples,
ni los dobles mostraron una inhibicion de su crecimiento, en presencia de
NaCl (Figura 3.4). Unicamente el triple mutante exhibi6 un claro defecto
respecto a la cepa salvaje (Figura 3.4). Estos resultados sugerian que, en
efecto, las subunidades B del complejo Snflp-Snfdp podian tener un papel
funcional en tolerancia a NaCl. La ausencia de un fenotipo en los mutantes
sencillos y dobles podria indicar, no obstante, una redundancia funcional
entre las tres subunidades. Esto podria a su vez justificar la diferencia de los
resultados encontrados con los publicados por Giaever y col. (2002). Asi,
diferentes cepas de S. cerevisiae podrian mostrar diferentes niveles de
expresion de los genes SIP1, SIP2 y GAL83, y por tanto diferente

sensibilidad a la interrupcion de cualquiera de ellos.

A

wt
sipIA
sip2A
gal83A

B

wt
sipIA sip2A
sipIA gal83A

sip2A gal83A
sipIA sip2A gal83A

Control 1,0 M NaCl 1,2 M NaCl 1,5 M NaCl

Figura 3.4. La interrupcion multiple de todas las subunidades B determina sensibilidad a
NaCl en S. cerevisiae. La Figura muestra el crecimiento de células de las cepas, (A)
MSY182 (salvaje, wt), MSY528 (siplA), MSY520 (sip2A) y MSY522 (gal83A); (B) wt,
MSY545 (siplA sip2A), MSY552 (siplA gal83A), MSY543 (sip2A gal83A) y MSY558
(Sip1A sip2A gal83A). En todos los casos, las células fueron cultivadas como se describe en
la Figura 3.3 y analizadas para su crecimiento en placas de agar-MM-glucosa conteniendo 0
(Control), 1,0, 1,2 0 1,5 M de NaCl. Las cé¢lulas fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.
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2.- Implicacion de la proteina quinasa Snflp en el fenotipo de
resistencia a NaCl causado por la sobreexpresion de 7dSIPI-t

Como se ha descrito en la Introduccidn de este trabajo, las subunidades 3 y
entre ellas Siplp, son esenciales para dirigir la actividad del complejo
proteina quinasa Snflp-Snf4p. Aunque la sobreexpresion de SIP1, SIP2 o
GALS83 no parecia conferir mayor tolerancia a NaCl, el fenotipo observado
en el triple mutante SiplA sip2A gal83A, contrario al de la sobreexpresion
de TdSIP1-t, sugeria que estos efectos podian depender y/o estar mediados
por una alteracion de la actividad de Snflp. En este sentido, cabe recordar
que el papel funcional de esta proteina quinasa en estrés osmotico es
controvertido (Alepuz y col., 1997; Ganster y col., 1998), si bien existen
evidencias de una modificacion por fosforilacion de Snflp en respuesta a
este estrés (McCartney y Schmidt, 2001).

Para aclarar esta situacion, estudiamos los efectos en tolerancia a NaCl
de la sobreexpresion de TdSIP1-t en un mutante snflA. Como control
utilizamos transformantes de la cepa salvaje CEN.PK2-1C y de un mutante
tuplA obtenido en el mismo fondo génico. El producto del gen TUP1 forma
junto a Skolp y Ssn6p un complejo implicado en la represion de varios
genes de respuesta a estrés osmotico (Proft y Serrano, 1999) y en
consecuencia mutantes en este gen muestran una mayor resistencia a este
estrés. Sin embargo, la regulacion del complejo no parece depender de la
proteina quinasa Snflp, sino de Hoglp (Proft y Struhl, 2002), pese a que la
primera controla el proceso de represion por catabolito en el que también
participa Tuplp junto a Miglp/Mig2p y Ssn6p (Keleher y col., 1992).

Como vemos en la Figura 3.5, células de la cepa tuplA mostraron, como
se esperaba, una mayor tolerancia a NaCl que las de la cepa salvaje en las
dos concentraciones de sal ensayadas. Por su parte, la interrupcion de SNF1

mejord también, aunque en menor medida, el crecimiento a concentraciones
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de NaCl del 0,5 M. Sin embargo, no tuvo efectos ante un estrés severo. Por
otra parte, la sobreexpresion de TASIP1-t reveld claras evidencias sobre la
implicacion de Snflp en la resistencia a NaCl de estos transformantes. Al
contrario de la cepa salvaje, células del mutante Snf1A transformadas con el
plasmido YEpTdSIP1-t no mostraron una mayor tolerancia a NaCl respecto
a aquellas transformadas con el pldsmido control. Sin embargo, en un
mutante tuplA el efecto de la sobreexpresion de TdSIP1-t fue aditivo con
respecto al crecimiento observado en la cepa salvaje (Figura 3.5). Asi pues,
nuestros resultados indican que el fenotipo asociado a la sobreexpresion de

TdSIP1-t depende de la existencia de una proteina quinasa Snfl funcional.

wt
snflA | YEplac195
tuplA

wt

snfIA | YEpTdSIP1-t

tuplA

Control 0,5 M NaCl 1,0 M NaCl

Figura 3.5. El efecto de la sobreexpresion de TdSIP1-t depende de la funcion Snflp. La
imagen muestra el crecimiento de transformantes YEplac195 (plasmido control) y
YEpTdSIP1-t de las cepa salvaje CEN.PK2-1C (wt) y de los correspondientes mutantes
snflA y tuplA. En todos los casos, las células fueron cultivadas como se describe en la
Figura 3.3 y analizadas para su crecimiento en placas de agar-MM-glucosa conteniendo 0
(Control), 0,5 0 1,0 M de NaCl. Las células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.

2.1- La proteina quinasa Snfl es un regulador negativo de tolerancia
a NaCl en S. cerevisiae
El resultado mostrado en la Figura 3.5 para un mutante SnflA (0,5 M de
NaCl) difiere de los descritos previamente por Alepuz y col. (1997) y

Ganster y col. (1998) quienes sostienen que la falta de Snflp tiene efectos
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negativos o neutros en la tolerancia a estrés por NaCl en S. cerevisiae. En
estos casos, el fenotipo habia sido ensayado en medio YPD y MM,
respectivamente, y para un mutante SNfl1A Leu’, His, Trp" y Ura". Por el
contrario, el crecimiento mostrado en la Figura 3.5, corresponde a la de
células snflA YEplac195 (URA3) cultivadas en MM-glucosa. Para
investigar la causa de estas diferencias, comenzamos por confirmar el
fenotipo descrito anteriormente.

La Figura 3.6 muestra el crecimiento del mutante sSnflA (ura3) en YPD y
MM, suplementados con 0,5 M de NaCl. Como vemos, la ausencia de la
funcion Snflp en células cultivadas en YPD, caus6 una dréstica reduccion
de la tolerancia a NaCl de la cepa salvaje. Cuando las mismas células fueron
analizadas en MM, el crecimiento fue sin embargo similar, confirmando la
controversia antes mencionada. Se ha descrito que la exposicion a estrés
osmotico afecta negativamente a la capacidad de transporte de diferentes
compuestos, entre ellos aminoacidos y bases nitrogenadas (Norbeck y
Blomberg, 1998; Volland y col., 1994). Esta evidencia explica porque el
crecimiento de células de la cepa salvaje expuestas a un estrés moderado es
mayor en MM que en YPD (Figura 3.6), en el que la disponibilidad de estos
nutrientes es menor. Asi, las diferencias de crecimiento entre la cepa
parental y el mutante SnflA, mas acusadas en YPD, podrian sugerir que
SNF1 esta implicado, directa o indirectamente, en la toma de leucina,
triptofano, histidina y/o uracilo. El hecho de que el mutante Ura" muestre un
mejor crecimiento que la correspondiente cepa salvaje, también prototrofa
para uracilo (Figura 3.5), apoya esta hipotesis. Ademas, este resultado
sugiere que Snflp es un regulador negativo de la tolerancia a NaCl y que

este efecto es enmascarado, al menos, en cepas auxotrofas para uracilo.
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wt snflIA wt snflA wt snfIA

Control 0,5M NaCl Control 0,5M NaCl

Figura 3.6. El efecto sobre la resistencia a NaCl de la ausencia de Snflp depende de la
disponibilidad de requerimientos auxotréficos. El crecimiento de células de la cepa salvaje
CEN.PK2-1C (wt) y del correspondiente mutante sSnflA fue ensayado como se describe en
la Figura 3.3 en placas de agar-YPD (A) o agar-MM-glucosa (B) conteniendo 0 (Control) o
0,5 M de NaCl. Las células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.

2.2.-La sobreexpresion de 7dSIPI-t reduce la actividad quinasa de
Snflp
Los resultados mostrados en la Figura 3.5 revelaron una conexion funcional
entre Snflp y TdSiplp-t. Ademas, tanto la delecion de SNF1 como la
sobreexpresion de TdSIP1-t confieren un fenotipo, no idéntico, pero si en la
misma linea, de mayor tolerancia a estrés por NaCl. Esto nos hizo pensar en
que de algin modo, la sobreexpresion de la proteina de T. delbrueckii podia
alterar la actividad de la proteina quinasa. Esta idea cobraba fuerza ante
evidencias de alglin caso similar descrito previamente; por ejemplo el de
STD1/MSN3. Este gen habia sido aislado como un supresor en multicopia
del defecto de crecimiento en rafinosa de un mutante snf4 (Hubbard y col.,
1994). Std1p interacciona tanto con Snflp (Hubbard y col., 1994), como con
TBP (“TATA binding protein”) (Tillman y col., 1995), sugiriendo la
posibilidad de que Std1p acople la sefial de desrepresion mediada por Snflp
con la maquinaria transcripcional. Asi, se ha demostrado que Ia

sobreexpresion de STD1 aumenta la actividad quinasa de Snflp cuando las
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células estdn creciendo en medios con alta concentraciéon de glucosa
(Kuchin y col., 2003). Por otra parte, la sobreexpresion de este gen
incrementa la resistencia a estrés por NaCl y la expresion de HALL en una
forma independiente de calcineurina (Ganster y col., 1998), mientras que la
delecion de STD1 la disminuye (Ganster y col., 1998; Giaever y col., 2002).

De acuerdo a todo esto, decidimos determinar el efecto de la
sobreexpresion de TdSIP1-t sobre la actividad quinasa de Snflp. Para ello,
utilizamos como herramienta una fusion LexA-Snfl-G53R (Kuchin y col.,
2000). Estos autores, habian demostrado que la holoenzima RNA
polimerasa II es una diana de la cascada de transduccion de la senal mediada
por Snflp. Asi, este resultado permitia establecer una metodologia para
medir in vivo la actividad quinasa de Snflp, utilizando una fusion LexA-
Snf1-G53R, que activa la transcripcion del gen chivato lacZ de E. coli, cuya
expresion estd controlada por secuencias de union a LexA en su
promotor/operon. Ademas, la isoforma de Snflp, Snfl-G53R, presenta en su
dominio N-terminal-quinasa, la substitucion de un residuo de glicina por
uno de arginina. Este cambio aumenta significativamente la actividad
catalitica de la enzima, pero no afecta a su regulacion en respuesta a la
disponibilidad de glucosa en el medio (Kuchin y col., 2000). Para el analisis
propuesto transformamos las células de la cepa salvaje CEN.PK2-1C con
tres plasmidos, pRJ216 que contiene la fusion LexA-SnflG53R (kuchin y
col., 2000), pSH18-34 que contiene el gen chivato lacZ bajo el control de 8
copias del operon LexA y el plasmido YEpTdSIP1-t, o como plasmido
control YEplac181.

Como cabia esperar, la actividad quinasa de Snflp fue baja en células
crecidas en glucosa (Tabla 1). Por el contrario, la actividad se incrementd
notablemente cuando las células fueron cultivadas en un medio conteniendo

galactosa, maltosa, rafinosa y en especial una mezcla de glicerol-etanol,
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como Unica fuente de carbono. Excepto en glucosa, la sobreexpresion de
TdSIP1-t disminuy6 drasticamente la actividad de Snflp en todas las fuentes
de carbono ensayadas. Por ejemplo en un medio con glicerol-etanol, la
actividad Snflp fue tan s6lo un 7% de la observada en células control (Tabla
1). Este resultado es similar al descrito con el mismo tipo de ensayo por
Vincent y col. (2001) en células que sobreexpresan la subunidad B SIP2.
Estos autores justifican el resultado en base a una posible competicion entre
Gal83p y Sip2p por unir a Snflp. Recordemos que la interaccion Gal83p
con Snflp permite la translocacion al nicleo de la proteina quinasa y su
acceso a dianas en el proceso de desrepresion. Asi, la sobreexpresion de
SIP2 disminuiria la cantidad de LexA-SnflG53R en el nucleo y con ello, la
tasa de transcripcion del gen chivato (Vincent y col., 2001). En cualquier
caso, nuestros resultados sugieren que TdSiplp-t interacciona con Snflp
inhibiendo su funcién en respuesta a la ausencia de glucosa.

Tabla 1. La activacion transcripcional de lacZ por LexA-SnflG53R disminuye en
presencia de un alto namero de copias de TdSIP1-t.

Actividad B-galactosidasa
(unidades/mg de proteina)*

Fuente de carbono YEplacl81 YEpTdSIP1-t
Glucosa 1,5+0,2 1,9+0,9
Galactosa 9,8+5,6 1,5+0,7
Maltosa 68,1 15,4 6,6+1,0
Rafinosa 89,5+9,3 12,0+ 6,1
Glicerol-Etanol 253,5 £ 87,8 18,1+7.2

*Células de la cepa CEN.PK2-1C fueron transformadas con los plasmidos pRJ216 que
contiene la fusién LexA-Snfl1G53R, pSH18-34 que contiene el gen chivato lacZ bajo el
control de 8 copias del operén LexA y con los plasmidos, YEplac181 o YEpTdSIPI-t. Las
células fueron crecidas en MM-glucosa hasta una DOy de 0,5 y transferidas al mismo
medio conteniendo las fuentes de carbono indicadas. Después de 3 h, las células fueron
colectadas y se determiné el nivel de actividad P-galactosidasa en los correspondientes
extractos. Los valores representan la media + el error standard, de al menos tres
experimentos independientes. Para mas detalles ver el Capitulo de Materiales y Métodos.
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2.3.- La actividad de Snflp no se modifica en respuesta a estrés
osmotico
Llegados a este punto decidimos medir si la actividad quinasa de Snflp se
ve afectada en respuesta a una exposicion a estrés por NaCl. Asi, células
transformantes conteniendo los plasmidos pRJ216, pSH18-34 y YEplac181
fueron cultivadas en MM-glucosa y transferidas al mismo medio
conteniendo un 0,5 M de NaCl. A diferentes tiempos, de 15 min a 3 h, una
alicuota de estas células fue recogida y la actividad [-galactosidasa
determinada. En ningiin momento, la actividad de Snflp, medida por el
nivel de expresion del gen lacZ, se vio alterada por la exposicion de las
células a estrés salino. Asi, todos los valores de la cinética, se situaron en
torno a las 2-4 unidades de actividad/mg de proteina, de manera similar a lo
descrito en la Tabla 1 para células crecidas en glucosa. Tampoco la
sobreexpresion de TdSIP1-t modificé dicha actividad en respuesta a NaCl

(datos no mostrados).
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YEplac181 YEpTdSIP1-t

Unidades 3-galactosidasa

Figura 3.7. La actividad Snflp no se altera en células expuestas a NaCl. Células de la cepa
CEN.PK.2-1C transformadas con los plasmidos pRJ216, pSH18-34 y YEplac181 (control)
o YEpTdSIP1-t fueron cultivadas en MM conteniendo un 2% de maltosa como fuente de
carbono hasta una DOggy de 0,5 (barras con fondo blanco) y transferidas durante 3 h al
mismo medio conteniendo un 0,5 M de NaCl (barras con fondo negro). La grafica
representa el nivel de actividad especifica, unidades de B-galactosidasa por mg de proteina,
en las muestras analizadas. Los valores representan la media + el error standard, de al
menos tres experimentos independientes. Para mas detalles ver el Capitulo de Materiales y
Métodos.
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Para descartar que el resultado anterior fuera consecuencia del bajo nivel
de actividad Snflp en condiciones de represion, repetimos el mismo
experimento con células crecidas en maltosa (Figura 3.7). Sin embargo, los
resultados fueron similares. Por consiguiente, nuestros datos sugieren que
Snflp podria tener una funcidon citoplasmatica en la respuesta de S.
cerevisiae a NaCl, no determinada por la activacion de su funcién quinasa

y/o de su importacién al nicleo.

2.4.- La interrupcion de SNFI incrementa la expresion de algunos
genes en respuesta a estrés ionico
Como se ha descrito en el capitulo II, el analisis global de la expresion
génica mostr6é que la induccion de HALL en respuesta a NaCl es mayor en
células que sobreexpresan el gen TASIP1-t que en células control. Parecia
légico pues comparar, en este punto del trabajo, el nivel de expresion de este
gen diana en la cepa salvaje y en un mutante SnflA. Para ello,
transformamos la cepa salvaje CEN.PK2-1C y el mutante SnflA con el
plasmido pRS909 que contiene la fusion entre el promotor del gen HALL y
el gen chivato lacZ (Gaxiola y col., 1992).

Como se muestra en la Figura 3.8, la exposicion a estrés salino indujo la
expresion de HAL1 en células de la cepa salvaje, en correspondencia con los
resultados publicados previamente (Gaxiola y col., 1992). Esta fue también
la situacion en un mutante SnflA, aunque el nivel de induccion fue
significativamente mas alto después de 4 y 6 h de transferencia a un medio
conteniendo un 0,5 M de NaCl (Figura 3.8). Este resultado sugeria de nuevo
que SNF1 es un regulador negativo de la respuesta a NaCl y que el fenotipo
de mayor tolerancia a este estrés, observado en un mutante snflA, podia ser

consecuencia del incremento en la expresion de genes que, como HAL1L, han
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sido implicados en la capacidad de S. cerevisiae para hacer frente a un

medio hostil hiper-idnico.

Unidades B-galactosidasa

1 il

Control 4 h NaCl 6 h NaCl

Figura 3.8. La induccion de HAL1 en respuesta a NaCl se incrementa en un mutante Snf1A.
Células de la cepa salvaje CEN.PK2-1C (fondo gris) y del correspondiente mutante snflA
(fondo negro) fueron transformadas con el plasmido pRS909 (Gaxiola y col., 1992), que
contiene una fusion del promotor de HAL1 con el gen chivato lacZ de E. coli, cultivadas en
MM-glucosa hasta una DOg de 0,5 (Control) y transferidas al mismo medio suplementado
con NaCl (0,5 M, concentracion final). A los tiempos indicados se prepararon extractos
celulares y se determind el nivel de actividad B-galactosidasa por mg de proteina. Los
valores representan la media + el error standard, de al menos tres experimentos
independientes. Para mas detalles ver el Capitulo de Materiales y Métodos

Para confirmar esta hipotesis, y la conexion entre SNF1 y TdSIP1-t,
procedimos a analizar en un mutante SnflA, el nivel de mRNA de algunos
genes identificados en el Capitulo II de este trabajo como regulados al alza
en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. Si el efecto de TdSipl-t
depende, como sugieren las evidencias presentadas en este trabajo, de la
inhibicion de la actividad de Snflp, cabia entonces esperar, que la delecion
de SNF1 pudiera tener un resultado similar en el nivel de expresion de genes
diana. Elegimos tres genes, MAL12, CSG2 y GDH3. CSG2 parece codificar
un transportador, localizado en el reticulo endoplasmico (Takita y col.,

1995), implicado en la homeostasis de iones Ca’" (Beeler y col., 1994).
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MAL12 es el responsable de la actividad o-glucosidasa asociada al locus
MAL1 (Charron y col., 1986), mientras GDH3 codifica una isoenzima de la
glutamato deshidrogenasa de levadura (Avendano y col., 1997). Todos ellos
han sido descritos como reprimidos por glucosa y/o regulados por fuente de
carbono (DeLuna y col., 2001; Ohlmeier y col., 2004) e inducidos por NaCl
o LiCl (Yale y Bohnert, 2001; Bro y col., 2003). Ademas, su nivel de
induccion (45 min, 0,5 M NaCl) en células que sobreexpresan el gen
heterdlogo TdSIP1-t es al menos dos veces superior al observado en células
de la cepa salvaje y todos ellos mostraban en los filtros de DNA un nivel de
mRNA que debia, en principio, permitir su deteccion mediante Northern
blot.

La Figura 3.9 muestra el perfil de expresion de los tres genes en células
de la cepa salvaje y del mutante snflA expuestas a NaCl (0,5 M). Como
vemos, tanto CSG2, como MAL12 y GDH3, aumentaron su nivel de
expresion en respuesta a NaCl, aunque su cinética de induccion fue bastante
diferente. El nivel de transcrito de CSG2 y GDH3 aumento6 rapidamente en
células de la cepa salvaje expuestas a NaCl, cayd de nuevo después de 60
min y volvi6 a aumentar a tiempos mas largos (Figura 3.9). Por el contrario,
MAL12 mostr6é inicamente un pico de induccion, con su maximo a las 6 h.
En el mutante snflA el patron de expresion de los tres genes fue similar al
observado para la cepa salvaje a tiempos cortos. Sin embargo, la
acumulaciéon de mRNA en el tramo de induccién tardia fue sensiblemente
mayor, en especial para MAL12 y GDHS3, en torno a 5 y 3 veces,
respectivamente. Por consiguiente, nuestros resultados indican que, en
efecto, Snflp funciona como un regulador negativo de la expresion de genes

de respuesta a NaCl.
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Figura 3.9. La delecién de SNFI incrementa la induccion por NaCl de algunos genes
diana. Células de la cepa CEN-PK2-1C (A) y del correspondiente mutante snflA (m)
fueron crecidas en medio YPD (DOggo = 1,0) y transferidas al mismo medio conteniendo un
0,5 M de NaCl. A los tiempos indicados, una muestra de células de cada cultivo fue
colectada y procesada para la extraccion de RNA total. El analisis del nivel de mRNA de
CSG2, MAL12 y GDH3 se llevé a cabo mediante Northern blot, utilizando una sonda de
cada uno de estos genes marcada con *°P. Para el control de carga y transferencia, la
membrana se rehibrid6 con una sonda del gen IPP1. Los valores en cada grafica indican la
induccion relativa de cada gen con respecto a la muestra con mayor nivel de mRNA, a la
que se adjudico el valor de 100.

2.5.- La funcion de Snflp impide la expresion de genes regulados por
la ruta de la calcineurina en ausencia de estrés
Los resultados anteriores revelaron que la induccion de HALL en respuesta a
estrés por NaCl era mayor en células del mutante SnflA. Similares
resultados habian sido obtenidos en células que sobreexpresan el gen
TdSIP1-t. Se ha descrito que el aumento del nimero de copias de HAL1

incrementa la expresion de ENAL y suprime el defecto de crecimiento en
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NaCl de mutantes de la ruta de la calcineurina (Rios y col., 1997), la cual
controla a su vez la expresion de ENAL a través del factor transcripcional
Crzlp (Stathopoulos y Cyert, 1997; Mendizéabal y col., 1998). Como se
menciond en el Capitulo de Introduccion, Crzlp se une al DNA, a través del
elemento de respuesta dependiente de calcineurina (CDRE), una secuencia
de 24 pares de bases que es necesaria y suficiente para dirigir la expresion
de genes dependientes de calcineurina (Stathopoulos y Cyert, 1997).

De acuerdo a todo esto, nos parecid oportuno investigar si existia una
conexion entre los resultados obtenidos en nuestro estudio y la actividad de
la ruta calcineurina-Crzlp. Para ello, utilizamos como gen chivato el gen
lacZ de E. coli fusionado a un promotor sintético formado por 4 repeticiones
de la secuencia CDRE (4xCDRE) (Stathopoulos y Cyert, 1997) que permite
amplificar la expresion dependiente de Crzlp, respecto a la observada, por
ejemplo, con una fusion del promotor de ENAL a lacZ. La induccion del gen
chivato por NaCl se determind en células de la cepa ASY832 (fondo
YPH499), la cual presenta una integracion en copia unica del gen chivato
(Stathopoulos y Cyert, 1997). Ademads, analizamos el efecto de la
sobreexpresion de TdSIP1-t y/o de la interrupcion de SNF1 en esta cepa.

En consonancia con lo descrito por otros autores (Stathopoulos y Cyert,
1997), la exposicion durante 45 min a un estrés moderado de NaCl (0,8 M),
indujo, entre 3 y 4 veces, la expresion del gen chivato en células de la cepa
ASY832 (Figura 3.10). La sobreexpresion de TdSIP1-t no alterd
significativamente el nivel de induccion del gen lacZ observado en la cepa
transformada con el plasmido control. Sin embargo, los valores de
expresion, tanto en ausencia, 56 unidades, como en presencia de NaCl, 198
unidades, fueron sensiblemente mas altos (Figura 3.10).

La interrupcion de SNF1 tuvo efectos mas acusados. Asi, en células del

mutante SNf1A no expuestas a NaCl, el nivel de actividad B-galactosidasa se
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incremento en torno a 40 veces respecto a los observados en la cepa control
ASY832. Ademas, este nivel no fue alterado cuando las células fueron
transferidas a un medio conteniendo NaCl. Finalmente, la sobreexpresion de
TdSIP1-t en un fondo sSnflA no tuvo efectos en el nivel de transcripcion del

gen chivato en células expuestas o no expuestas a NaCl.
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Figura 3.10. La funcion Snflp regula negativamente la expresion mediada por elementos
CDRE en respuesta a NaCl. Células de la cepa ASY832 (cepa salvaje YPH4999) y del
correspondiente mutante SNf1A fueron transformadas con el plasmido YEplac195 (control)
o con un plasmido conteniendo el gen TdSIP1-t. La cepa ASY832 (fondo YPH499)
presenta una integracién en copia unica del gen chivato lacZ de E. coli dirigido por un
promotor sintético formado por 4 copias del elemento CDRE (Stathopoulos y Cyert, 1997).
Células de los correspondientes transformantes fueron cultivadas en MM-glucosa hasta una
DOy de 0,2, transferidas a medio YPD hasta una DOg de 0,5 (barras con fondo blanco) y
de nuevo transferidas durante 45 min al mismo medio conteniendo NaCl (0,8 M) (barras
con fondo negro). En todos los casos, se prepararon extractos celulares y se determiné el
nivel de actividad -galactosidasa por mg de proteina. Los valores representan la media + el
error standard, de al menos tres experimentos independientes. Para mas detalles ver el
Capitulo de Materiales y Métodos

Por otra parte, ninguna actividad -galactosidasa pudo ser detectada en
mutantes Crz1A o cnblA que sobreexpresan el gen TdSIP1-t o en un doble
mutante CNb1A snflA (datos no mostrados). Por consiguiente, nuestros
resultados confirman, de nuevo, que los efectos de TdSiplp-t dependen de
la existencia de una proteina quinasa Snflp funcional. Esta parece mantener

reprimida la expresion mediada por el elemento CDRE en ausencia de estrés
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por NaCl. Ademds, Snflp también parece controlar, directa o
indirectamente, el nivel de transcripcion en condiciones de estrés, puesto
que en su ausencia los niveles de actividad B-galactosidasa se multiplican
varias veces en condiciones de induccion (Figura 3.10). Estos efectos
dependen de la existencia de una ruta calcineurina-Crz1 funcional. Ya que
Crzlp es el unico factor transcripcional que parece mediar en la sefial Ca®'-
calcineurina a través del elemento CDRE, nuestros resultados sugieren

también una conexion funcional entre Snflp y Crzlp.

2.6.- La sobreexpresion de cualquiera de las subunidades  de Snflp
desregula la expresion dependiente de calcineurina-Crzlp
De acuerdo a los resultados descritos en el apartado anterior, decidimos
investigar si la desregulacion y/o el incremento de la expresion mediada por
los elementos CDRE podia ser el origen del fenotipo de mayor tolerancia a
NaCl asociado a la sobreexpresion de TdSIP1-t. Para ello, seguimos dos
aproximaciones. Primero, determinamos si la sobreexpresion de alguna de
las subunidades B de Snflp alteraba la transcripcion inducida por la ruta de
la calcineurina-Crz1p. Como se describid en este capitulo la expresion en un
alto namero de copias de SIP1, SIP2 o GAL83 no altera la resistencia a
NaCl de S. cerevisiae. Como puede observarse en la Figura 3.11, la
sobreexpresion de cualquiera de las subunidades 8 increment6 la expresion
dirigida por el promotor 4xCDRE tanto en presencia como en ausencia de
NaCl. Ademads, los niveles alcanzados en c¢lulas expuestas fueron del
mismo orden, e incluso mayores (SIP2, GAL83) que los observados para
TdSIP1-t (Figura 3.10). Los mismos resultados se obtuvieron cuando se
analiz6 la actividad B-galactosidasa en células que sobreexpresan el gen de

T. delbrueckii TdSIP1.
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Figura 3.11. La sobre-expresion de cualquiera de las subunidades 3 regula la actividad de
Crzlp. Células de la cepa ASY832 (Stathopoulos y Cyert, 1997) transformadas con los
plasmidos YEplac195 (Control), pB44 (SIP1), YEpSIP2 (SIP2), YEpGALS83 (GAL83) o
con un plasmido multicopia conteniendo el gen de T. delbrueckii TdSIP1 fueron cultivadas
y la expresion del gen lacZ determinada como medida de la actividad B-galactosidasa. La
actividad especifica en células no expuestas (barras con fondo blanco) y expuestas a NaCl
(0,8 M) durante 45 min (barras con fondo negro) se determind como se describe en la
Figura 3.10. Los valores representan la media + el error standard, de al menos tres
experimentos independientes. Para mas detalles ver el Capitulo de Materiales y Métodos

En segundo lugar, analizamos si el fenotipo observado por la
sobreexpresion de TdSIP1-t dependia de la funcionalidad de la ruta de la
calcineurina-Crz1lp. Como vemos en la Figura 3.12, la expresion en un alto
namero de copias del gen truncado de T. delbrueckii incrementé Ia
tolerancia a NaCl tanto del mutante crz1A, como del mutante cnblA. El
mismo fenotipo fue observado cuando células de la cepa salvaje CEN.PK2-
1C transformadas con un plasmido control YEplac195 o un plasmido
conteniendo el gen TdSIP1-t fueron expuestas a NaCl (0,5 M) en la
presencia de FK506 (datos no mostrados), un inmunodepresor que forma un
complejo con calcineurina, inhibiendo la sefial dependiente de Ca®" (Foor y

col., 1992). Asi pues, nuestros resultados indican que la sobreexpresion de
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cualquier subunidad B de Snflp dispara la desregulacion de la expresion
dirigida por el elemento CDRE y amplifica la induccion en células
expuestas a NaCl. No obstante, este efecto no parece ser el origen del
fenotipo asociado a la sobreexpresion de TdSIP1-t. En consonancia con
esto, la interrupcion de la sefial por Ca®’, bien por delecion de CNB1 o de

CRZ1, o por exposicion a FK506 no elimina el fenotipo de tolerancia a sal.

Control 1,5 M NaCl Control 1,5 M NaCl

crzlA cnbIA

Figura 3.12. El efecto de la sobreexpresion de TdSIP1-t en la tolerancia a NaCl de S.
cerevisiae es independiente de Crzlp o Cnblp. Células de las cepas mutantes Crz1A
(ASY472, fondo YPH499) y cnblA (DD12, fondo YPH499) (Stathopoulos y Cyert, 1997)
fueron transformadas con los plasmidos YEplac195 o YEpTdSIPI-t y su crecimiento
ensayado en placas de agar-MM-glucosa conteniendo 0 (Control) o 1,5 M de NaCl como se
describe en la Figura 3.3. Las células fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias.
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Discusién
Marcadores auxotrdficos de T. delbrueckii
La carencia de cepas auxodtrofas de T. delbrueckii, y en particular de cepas
con aplicacion industrial, nos llevo a plantearnos como punto de partida de
este trabajo, la clonacion de genes que codifican elementos esenciales en las
rutas de biosintesis de bases nitrogenadas o de aminoacidos. Para ello,
utilizamos una libreria de DNA gendémico de este organismo y las
herramientas moleculares habitualmente utilizadas en S. cerevisiae.
Plasmidos de expresion, tanto episomales (YEp) como centroméricos
(YCp), casetes de integracion, marcadores de seleccion dominantes y
protocolos de transformacion fueron de aplicacion practica en este
organismo, con rendimientos similares a los observados en S. cerevisiae.
Asi, logramos aislar y caracterizar los genes TdHIS3 y TdLEUZ2. Junto a
TdURAS3 aislado anteriormente (Hernandez-Lopez y col., 2002), estos son
los primeros genes implicados en rutas metabdlicas, caracterizados en este
organismo, del que tan solo se conoce una parte infima de su genoma.
Ademas de confirmar su funcionalidad mediante complementacion de cepas
auxoétrofas de S. cerevisiae, hemos obtenido mutantes leu2 en dos cepas de
T. delbrueckii PYCC5321 y PYCC5323. Estos mutantes, junto a otros Ura’
previamente construidos (Hernandez-Lopez y col., 2003a) deben ser de gran
utilidad para la expresion de proteinas heterdlogas y para la realizacion de
estudios basicos en este organismo. Conviene recordar que las dos cepas de
T. delbrueckii utilizadas en esta investigacion han demostrado su utilidad en
la fermentacion de productos de panaderia y bolleria (Hernandez-Lopez y
col., 2003b) y que la construccion de cepas recombinantes de levaduras
industriales es una estrategia util para modificar sus propiedades funcionales
e incrementar su valor afiadido (Randez-Gil y col.,, 1999). Estudios
preliminares, actualmente en marcha en nuestro laboratorio, han confirmado

la produccion de una xilanasa activa de A. nidulans en una cepa Leu de T.
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delbrueckii y se esta trabajando en la obtencion de mutantes de este
organismo que combinen varios marcadores auxotroficos.

La comparacion de secuencias de His3p y Leu2p de T. delbrueckii con
las correspondientes proteinas homologas de otras levaduras ha revelado
una elevada homologia entre estas. Este resultado viene a confirmar el
conocido postulado de que la divergencia evolutiva en levaduras y en
general en otros organismos, ha sido menor entre genes esenciales que entre
los no esenciales (Decottignies y col., 2003; Veiga-Crespo y col., 2004).
Este hecho se pone también de manifiesto en el analisis de la region
promotora de estos genes. Junto a elementos comunes implicados en la
regulacion general de la maquinaria transcripcional (Struhl, 1982), la
inspeccion pormenorizada de la region flanqueante 5° de TdHis3p y
TdLeu2p puso de manifiesto la existencia en ambas proteinas, de secuencias
consenso de union a Gendp. El producto del gen GCN4 es un factor
transcripcional que regula la expresion coordinada de cientos de genes, y en
particular de aquellos implicados en la biosintesis de aminodcidos, en
respuesta a la disponibilidad y calidad de la fuente de nitrogeno
(Hinnebusch y Natarajan, 2002). El andlisis del promotor de TdLeu2p
reveld también la existencia de secuencias, que han sido reconocidas como
el motivo de unién de Leu3p (Hellauer y col., 1996) y Mot3p (Grishin y
col., 1998), dos factores transcripcionales que regulan la activacion del gen
LEU2 de Saccharomyces. Asi, la divergencia evolutiva entre S. cerevisiae y
T. delbrueckii parece haber conservado secuencias y factores implicados en

la regulacion, al menos de genes esenciales con funciones en biosintesis.
Relaciones filogenéticas entre T. delbrueckii y otras levaduras
El anélisis del orden génico y orientacion transcripcional de genes situados

en la region TdHIS3 y TdLEU2 ha contribuido al esclarecimiento de las
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relaciones filogenéticas entre este organismo y otras levaduras. Bloques
enteros de genes habrian sido conservados durante la evolucién de estas
especies, marcada por un episodio singular, la duplicacion completa del
genoma de un ancestro de Saccharomyces y la posterior pérdida de genes o
diferenciacion de genes paralogos (Wolfe y Shields, 1997; Keogh y col.,
1998). La secuenciacion de los fragmentos cromosomicos adyacentes a
TdHIS3 y TdLEU2, mostr6 la presencia de varios genes fuertemente
empaquetados. Aunque numerosas regiones cromosomicas de S. cerevisiae
muestran una organizacion similar (Struhl, 1985a), esta caracteristica parece
mas acusada en Torulaspora. Un claro ejemplo es la existencia de un
espaciador intergénico de tan sélo 33 pb, entre TAHIS3 y TAMRPS51. Como
consecuencia, promotores que se solapan dirigen la transcripcion de genes
divergentes. Esta organizacion conservada, mantiene unidos genes en un
contexto funcional, algo caracteristico de genes esenciales (Eisenberg y
Levanon, 2003; Lercher y col., 2002). Como ha sido propuesto por Nelson y
col. (2004), la distancia intergénica y por ende la arquitectura del genoma en
los metazoos no es un hecho al azar. En general, genes con funciones
complejas estan flanqueados por regiones no-codificantes mas largas que
genes con funciones simples, como el caso de HIS3 o LEU2. Ademas, la
cantidad de DNA no-codificante es proporcional a la complejidad evolutiva
del organismo estudiado y por tanto, de la presencia de elementos
reguladores (Nelson y col., 2004). Asi, la mayor densidad génica en T.
delbrueckii en comparacion con S. cerevisiae predice probablemente una
pérdida de informacioén reguladora no esencial. No obstante, es claro la
cercania filogenética entre T. delbrueckii y S. cerevisiae.

El analisis y comparacion de las secuencias de proteinas His3 y Leu2 de
diferentes levaduras reveld, que en efecto, estas pueden dividirse en dos

grupos, Saccharomyces y Candida-Pichia. El analisis filogenético demostrd
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también, en consonancia con estudios previos (James y col., 1997;
Kurtzman y Robnett, 1998; Belloch y col.,, 2000; Wong y col., 2002;
Hernandez-Lopez y col., 2002) que T. delbrueckii esta situada en un grupo
separado del denominado Saccharomyces sensu stricto, que incluiria por
ejemplo especies como Z. rouxii. Esta informacion es contrastada por el
analisis del orden génico y orientacion transcripcional en estas regiones.
Asi, T. delbrueckii y Z. rouxii muestran el mismo orden de genes en la
region HIS3, PET56-HIS3-MRP51-DED1, los cuales se sitian en dos
cromosomas diferentes en las especies del grupo Saccharomyces sensu
stricto. Una situacion idéntica es observada en la region LEU2 para el
bloque formado por RLP7, LEU2, NFS1 y PET8. Asi, el analisis de la
evolucion del orden de genes en estas regiones parece apoyar la hipdtesis de
Wong y col. (2002), segun el cual el evento de poliplolidizacion habria
ocurrido después de que las especies K. lactis, S. kluyveri, Z. rouxii y T.
delbrueckii hubieran divergido de las especies del grupo Saccharomyces

sensu stricto.

T. delbrueckii como organismo modelo para el estudio de la respuesta a
estrés ionico
La extraordinaria resistencia de T. delbrueckii a variaciones de su entorno
medioambiental y en particular su capacidad para hacer frente y
desarrollarse en un entorno de elevada presion osmotica, hacen de esta
levadura un potencial modelo para la identificacion de genes implicados en
la respuesta a estrés i6nico y el esclarecimiento de las bases moleculares de
este fenotipo.

Como estrategia para identificar genes de T. delbrueckii implicados en
tolerancia a sal, realizamos un rastreo de una genoteca de esta levadura

(Hernandez-Lopez y col., 2002) en una cepa de S. cerevisiae, CEN.PK2-1C,
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caracterizada por su elevada sensibilidad a NaCl. Usando esta metodologia,
hemos aislado numerosos plasmidos que confieren mayor capacidad de
crecimiento en presencia de NaCl. Por razones obvias, hemos centrado
nuestra atencion en so6lo unos cuantos, por lo que el trabajo ahora iniciado
debe permitir en un futuro la identificacion de otros genes y quizas nuevas
funciones a los descritos en este manuscrito.

El aislamiento de TAENAL, un gen con una alta homologia con ENAL,
ENA2 y ENAS5 de S. cerevisiae, indico que la estrategia empleada era
correcta. Estos genes codifican ATPasas implicadas en el bombeo de iones
Na' hacia el exterior celular y cuya funciéon determina resistencia a estrés
i6nico (de Jesus Ferreira y col., 2001). Se ha descrito que la sobreexpresion
de ENA1, mejora el crecimiento en presencia de Na', pero sobre todo de Li"
(Benito y col., 1997). Ademas, todas aquellas mutaciones que afectan al
nivel de expresion de esta proteina, tienen un claro efecto en el fenotipo de
tolerancia a estrés ionico en la célula (Betz y col., 2002). Del andlisis de
secuencias ENA1 de levaduras, resulta interesante resaltar la alta homologia
encontrada entre proteinas de diferentes especies, lo cual indica que los
genes ENA cumplen una funcion primordial para la célula. Respecto a su
promotor, la presencia de secuencias consenso de union a Miglp y Crzlp,
indica una regulacion similar a la descrita para el gen ENA1l de S.
cerevisiae. No obstante, es necesaria una confirmacion experimental de la
funcionalidad de los elementos reguladores identificados y de los posibles
factores transcripcionales implicados en la regulacion de este gen.

Otro de los genes encontrados muestra una alta homologia con la RNA
helicasa DED1. Las RNA helicasas pertenecientes a la familia DEAD-box
son requeridas para muchos procesos en los que se ven involucradas
moléculas de RNA. Estan formadas por un dominio, bastante conservado en

la evolucidn, rodeado por dominios de aminodcidos no conservados que
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determinan la especificidad de substrato, su interaccion con otros
componentes celulares, la existencia de actividades enzimaticas adicionales
y su localizacién subcelular (de la Cruz y col., 1999; Tanner y Linder,
2001). En S. cerevisiae, Dedlp es una proteina que modifica su
conformacidn cuando la levadura es expuesta a estrés por altas temperaturas
0 en respuesta al agotamiento de fuentes de carbono (Liu y col., 2002). En
otros organismos se ha descrito la presencia de RNA helicasas, que se
inducen a bajas temperaturas. Esta respuesta no es de extrafar, ya que uno
de los efectos de las bajas temperaturas es la reduccion en la eficiencia de la
traduccion, debida a la formacion de estructuras secundarias en el RNA y la
inactivacion de los ribosomas (Jones y Inouye, 1996). Asi, encontramos
ejemplos de la presencia de estas proteinas en la cianobacteria Anabaena
sp., codificada por el gen CrhC (Chamot y col., 1999; Chamot y Owttrim,
2000), en Escherichia coli, CsdA (Jones y Inouye, 1996) o en
Methanococcoides burtonii (Lim y col., 2000). Aunque existian datos de la
induccién en condiciones de estrés ionico y osmotico de RNA-helicasas de
levadura (Causton y col., 2001), su funcionalidad en la respuesta y
tolerancia a estos estreses no habia sido confirmada. No existia tampoco
informacion sobre su posible regulacion en células expuestas a bajas
temperaturas. Los resultados obtenidos en este trabajo, parecen indicar que
Dedlp y posiblemente otras RNA-helicasas, podrian tener una funciéon mas
amplia en la respuesta a estrés en Saccharomyces, confirmando asi la
importancia de la maquinaria traduccional para hacer frente a variaciones
hostiles en las condiciones medioambientales.

El ultimo de los plasmidos estudiado en este rastreo, contuvo una pauta
de lectura abierta que presentaba una gran homologia con la zona C-
terminal de la proteina Sipl, una de las subunidades 3 de la proteina quinasa

Snflp. Esto parecia indicar que habiamos clonado una de las subunidades f3
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de T. delbrueckii, en concreto TdSIP1l. Sin embargo, la proteina de
Torulaspora era sensiblemente mas corta y la sobreexpresion del gen SIP1
no conferia fenotipo alguno en términos de resistencia a NaCl. Estas
evidencias nos llevaron a pensar que estdbamos trabajando con una proteina
truncada de T. delbrueckii. En efecto, un rastreo pormenorizado mediante
una amplificacion selectiva por PCR nos permitié aislar el gen TdSIPL.
Aunque menor en tamafo que su homoélogo de S. cerevisiae, la proteina
codificada por este gen exhibid propiedades funcionales similares, siendo
capaz de complementar el fenotipo de un triple mutante Sip1A sip2A gal83A
de S. cerevisiae en fuentes de carbono gluconcogénicas. Ademas, la
sobreexpresion de este gen no alterd la tolerancia a NaCl. Finalmente, la
interrupcion de TdSIP1 no tuvo efectos en su capacidad de crecimiento en
ninguna de las fuentes de carbono analizadas, en consonancia con lo
descrito para un mutante SiplA (Schmidt y McCartney, 2000). Asi, nuestros
resultados indican que el producto del gen TdSIP1 es la proteina homologa a
Siplp de S. cerevisiae. Como en esta levadura, nuestros resultados también
sugieren la existencia en Torulaspora de subunidades B adicionales con
funciones redundantes, al menos respecto al crecimiento en fuentes de
carbono gluconeogénicas. Aunque no existen muchos datos al respecto, tres
proteinas con similitud a Siplp, Sip2p y Gal83p han sido identificadas en la
cepa CBS138 de Candida glabrata, una levadura imperfecta muy cercana
filogenéticamente a T. delbrueckii del grupo Saccharomyces sensu lato
(Belloch y col., 2000; Kurtzman y Robnett, 2003). Es interesante sefialar
que en esta levadura, la proteina homoéloga a Sipl tiene un tamafio de 744
residuos, frente a 863 de la proteina de S. cerevisiae y 648 de TdSiplp,
mientras que los homodlogos a Sip2p y Gal83p son mas similares. La porcidon
NH,-terminal de Siplp y en concreto un sitio consenso de miristoilacion, ha

sido implicado en la regulacion de la localizacion subcelular de esta proteina
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en respuesta al tipo de fuente de carbono (Hedbacker y col., 2004). Ya que
este sitio esta ausente en TdSiplp, nuestros datos sugieren una regulacion
distinta de la actividad proteina quinasa de Snflp en esta levadura.
Resultados anteriores habian establecido que la delecion de SIP1 tenia
efectos negativos en el crecimiento de células de S. cerevisiae expuestas a
un estrés severo (1,0 M) de NaCl (Giaever y col., 2002). Sin embargo, este
no resulto ser el caso en mutantes Sip1A de la cepa MSY182. Tampoco un
mutante TdSIp1A mostrd un crecimiento menor respecto a la cepa parental
PYCC5321 bajo estas condiciones. No obstante, nuestros datos indican que
Snflp juega un papel importante en la regulacion de la respuesta a NaCl y
que las subunidades B de esta proteina quinasa son requeridas para hacer
frente y proliferar en presencia de concentraciones elevadas de NaCl. Es
fascinante pensar, como la sobreexpresion de una proteina truncada, un
artefacto encontrado en nuestro laboratorio, nos ha llevado a interesarnos
por Snflp y a desenmarafiar un nuevo papel funcional de este elemento

central de la regulacion de S. cerevisiae.

El papel funcional de SNF1 en la respuesta a estrés por NaCl

El aislamiento, en el rastreo de genes que confieren tolerancia a estrés
ioénico en S. cerevisiae, de un gen de T. delbrueckii, homologo a SIP1 y en
menor medida a SIP2 y GAL83, nos llevo a plantearnos el posible papel de
SNF1, en la respuesta a estrés ionico en levadura. La proteina quinasa Snflp
es bien conocida por su funcion en la regulacion de diversos procesos
activados por la limitaciéon de nutrientes en el medio (Gancedo, 1998;
Rolland y col., 2001). Trabajos previos habian implicado también a Snflp
en tolerancia a sal, si bien las conclusiones a este respecto parecian
depender del fondo génico analizado y de las condiciones del ensayo

(Alepuz y col., 1997; Ganster y col., 1998). Como se desprende de nuestros
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resultados, la pérdida de la actividad de Snflp en una cepa Ura’, mejora el
crecimiento de células expuestas a un estrés moderado de NaCl. Asi, en
cepas prototrofas, Snflp parece actuar como un regulador negativo de la
resistencia a este estrés. Por el contrario, células de la misma cepa
CEN.PK2-1C snflA (ura3) exhiben una resistencia similar al de la cepa
parental en medio minimo y sensiblemente inferior en YPD. Asi, el fenotipo
parece depender no del fondo génico, sino de las condiciones de crecimiento
y en particular de la disponibilidad de uracilo y de la capacidad para su
sintesis. Trabajos previos han mostrado que la capacidad de transporte de S.
cerevisiae se ve afectada de manera negativa por la exposicion a estrés
osmotico (Volland y col., 1994; Norbeck y Blomberg, 1998), un factor que
contribuye a la inhibicion del crecimiento en estas condiciones. Por
consiguiente, nuestros resultados sugieren también un papel funcional de
Snflp en la toma y/o biosintesis de aminoacidos y/o bases nitrogenadas en
células expuestas a NaCl.

Si Snflp participa en la regulacion de la tolerancia a NaCl en S.
cerevisiae, cabia esperar que su ausencia tuviera efectos en el nivel de
expresion de genes inducidos por este estrés. Para comprobar este extremo,
elegimos cuatro genes, MAL12, CSG2, GDH3 y HALI1, todos ellos
regulados por disponibilidad de glucosa en el medio y/o estrés salino
(DeLuna y col., 2001; Yale y Bohnert, 2001; Bro y col., 2003; Ohlmeier y
col.,, 2004). La expresion de los tres primeros fue analizada mediante
Northern blot, mientras que la de HAL1 fue investigada mediante el uso de
una fusion de su promotor con el gen chivato lacZ. En coincidencia con el
fenotipo descrito, la pérdida de la funcion Snflp incremento, de 2 a 3 veces,
la acumulacion de mRNA de MAL12, CSG2 y GDH3, respecto a la
observada en células de la cepa salvaje expuestas a NaCl (0,5 M). De la

misma forma, la induccion de HAL1 fue superior en células del mutante
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snflA. Asi, Snflp funciona como un regulador negativo de la expresion de
genes de respuesta a sal.

Estudios previos de Alepuz y col. (1997) habian mostrado que Snflp no
juega un papel funcional en la respuesta a estrés osmotico, sugiriendo que la
proteina quinasa podria estar implicada especificamente en la tolerancia a
estrés idnico. La exposicion a NaCl genera en S. cerevisiae dos efectos
distintos derivados por una parte, del incremento de la presion osmédtica y
por otra, de la sensibilidad de esta levadura a la toxicidad del i6n Na". Estas
evidencias nos hicieron pensar que la actividad de Snflp podria estar
involucrada en la regulacion, directa o indirecta, de la ruta de la
calcineurina-Crz1p. Esta ruta responde especificamente a incrementos en la
concentracion de NaCl y resulta esencial para la tolerancia a este estrés
(Rusnak y Mertz, 2000). Asi, comparamos el nivel de expresion regulado
por la ruta de la calcineurina-Crzlp en células de la cepa salvaje y del
correspondiente mutante SnflA. Como mostramos en este estudio, la
interrupcion de SNF1 increment6 en mas de 40 veces la expresion del gen
chivato lacZ, dirigido por cuatro repeticiones de la secuencia CDRE
(Stathopoulos y Cyert, 1997), en células crecidas en condiciones normales.
Estos efectos dependen de la existencia de una ruta intacta, ya que en un
mutante Crz1A o cnblA, no se detecta actividad [-galactosidasa. Por
consiguiente, la funcion de Snflp reprime la expresion de genes regulados
por la ruta de la calcineurina-Crzlp en ausencia de estrés. Ademas, el nivel
de actividad B-galactosidasa en células expuestas a NaCl fue muy superior
en el mutante SNf1A que en la cepa salvaje. Asi, nuestros resultados parecen
indicar que Snflp es también funcional en estas condiciones, ya que su
actividad reduce la magnitud de la expresion disparada por la sefial de Ca*".
Pero (como regula Snflp la actividad de la ruta de la calcineurina-Crz1p?

Como es sabido, la proteina fosfatasa calcineurina media la respuesta
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transcripcional a través del factor Crzlp, el cual se une especificamente a
los elementos CDRE presentes en los promotores de genes regulados por
esta ruta, entre ellos ENA1 (Matheos y col., 1997; Stathopoulos y Cyert,
1997; Mendizabal y col., 2001). En condiciones normales de crecimiento,
Crzlp es una fosfo-proteina de localizacion citosolica. Su defosforilacion
mediada por calcineurina promueve tanto su activacidon, como su
translocacion al nucleo (Stathopoulos-Gerontides y col., 1999). Por el
contrario, la fosforilacion de Crzlp por Hrr25p, una proteina homoéloga a la
caseina quinasa I, inhibe su actividad y su importacion al ntcleo (Kafadar y
col., 2003). No obstante, Hrr25p no seria la unica proteina quinasa
involucrada en la fosforilacion de Crzlp. Recientemente, se ha propuesto
que la proteina quinasa A, PKA, junto a proteinas quinasa no identificadas
hasta el momento, participaria en la regulacion in vivo de la actividad de
Crzlp y en su localizacion subcelular (Kafadar y Cyert, 2004).
En este escenario, podemos especular con un papel funcional de Snflp en la
fosforilacién de Crzlp, representado esquematicamente en la Figura 1. En
este modelo, Crzlp es un substrato de la actividad de Snflp, la cual inhibiria
la inapropiada expresion de genes regulados por la ruta de la calcineurina en
condiciones normales de crecimiento. Como en el caso de Hrr25p, la
funcion de Snflp se localizaria en el citosol, impidiendo la importacién al
nucleo del factor transcripcional en estas condiciones. Esto es consistente
con los resultados obtenidos en este trabajo, en los que se observa la
ausencia de induccion controlada por LexA-Snfl-G53R del gen chivato
lacZ, en células de la cepa salvaje expuestas a NaCl. En efecto, este
resultado podria ser interpretado como una evidencia de que Snflp no se
importa al ntcleo en respuesta a estas condiciones de estrés. De hecho, se ha
descrito que Snflp se fosforila en respuesta a la presencia de sal en el

medio, aunque el grado de fosforilaciéon es menor que el detectado en
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c€lulas transferidas a un medio con baja concentracion de glucosa. Ademas,

esta sefial no implica la posterior fosforilaciéon de proteinas como Miglp

(McCartney y Schmidt, 2001).

Citoplasma

(Craip)-P

Figura 1. Representacion esquematica del posible papel funcional de Snflp en la
regulacion de la ruta de la calcineurina-Crzlp. La proteina-fosfatasa calcineurina es
activada por Ca®", via calmodulina, en respuesta a un incremento de la concentracién de
iones Na'. La activacion de calcineurina defosforila al factor transcripcional Crzlp, lo cual
dispara su translocacion al nucleo (Matheos y col., 1997; Stathopoulos y Cyert, 1997), un
proceso facilitado por Nmd5p (Polizotto y Cyert, 2001). En ausencia de estrés, Snflp,
Hrr25p y posiblemente otras proteinas quinasa (Kafadar y Cyert, 2004) mantienen el estado
de fosforilacion de Crzlp, mientras que PKA estaria implicada en su desactivacion nuclear,
favoreciendo su exportacion via MsnSp (Boustany y Cyert, 2002). El papel de las
subunidades 3 de Snflp, Siplp, Sip2p y Gal83p en este proceso de regulacion necesita ser
clarificado.
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Por otra parte, el hecho de que el nivel de expresion de una fusion 4xCDRE-
lacZ en el mutante snflA sea muy superior en condiciones normales de
crecimiento, al alcanzado en células de la cepa salvaje expuestas a NaCl,
sugiere que Snflp juega un papel principal en la fosforilacion de Crzlp. En
consonancia con esto, la actividad [-galactosidasa fue indiferente a la
exposicion a NaCl en células del mutante sSnf1A. No se puede descartar, que
Snflp sea un regulador de la actividad de Hrr25p y quizas de otras proteinas
quinasas no identificadas hasta el momento implicadas en esta cascada de
sefalizacion.
En conjunto, los resultados descritos podian hacer pensar que el fenotipo de
mayor tolerancia a sal observado en un mutante SnflA, podia ser el resultado
del aumento de la expresion de genes regulados por Crzlp. Aunque, es
obvio que esta alteracion debe contribuir al fenotipo mostrado, nuestros
resultados sugieren la existencia de mecanismos adicionales. En efecto, la
sobreexpresion de cualquiera de las subunidades B de Snflp o del gen
TdSIP1 increment6 en condiciones de estrés ionico, la expresion dirigida
por el promotor sintético 4XxCDRE en una forma similar a la observada para
el mutante SnflA. Este resultado es consistente con la inhibicion de la
actividad proteina quinasa de Snflp o de su importacion al nucleo, descrita
para células que sobreexpresan el gen SIP2 (Vincent y col., 2001). Sin
embargo, la expresion en un alto nimero de copias de cualquiera de estos
genes no altero la tolerancia a sal de S. cerevisiae.
Una evidencia de que Snflp participa en la regulacion de mecanismos
adicionales de respuesta a sal, fue la observacion de que la sobreexpresion
del gen truncado TdSIP1-t conferia una ventaja de crecimiento en estas
condiciones. Como en el caso de SIP2 (Vincent y col., 2001), la expresion
en un alto nimero de copias de este gen, inhibid la actividad de Snflp en

respuesta a la ausencia de glucosa e incremento la expresion dirigida por el
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promotor 4xCDRE. Sin embargo, solo la sobreexpresion de TdSIP1-t
confiri6 un fenotipo en sal similar al observado en un mutante SnflA.
Ademas, este efecto fue totalmente dependiente de la presencia de una
proteina Snflp funcional. Asi, la proteina TdSipl-t parece alterar de un
modo especifico la actividad de Snflp hacia substratos independientes de la
ruta calcineurina-Crzlp. En consonancia con esto, la expresion en un alto
numero de copias del gen truncado de T. delbrueckii incrementé Ia
tolerancia a NaCl de los mutantes sencillos crz1A y cnblA o de células de la
cepa salvaje tratadas con FK506, un inmunodepresor que inhibe la sefial
dependiente de Ca®" (Foor y col., 1992).

Ganster y col. (1998) han identificado una ruta independiente de
calcineurina requerida para la respuesta a estrés idnico. Elementos
implicados en esta nueva ruta de transduccion de la sefal son los sensores
de glucosa Snf3p y Rgt2p, ademas de Std1p, una proteina implicada en el
proceso de represion por glucosa (Kuchin y col., 2003). Curiosamente, la
sobreexpresion de STD1 tiene efectos en la respuesta a estrés salino
similares a los observados para TdSIP1-t. Asi, el aumento en el nimero de
copias de este gen confiere un fenotipo de mayor tolerancia a sal,
independiente de Cnblp o Crzlp, e incrementa el nivel de expresion de
HAL1 respecto al observado en una cepa salvaje (Kuchin y col., 2003).
Ademas, induce la expresion en ausencia de estrés, del gen chivato lacZ
controlado por el promotor de ENAI1, el cual contiene, al menos, un
elemento CDRE funcional (Mendizdbal y col.,, 1998). Finalmente, la
sobreexpresion de STD1 altera la actividad de Snflp en condiciones
normales de crecimiento (Kuchin y col., 2003).

A pesar de estas similitudes, STD1 no guarda homologia con TdSIP1-t.
Ademas, existen diferencias importantes en los efectos de ambas proteinas

sobre la actividad de Snflp. En efecto, STD1/MSN3 fue aislado como un
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supresor en multicopia del defecto de crecimiento en rafinosa de un mutante
snfAA (Hubbard y col., 1994). Sin embargo, la sobreexpresion de TdSIP1-t
no revierte el fenotipo de este mutante (datos no mostrados). Ademas, la
expresion en un alto numero de copias de STD1 incrementa la actividad de
Snflp en glucosa (Ganster y col., 1998), mientras que como se describe en
este trabajo, la expresion de TdSIP1-t disminuye drasticamente la actividad
quinasa en otras fuentes de carbono, pero no la altera en glucosa. Asi,
podemos especular que ambas proteinas interaccionan con Snflp en una
forma no idéntica, pero que determina en los dos casos una alteracion de
dianas de respuesta a sal reguladas por Snflp. En este sentido, la expresion
de la proteina recombinante TdSipl-t podia ser utilizada como una
herramienta molecular para identificar funciones de Snflp en estrés ionico.

Como demostro el analisis de la expresion global, la expresion en un alto
numero de copias de TdSIP1-t alterd respecto a la cepa salvaje, el nivel de
mRNA de 412 genes en respuesta a NaCl. Aunque, la asignacion del
fenotipo observado a variaciones en la expresion de un gen o genes
concretos resultd imposible, se pudo apreciar una serie de tendencias que
nos permite implicar, en el fenotipo observado, a rutas de sefializacion de
estrés osmotico, como por ejemplo la ruta HOG. Si estos cambios obedecen
a una alteracion por TdSip1-t de la actividad Snflp, los mismos implicarian
que la proteina quinasa tiene funciones mucho mas amplias de las descritas
hasta ahora, regulando multiples procesos y funciones que contribuyen a la
capacidad de S. cerevisiae para hacer frente y adaptar su crecimiento a

condiciones de estrés 16nico.
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Conclusiones

Los resultados descritos en este trabajo y su discusion posterior, han

permitido extraer las siguientes conclusiones:

Se han secuenciado, identificado y caracterizado, de forma parcial o total,
doce genes de T. delbrueckii, que suponen en torno a 15 Kb del genoma de
esta levadura y se han construido mutantes Leu en dos cepas de interés

tecnologico.

El andlisis filogenético de las proteinas Leu2 e His3 de diferentes levaduras
y el estudio del orden y orientacion transcripcional en estas regiones
cromosomicas, indican que T. delbrueckii esta estrechamente relacionada a
especies del complejo Saccharomyces, en particular a Zygosaccharomyces
rouxii y Saccharomyces kuyveri, con las que forma un grupo monofilético

separado del denominado Saccharomyces sensu stricto.

T. delbrueckii es un modelo util para la identificacion de genes, como
DED1, implicados en tolerancia a estrés i6nico en S. cerevisiae. La
homologia entre proteinas reguladoras, como SIP1, de ambos organismos es
menor que la observada entre proteinas esenciales, sugiriendo que estas
diferencias podrian estar en la base del comportamiento de estas levaduras

ante un estrés 1onico.

La proteina quinasa Snfl es un regulador negativo de la tolerancia a
concentraciones moderadas de NaCl en S. cerevisiae. Este efecto es
enmascarado en mutantes auxotroficos, sugiriendo también un papel
funcional de esta proteina en el transporte de aminoacidos y/o bases

nitrogenadas.
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La actividad quinasa de Snflp no se altera en respuesta a un estrés por
NaCl. Ya que la regulacion al alza de esta actividad implica su importacion
al nucleo en condiciones de desrepresion, este resultado sugiere que Snflp

tiene una funcion citosoélica.

Snflp, impide la inadecuada activacion de genes regulados por elementos
CDRE en condiciones normales de crecimiento y controla la magnitud de la
induccion transcripcional en células expuestas a NaCl. Este resultado
sugiere una implicacion, directa o indirecta, de Snflp en el nivel de

fosforilacion y localizacion subcelular de Crzlp.
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