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Introducción 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es probablemente el primer 

microorganismo que ha sido explotado por el hombre. Su habilidad para 

transformar diferentes azúcares en etanol y CO2, ha sido utilizada en la 

producción de bebidas alcohólicas y en la fabricación de pan, constituyendo 

así los primeros ejemplos de la aplicación biotecnológica de un 

microorganismo. El uso de levadura en la fabricación del pan se comenzó a 

desarrollar en el antiguo Egipto, unos 4.000 años a.c. (Oliver, 1991).  

En la actualidad, el gran desarrollo industrial y los cambios en los hábitos 

alimenticios del hombre, han generado un aumento considerable en la 

demanda de productos de panadería y bollería 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 más rápidas, resistentes a diferentes tipos de estrés o con mayor 

tolerancia a variaciones en las condiciones de aplicación industrial (Attfield, 

1997; Rández-Gil y col., 1999; Rández-Gil y col., 2003). 

Estas características parecen depender de un número muy elevado de 

genes bajo el control de complejos mecanismos de regulación (Estruch, 

2000; Hohmann, 2002). Algunos de los fenotipos deseados podrían incluso 

ir contra el propio diseño biológico de S. cerevisiae (Attfield, 1997). Así, 

parece improbable que las técnicas de genética clásica, habitualmente 

utilizadas, puedan mejorar las características de cepas industriales de 

panadería. En este escenario, la incorporación de la tecnología del ADN 

recombinante ha abierto la posibilidad de manipular genes clave, sin alterar 

otros genes de valor tecnológico. La utilidad de estas técnicas requiere, sin 

embargo, de un profundo conocimiento de los determinantes fisiológicos y 

genéticos que controlan el comportamiento de estas cepas en las 

condiciones de su utilización industrial. 

 

 19



Introducción 

1.-El proceso de panificación 

El proceso de panificación consta básicamente de tres etapas, amasado, 

fermentación y cocción. El amasado permite la mezcla de los ingredientes, 

harina, agua, levadura y sal, la hidratación del almidón y proteínas, y la 

formación de la red del gluten. Esta red, formada por gliadinas y gluteninas, 

es básica en la estructura alveolar del pan y permite retener el gas producido 

durante la fermentación. En esta etapa, el cambio más notable es el 

incremento de volumen de la masa, resultado de la actividad metabólica de 

la levadura S. cerevisiae, que transforma los azúcares presentes en la harina, 

principalmente maltosa, en CO2. Además, la levadura contribuye a las 

propiedades reológicas y a la textura de la miga y genera, a través de 

reacciones metabólicas secundarias, numerosos compuestos volátiles y 

precursores de aromas. Finalmente, la masa fermentada es horneada. 

Durante los primeros minutos, el incremento de temperatura produce un 

aumento en la generación de gas, hasta que tiene lugar la lisis térmica de la 

levadura. El horneado produce también la inactivación de las enzimas 

presentes en la masa y la generación de compuestos derivados del 

pardeamiento no enzimático de Maillard. Así, el pan adquiere el volumen, 

color y aroma que determinan su aceptación por el consumidor. 

La actividad de la levadura es pues determinante en la moderna 

tecnología de la panificación y su mejora representa un objetivo prioritario 

de productores, panaderos y consumidores. 

 

2.- Las levaduras de panadería 

Las levaduras comerciales de panadería son cepas seleccionadas de S. 

cerevisiae y optimizadas para la industria panadera. La mayoría son 

homotálicas con un grado alto e irregular de ploidía y baja capacidad de 

esporulación (Evans, 1990; Codón y col., 1998). También muestran 
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reordenamientos cromosómicos con múltiples translocaciones y 

polimorfismos en la longitud cromosómica (Codón y col., 1997). Estos 

rasgos característicos han sido el resultado de la selección natural por 

evolución adaptativa, junto a la aplicación sucesiva, de programas de mejora 

basados en técnicas de genética clásica (Rández-Gil y col., 2003). Además, 

otro factor que ha contribuido a la constitución genética de las cepas 

industriales ha sido su selección para características 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 ploidía 

(Adams y col., 1992; Bell y col., 2001), como evidencian numerosos datos 

experimentales. Por ejemplo, las cepas industriales muestran un mayor nivel 

de enzimas glicolíticos que las cepas de laboratorio (van Hoek y col., 2000). 

Asimismo, exhiben una mayor capacidad de transporte e hidrólisis de 

maltosa (Higgins y col., 1999; Higgins y col., 2001), el disacárido que 

sostiene mayoritariamente la fermentación panaria. Así, dotaciones 

cromosómicas más altas incrementan el número de copias de genes 

favorables. Esto no es sorprendente, ya que la duplicación de bloques 

enteros de genes es un hecho recurrente en la evolución genómica de 

levaduras (Wolfe y Shields, 1997; Friedman y Hughes, 2001). Así, la 

adaptación natural y la presión selectiva ejercida por el hombre han logrado 

transformar estirpes inoperantes, en cepas robustas, de rápido crecimiento y 

elevado valor tecnológico.  

No obstante, hay muchas características de las levaduras industriales que 

necesitan ser mejoradas para su óptima utilización en diferentes procesos 

tecnológicos. La velocidad de producción de gas es crítica en la moderna 

tecnología panadera y ésta depende, entre otros, de factores intrínsecos de la 

levadura. Por ejemplo, su tolerancia a varios tipos de estrés, entre ellos, 
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osmótico, congelación o desecación es claramente inadecuado (Attfield, 

1997; Rández-Gil y col., 2003) y compromete en numerosas ocasiones la 

obtención de productos de calidad adecuada. 

 

3.-El estrés osmótico en levadura 

La exposición a estrés hiper-osmótico, por ejemplo en masas dulces de 

bollería, tiene como resultado una rápida deshidratación 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 

común, entre los panaderos, el empleo, para la fermentación de estos 

productos, de cantidades más altas de levadura, del 4 al 12%. Sin embargo, 

esta práctica incrementa el coste del proceso y sobretodo, tiene un efecto 

negativo en las características organolépticas del producto, que genera su 

rechazo por el consumidor. Así, el desarrollo de nuevas cepas de levadura 

con mayor tolerancia a estrés, y en concreto a estrés osmótico, es un 

objetivo prioritario de gran interés tecnológico y económico. 

En los próximos apartados, enfocaremos nuestra atención en revisar los 

principales agentes y condiciones que generan una situación de estrés 

osmótico en levaduras de panadería. También analizaremos la información 

disponible sobre la respuesta a estrés osmótico en S. cerevisiae y 

describiremos las principales rutas reguladoras implicadas en esta respuesta.   

 

3.1.- Fuentes de estrés osmótico 

La producción de levadura de panadería 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 caña o de remolacha y de su origen, ya que contienen diferentes 
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cantidades de azúcares, 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 propagación 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 producción de levadura prensada se 

elimina parte del agua intracelular mediante la adición de un 0,5% de sal. A 

continuación, la suspensión de células se filtra a vacío o por filtros de 

presión. En el caso de levadura seca, la suspensión se calienta, mediante 

diferentes sistemas, hasta alcanzar niveles de humedad entorno al 1-3%. 

En el proceso de panificación, las levaduras se ven sometidas a estrés 

osmótico por la presencia de azúcares en la masa. En el caso de las masas 

dulces, éstas contienen hasta un 30% de sacarosa o de jarabe de 

glucosa/fructosa, además de grasas y leche en polvo, lo que reduce todavía 

más la actividad de agua de la masa. La adición de sal en masas dulces 

(alrededor de un 2%, base harina), incrementa también la presión osmótica. 

Además, la presencia de sal genera efectos adversos para la levadura 

distintos a los causados por el estrés osmótico. La acumulación de iones Cl- 

y Na+ en el citoplasma de las células tiene efectos dañinos que se observan a 

concentraciones intracelulares en el rango de 50-100 mM (Serrano, 1996). 

En masas dulces, estas concentraciones se alcanzan fácilmente debido a la 

baja actividad de agua. Así, una levadura de panadería adaptada a la 

fermentación de masas dulces debe mostrar una elevada tolerancia a estrés 

osmótico y resistencia a la toxicidad del Na+. 

 

3.2.- La respuesta a estrés osmótico 

Cuando las células de levadura son expuestas a condiciones de alta 

osmolaridad se produce de forma prácticamente instantánea una pérdida de 
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agua, debido al gradiente osmótico formado a ambos lados de la membrana 

(Hohmann, 1997). Esta deshidratación 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 formación de vacuolas (Nass y Rao, 1999) y la acumulación 

de glicerol. 

A continuación tiene lugar una respuesta secundaria, que implica la 

activación a medio-largo plazo de mecanismos de rescate y adaptación. En 

ella, se detecta un reajuste de la expresión de cientos de genes y la síntesis 

de novo de numerosas proteínas (Hohmann, 2002). Alrededor de 250 a 400 

genes, implicados en una gran variedad de funciones fisiológicas, son 

regulados al alza en diferentes condiciones de estrés osmótico (Gasch y col., 

2000; Rep y col., 2000; Causton y col., 2001; Posas y col., 2000; Yale y 

Bohnert, 2001). La mayoría de estos genes parece implicado en la síntesis 

de osmoprotectores, en particular glicerol, y en el ajuste del metabolismo 

energético y del equilibrio iónico de la célula a las nuevas condiciones 

ambientales (Hohmann, 2002). Así, S. cerevisiae pone en marcha 

mecanismos de protección y modula su actividad metabólica para reanudar 

el crecimiento en un medio hostil. 

 

3.3.- Rutas de transducción de la señal inducidas por estrés osmótico 

La regulación de la expresión de genes es controlada por mecanismos de 

señalización que detectan cambios o perturbaciones en la composición o 

condiciones medioambientales y los transmiten a rutas de transducción de la 

señal y finalmente a la maquinaria de transcripción. Varias rutas de 
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transducción de la señal han sido caracterizadas como implicadas en la 

adaptación a estrés osmótico en Saccharomyces. De ellas, dos rutas, la ruta 

HOG y la ruta de la calcineurina juegan un papel clave en la respuesta a 

estrés hiper-osmótico y a estrés iónico, 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 señalización 

muy conservadas en todos los eucariotas, que controlan el crecimiento 

celular, la morfogénesis, la proliferación 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 proteína Hog1p es la MAPK central de la ruta HOG (Figura 1). 

La señal 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 proteína Sln1p. Esta proteína, junto a Ypd1p y Ssk1p, forman 

lo que se denomina “sistema de dos-componentes” (Maeda y col., 1994), un 

típico sistema de transducción de la señal 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 señal parece iniciarse 

en la proteína transmembrana Sho1p, que fue descrita, en principio, como 

un osmosensor específico (Maeda y col., 1995). Sin embargo, estudios 

posteriores han mostrado que Sho1p funciona como una proteína encargada 

de unir a Pbs2p (Posas y Saito, 1997), la MAPKK de la ruta, la cual es a su 

vez activada por la MAPKKK, Ste11p (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 Sho1p 

(O’Rourke y Herskowitz, 2002). 

La fosforilación dual de Hog1p por Pbs2p, dispara su importación 

transitoria al núcleo (Ferrigno y col., 1998; Reiser y col., 1999). A su vez, 

varias proteínas 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, Ptc1p, Ptc2p y Ptc3p (Maeda y col., 1994; Warmka y 

col., 2001; Young y col., 2002) regulan a la baja el nivel de fosforilación y 

por tanto la actividad de Hog1p (Figura 1). Además, las fosfatasas Ptp2p y 

Ptp3p modulan la localización subcelular de Hog1p (Mattison y Ota, 2000). 

Una vez en el núcleo, Hog1p regula la actividad de varios factores de 

transcripción, entre ellos Sko1p, Hot1p, Msn1p y Msn2p/Msn4p. Hog1p 

esta implicado en la fosforilación de Sko1p, que en condiciones normales 

esta unido al complejo represor Tup1p-Ssn6p (Proft y Serrano, 1999; 

García-Gimeno y Struhl, 2000). Esta fosforilación convierte a Sko1p de un 

represor a un activador (Proft y Struhl, 2002). Genes como ENA1 son 

regulados de esta forma (Proft y col., 2001). Por otra parte, la activación de 

GPD1 y de otros muchos genes inducidos en condiciones de estrés 

osmótico, depende de Hot1p y Msn1p (Rep y col., 1999; Rep y col., 2000). 

Hot1p es un activador transcripcional que interacciona con Hog1p y su 

fosforilación es dependiente de Hog1p (Rep y col., 1999; Alepuz y col., 

2001). A su vez, Hot1p dirige a Hog1p y determina la unión de la MAPK al 

promotor de diversos genes inducidos en estas condiciones (Alepuz y col., 

2001). Además, la activación vía Hog1p de numerosos genes de respuesta a 

estrés osmótico depende de los factores de transcripción Msn2p y Msn4p 

(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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transcripción durante diferentes condiciones de estrés (Gasch y col., 2000). 

Msn2p y Msn4p llevan tanto a Hog1p como a Hot1p a los promotores de 

genes como CTT1 y HSP12, lo que sugiere que hay una interacción entre la 

ruta HOG y Msn2p/Msn4p (Alepuz y col., 2001). Finalmente, un nuevo 

factor de transcripción Smp1p, ha sido caracterizado como diana de la 

MAPK Hog1p, la cual determina su activación por fosforilación y su 

correcta localización (De Nadal y col., 2002). 

 Incremento osmótico

Ydp1p
Ssk1p

Ssk22p MAPKKKSsk2p

Pbs2p MAPKK

Hog1p MAPK

Hog1p

Ste20p

Ste11pSte50p

Ptp2p

Ptp3p

Ptc1p Ptc2p Ptc3p

DNA

Msn2p
Msn4p Hot1p Rpd3p

Sin3p 

Núcleo

Sln1pSho1p

Sko1p Smp1p

Incremento osmótico

Ydp1p
Ssk1p

Ssk22p MAPKKKSsk2p

Pbs2p MAPKK

Hog1p MAPK

Hog1p

Ste20p

Ste11pSte50p

Ptp2pPtp2p

Ptp3pPtp3p

Ptc1p Ptc2p Ptc3p

DNA

Msn2p
Msn4p
Msn2p
Msn4p Hot1pHot1p Rpd3p

Sin3p 
Rpd3p
Sin3p 

Núcleo

Sln1pSho1pSho1p

Sko1pSko1p Smp1pSmp1p

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Representación esquemática de la ruta HOG. 
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Por último, no se conocen con exactitud los mecanismos por los que 

Hog1p regula la expresión génica, aunque trabajos recientes indican que la 

MAPK dirige al complejo de la histona desacetilasa Rpd3p-Sin3p a 

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

 

3.3.2.- La ruta de la calcineurina 

En la levadura S. cerevisiae, la proteína calcineurina, una Ser-Thr-fosfatasa, 

esta implicada en diferentes procesos de señalización celular y es esencial 

para la tolerancia a estrés iónico (Rusnak y Mertz, 2000). Su activación 

tiene lugar en respuesta a elevaciones del contenido intracelular de Ca2+, vía 

calmodulina (Nakamura y col., 1993; Mendoza y col., 1994), el receptor 

más importante de este catión, lo que sugiere que la exposición a NaCl 

aumenta los niveles de Ca2+ (Danielsson y col., 1996).  

La calcineurina es en realidad una proteína oligomérica formada por una 

subunidad A catalítica, codificada por dos genes funcionalmente 

redundantes, CNA1 y CNA2, 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 expresión génica a través del factor 

de transcripción Crz1p (Stathopoulos y Cyert, 1997; Matheos y col., 1997; 

Mendizábal y col., 1998). Crz1p, una proteína con dedos de Zinc, se une de 

forma específica 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 expresión de genes dependientes 

de calcineurina (Stathopoulos y Cyert, 1997). La actividad de calcineurina 

defosforila a Crz1p tanto in vitro como in vivo (Stathopoulos-Gerontides y 

col., 1999) y determina su localización subcelular. En ausencia de estrés 

iónico, Crz1p está distribuida por toda la célula, pero cuando aumenta la 

concentración intracelular de Ca2+ se acumula rápidamente en el núcleo 
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(Stathopoulos-Gerontides y col., 1999). Esta transición es controlada por 

Nmd5p, una importina nuclear que interacciona con Crz1p (ver Figura 2). 

Esta unión es sensible al estado de fosforilación de Crz1p (Polizotto y Cyert, 

2001). La salida de Crz1p del núcleo está también regulada por su estado de 

fosforilación y requiere la exportina nuclear Msn5p (Figura 2), la cual se 

sabe que también exporta el factor de transcripción Pho4p, el de represión 

Mig1p y Far1p, un regulador del ciclo celular (Boustany y Cyert, 2002; 

Kaffman y col., 1998; De Vit y Johnston, 1999; Blondel y col., 1999). 
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Figura 2. Representación esquemática de la ruta de la calcineurina. 

 

3.4.- Ajuste metabólico y respuesta general a estrés 

Como en otras situaciones de estrés, el incremento brusco de la presión 

osmótica medioambiental, provoca una parada inmediata del crecimiento de 

S. cerevisiae. En consecuencia, numerosos genes implicados en 

proliferación celular, transporte y anabolismo de aminoácidos (Norbeck y 

Blomberg, 1998), biosíntesis de nucleótidos, DNA y proteínas (Rep y col., 
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2000; Posas y col., 2000; Yale y Bohnert, 2001), en particular de proteínas 

ribosomales, reducen su nivel de expresión. El metabolismo energético es 

también regulado a la baja con el fin de ajustar la producción de ATP a las 

menores necesidades de biosíntesis, al igual que el metabolismo redox, ya 

que la generación de biomasa es la principal fuente de NADPH. Así, un 

gran número de genes que codifican enzimas de la ruta glicolítica, 

incluyendo diferentes isoenzimas, así como enzimas de rutas conexas, 

aparecen regulados al alza o a la baja en condiciones de estrés osmótico 

(Rep y col., 2000; Posas y col., 2000; Yale y Bohnert, 2001). La 

transcripción de una buena parte de estos genes es regulada por otras 

condiciones de estrés, así como por la disponibilidad, tipo y concentración 

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 expresión de 

genes en cualquier condición ambiental desfavorable. Genes regulados por 

este mecanismo, como CTT1, HSP104, CYC7 o TPS1, parecen tener en su 

promotor una secuencia común, llamada STRE (CCCCT, en cualquier 

orientación) a la que se unen los factores de transcripción Msn2p y Msn4p 

(Martínez-Pastor y col., 1996; Görner y col., 1998). La transcripción 

mediada por el elemento STRE, está regulada por los niveles de cAMP a 

través de la ruta Ras/Proteína quinasa A (PKA) (Varela y col., 1995). Esta 

ruta regula el metabolismo de carbohidratos de reserva, glucógeno y 

trehalosa, las rutas glicolítica y gluconeogénica y la respuesta a estrés 

(Thevelein y col., 1994; Estruch, 2000). En condiciones óptimas de 

crecimiento, la activación de la ruta regula positivamente la proliferación 

celular y negativamente la respuesta a estrés. Así, una elevada actividad 

PKA parece dirigir la exportación de los factores Msn2p/Msn4p desde el 

núcleo al citosol, mientras que la señal de estrés dispararía la entrada de 
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éstos al núcleo (Görner y col., 1998). Además, en condiciones de estrés 

osmótico, algunos genes con elementos STRE requieren para su inducción 

la activación de la ruta HOG (Rep y col., 2000). Como se mencionó 

anteriormente, existen numerosas evidencias de una conexión funcional 

entre Hog1p y Msn2p/Msn4p (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 específicos y generales. 

 

3.4.1.- Mecanismos adicionales 

La actividad PKA aparece pues como el elemento central que conecta entre 

sí la respuesta a estrés y la proliferación celular. No obstante, existen 

numerosas evidencias de la existencia de mecanismos de regulación 

adicionales en la respuesta a estrés osmótico 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 osmótico, en una forma 

dependiente de la ruta HOG (Rep y col., 2000). Sin embargo su expresión 

no es regulada por los niveles de PKA (de Winde y col., 1996). Por el 

contrario, la inducción de HXT1 por glucosa y estrés osmótico parece 

depender de la regulación coordinada de la ruta HOG y de la ruta general de 

inducción por glucosa (Tomas-Cobos y col., 2004). La primera modularía la 

actividad del complejo represor Sko1p-Tup1p-Ssn6p, mientras la segunda 

activaría el factor transcripcional Rgt1p. Esto revela que rutas caracterizadas 

como específicas de estrés pueden tener un papel funcional en respuesta a 

nutrientes y viceversa. Sin embargo, no existen evidencias de si la señal de 

estrés es transferida a estas rutas, a través de elementos comunes, o si la 

exposición a estrés osmótico genera señales de diferente naturaleza, que a su 

vez activan diferentes respuestas. 
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La exposición a estrés osmótico genera en S. cerevisiae una reducción 

brusca en la tasa de transporte de aminoácidos (Norbeck y Blomberg, 1998). 

Este efecto debería disparar una señal de agotamiento de nitrógeno, y la 

consecuente respuesta transcripcional. Por otra parte, elementos centrales de 

rutas de regulación por nutrientes parecen jugar un papel fundamental en la 

respuesta de genes que controlan la tolerancia a estrés osmótico.  

El gen ENA1 codifica para una ATPasa involucrada en la expulsión de 

algunos cationes, como Li+ y Na+, al exterior celular (Haro y col., 1991; 

Wieland y col., 1995). Su expresión está 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; Ríos y 

col., 1997). La inducción de ENA1 por estrés salino está controlada por la 

ruta HOG, a través del represor Sko1p (Proft y Serrano, 1999) y por la ruta 

de la calcineurina, mediante el activador Crz1p (Stathopoulos y Cyert, 1997; 

Matheos y col., 1997; Mendizábal y col., 1998). Estudios recientes han 

demostrado la relación 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). Además, la expresión de ENA1 es controlada 

por la ruta de represión 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 proteína quinasa 

clave en el proceso de represión por glucosa (ver más adelante) parece estar 

también involucrado en la respuesta a estrés osmótico. Así, células de la 

cepa mutante snf1, muestran un claro defecto de crecimiento en medios 

conteniendo 1.2 M de NaCl (Alepuz y col., 1997). En la misma línea, una 

cepa mutante que carece de las proteínas Std1p y Mth1p, las cuales son 

requeridas para la activación de Snf1p, muestra una sensibilidad exacerbada 

a NaCl (Schmidt y col., 1999). Por el contrario, la activación de Snf1p 
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debido a la ausencia de reguladores negativos como Reg1p o Hxk2p, o a la 

sobre-expresión de Std1p, resultan en un fenotipo de mayor tolerancia a 

estrés osmótico (Ganster y col., 1998). Por último, también se ha descrito 

que la exposición de células a altas concentraciones de NaCl induce la 

fosforilación de Snf1p (McCartney y Schmidt, 2001). Sin embargo, no 

existen evidencias de qué proteína quinasa está implicada en este proceso de 

activación, ni de qué proteínas modulan la actividad de Snf1p en respuesta a 

estrés osmótico. Tampoco es claro qué dianas moleculares son sensibles a la 

actividad Snf1p y cual es el origen, ni la naturaleza, de la señal que activa 

Snf1p.  

 

3.5. - El proceso de represión por catabolito  

La levadura S. cerevisiae prefiere la utilización como fuente de carbono de 

monosacáridos fácilmente fermentables, entre ellos glucosa, fructosa o 

manosa. La presencia de estos azúcares hace que la síntesis de enzimas 

necesarias para la utilización de otras fuentes de carbono, como maltosa, 

galactosa, glicerol o etanol, sea muy baja o inexistente. A este fenómeno se 

le denomina represión por catabolito o represión por glucosa (revisado en 

Gancedo, 1998). 

La ruta de represión por glucosa controla además la expresión de genes 

implicados en la síntesis de carbohidratos de reserva, gluconeogénesis (p.e. 

PYC1, FBP1, PCK1, CAT8), respiración, ciclo del glioxalato, ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos y β-oxidación de ácidos grasos (Gancedo, 1998).   

 

3.5.1. - El complejo de la proteína quinasa Snf1p 

Snf1p es la proteína 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 proteína quinasa esencial para la desrepresión 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 α (catalítica) Snf1p, una subunidad β formada por Sip1p, Sip2p o 

Gal83p, y una subunidad γ codificada por SNF4. El complejo se mantiene 

asociado por la interacción de las subunidades β con Snf1p y Snf4p. La 

interacción con Snf4p se realiza a través del dominio ASC, que es una 

secuencia de unos 80 aminoácidos identificada en la zona c-terminal de 

Sip1p, Sip2p y Gal83p. Por su parte, la interacción con el dominio regulador 

de Snf1p se produce a través de un dominio interno, denominado KIS. Así, 

la pérdida de estas tres proteínas impide la asociación de Snf4p con Snf1p 

en extractos celulares (Yang y col., 1992, 1994; Jiang y Carlson, 1997) y la 

desregulación de genes reprimidos por glucosa.  

Aunque cualquiera de las tres subunidades β es suficiente para dirigir la 

fosforilación de Mig1p, el principal factor transcripcional involucrado en el 

proceso de represión por catabolito, la activación de la síntesis de invertasa 

y el crecimiento en rafinosa (Schmidt y McCartney, 2000), cada una de ellas 

parece tener un papel específico en la regulación de la función del complejo 

Snf1p. Así, cada subunidad β regula de forma diferencial la localización 

subcelular de Snf1p en función 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 Snf1p al núcleo, Sip1p lo dirige a la vacuola y 

Sip2p lo mantiene en el citoplasma (Vincent y col., 2001). Gal83p es 

requerida para la activación y fosforilación, dependiente de Snf1p, 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 Snf1p-Sip2p está 

implicado en envejecimiento (Ashrafi y col., 2000; Lin y col., 2003) y 

también en crecimiento invasivo junto a Snf1p-Gal83p (Vyas y col., 2003). 
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Por su parte la interacción de Snf1p con Snf4p es esencial en la 

regulación de la actividad quinasa del complejo. Snf1p tiene dos dominios, 

un dominio catalítico en la zona amino terminal de la proteína (KD), y un 

dominio regulador en la zona carboxi-terminal (RD). En condiciones de alta 

concentración de glucosa el dominio regulador de Snf1p se une al catalítico 

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 represión por catabolito (Entian y Zimmermann, 1980; 

Neigeborn y Carlson, 1984). La proteína fosfatasa Glc7p-Reg1p 

interacciona con el dominio catalítico de Snf1p cuando la quinasa está 

activa y facilita un cambio conformacional de la quinasa hacia el estado de 

autoinhibición (Ludin y col., 1998). 

 

3.5.2.- El complejo represor Mig1p-Tup1p-Ssn6p 

Una vez activado y translocado al núcleo, Snf1p fosforila y así inactiva al 

represor transcripcional Mig1p (Östling y Ronne, 1998; Treitel y col., 1998; 

Smith y col., 1999), una proteína con dedos de zinc C2H2, 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 

expresión de genes GAL (Nehlin y Ronne, 1990) y su actividad represora 

depende de las proteínas Tup1p 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 proteínas de unión al DNA (Treitel y 

Carlson, 1995; Tzamarías y Struhl, 1995; Keleher y col., 1992). 
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Figura 3. Representación esquemática de la ruta de represión por catabolito 

 

La fosforilación de Mig1p es esencial para el proceso de desrepresión, ya 

que una forma mutada de Mig1p incapaz de ser fosforilada, mantiene el 

proceso de represión aún en ausencia de glucosa (De Vit y Johnston, 1999). 

Además, el estado de fosforilación de Mig1p determina su localización 

subcelular. En condiciones de alta concentración de glucosa Mig1p está 

localizada en el núcleo, mientras que en condiciones de baja concentración 

Mig1p es transportada al citoplasma. Este proceso depende de Snf1p, ya que 

en un mutante snf1, Mig1p permanece en el núcleo (De Vit y col., 1997) y 

de Msn5p, un miembro de la familia β-importinas de receptores de 

transporte nuclear. MSN5 se identificó en un rastreo genético como supresor 

en multicopia de la falta de invertasa en un mutante snf1 (Estruch y Carlson, 

1990). Esta proteína media la salida del núcleo de Mig1p después de haber 
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sido fosforilada. La deleción del gen MSN5 permite una fosforilación 

normal de Mig1p, pero impide su salida del núcleo (De Vit y Johnston, 

1999). 

 

3.6.- La conexión Snf1p–Msn2p/Msn4p y la respuesta a estrés 

osmótico 

Al igual que en el caso de MSN5, 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 expresión en multicopia 

de MSN4 también suprime el fenotipo del mutante snf1 (Estruch y Carlson, 

1993). Estos resultados sugieren que los factores Msn2p/Msn4p participan, 

directa o indirectamente, en la activación, dependiente de Snf1p, de genes 

regulados por glucosa. 

Por otra parte, un buen número de genes inducidos en condiciones de 

estrés osmótico, por ejemplo GLK1, TPS1 o TPS2, están regulados, a altas 

concentraciones de glucosa, por el mecanismo de represión por catabolito. 

A su vez, la inducción de la mayoría de estos genes por estrés osmótico 

muestra una fuerte dependencia de los factores Msn2p/Msn4p (Rep y col., 

2000). De nuevo, estos resultados sugieren una conexión funcional entre 

Snf1p y los factores nucleares Msn2p y Msn4p en la respuesta a estrés 

osmótico. Esta conexión podría explicar el defecto de crecimiento mostrado 

por un mutante snf1 en medios hiper-osmóticos. No obstante, estamos lejos 

de conocer los mecanismos que determinan el papel funcional de la proteína 

quinasa Snf1p, y sus subunidades reguladoras, en estrés osmótico, la posible 

implicación de la actividad PKA en esta función y la respuesta genética que 

determina su actividad. 
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4.- Levaduras no-convencionales y estrés osmótico: 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, además, como tolerantes a la 

congelación (Almeida y Pais, 1996b) y son en la actualidad, 

comercializadas en Japón para su uso en la fermentación de masas 

congeladas. 

 

4.1.- Características genéticas y morfológicas 

La levadura Torulaspora delbrueckii se encuentra frecuentemente en 

bebidas alcohólicas, zumos de fruta y alimentos con alto contenido en 

azúcares (Esteve-Zarzoso y col., 2001). Está clasificada en un taxón distinto 

al de S. cerevisiae debido, entre otras, a las diferencias existentes en el 

modo de aparición de las ascas (Vaughan-Martin y Martini, 1998). Muestra, 

mediante técnicas electroforéticas, seis cromosomas de un tamaño que 

oscila entre 800 y 1600 Kb (Oda y Tonomura, 1995). Su morfología es 

globular-oval y es de menor tamaño que las levaduras comerciales de 

panadería de S. cerevisiae. A pesar de estas diferencias, se sabe por 

comparación de secuencias que S. cerevisiae y T. delbrueckii están 

relacionadas filogenéticamente (James y col., 1996; Oda y col., 1997; 

Belloch y col., 2000).  
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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 panadería, es su nivel de actividad maltasa e 

invertasa. Esto explicaría porque cepas de T. delbrueckii aisladas en la 

naturaleza y caracterizadas como resistentes a diferentes condiciones de 

estrés han sido descartadas para su utilización en panadería (Oda y 

Tonomura, 1993). Otra desventaja para la industria es que las células de T. 

delbrueckii son, en general, de menor tamaño que las de las cepas de 

levadura de panadería de S. cerevisiae. Este menor tamaño, causa problemas 

para separar, mediante filtración, la biomasa producida del resto de medio 

de cultivo durante su propagación 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 

línea, dos cepas de T. delbrueckii, PYCC5321 e PYCC5323, aisladas de 

masas agrias de maíz (Almeida y Pais, 1996a) han sido caracterizadas como 

extraordinariamente resistentes a congelación, en comparación con cepas 

comerciales de panadería (Almeida y Pais, 1996b; Hernández-López y col., 

2003a). Estas cepas muestran además, una elevada resistencia a estrés 

osmótico y a la toxicidad del Na2+, unido a una alta capacidad fermentativa 

tanto en masas saladas como dulces (Hernández-López y col., 2003a). 

Además, la aplicación de esta levadura en la industria panadera tendría 

muchas ventajas ya que se podría usar una misma cepa para varias 

aplicaciones (Revisado en Rández-Gil y col., 2003). 
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4.3.- Torulaspora delbrueckii como organismo modelo 

A pesar de que la utilización en la industria panadera de nuevas levaduras 

resistentes a estrés resolvería 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 producción. La 

introducción de una nueva levadura en las plantas de propagación requiere 

de un estudio profundo de sus características fisiológicas, en particular en 

condiciones de fed-batch. Así, rampas de alimentación, condiciones de 

aireación, volúmenes de trabajo, etc. deben ser reconducidos y adaptados 

para producir en alto rendimiento un microorganismo de escaso valor 

añadido. Por otra parte, los consumidores también parecen reacios a 

cambios, incluso cuando los beneficios parecen claros. 

En este contexto, la aplicación biotecnológica de cepas de T. delbrueckii 

en el sector de panadería y bollería 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 panadería, paradigma de la resistencia a 

estrés. Así, es posible identificar genes de esta levadura capaces de alterar 

mediante sobreexpresión, 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 comparación con la observada en levaduras industriales de 

S. cerevisiae, podría permitirnos identificar grupos de genes, cuya 

regulación 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 manipulación de T. 

delbrueckii, y de nuestro conocimiento de la fisiología y la genética de esta 

levadura no convencional. Sin embargo, el estudio de esta levadura se ha 

centrado, casi exclusivamente, en aspectos filogenéticos y biotecnológicos, 

dejando al margen el desarrollo de cepas y herramientas adecuadas para su 

transformación. Para superar este obstáculo, se ha construido en nuestro 

laboratorio una genoteca de este organismo, se ha aislado y clonado el gen 

URA3, usado habitualmente como marcador molecular (Hernández-López y 

col., 2002), y se ha llevado a cabo la interrupción de este gen, logrando 

seleccionar una cepa auxótrofa para uracilo de la cepa PYCC5321 

(Hernández-López y col., 2003b). No obstante, es necesario seguir este 

camino, aislando nuevos genes que puedan ser utilizados como marcadores 

de selección y generando una mayor variedad de cepas auxótrofas.   
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Objetivos 
En este trabajo nos hemos planteado la utilización de Torulaspora 

delbrueckii como modelo de levadura de panadería resistente a estrés 

osmótico. En primer lugar, hemos aislado y caracterizado genes que puedan 

ser utilizados como marcadores de selección y hemos construido las 

correspondientes cepas auxótrofas. Además, hemos prestado especial 

atención, a la identificación de genes de T. delbrueckii capaces de conferir 

resistencia a estrés osmótico en S. cerevisiae. Finalmente, nos hemos 

centrado en el fenotipo conferido por la sobreexpresión de estos genes y 

hemos tratado de dilucidar las bases moleculares del mismo.  

 

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

 

1.- Desarrollar herramientas moleculares de aplicación en la levadura 

Torulaspora delbrueckii, aislando y caracterizando genes que codifican para 

marcadores auxotróficos y obtener cepas de esta levadura interrumpidas 

para estos genes. 

 

2.- Identificar genes de Torulaspora delbrueckii capaces de conferir, 

mediante sobreexpresión, resistencia a estrés osmótico en Saccharomyces 

cerevisiae. 

 

3.- Estudiar y analizar, a nivel molecular, el fenotipo conferido en 

Saccharomyces cerevisiae por la sobreexpresión de genes de Torulaspora 

delbrueckii.  
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Materiales y métodos 

1.- Cepas 

La cepa de Escherichia coli utilizada para las construcciones de plásmidos 

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-∆1, leu2-3,112, trp1-289, 

MAL 2-8c, SUC3 
Entian y Kötter, 1998 

CEN.PK130-7B 
snf1 

MATα, ura3-52, his3-∆1, leu2-3,112, 
trp1-289, snf1∆::HIS3, SUC2 

Cedido por P. Kötter 

CEN.PK2-1C 
tup1 

MATa, ura3-52, his3-∆1, leu2-3,112, trp1-
289, MAL 2-8c, SUC3, tup1::loxP-kanMX-

loxP 

Cedido por P. Kötter 

ASY832 MATa, lys2-801, ade2-101, trp-∆63, his3-
∆200, leu2-∆1, ura3::trp1-4xCDRE-lacZ 

Jiang y Cyert, 1999 

ASY833 MATa, ura3-52, lys2-801, ade2-101, trp-
∆63, his3-∆200 leu2-∆1 cnb1::hisG 

Jiang y Cyert, 1999 

ASY834 MATa, lys2-801, ade2-101, trp-∆63, his3-
∆200, leu2-∆1, ura3::TRP1-4xCDRE-lacZ 

crz1::loxP-kanMX-loxP 

Jiang y Cyert, 1999 

ASY832 
snf1 

MATa, lys2-801, ade2-101, trp-∆63, his3-
∆200, leu2-∆1, ura3::TRP1-4xCDRE-lacZ, 

snf1∆::NatMx4 

Este trabajo 

MSY182 MATa ura3-52, leu2∆1, trp1∆63, his3∆200 Ganster y col., 1998 
MSY528 MATa ura3-52 leu2∆1 trp1∆63 his3∆200 

sip1∆::HIS3 
Schmidt y McCartney, 

2000 
MSY520 MATa ura3-52 leu2∆1 trp1∆63 his3∆200 

sip2∆::HIS3 
Schmidt y McCartney, 

2000 
MSY522 MATa ura3-52 leu2∆1 trp1∆63 his3∆200 

gal83∆::HIS3 
Schmidt y McCartney, 

2000 
MSY558 MATa ura3-52 leu2∆1 his3∆200 sip1∆::HIS3 

sip2∆::HIS3 gal83∆::HIS3 
Schmidt y McCartney, 

2000 
 

MSY545 MATa ura3-52 leu2∆1 his3∆200 sip1∆::HIS3 
sip2∆::HIS3 

Schmidt y McCartney, 
2000 

MSY552 MATa ura3-52 leu2∆1 his3∆200 sip1∆::HIS3 
gal83∆::HIS3 

Schmidt y McCartney, 
2000 

MSY543 MATa ura3-52 leu2∆1 his3∆200 sip2∆::HIS3 
gal83∆::HIS3 

Schmidt y McCartney, 
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 

trigo y centeno 
Almeida y Pais 1996a 

PYCC5323 Aislada de masas de pan de 
trigo y centeno 

Almeida y Pais 1996a 

PYCC5321 leu2 leu2::natMx4 Este trabajo 

PYCC5323 leu2 leu2::natMx4 Este trabajo 

PYCC5321 sip1 sip1::natMx4 Este trabajo 

 

 

2.- Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 

 

2.1.- Bacterias 

Los cultivos de E. coli se incubaron a 37ºC. Cuando las bacterias se 

crecieron en medios líquidos, se mantuvieron en agitación 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 añade al medio LB 50mg/L de ampicilina tenemos LBA, que se 

utiliza para el crecimiento de bacterias transformadas con plásmidos que 

contienen el gen de resistencia a ampicilina ApR. Para la selección de 

plásmidos en los que se ha clonado un fragmento de DNA y llevan como 

marcador de selección el gen lacZ, se añaden 50 mg/ml al medio LBA de X-

Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido) (Promega). 

SOC: extracto de levadura 0,5%, peptona 2%, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, 

MgCl2 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 electroporación. 
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2.2.- Levaduras 

Los cultivos de S. cerevisiae y T. delbrueckii se incubaron a 30ºC. Los 

medios líquidos se mantuvieron en agitación a 200 r.p.m. en un agitador 

orbital. Para comparar la resistencia de distintas cepas a condiciones de 

estrés, las células se crecieron en medio líquido hasta la fase de crecimiento 

exponencial media. Se recogió una alícuota y se llevó hasta una DO600 de 

0,25. A partir de ésta, se realizaron diluciones 10-1, 10-2, 10-3 y 10-4. Se 

depositaron gotas de 2 µl 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% etanol YPE. También se le ha 

adicionado el antibiótico nourseotricina (ClonNat 50 mg/L) cuando era 

necesario como medio de selección. 

MM (medio sintético completo): Yeast Nitrogen Base 0,2% (sin 

aminoácidos ni sulfato amónico), (NH4)2SO4 0,5%, glucosa 2%, 

aminoácidos requeridos por cada cepa a las concentraciones recomendadas 

por Sherman y col., (1995). A este medio se le ha añadido diferentes 

concentraciones de NaCl: 0,5 M; 0,7 M; 1,0 M; 1,2 M; 1,5 M o KCl 1,0 M o 

sorbitol 1,0 M o KOH hasta pH 8,3. En lugar de glucosa también se le ha 

añadido 2% de glicerol y 3% de etanol. 
Los medios sólidos se prepararon añadiendo 2% de agar. 

 

3.- Métodos de manipulación de microorganismos 

 

3.1.- Transformación 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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80ºC. La electroporación se realizó a voltaje constante de 1.700V en un 

electroporador Eppendorf 2510 con cubetas de 2 mm de separación de 

electrodos (Eppendorf). Posteriormente se recuperaron las células en medio 

SOC, para ser luego sembradas en medio LB-Ampicilina sólido, 

conteniendo 1 mg de X-Gal (Promega) por placa en el caso de selección por 

color. 

 

3.2.- Transformación de levaduras 

La transformación de levaduras se realizó mediante el protocolo (LiAc/ss.-

DNA/PEG) descrito por Gietz y Sugino (1988). El método está basado en la 

utilización de acetato de litio, DNA “carrier” y polietilenglicol. Para cepas 

de laboratorio de S. cerevisiae las levaduras fueron sembradas 

posteriormente al choque térmico a 42º C. En el caso de cepas auxótrofas, 

las placas de selección fueron suplementadas con los aminoácidos o bases 

nitrogenadas necesarios. En el caso de transformaciones en las que se 

utilizaron casetes de interrupción, las levaduras fueron recuperadas tras el 

choque térmico en YPD durante 4 h, previamente a ser sembradas en las 

placas con el antibiótico para la selección dominante. 

 

3.3.- Análisis de la inserción del casete de interrupción 

Los transformantes no abortivos fueron analizados mediante PCR para 

comprobar si había tenido lugar la inserción en el lugar correcto del genoma 

y por lo tanto, la eliminación de la secuencia elegida. Se utilizan dos 

oligonucleótidos 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 tendrá un tamaño distinto al del gen original. También se 

utilizan oligonucleótidos del interior del casete combinados con 

oligonucleótidos diseñados en la región del promotor o terminador, tras la 
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PCR, sólo en los transformantes en los que el casete esté en el sitio correcto 

veremos un amplificado. 

 

4.- Métodos de manipulación del DNA 

 

4.1.- Obtención de DNA genómico de levadura de cultivo líquido 

Para la obtención de DNA genómico, se utilizó 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 centrifugación. Las células se 

resuspenden en 100 µl de agua, se les añade 200 µl de tampón de lisis [2% 

tritón X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8 y 1 mM Na2-

EDTA], 200 µl de fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y 500 µl de perlas 

de vidrio (425-600 µm de diámetro, Sigma). Tras romper las células 

mediante agitación con el vortex a intervalos de 30 s durante 2 min 

dejándolo 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 ácidos nucleicos 

se precipitan por adición de 1 ml de etanol absoluto frío. Se centrifuga de 

nuevo a 12.000 r.p.m. durante 15 min y se resuspende el precipitado en 400 

µl de TE (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1mM) con 3 µl de RNasa A (10 

mg/ml). Se incuba 30 min a 37ºC. Tras añadir 4 µl de acetato amónico 4 M 

y 1 ml de etanol absoluto, se recoge el precipitado por centrifugación y se 

resuspende en 50 µl de TE. 

 

4.2.- Obtención de DNA genómico de levadura de una colonia aislada 

También se ha obtenido DNA genómico a partir de una colonia aislada de 

levadura para comprobar la correcta interrupción 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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µl de tampón 0,01 M de Tris-HCl 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 baño durante 10 min. 

Posteriormente se resuspende en 50 µl de tampón 0,01 M de Tris-HCl 

ajustado a pH 8,0. Tras centrifugar de nuevo, se recupera el sobrenadante 

conteniendo el DNA. 

 

4.3.- Obtención de DNA plasmídico de E. coli 

Se crecen las células transformadas de E. coli en 2 ml de medio LBA o/n y 

se extrae el plásmido mediante el método de la lisis alcalina, descrito por 

Birnboim y Doly (1979). Para obtener una cantidad de plásmido 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.- Obtención de DNA plasmídico de levadura 

Para la extracción de plásmidos 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 plasmídico obtenido 

se resuspende en un volumen adecuado, generalmente 20-50 µl de agua 

estéril. 

4.5.- Reacción en cadena de la polimerasa 

La amplificación de fragmentos de DNA mediante la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) se llevó a cabo según procedimientos estándar 

(Sambrook y col., 1989). Esta metodología se ha empleado para la 

clonación y subclonación de algunos genes, para la comprobación de 
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deleciones y para la síntesis de sondas que más tarde serían marcadas con 
32P. El volumen final de la reacción ha sido de 50 µl usando 100 ng de DNA 

genómico o plasmídico como molde, o bien 25 µl de lisado celular en el 

caso de PCR a partir de colonia. Por otro lado se añadía 1 µl de cada 

oligonucleótido (25 µM), 1 µl de dNTP (0,25 M), 2 µl de MgCl2 y 5 µl de 

tampón (10X) proporcionado por la casa comercial. Tras realizar un pulso 

de desnaturalización inicial de 3 min a 94º C comienzan los ciclos de la 

PCR. 

 El número de ciclos, así como el tiempo y temperatura utilizados en la 

separación de las hebras, unión de los oligonucleótidos y elongación varía 

según el fragmento a amplificar. En todos los casos se realiza una 

elongación final de 5 min a 72ºC. 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. - Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 
Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ Uso 
MJH-1 TCCAGTTTAGTGTTACGGCT Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-2 TGGTCTTTGATCGTCGA Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-3 TAATGATGTGCCTTCTACCA Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-4 TTACCACGCAAATTGTAC Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-5 GTCTTCCTTGTCATGGCTC Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-6 TCGTTCTCACCAGATGCA Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-7 CAACCAGCAGATCACAAC Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-8 CGCCTTGGGTACGATCA Secuenciación YEpTdHIS-1 
MJH-9 TACCACCGGAGGATTCAC Secuenciación YEpTdHIS-1 
EAA-1 T(AG)GT(GT)GG(AT)GGTATCTACT

T 
Clonación TdLEU2 

EAA-2 AATGA(CT)AA(CT)TTCAACATCAT
AGC 

Clonación TdLEU2 

EAA-3 TCGGTGAAAGAAAAGAGG Clonación TdLEU2 
EAA-4 AACATCATAGCTGCCGATA Clonación TdLEU2 
EAA-5 CTGAGGAAGCGGATGTAA Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-6 TTCACACCTTCTTGCATA Secuenciación YEpTdLEU-1 
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Tabla III- Continuación 
 
EAA-7 TAGTCTCTGGTCTAACAA Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-8 CTTGTTCTCCTTGATGAA Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-9 GCTCATGACTAAATGGAT Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-10 CCTTTGAAGGCTCAATAC Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-11 CCTCTTTTCTTTCACCGA Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-12 GTAAAGTGAACCCAGTCG Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-13 TTACCTAAGGCATGTAGA Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-14 TACACTTTATGCTTCCTG Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-15 CAGCTGCACCACTTCAAC Secuenciación YEpTdLEU-1 
EAA-16 TCATGGATCCGTTCGCTA Subclonación TdLEU2 para 

comprobación funcionalidad 
EAA-17 CCATCACTGCAGGTGTGA Subclonación TdLEU2 para 

comprobación funcionalidad 
EAA-18 CAGATACCGGGCCGTAAC Subclonación TdLEU2 para 

deleción 
EAA-19 TTCATTCATGTTAAGCTA Subclonación TdLEU2 para 

deleción 
MJH-10 TGCTACTGAAAAGACAAGG Secuenciación YEpTdSAL-1 
MJH-11 TGAGTCCTTGCCTATCGC Secuenciación YEpTdSAL-1 
MJH-12 GCTTACAGGCGAGGAATT Secuenciación YEpTdSAL-1 
MJH-13 GCTGCACCAACAGACAAAG Secuenciación YEpTdSAL-1 
MJH-14 CCT CGTTCTGCTTTGACA Secuenciación YEpTdSAL-1 
MJH-15 CAGGATATCAAGGGTAAGCT Secuenciación YEpTdSAL-1 
MJH-16 GCCTGTTTTGCCATTGGT SecuenciaciónYEpTdSAL-1 
MJH-17 TCATGCATGGAGACAAGGT Secuenciación YEpTdSAL-2 
MJH-18 CGTCTGCAGTATGAGGTAAA Secuenciación YEpTdSAL-2 
MJH-19 TACCACCGGAGGATTCAC Secuenciación YEpTdSAL-2 
MJH-20 CGCCTTGGGTACGATCA Secuenciación YEpTdSAL-2 
EAA-20 TGAGCGAACAAGTGCAAA Sonda DED1 
EAA-21 CAACATTCTATCAGCTTC Sonda DED1 
MJH-21 TCGGCTTCTTGATATTTG Secuenciación YEpTdSAL-3 
MJH-22 GCCATCAGCAACAGACTCC Secuenciación YEpTdSAL-3 
MJH-23 CGCTGCCTGTGATTCTTA Secuenciación YEpTdSAL-3 
MJH-24 ATTCCCAACTCCACCACC Secuenciación YEpTdSAL-3 
MJH-25 CTTTGTCTGTTGGTGCAGC Secuenciación YEpTdSAL-3 
EAA-22 GGCTCACGACAATGGATCCAAT Subclonación TdSIP1-t 
EAA-23 CCATAGAAAGCTTGAAAAGGGT Subclonación TdSIP1-t 
EAA-24 GGAAGGGTCTTCAATTTG Secuenciación YEpTdSAL-3b 
EAA-25 CCCATCATCACTAATATC Secuenciación YEpTdSAL-3b 
EAA-26 GTGCTGCGAAGTGAATAA Secuenciación YEpTdSAL-3b 
EAA-27 TCGGCTTCTTGATATTTG Comprobación interrupción 

TdSIP1 
EAA-28 
 

ACGGATTGGCTCACGACA Comprobación interrupción 
TdSIP1 

EAA-29 TCTTGCATCTGAATTCTCTACC Clonación SIP2 
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Tabla III- Continuación 
 
EAA-30 AAATCAATCTGCAGCTCTTCC Clonación SIP2 
EAA-31 CGAAATCTAGGAGGAATT Clonación GAL83 
EAA-32 CGGATCTTCATCTTTAGA Clonación 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

C 
Sonda IPP1 

IPP2 TTGTCAATTGGAGCATCTGCC Sonda IPP1 
EAA-39 ATGAGCAGTAACAACAACACAAA

CACAGCACCTGCCAATGCGTACG
CTGCAGGTCGAC 

Interrupción SNF1 

EAA-40 AGAAACAGTAGTATCATCTCCAT
AACTACTTTCCCAGCCGATCGATG
AATTCGAGCTCG 

Interrupción SNF1 

EAA-41 AGTCATTCAGGAAGTATA Comprobación interrupción 
SNF1 

EAA-42 CTACTCATGATGATCACC Comprobación interrupción 
SNF1 

RB-SphI ATGACCATGATTACGCCAA Primer universal 
secuenciación 

Forward-20 GTAAAACGACGGCCAGT Primer universal 
secuenciación 

M5 TACAGATGAGATGGTCAG Comprobación interrupciones  
M6 CACTCATGGTGATTTCTC Comprobación interrupciones  
KANS2 GTCAAGGAGGGTATTCTGG Comprobación interrupciones 
 

 

4.6.- Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

La separación de fragmentos de DNA se realizó en geles de agarosa a una 

concentración del 1%. Los geles se prepararon en tampón TAE (Tris 40 

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

usado como tampón de electroforesis. Las muestras se disolvieron en 

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

azul de bromofenol) y su usó como patrón de tamaño molecular DNA del 

fago � digerido con PstI. 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 

fusión a una concentración del 1% y con tampón TAE. Una vez separado el 

bloque del resto del gel, éste se calienta a 70º C durante 5 min y a 

continuación se realiza la purificación mediante fenolización y precipitación 

del DNA.  

 

4.8.- Clonación 

Los fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR se clonaron en el vector 

pGEM-T-Easy (Promega), realizando la reacción de ligación durante 1 h a 

temperatura ambiente. La clonación en vectores de expresión de levadura se 

llevó a cabo mediante digestión enzimática del vector y del fragmento de 

DNA a clonar mediante endonucleasas de restricción (utilizando el tampón 

y las indicaciones sobre condiciones óptimas de reacción proporcionadas 

por la casa comercial para cada enzima). En la reacción de ligación se 

mezclan 50 ng del vector, al menos tres veces más cantidad de inserto, 1 µl 

del tampón proporcionado por el proveedor y 1 µl de DNA ligasa en un 

volumen final de 10 µl. La reacción se deja o/n a 16ºC. La relación de 

plásmidos utilizados se encuentra en la Tabla IV. 

 
Tabla IV. - Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido Descripción Procedencia 
YEplac181 Vector episomal de expresión en levadura, 

Marcador LEU2 
Gietz y Sugino, 

1988 
YEplac195 Vector episomal de expresión en levadura, 

Marcador URA3 
Gietz y Sugino, 

1988 
YEplac112 Vector episomal de expresión en levadura, 

Marcador TRP1 
Gietz y Sugino, 

1988 
YCp33 Vector centromérico de expresión en levadura, 

Marcador URA3 
Gietz y Sugino, 

1988 
YEpTdHIS-1 Plásmido descrito en el apartado 1.1 del capítulo I que 

contiene los genes TdHIS3, TdDED1, TdMRP51 y 
parte de TdPET56 

Este trabajo 
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Tabla IV- Continuación 
 
YEpTdHIS-2 Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdHIS3 Este trabajo 
YEpTdLEU-1 Plásmido descrito en el apartado 2.3 del capítulo I que 

contiene los genes TdLEU2, TdNFS1, TdRLP7 y parte 
de TdPET8 

Este trabajo 

YEpTdLEU-2 Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdLEU2 Este trabajo 
pGEM-TdLEU2-
NatMX4 

Plásmido que contiene el módulo de resistencia a 
nourseotricina con flancos del gen TdLEU2 para su 
delección 

Este trabajo 

pFA6a-natMX4 Plásmido derivado del vector pSP72 conteniendo el 
módulo de resistencia a nourseotricina, natMX4 

Goldstein y 
McCusker 1999 

p-GEM-TdLEU2 Plásmido p-GEM-T (promega) conteniendo el gen 
TdLEU2 

Este trabajo 

YEpTdSAL-1 Plásmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en 
el apartado 1.1 (Cap. II) que contiene parte del gen 
TdENA1 

Este trabajo 

YEpTdSAL-2 Plásmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en 
el apartado 1.2 (Cap. II) que contiene el gen TdDED1 
y parte de los genes TdMRP51 y TdRNR3 

Este trabajo 

YEpTdDED-1 Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdDED1 Este trabajo 
YEpTdSAL-3 Plásmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en 

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

Este trabajo 

YEpTdSAL-3a Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdSIP1-t Este trabajo 
YEpTdSAL-3b Plásmido de la genoteca de T. delbrueckii descrito en 

el apartado 1.3.1 (Cap. II) que contiene el gen TdSIP1  
Este trabajo 

YEpTdSAL-3c Derivado del YEplac195 que contiene el gen TdSIP1  Este trabajo 
YEpTdSIP1-
natMX4 

Plásmido que contiene el módulo de resistencia a 
nourseotricina con flancos del gen TdSIP1 para su 
interrupción 

Este trabajo 

pRS909 Plásmido centromérico que contiene una fusión entre 
el promotor de HAL1 y el gen chivato lacZ, con el 
marcador de selección URA3 

Gaxiola y col., 
1992 

YEpSIP2 Derivado del YEplac195 que contiene el gen SIP2  Este trabajo 
YEpGAL83 Derivado del YEplac195 que contiene el gen GAL83  Este trabajo 
pRJ216 Plásmido que expresa LexA-Snf1G53R 

 
Kuchin y col., 

2000 
pSH18-18 Derivado del pLR∆1 con una fusión GAL1-lacZ en el 

que las UAS (GAL) se han sustituido por 8 copias del 
operador LexA  

Kuchin y col., 
2000 

pB44 Derivado del YEp24 que contiene el gen SIP1 con el 
marcador URA3 

Yang y col., 
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.- Secuenciación y análisis de las secuencias 

La secuenciación del DNA se llevó a cabo mediante la técnica de 

terminación de cadena por dideoxi-nucleótidos (Sanger y col., 1977). El 

programa DNAMAN (Lynnon Biosoft) se utilizó para analizar las 

secuencias. Se realizaron búsquedas de similaridad en el Instituto Suizo de 

Bioinformática, 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 librería genómica de T. 

delbrueckii PYCC5321 se sembraron a una densidad de 1.000 ufc en 10 

placas de 90 mm de diámetro. Tras realizar réplicas de estas placas,  se 

recogieron las colonias con 1 ml de agua estéril, se centrifugó y resuspendió 

en 100 µl de agua estéril. Estas muestras se hirvieron durante 10 min, se 

enfriaron en hielo y se centrifugaron de nuevo. Una alícuota de 4 µl de este 

lisado celular se utilizó como fuente de DNA molde para una reacción de 

PCR con oligonucleótidos específicos del gen que se quiere clonar. Tras 

localizar qué placas contienen colonias positivas, estas se replicaron y se 

procedió a un nuevo ciclo de amplificación 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 dividió la placa en la que se detectó la 

presencia de colonias positivas. Esto nos permitió ir acotando colonias que 

contuvieran el gen de interés. Cuando el número de colonias en una sección 

fue menor a 20, se recogieron todas ellas y se comprobó por PCR que 

colonia contenía el gen de interés. Una vez aislado este clon, se procedió al 

aislamiento del plásmido siguiendo los procedimientos estándar y el inserto 

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

 

5.1. Extracción de RNA 

El RNA total de S. cerevisiae se purificó 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 efectuó empleando bolas de vidrio de 0,4 

mm de diámetro, mediante 4 ciclos de 30 s de agitación en un vortex 

separados por un intervalo de 30 s en hielo. El RNA purificado se 

resuspendió en 30-50 µl de agua, y se cuantificó por medida de la 

absorbancia a 260 nm. El cociente de los valores de absorbancia 260/280 se 

utilizó como indicativo de la pureza del RNA obtenido. 

 

5.2. Transferencia de RNA a filtros de nylon (Northern) 

La separación de especies de mRNA se llevó a cabo mediante electroforesis 

horizontal en un gel de agarosa al 1%, en tampón NBC (50 mM de BO3H3; 

1 mM de citrato sódico, pH 7,5), conteniendo un 2,5% de formaldehído. Se 

aplicaron 30 µg de RNA total por pocillo. Para la transferencia del RNA a 

membranas de nylon (Hybond-N, Amersham Pharmacia), se utilizó el 

método de capilaridad (según Sambrook y col., 1989). Tras secar las 

membranas a 37ºC (30 min), el RNA se fijó mediante exposición 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 tránscrito de genes de 

interés a partir de fragmentos de DNA amplificados por PCR u obtenidos 

mediante digestión enzimática de plásmidos que los contienen. Estos 

fragmentos se marcaron con α32P[dCTP], utilizando el Kit comercial High 

Prime (Roche) basado en la técnica de hexanucleótidos al azar (Feinberg y 
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Vogelstein, 1983; 1984), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 

sondas marcadas se purificaron mediante cromatografía de exclusión 

molecular con las columnas MicroSpinTM S-300 HR (Amersham 

Biosciences). 

 

5.4. Hibridación de RNA sobre filtros y cuantificación 

La hibridación se llevó a cabo o/n a 42º C con agitación lenta, en solución 

de hibridación, 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 µg/ml de DNA 

de esperma de salmón. Tras la hibridación, 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 efectuó a temperatura 

ambiente mientras que los demás se realizan a 65ºC, en agitación. Las 

membranas se envolvieron en un plástico 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 cuantificación de la señal se realizó con este 

mismo programa.  

 

6.- Hibridación de filtros de DNA de Saccharomyces cerevisiae 

 

6.1.- Crecimiento de las células y extracción de RNA 

Para este experimento utilizamos la cepa CEN.PK2-1C transformada con 

los plásmidos. Los transformantes crecieron en MMG hasta alcanzar una 

DO600 de 0,5 y se expusieron a una concentración de NaCl de 0,5 M durante 

45 min. Tras recoger 15 unidades de DO600 se procedió a la extracción de 

RNA de la forma descrita en el apartado 5.1.  
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6.2.- Síntesis y marcaje de cDNA 

Para la síntesis de cDNA se utilizaron 10 µg de RNA total tratado 

previamente con DNasa RNasa-free (Roche) a 37ºC durante 30 min. A la 

mezcla anterior se le añade 3 µl de hexanucleótidos al azar (500 u/µl) 

(Roche); 1 µl de inhibidor de RNasa RNAguardTM (34,9 u/ml) (Amersham 

biosciences); 2 µl de mezcla de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP 16 µM y dCTP 

100 µM); 4 µl de [α33P]-dCTP (10 µCi/µl, Amersham biosciences); 6 µl de 

tampón (5X), 3 µl de DTT 0,1 M y 1 µl de transcriptasa inversa RNasaH-

SuperscriptTMII (Invitrogene), en un volumen final de reacción de 30 µl. 

La reacción se llevó a acabo durante 1 h a 42ºC. Las sondas de cDNA se 

purificaron con una columna de exclusión molecular MicroSpinTM S-300 

HR (Amersham Biosciences) y el porcentaje de incorporación de 

nucleótidos marcados se midió en un contador de centelleo (Wallac 1409). 

Las sondas se desnaturalizaron a 100ºC durante 5 min. 

 

6.3.- Hibridación de filtros 

Los filtros fueron suministrados por el Servei Central de Suport a la 

Investigaciò (Universitat de València). Se prehibridaron en un horno 

giratorio (Amersham Pharmacia Biotech) a 42ºC durante 3 h en 5 ml de 

solución de Prehibridación: Formamida 50%, SDS 1%, SSC (5X), Denhart 

(5X) y 100 µg/ml de DNA de esperma de salmón desnaturalizado (Roche). 

Transcurrido el tiempo de prehibridación se añade todo el marcaje de cDNA 

a los tubos y se incuba en el horno giratorio durante al menos 36 h. 

 

6.4.- Lavado, exposición y lectura de los filtros 

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

0,1% SDS) a 65ºC durante 20 min dos veces, y por último con la solución 
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de lavado 2 [SSC (0,2X) y 0,1% SDS] a temperatura ambiente durante 15 

minutos. A continuación, los filtros se expusieron envueltos en plástico fino, 

ya que es importante que no se sequen para favorecer la eliminación 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 solución fosfato sódico 5 mM (pH 7) y 0,1% de 

SDS a 100ºC. 

Las imágenes se analizaron con el programa ArrayVision. La 

normalización de los datos se realizó utilizando el lenguaje R que tuvo que 

ser reprogramado siguiendo los algoritmos del programa SNOMAD 

(Colantuoni y col., 2002). Para el análisis de los datos obtenidos de la 

normalización se utilizó la herramienta de red GEPAS (Herrero y col., 

2003). 

 

7.- Determinación de actividades enzimáticas 

 

7.1.- Obtención de extractos celulares 

Las actividades enzimáticas se determinaron a partir de extractos celulares 

obtenidos por rotura mecánica de células de levadura. Para medir la 

actividad β-galactosidasa, se recogieron 10 unidades de DO600 de células del 

cultivo, se lavan con agua y se congelan. Una vez recogidas todas las 

muestras, se le añade 500 µl de tampón Z (60 mM Na2HPO4, 40 mM 

NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4) y 500 µl de bolas de vidrio de 0,4 

mm de diámetro y se agitan en un Vortex a velocidad máxima 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 utilización.  
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7.2.- Determinación de la actividad β-galactosidasa 

El substrato utilizado para medir la actividad β-galactosidasa fue el o-NPG 

(o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido). Tras mezclar 100 �l de este substrato 

con 100 �l de extracto crudo y 400 �l de tampón Z con una concentración 

de 40 mM de β-mercaptoetanol, se mantiene la mezcla de reacción durante 

20 min a 30ºC. La reacción se para con la adición de 500 �l de Na2CO3 1 

M. Se mide la absorbancia a 420 nm. La actividad específica (U/mg 

proteína) refleja los nanomoles de substrato hidrolizado por min y mg de 

proteína. (El coeficiente de extinción molar del o-NPG a 420 nm es de 4,5 

cm2/mM). 
 

7.3.- Determinación de la concentración de proteínas 

Para determinar la concentración de proteínas en los extractos celulares se 

ha utilizado el reactivo comercial BioRad Protein Assay, usando BSA para 

la obtención de una recta patrón. 
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CAPÍTULO I            

Obtención de herramientas moleculares para          

el estudio de Torulaspora delbrueckii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  





                                                                                                                                 Capítulo I 
 
En los últimos años las técnicas de ingeniería genética han abierto la 

posibilidad de construir nuevas cepas de levadura de panadería con 

características mejoradas o capaces de producir proteínas que modifiquen el 

aroma, la reología de la masa o la vida media del pan (para una revisión ver, 

Rández-Gil y col., 2003). Un claro ejemplo ha sido la obtención de cepas de 

levadura recombinantes capaces de expresar enzimas heterólogas empleadas 

habitualmente como mejorantes panarios (Rández-Gil y col., 1995; Monfort 

y col., 1997; Monfort y col., 1999). 

El empleo de cepas de T. delbrueckii en panificación, convierte a esta 

levadura en un potencial huésped para la expresión de proteínas 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. Sólo recientemente se ha descrito la 

construcción de una librería de DNA genómico de este organismo 

(Hernández-López y col., 2002) y su utilización en el aislamiento de genes 

que complementan mutaciones de interés académico y/o industrial en S. 

cerevisiae. Además, la mayoría de cepas de T. delbrueckii son protótrofas. 

En consecuencia, su transformación mediante complementación de 

marcadores auxótrofos, el método más común en S. cerevisiae, no puede ser 

empleado. Esto implica que la manipulación genética de estas cepas sólo 

pueda llevarse a cabo mediante el uso de marcadores dominantes de 

resistencia a drogas. Sin embargo, el uso de estos sistemas de selección está 

limitado por las leyes que regulan la producción, liberación y explotación 

comercial de organismos modificados genéticamente (Linko y col., 1997). 

En este escenario, la obtención de cepas auxótrofas de T. delbrueckii se 

convierte en un objetivo prioritario tanto en investigación básica como 

aplicada. 
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Los genes más comúnmente utilizados como marcadores auxotróficos 

están implicados en etapas clave de rutas de biosíntesis de aminoácidos, 

como LEU2, HIS3 y TRP1, o de biosíntesis de bases nitrogenadas, como 

URA3 y ADE1. Recientemente, se ha aislado y caracterizado el gen URA3 

de T. delbrueckii (Hernández-López y col., 2002) y se han construido cepas 

auxótrofas Ura- (Hernández-López y col., 2003b). No obstante, es necesario 

continuar en esta línea, mediante el aislamiento y caracterización de nuevos 

genes que permitan la obtención de una amplia variedad de cepas para su 

uso en estudios básicos. 

Por otra parte, la obtención de datos de secuenciación de estos genes y de 

las zonas flanqueantes a ellos, ha permitido tradicionalmente, el estudio y la 

comparación del orden génico y su orientación transcripcional entre varias 

especies de levaduras. Esta información, ha permitido establecer relaciones 

filogenéticas, ya que la conservación 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 capítulo presentamos la clonación de dos marcadores 

auxotróficos de T. delbrueckii y el estudio de los genes adyacentes para 

establecer su relación filogenética con levaduras bien conocidas como S. 

cerevisiae.  

  

1.- Análisis de una región del DNA de T. delbrueckii que contiene el gen 

HIS3: secuencia, orden génico y evolución 

El producto del gen HIS3 cataliza la conversión de imidazol-glicerol-fosfato 

a imidazol acetal-fosfato, séptima etapa de la ruta de biosíntesis 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 transformación de plásmidos e interrupciones génicas. En 

S. cerevisiae, HIS3 está 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 región cromosómica, en un modelo para estudios de 

regulación transcripcional (Struhl, 1982; Struhl, 1985b; Chen y Struhl, 

1985). Además, la comparación del orden de genes encontrado en la región 

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 información, junto con la obtenida en otras 

regiones cromosómicas de diferentes especies de Ascomicetes ha dado 

origen a la hipótesis de Wolfe y Shields (1997) por la que la actual 

constitución genética de S. cerevisiae se habría originado, entre otros, como 

resultado de un evento de duplicación de su genoma ancestral. 

 

1.1- Clonación del gen HIS3 de Torulaspora delbrueckii 

El aislamiento del gen HIS3 de T. delbrueckii se llevó a cabo mediante 

complementación de un mutante His- de S. cerevisiae (CEN.PK2-1C), 

utilizando una librería genómica construida en el vector YEplac181 

(Hernández-López y col., 2002). De los cerca de 30.000 transformantes 

obtenidos, se aislaron y analizaron, mediante restricción, varios plásmidos. 

Uno de ellos, al que denominamos YEpTdHIS-1 (Figura 1.1) contenía un 

inserto de 4,9 Kb, cuya secuenciación mostró la existencia en su extremo 5’ 

de una pauta de lectura abierta de 672 pb, con una alta homología con genes 

HIS3 de otras levaduras. 
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Con objeto de confirmar el aislamiento del gen HIS3, un fragmento de 

restricción PstI-EcoRV (Figura 1.1), conteniendo el promotor y el gen 

completo, fue subclonado en el plásmido YEplac181 e introducido en la 

cepa CEN.PK2-1C. El nuevo plásmido, YEpTdHIS-2, permitió el 

crecimiento de la cepa His- en medios carentes de histidina, confirmando así 

la funcionalidad del gen. Así pues denominamos a esta nueva pauta de 

lectura abierta TdHIS3, el gen HIS3 de T. delbrueckii. 
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Figura 1.1. Representación esquemática del mapa de restricción del inserto contenido en 
los plásmidos YepTdHIS-1 y YEpTdHIS-2. Los números indican el tamaño del fragmento 
generado desde el sitio de restricción hasta el MCS situado a la izquierda del dibujo. Sólo 
se indican los sitios de restricción más relevantes. El tamaño de los fragmentos no está 
realizado a escala. 
 
 

1.2- Organización de la región TdHIS3 

En la figura 1.2 se muestra la secuencia completa del DNA y la secuencia 

deducida de aminoácidos de todas las posibles pautas de lectura abierta 

encontradas en el inserto del plásmido YEpTdHIS-1. Además del gen HIS3, 

el análisis 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 homología a tres genes, PET56, MRP51 y DED1, 
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previamente caracterizados en S. cerevisiae. Un fragmento de 476 pb, 

homólogo al gen PET56, que codifica la subunidad 21S del rRNA 

(guanosina-2´-O-)-metiltransferasa, se encontró a 182 pb por delante del 

ATG de inicio de TdHIS3 y en la hebra opuesta. Detrás del gen TdHIS3 y 

separada de éste por tan sólo 33 pb, apareció en la hebra opuesta una nueva 

pauta de lectura abierta (nucleótidos 1.364 al 2.389), que exhibió un 42% de 

identidad con la subunidad pequeña de la proteína ribosomal mitocondrial 

Mrp51p. Finalmente y localizada a 420 pb del gen TdMRP51, se detectó 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 región HIS3 de T. delbrueckii está formada por una serie de genes que no 

tienen relación funcional entre ellos y que están separados por regiones 

intergénicas muy cortas, lo que provoca que se superpongan secuencias de 

promotores y terminadores. Esta organización del genoma parece ser típica 

de regiones cromosómicas de S. cerevisiae y en particular de la región HIS3 

(Struhl, 1985a). 

 

1.3.- Caracterización del gen TdHIS3 

Para la caracterización 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 nucleótido -87 al -92 y otra (TATACC) que va del nucleótido -27 

al -32. Estas secuencias se encuentran frecuentemente en promotores de 

levadura y juegan un papel muy importante en la transcripción, como ha 

sido demostrado para el gen HIS3 de S. cerevisiae (Struhl, 1982). En esta 

secuencia intergénica encontramos también un elemento consenso de unión 

a Gcn4p (TGACTC), del nucleótido -133 al -138. Gcn4p es un regulador 
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general de la expresión génica en S. cerevisiae (Hinnebusch y Natarajan, 

2002), en particular de genes implicados en rutas de biosíntesis de 

aminoácidos (Natarajan y col., 2001). Otras dos copias imperfectas de esta 

secuencia fueron localizadas en la región codificante de TdPET56, 

TGACGA, del nucleótido -236 al -241 y TGAATC, del -341 al -347. La 

existencia de elementos reguladores de HIS3 situados en la región 

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). 
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                                 ###### 
CATTTGTACCATAAACATACTCCATCAAAGGGTTTACTCTTAGACCCTGTGTAGCACTTCGTTTCTCAAACTTCCTTTCATGCTCTTGCCTCTCATTCTT 
G  N  T  G  Y  V  Y  E  M  L  P  N  V  R  L  G  Q  T  A  S  R  K  E  F  K  R  E  H  E  Q  R  E  N  K 
 
CGTCTGTTTGTCAATTTGTGCCAGTTTATCAGTATGAGCTTTCTTCTTCCCAAACAAATCACCAGAATTTTTCTCCCTAGCATGGACATGGGCATATTTC 
  T  Q  K  D  I  Q  A  L  K  D  T  H  A  K  K  K  G  F  L  D  G  S  N  K  E  R  A  H  V  H  A  Y  K  
 
TTTCTAAACCATGAATCTTTATCCTCTCCAGCCTTCTCCCATGCCTTCTTGCGACGGATCTGCGGTAGATTCTTATCCAGTTTAGTGTTACGGCTCCCCA 
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                                                          M  S  E  R  K  A  F  V  S  R  I  T  N  E 
 
ACCAAGATTCAAATTGCAATTTCGCTGAATGGTGGTCATATTGAAATAAAGGACTCAATTTTATGTAAGAAACAGCAGGAAAATGGTAGCGATGTGGCAG 
T  K  I  Q  I  A  I  S  L  N  G  G  H  I  E  I  K  D  S  I  L  C  K  K  Q  Q  E  N  G  S  D  V  A  A 
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14 
 
 
48 
 
 
81 
 
 
114 

 
 
 
Figura 1.2. Secuencia del DNA correspondiente al inserto del plásmido YEpTdHIS-1. La 
secuencia de aminoácidos correspondiente a TdHIS3 (nucleótidos 659-1330), TdMRP51 
(nucleótidos 2389-1364), TdDED1 (nucleótidos 2810-4603) y parte de TdPET56 (476-1), 
se muestra debajo de la secuencia de DNA. Las flechas indican la dirección de la 
transcripción. La caja TATA y los elementos TATATA en el promotor y el terminador de 
TdHIS3 están marcados en negrita. Los elementos consenso de unión a Gcn4p están 
señalados con el signo #. Los posibles sitios de poliadenilación que coinciden con la 
secuencia CTTT (Mahadevan y col., 1997) están subrayados. Los codones de parada de 
TdHIS3, TdMRP51 y TdDED1 están marcados con el signo *. 
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R  G  V  K  R  F  G  T  G  F  A  P  L  D  E  A  L  S  R  A  V  V  D  L  S  N  R  P  Y  A  V  I  D  L 
 
TTGGTTTGAAGAGGGAGAAGATCGGCGATCTCTCGACTGAGATGATTCCACATTTCTTGGAAAGTTTTGCCGAGGCTGCTCGTTTGACTATCCACGTTGA 
  G  L  K  R  E  K  I  G  D  L  S  T  E  M  I  P  H  F  L  E  S  F  A  E  A  A  R  L  T  I  H  V  D 
 
CTGTCTGAGAGGTTTTAATGATCACCACCGTAGCGAGAGTGCCTTTAAAGCCTTGGCAGTGGCTATTCGTGAATCATTAGCACCTAATGGTACTAATGAT 
 C  L  R  G  F  N  D  H  H  R  S  E  S  A  F  K  A  L  A  V  A  I  R  E  S  L  A  P  N  G  T  N  D 
 
GTGCCTTCTACCAAAGGTGTGTTAATGTGAGAATAATACGTATTTATTTTATATACAGGAAAACTAGTGGAAATCGTGCAGGATATTCAGCAACTCGTCG 
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GCTTTCATCTTTGGATCCATGGCACCGACAGCGTTGTTGCTTTTTGATCTTTGAATAGGTCTCTGTTGATACCTTTTGCCCTGAATGGAGCGCTTTGCAC 
 A  K  M  K  P  D  M  A  G  V  A  N  N  S  K  S  R  Q  I  P  R  Q  Q  Y  R  K  G  Q  I  S  R  K  A 
 
GCTGGCTCATACCACTGACGACTTGAGCCCTGACCATAACCTTCCCGGCGTCATCAACAGAAACTTGTTGCACTTCAAAGGGGAATGTGAGTTCTCTGAT 
R  Q  S  M  G  S  V  V  Q  A  R  V  M  V  K  G  A  D  D  V  S  V  Q  Q  V  E  F  P  F  T  L  E  R  I 
 
AAAATCACCCATGTTATATGCGACCTGGGATGTCATGGGCGATGAAGAAGTTGCATTGGCAACAAACCCACCAACTGCAGCCAGCCTATCGTTACCATCA 
  F  D  G  M  N  Y  A  V  Q  S  T  M  T  S  S  S  D  A  N  A  V  F  G  G  V  A  A  L  R  D  N  G  D 
 
AAATTCAAGAATCTACCTGGAACAATACTCTTTTGGACCACTCCATTAGGTGAATTCTTCAACTTACCACGCAAATTGTACGTGAGCCCCCCAGTCCCGA 
 F  N  L  F  R  G  P  V  I  S  K  Q  V  V  G  N  P  S  N  K  L  K  G  R  L  N  Y  T  L  G  G  T  G 
 
TAACCTTGCTGGAGGCCAAACGACCACTTTGCTTCGCAGAACGCTCACTTAAAAACTGCACTGCACTCTCCTTCATATCTCTAGCCGTGAATGACTTGTT 
I  V  K  S  S  A  L  R  G  S  Q  K  A  S  R  E  S  L  F  Q  V  A  S  E  K  M  D  R  A  T  F  S  K  N 
 
CTTCAAAGCTTCTGGATCCTTTTCAAGCAACCATTGTCTAAATTCACCACGTAAGGCCTTCATCTGAACCAATCTGTGCGATGCGCTATTAGCCTTTCCA 
  K  L  A  E  P  D  K  E  L  L  W  Q  R  F  E  G  R  L  A  K  M  Q  V  L  R  H  S  A  S  N  A  K  G 
 
GCATCGACCGCCAGCAAAGATGATAAAGGTGCCAAACGATCCTGACTCGATGATTCACCTTCAAACAATGGGTTGGCTCTACCAGGGTTATACGATGGAG 
 A  D  V  A  L  L  S  S  L  P  A  L  R  D  Q  S  S  S  E  G  E  F  L  P  N  A  R  G  P  N  Y  S  P 
 
CAACCCCCAACTCCTGGAACCTAATGCGATTCCACTGCGAACCACCCCCAGCTTCAAAAGTTGCGATTCTCTCCAAAGTATCTAGCTCATTAAACTCCAA 
A  V  G  L  E  Q  F  R  I  R  N  W  Q  S  G  G  G  A  E  F  T  A  I  R  E  L  T  D  L  E  N  F  E  L 
 
ATATCTCGATTTCACACCTTTTGGAATCGCTGCCTTAAGCCCCCATTCCTGTCTCTCGAAAGTAGCCGGCTTAGTCTCCACGACCTGGTGCGAGGGGAAA 
  Y  R  S  K  V  G  K  P  I  A  A  K  L  G  W  E  Q  R  E  F  T  A  P  K  T  E  V  V  Q  H  S  P  F 
 
TACCGTGGCTTCCCGCCCACCAAAGGCTCCCGACTCTTCGCCACCTGTGCCAGCCTGGACCGTCTTAGCAATTGACCCAGATGCGACATACAGACTCGAT 
 Y  R  P  K  G  G  V  L  P  E  R  S  K  A  V  Q  A  L  R  S  R  R  L  L  Q  G  L  H  S  M 
 
CTATAGGACTAAACTATCTTCAATTTCAGCTACTTTTCTTTAATTATTGGTCTATAAGTGAAAAAATAATGTCAGTGAGATTTGATATTTTAAAGCGCAC
ATGAACTATAGCAAGTCAATACTCAACACACAAAGGCGATAAAAGGCTAGTAAAAATTGCAAAAATTCCCCAAATTTTCAGGCTATTCATCAAGCTTGCC
AGATTTGCTTTATAAACTCTAGTCGTCTGTTTATTCAAAGAATTACGAGTTTTCACGTCTCACGGCCATTTTATAGCGCGGTGTCTTGGCGGTGAAAACT
TTTCAAAGAAAGAAAAGCTTGAATAATCCAATATAAGAAGAGCCATGACAAGGAAGACAAGAATAATAGGTGTCGAAAAGAGGTATATTACGATTTAATC
AGCGACAGGATGGCAGATTTAAGTAAGAAAGTAGAGAACATGAGTATCAAGGAGAAAGGCGGTTACGTTCCTCCACATTTGAGAAACGGTGGAGCGCGTC 
         M  A  D  L  S  K  K  V  E  N  M  S  I  K  E  K  G  G  Y  V  P  P  H  L  R  N  G  G  A  R  R 
 
GTGCCAACAGTGGTGGATTCGGTGGATCTAGTGGTTCTGATGGTTCTTCTGGTGGTAGTTTCTTTGGGTTTAGCGGTCGTCGTGGAGATTCCAACCGTGG 
  A  N  S  G  G  F  G  G  S  S  G  S  D  G  S  S  G  G  S  F  F  G  F  S  G  R  R  G  D  S  N  R  G 
 
AGGACGCGGTGGATTCGCTAGAAACGGCGGTGGCAGCGGGTTCAGACCAGCTGGTACTGGTAGATGGACGGACGGTAAGCACGTTCCAGCTGCGAGAAAT 
 G  R  G  G  F  A  R  N  G  G  G  S  G  F  R  P  A  G  T  G  R  W  T  D  G  K  H  V  P  A  A  R  N 
 
GAAAAGATGGAACAGCAGTTGTTTGGTGTTGCAGAAGATCCAAATTTCCAGTCTTCCGGGATTAACTTTGACCACTATGATGATATTCCAGTCGATGCAT 
E  K  M  E  Q  Q  L  F  G  V  A  E  D  P  N  F  Q  S  S  G  I  N  F  D  H  Y  D  D  I  P  V  D  A  S 
 
CTGGTGAGAACGTTCCAGAACCTATTACTGAGTTTACAAGTCCTCCTTTGGATGAACTATTGTTGGAAAACATCAAGTTGGCTAGATTCACTAAGCCTAC 
  G  E  N  V  P  E  P  I  T  E  F  T  S  P  P  L  D  E  L  L  L  E  N  I  K  L  A  R  F  T  K  P  T 
 
TCCAGTTCAAAAGTACTCCGTGCCTATTGTGGCTAACGGTAGAGATTTGATGGCCTGTGCGCAGACTGGTTCCGGTAAGACCGGTGGGTTCTTGTTTCCT 
 P  V  Q  K  Y  S  V  P  I  V  A  N  G  R  D  L  M  A  C  A  Q  T  G  S  G  K  T  G  G  F  L  F  P 
 
GTGTTGTCTGAATCTTTCAGCACTGGTCCTTCTGAGATTCCAGAGAATGCTCGTGGTGGTTACATGAGAAAGGCCTTCCCAACAGCTGTTGTGTTGGCTC 
V  L  S  E  S  F  S  T  G  P  S  E  I  P  E  N  A  R  G  G  Y  M  R  K  A  F  P  T  A  V  V  L  A  P 
 
CAACTAGAGAGTTGGCTACACAGATCTTCGACGAGGCCAAGAAGTTTACTTACAGATCGTGGGTTAGAGCTACCGTTGTGTACGGTGGTGCCGACGTTGG 
  T  R  E  L  A  T  Q  I  F  D  E  A  K  K  F  T  Y  R  S  W  V  R  A  T  V  V  Y  G  G  A  D  V  G 
 
TTCTCAAATGAGAGAGTTGGACCGTGGTTGTGATCTGCTGGTTGCTACTCCAGGTCGTTTGAACGATCTGTTGGAGCGTGGTAAGATCTCTTTGGCCAAG 
 S  Q  M  R  E  L  D  R  G  C  D  L  L  V  A  T  P  G  R  L  N  D  L  L  E  R  G  K  I  S  L  A  K 
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Figura 1.2- Continuación 

 

La región intergénica PET56-HIS3 en S. cerevisiae contiene también una 

secuencia poly(dA-dT) que actúa en ambas direcciones, activando la 

transcripción 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 

podrían tener un papel funcional en la transcripción basal del gen. 

Finalmente, analizamos la región no codificante de la zona 3´ de TdHIS3. 

Además de dos codones de parada en fase, TGA y TAA, también se 

encontró un elemento TATATA, del nucleótido 692 al 697, implicado en 

dirigir la formación del extremo 3´ (Abe y col., 1990; Russo y col., 1991). 

Esta región también contiene seis secuencias CTTT que coinciden con los 

sitios de poliadenilación en el gen HIS3 de S. cerevisiae (Mahadevan y col., 

1997) (Figura 1.2). 

 

1.4.- Evolución de la región HIS3 

Genes de la ruta de biosíntesis de histidina, aislados de diferentes 

organismos, parecen presentar un fuerte grado de conservación evolutiva 

(Alifano y col., 1996). Por consiguiente, hemos comparado la secuencia 

deducida de aminoácidos de TdHIS3 con otras proteínas 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 árbol filogenético de doce secuencias de His3p, 

obtenido por el método descrito por Saitou y Nei (1987). De acuerdo con 

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

Esta relación filogenética es consistente con la establecida previamente por 

comparación de las secuencias de otros genes (James y col., 1997; 

Kurtzman y Robnett, 1998, 2003b; Belloch y col., 2000; Wong y col., 

2002c; Hernández-López y col., 2002). La única excepción es la posición de 

la secuencia His3p de C. glabrata. Esta levadura imperfecta se ha 

demostrado que pertenece al grupo Saccharomyces sensu lato, por lo que su 

posición en el árbol debería ser más cercana a S. cerevisiae y S. bayanus. 

Sin embargo, aparece como la primera especie que diverge del grupo 

Saccharomyces. Una explicación a esta discrepancia sería 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. Mínimo número de sucesos requeridos para explicar la evolución del orden 
génico y la composición de la región HIS3 de las especies del complejo “Saccharomyces”. 
La topología de las relaciones filogenéticas fue obtenida del árbol de máxima parsimonia 
generado por Kurtzman y Robnett (2003), basado en el análisis de múltiples 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 organización 
génica de la región HIS3 correspondiente. APP? Corresponde a una pauta de lectura abierta 
que codifica una proteína con características típicas de permeasas de aminoácidos, en 
particular con cierta similaridad a permeasas de glutamina de S. cerevisiae. En el caso de la 
clada de Saccharomyces sensu stricto, la localización de las regiones de HIS3 derivadas de 
la duplicación está referida a la numeración de los cromosomas de S. cerevisiae. En el caso 
de C. glabrata una interrogación indica que la región duplicada de HIS3 homóloga a la 
localizada en el cromosoma XVI de S. cerevisiae no está disponible. El gen en gris 
corresponde a una translocación entre la región HIS3 de C. glabrata y una región localizada 
en el cromosoma XI de Saccharomyces (Walsh y col., 2002). 

 

Resulta interesante estudiar la evolución del orden génico de la región 

HIS3 en especies del grupo Saccharomyces. En la Figura 1.4, se muestra la 

organización de la región 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 región cromosómica, 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 DED1. Este gen presenta una alta 

homología con una proteína con características típicas de permeasas de 

aminoácidos, concretamente, es similar a las permeasas de glutamina Gnp1p 

y Agp1p de S. cerevisiae. En las especies de Saccharomyces sensu stricto 

los cuatro genes de la región HIS3 están localizados en dos cromosomas 

distintos. De esta forma, PET56, HIS3 y DED1 están en el cromosoma XV 

y MRP51 junto a DBP1, que es el parálogo de DED1, están en el 

cromosoma XVI. Se cree que este reordenamiento génico ha sido generado 

por una duplicación del genoma que ocurrió en un ancestro de 

Saccharomyces y una diferenciación posterior de genes parálogos o pérdida 

de genes (Wolfe y Shields, 1997; Keogh y col., 1998). 

La región HIS3 de C. glabrata también ha sido secuenciada (Walsh y 

col., 2002). Detrás 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 duplicación (Wong y col., 2002c) y que una translocación 

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

 
2. Caracterización y análisis del orden génico en la región LEU2 de 

Torulaspora delbrueckii 

La ruta de biosíntesis de leucina muestra un alto grado de conservación 

entre microorganismos procariotas y eucariotas. LEU2 codifica la actividad 

3-isopropilmalato deshidrogenasa, segunda etapa en la ruta de biosíntesis de 

leucina, la cual transforma β-isopropilmalato en α-cetoisocaproato (Hsu y 

Kohlhaw, 1980). El gen LEU2 de S. cerevisiae fue uno de los primeros 

genes expresados en E. coli por complementación de mutantes Leu- 
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(Ratzkin y Carbon, 1977). En consecuencia, LEU2 ha sido comúnmente 

utilizado como marcador de selección, habiéndose aislado y caracterizado 

numerosos genes homólogos en diferentes especies de levaduras, como 

Pichia stipitis (Lu y col., 1998), Z. rouxii (Sychrová, 2001), 

Zygosaccharomyces bailii (Rodrígues y col., 2001) o Pichia anomala (de la 

Rosa y col., 2001). Como en el caso de HIS3, el análisis del orden génico y 

orientación 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 región 

LEU2 habría 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 sitúan en el cromosoma II de S. cerevisiae, mientras PET8 y RLP7 

aparecen en el cromosoma XIV (Wolfe y Shields, 1997). Sin embargo, la 

orientación 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 obtención de nuevas secuencias 

derivadas de la región LEU2 de diferentes especies de levadura, podría 

permitirnos avanzar en la comprensión de los mecanismos de evolución del 

orden génico. 

 

2.1.- Clonación del gen LEU2 de Torulaspora delbrueckii 

Los resultados expuestos en relación al gen TdHIS3 (Aller-Arranz y col., 

2003), así como estudios previos de caracterización del gen TdURA3 

(Hernández-López y col., 2002) mostraron la existencia de un elevado nivel 

de homología entre éstos y sus correspondientes homólogos en S. 

cerevisiae. De acuerdo a esto, decidimos abordar el aislamiento del gen 

LEU2 de T. delbrueckii, mediante su amplificación por PCR, utilizando 
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oligonucleótidos degenerados diseñados a partir de la comparación de 

secuencias de proteínas Leu2 de distintas especies de levaduras (Figura 1.5). 

Tras alinear las secuencias de las proteínas 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% homólogas 

en las cinco proteínas, que debían permitir amplificar un fragmento de 

aproximadamente 500 pb del correspondiente gen homólogo de T. 

delbrueckii. Así, utilizamos como directo, el oligonucleótido EAA-1, que 

corresponde a la secuencia de aminoácidos LVGGIYF y como 

oligonucleótido reverso EAA-2, el cual corresponde a la secuencia de 

aminoácidos AMMLKLSL. Usando DNA genómico de T. delbrueckii como 

molde, se amplificó un fragmento del tamaño esperado, que fue clonado en 

el vector pGEM-T. Los plásmidos rescatados de nueve transformantes de E. 

coli, fueron analizados y secuenciados. Uno de los clones contenía un 

inserto de 546 pb con elevada homología con el gen LEU2 de S. cerevisiae. 

Para clonar el gen completo, se rastreó una genoteca de T. delbrueckii 

(Hernández-López y col., 2002) mediante amplificación por PCR de las 

correspondientes colonias de E. coli. Para ello, se diseñaron a partir de la 

secuencia parcial de TdLEU2, dos oligonucleótidos específicos, 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 metodología propuesta por Bloem y Yu (1990), ha sido 

utilizada con éxito para aislar el gen RPS0 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 TdLEU2. Así, conseguimos aislar un 

plásmido con un inserto de aproximadamente 5,6 Kb (YEpTdLEU-1) que 
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contenía el fragmento completo del gen TdLEU2 y tres pautas de lectura 

adicionales. 
 
 
  S. cerevisiae   

Z. rouxii   
K. lactis   
C. boidinii   
P. angusta   
  
S. cerevisiae   
Z. rouxii   
K. lactis   
C. boidinii   
P. angusta   
  
S. cerevisiae   
Z. rouxii   
K. lactis   
C. boidinii   
P. angusta   
  
S. cerevisiae   
Z. rouxii   
K. lactis   
C. boidinii   
P. angusta   
  
S. cerevisiae   
Z. rouxii   
K .lactis   
C. boidinii   
P. angusta   
  
S. cerevisiae   
Z. rouxii   
K. lactis   
C. boidinii   
P. angusta   

.MSAPKKIVVLPGDHVGQEITAEAIKVLKAISDVRS...NVKFDFENHLIGGAAIDATGVPL   

....MSKNIVVLPGDHAGQEIAQEAIKVLEAISEVSP..EAKFNFQHHLIGGAAIDATGSPL   

....MSKNIVVLPGDHVGKEVTDEAIKVLNAIAEVRP.. EIKFNFQHHLIGGAAIDATGTPL   

.MSIIEKKIVLLPGDHVGVEVVEEAVKILKSISEVKP..EIQFKFENHLIGGAAIDATGVPL   

....MSKNIVLLPGDHVGPEVVAE AVKVLEA...VSSAIGVKFN FSKHLIGGASIDAYGVPL   
PDEALEASKKADAVLLGAVGGPKWGTGSVRPEQGLLKIRKELQLYANLRPCNFASDSLLDLS   
PDDALAAAKKADAVLLGAVGGPKWGTGSVRPEQGLLKIRKEL QLYANLRPCNFASESLLDLS   
PDEALEASKKADAVLLGAVGGPKWGTGAVRPEQGLLKIRKELGLYANLRPCNFASDSLLDLS   
PDEALEAAKKSDAVLLGAVGGPKWGTGEVRPEQGLLKIRKELNLYANLRPCNFASDKLLDLS   
SDEALEAAKKADAVLLGAVG GPKWGTGSVRPEQGLLKIRK ELNLYANLRPCSFASDALLK LS   
PIKPQFAKGTDFVVVRE LVGGIYF GKRKEDDGDGVAWDSEQYTVP EVQRITRMAAFMALQHE   
PLKPQHAKGTDFVVVRE LVGGIYF GERKEDEGDGVAWDSEKYTKPEVQRLTRMAAFLALQHN   
PLKPEYAKGTDFVVVRE LVGGIYF GERKEDEGDGVAWDSEKYSVPEVQRITRMAAFLALQQN   
PLKSDIVKGTDFTVVRE LVGGIYF GDRVEDDGSGFASDSESYSVPEVERITRMAAFLSLQND   
PLKSEIVKGTDFVVVRE LVGGIYF GDRKEDAGDGVASDTESYSVPEVQ RITRMAAFLALQSD   
PPLPIWSLDKANVLASSRLWRKTVEETIKNEFPTLKVQHQLIDSAAMILVKNPTHLNGIIIT   
PPLPIWSLDKANVLASSRLWRKTVEETIKNEFPQLKLNHQLIDSAAMILVKSPTQLNGIVLT   
PPLPIWSLDKANVLASSRLWRKTVEETIKTEFPQLTVQHQLIDSAAMILVKSPTKLNGVVIT   
PPLPIWSLDKANVLASSRLWRKTVDRVIKEEFPKLTVQHQLIDSAAMILVKS PTKLNGIVIT   
PPLPLWSLDKANVLASSRLW RKTVEETIKNEFPQLTVQHQ LIDSAAMILVKSPTKLNG.V IV   
.SNMFGDIISDEASVIPGSLGLLPSASLASLPDKNTAFGLYEPCHGSAPDLPKNKVNPIATI   
.SNLFGDIISDEASVIPGSLGLLPSASLASLPDTNEAFGLYEPCHGSAPDLPKGKVNPIAMI   
.NNMFGDIISDEASVIPGSLGLLPSASLASLPDTNKAFGLYEPCHGSAPDLPANK VNPIATI   
.NNMFGDIISDEASVIPGSLGLLPSASLASLPDTNQAFGLYEPCHGSAPDLPKNKVNPIATI   
TNNMFGDIISDEASVIPGSL GLLPSASLASLPDTNKAFGL YEPCHGSAPDLGPGKVNPLA TI   
LSAAMMLKLSL NLPEEGKAIEDAVKKVLDAGIRTGDLGG SNSTTEVGDAVAEEVKKILA.   
LSAAMMLKLSL NLSKEGEAVEKAVKQVLDSGVRTGDLGG SNSTSEVGDAIAKAVKEILA.   
LSAAMMLKLSL DLVEEGRALEEAVRNVLDAGVRTGDLGG SNSTTEVGDAIAKAVKEILA.   
LSAAMMLKLSL NLVKEGNAVEEAVRKVLDQGIMTGDLGG NNSTTEVGDAIAKEVKLLLA.   
LSAAMMLKLSL DLVDAGRAIEQAVKNVLDAG IMTADLGG SSSTQEVGDAVAQEVAKLLK N   

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5. Alineamiento de varias secuencias conocidas de proteínas Leu2 de levaduras. 
En negrita se señalan las zonas consenso utilizadas para el diseño de los oligonucleótidos 
empleados en la amplificación por PCR del gen TdLEU2. 

 

Con el fin de confirmar que, en efecto, habíamos aislado el gen TdLEU2, 

subclonamos un fragmento de restricción BamHI-PstI, en el plásmido 

YEplac195 (URA3) dando lugar a la construcción YEpTdLEU-2 y 

transformamos la cepa de S. cerevisiae CEN.PK2-1C, auxótrofa para 

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

TdLEU2, complementó la mutación del gen leu2 de S. cerevisiae. 

 

2.2.- Análisis de la secuencia de TdLEU2 

La secuencia de TdLEU2 codifica una proteína de 363 aminoácidos (Figura 

1.6), que presenta una alta homología con los productos del gen LEU2 de 

otras levaduras, con valores de identidad en un rango que oscila entre el 

72% (Ashbya gossypii) y el 88% (Z. bailii). Además, la secuencia TdLeu2p 

mostró, entre las posiciones 244 a 264, una secuencia consenso típica 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 β-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  I  E  Q  Y  S  R  M  E     11 
                                                      
1201      CTGAATTCGACCCCAGAGGTGCTATTGCGTAAGCGCAGAAATGCTGAAAGAACTAAGGTAGAGAAGCAGCAGGCTGCTAGGGAAAAGCAAGCTGTATTGC 
           L  N  S  T  P  E  V  L  L  R  K  R  R  N  A  E  R  T  K  V  E  K  Q  Q  A  A  R  E  K  Q  A  V  L      44  
       
1301      AAAAGCAACGTAGACAACGTAAGCACCGCTTTGTTAGACCAGAGACTATTGTGGCCACAACGTTGGCTACTACCCGTGAAAAGGAGCGTGTGCGTAGAGT 
          Q  K  Q  R  R  Q  R  K  H  R  F  V  R  P  E  T  I  V  A  T  T  L  A  T  T  R  E  K  E  R  V  R  R  V    78 
 
1401      CTCGAAGTTGACTGCCAAGAAGGCTAGGGAAGGTGCGGCACATTTGCCTTCTGATAGGGATTATATTCTCAAGATCACTGAGAAGCCAGCCAACGAAGTG 
            S  K  L  T  A  K  K  A  R  E  G  A  A  H  L  P  S  D  R  D  Y  I  L  K  I  T  E  K  P  A  N  E  V    111    
 
1501      GATGAGAATGACGAAGATGACGACCAATTGGTGCGTGAAAAGAAAGTTTATGACGGCGAGCCTGCTCTGTTGTTTGTTGTACGTGTTAGGGGTCCCACAG 
           D  E  N  D  E  D  D  D  Q  L  V  R  E  K  K  V  Y  D  G  E  P  A  L  L  F  V  V  R  V  R  G  P  T     144 

 
 
Figura 1.6. Secuencia del DNA correspondiente al inserto del plásmido YEpTdLEU-1. La 
secuencia de aminoácidos correspondiente a la secuencia parcial o completa de TdRLP7 
(nucleótidos 1168 al 2116), TdLEU2 (nucleótidos 4970 al 3484), TdNFS1 (nucleótidos 
4970 al 3482) y TdPET8 (nucleótidos 5283 al 5579), están indicadas debajo de la secuencia 
de DNA. Las flechas señalan la dirección de la transcripción. La caja TATA y los 
elementos TATATA en el promotor de TdLEU2 están marcados en negrita. La secuencia 
palindrómica de 10 pb rica en GC, posible sitio de unión de Leu3p está marcada con #. Los 
elementos consenso de unión a Gcn4p y el posible sitio de unión a Mot3p están subrayados. 
Los codones de parada están marcados con el signo *. 
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1601      CGGTTAATATTCCACATAAGGCTTTTAAAGTGCTAAGTCTGCTGAGATTAGTCTCTACAAACACTGGTGTCTTTGTTAAATTGACCGATAAAGTTTACCC 
          A  V  N  I  P  H  K  A  F  K  V  L  S  L  L  R  L  V  S  T  N  T  G  V  F  V  K  L  T  D  K  V  Y  P   178 
 
1701      TTTGCTGAAGATAATTGCTCCTTATGTCGTTATCGGTAGACCGTCTTTGTCATCGATCCGTTCGCTATTGCAAAAGAGAAGTACAGTGCTTCATCAAGGA 
            L  L  K  I  I  A  P  Y  V  V  I  G  R  P  S  L  S  S  I  R  S  L  L  Q  K  R  S  T  V  L  H  Q  G    211 
 
1801      GAACAAGATACCGAACCTCGTGAGATAGCTTTGAATGACAATAACATTGTCGAGGAAAGACTAGGAGATCACGGTGTTATCTGTCTTGAAGATATCATTC 
           E  Q  D  T  E  P  R  E  I  A  L  N  D  N  N  I  V  E  E  R  L  G  D  H  G  V  I  C  L  E  D  I  I     244 
 
1901      ATGAGATAGCTACACTGGGCGATTCATTCTCTCAGTGTACCTTCTTCTTGCAACCTTTCAAGCTAAACAGAGAGATTTCTGGGTTCAGCGCTCTGACACG 
          H  E  I  A  T  L  G  D  S  F  S  Q  C  T  F  F  L  Q  P  F  K  L  N  R  E  I  S  G  F  S  A  L  T  R   278 
 
2001      TTTAAAGAAGATCAAACAAAAGGAACAGTCACTCAAGACCCGCCAATTTTCTAACGCTGCCACTGCGCCAGTCATCGAAATCGATATTGACTCTCTCATC 
            L  K  K  I  K  Q  K  E  Q  S  L  K  T  R  Q  F  S  N  A  A  T  A  P  V  I  E  I  D  I  D  S  L  I    311 
                                                                              ############ 
2101      GCTAGGCTCAACTGATCTTTGCACAATATGTACCATATACCGTATAAAACCAATTTTTCAGATACCGGGCCGTAACCGGCTTGTTTTTTTCACCGCCAGT  
           A  R  L  N  *                                                                                         316 
               
2201      CGGCAACCAAGAAACTATATAACGATGGATCATCGAATTCACAGGCCCAATCCCACACATTAGCCACCATAGCTATCCATTTAGTCATGAGCAAGAACAT 
                                                                                                 M  S  K  N  I     5 
  
2301      CGTTGTGTTACCAGGTGACCATGTCGGTCAAGAGATTACAGAAGAGGCCATTAAAGTACTAAAGGCCATCTCTGAAGTTCGCCCTAATGCGACTTTCAAC 
            V  V  L  P  G  D  H  V  G  Q  E  I  T  E  E  A  I  K  V  L  K  A  I  S  E  V  R  P  N  A  T  F  N     38 
   
2401      TTCCAACATCACTTGATTGGTGGTGCTGCCATTGACGCTACAGGTGTTCCACTACCAGATGAAGCCCTTGAAGCCTCCAAGAAGGCCGATGCTGTCCTGC 
           F  Q  H  H  L  I  G  G  A  A  I  D  A  T  G  V  P  L  P  D  E  A  L  E  A  S  K  K  A  D  A  V  L      71 
 
2501      TCGGTGCTGTTGGTGGTCCAAAATGGGGTACCGGCGCTGTCAGACCAGAACAAGGTCTACTAAAAATCCGTAAGGAATTGCAATTGTACGCTAACTTAAG 
          L  G  A  V  G  G  P  K  W  G  T  G  A  V  R  P  E  Q  G  L  L  K  I  R  K  E  L  Q  L  Y  A  N  L  R   105 
 
2601      GCCATGTAACTTTGCCTCCGACTCTTTATTGGAATTGTCACCTTTGAAGGCTCAATACGCCCAGGGTACCGATTTTGTTGTTGTTAGCGATTTAGTTGGT 
            P  C  N  F  A  S  D  S  L  L  E  L  S  P  L  K  A  Q  Y  A  Q  G  T  D  F  V  V  V  S  D  L  V  G    138 
 
2701      GGTATCTACTTCGGTGAAAGAAAAGAGGATGAAGGTGATGGTGTTGCCTGGGACAGTGAACAATACTCTGTACCTGAGGTGCAAAGAATTACCAGAATGG 
           G  I  Y  F  G  E  R  K  E  D  E  G  D  G  V  A  W  D  S  E  Q  Y  S  V  P  E  V  Q  R  I  T  R  M     171 
 
2801      CCGCTTTCTTGGCCTTGCAACACAACCCTCCATTGCCAATCTGGTCCCTAGACAAGGCTAACGTCCTTGCTTCTTCCCGTCTATGGAGAAAGACCGTCGA 
          A  A  F  L  A  L  Q  H  N  P  P  L  P  I  W  S  L  D  K  A  N  V  L  A  S  S  R  L  W  R  K  T  V  E   205 
 
2901      AAAAACCATTAAGGAAGAATTTCCAACTTTGTCAGTTAACCATCAATTGATCGACTCTGCTGCTATGATTTTGGTCAAGAACCCAACGCAATTGAACGGT 
            K  T  I  K  E  E  F  P  T  L  S  V  N  H  Q  L  I  D  S  A  A  M  I  L  V  K  N  P  T  Q  L  N  G    238 
 
3001      ATCATTATCACCTCCAACATGTTCGGTGATATCATCTCTGATGAAGCCTCTGTGATCCCAGGTTCCTTGGGTCTTCTACCGTCTGCATCTTTGGCCTCGT 
           I  I  I  T  S  N  M  F  G  D  I  I  S  D  E  A  S  V  I  P  G  S  L  G  L  L  P  S  A  S  L  A  S     271 
 
3101      TGCCAGATACTAACACAGCTTTTGGTCTTTACGAACCTTGTCATGGATCTGCTCCAGATTTGGCTAAGGGTAAAGTGAACCCAGTCGCCACTATCCTATC 
          L  P  D  T  N  T  A  F  G  L  Y  E  P  C  H  G  S  A  P  D  L  A  K  G  K  V  N  P  V  A  T  I  L  S   305 
 
3201      GGCAGCAATGATGTTGAAGCTCTCGCTAAACATGGTCGAAGAAGGTGTTGCAATCGAAAAGGCAGTTAAGAAAGTTCTTGATGATGGTATCAGAACTGGT 
            A  A  M  M  L  K  L  S  L  N  M  V  E  E  G  V  A  I  E  K  A  V  K  K  V  L  D  D  G  I  R  T  G    338 
  
3301      GACTTGGGTGGTTCTAACAGCACTTCTGAAGTCGGTGACGCTGTTGCCAAAGCCGTTAAAGAATTCTTGGCCTAGGTGTTAGCTTAACATGAATGAATAT 
           D  L  G  G  S  N  S  T  S  E  V  G  D  A  V  A  K  A  V  K  E  F  L  A  *                             363 
 
3401      TTAGAATATGTATACGATAACGTTCGCATTAGACACATAATTTACCACAGTTGATGGATTTTAAATTGGAAAATACTACTTAATGTCCGGACCACTCAAT 
    497                                                                                    *  H  G  S  W  E  I   
 
3501      AGAGTTTAGATCAATACCTTCTTGGACCATTTCCCACAGTGGTGATAGCTCTCTTAAGAACCTCACACGTTCAGTGATGGCTTTGATCACGTAGTCAATT 
    490     S  N  L  D  I  G  E  Q  V  M  E  W  L  P  S  L  E  R  L  F  R  V  R  E  T  I  A  K  I  V  Y  D  I  
 
3601      TCTCCGTCAGTGGTAAATCTACCAATACCAAACCTAATCGAAGAATGAGCCAGTGCGTCATCCTTACCTAAGGCATGTAGAACATATGATGGTTCCAATG 
    457    E  G  D  T  T  F  R  G  I  G  F  R  I  S  S  H  A  L  A  D  D  K  G  L  A  H  L  V  Y  S  P  E  L   
 
3701      ACGCAGAAGTACACGCAGAACCAGATGATAGAGCGATATCTCTCAAAGCCATTAACAATGATTCACCTTCCACATATGCGAATGAAACGTTAACGCAACC 
    424   S  A  S  T  C  A  S  G  S  S  L  A  I  D  R  L  A  M  L  L  S  E  G  E  V  Y  A  F  S  V  N  V  C  G  
  
3801      TGGGTAGCGATGATCTGGTGAACCATTCAAACTGGTGTGGTCGATTGCAAGCAAACCTTGGACCAATTTCTTGGATAACCTGTTGATATGAGCAATATCA 
    390     P  Y  R  H  D  P  S  G  N  L  S  T  H  D  I  A  L  L  G  Q  V  L  K  K  S  L  R  N  I  H  A  I  D  
 
3901      TTAGGGTATTCCTGCTTGATCAAGCGAGCAGCTTCACCAAAACCTGCGACCAAAGCTGGAGCCAAAGTTCCCGATCTCAAACCTCTCTCCTGTCCACCAC 
    357    N  P  Y  E  Q  K  I  L  R  A  A  E  G  F  G  A  V  L  A  P  A  L  T  G  S  R  L  G  R  E  Q  G  G   
 
4001      CGGAAATGATTGGATCCAATCTAACTCTAGGTCTTCTTCTTACAAACAATGCACCGATACCCTTTGGTCCATAGATCTTGTGCGACGAGATGGACAGCAA 
    324   G  S  I  I  P  D  L  R  V  R  P  R  R  R  V  F  L  A  G  I  G  K  P  G  Y  I  K  H  S  S  I  S  L  L  
 
4101      ATCAATGTTCATTTTATTAACATCAATTGGAATCTTACCGTAACCCTGGGCCGCATCTGTGTGGAAATACACTTTATGCTTCCTGCAAATAGCACCAATC 
    290     D  I  N  M  K  N  V  D  I  P  I  K  G  Y  G  Q  A  A  D  T  H  F  Y  V  K  H  K  R  C  I  A  G  I 
 
4201      TCCTCCAGTGGCTGCATAACACCAATTTCATTGTTCACAGCCATCACAGAGACAAGACAAGTGTCCGGTCTGATACTAGCTTCCAACTCTTTTAGATCAA 
    257    E  E  L  P  Q  M  V  G  I  E  N  N  V  A  M  V  S  V  L  C  T  D  P  R  I  S  A  E  L  E  K  L  D   
 
4301      CCAACCCATTCTCATCGACGTTCAAAAAAGTCACATCGAAACCTTCATTGATCATAGATCTCGCTGATTCAAGCACACACTTATGCTCAGTCCTAGTCGT 
    224   V  L  G  N  E  D  V  N  L  F  T  V  D  F  G  E  N  I  M  S  R  A  S  E  L  V  C  K  H  E  T  R  T  T   
 
4401      TATGATGTGTTTCTTGGTTTTTTTGTAAAATCTCCCCACACCTTTGATAGCCATACTGTTGGATTCGGTTGCACCTGAAGTAAATATGATCTCTCTGGAA 
    190     I  I  H  K  K  T  K  K  Y  F  R  G  V  G  K  I  A  M  S  N  S  E  T  A  G  S  T  F  I  I  E  R  S   

 
Figura 1.6- Continuación 
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4501      TTAGCATTAATCACACTGGCAATTTGATCTCTTGCAGTTTCGATTTCTTTGTTCGTTTCCCAACCGTATGCATGGGTATTAGAGTGTGGGTTGCCAAACA 
    157    N  A  N  I  V  S  A  I  Q  D  R  A  T  E  I  E  K  N  T  E  W  G  Y  A  H  T  N  S  H  P  N  G  F   
 
4601      GGCCAGTATAAAACTTCAACATTGTGTCCAGCACTCTGGGATCAGTAGGAGTGGTAGCCTGCATGTCCAGGTAAATAGGTCTTGTACCAAACCCAGTATT 
    124   L  G  T  Y  F  K  L  M  T  D  L  V  R  P  D  T  P  T  T  A  Q  M  D  L  Y  I  P  R  T  G  F  G  T  N 
 
4701      CTCCTGATAAGCATGCTGTAGAGCACTTGTACCAGAGTTACTCACTTCACTTGCGGTCCCAGCCGCTGCACTTCTACTCTCAGCCTGTTCCCTGGCAGCT 
     90     E  Q  Y  A  H  Q  L  A  S  T  G  S  N  S  V  E  S  A  T  G  A  A  A  S  R  S  E  A  Q  E  R  A  A 
 
4801      GCCTGAATATCGGTGTGTGTCTCCAACGACAAGTCATTAGCCAGTTTCACAGCAGCAGCAGCTGGTGGTGAATACTTTCTAGTAGCCACACAAAGCAATC 
     57    A  Q  I  D  T  H  T  E  L  S  L  D  N  A  L  K  V  A  A  A  A  P  P  S  Y  K  R  T  A  V  C  L  L   
 
4901      CACTGCGTAAAGACCGTGATGACAGTCTTGTCAGTCTGCATCCTATAGTAGTTGCAGTTCTCCCCAGCATCTTGACAAATTATTCTTTCTTTGTAAGTCT 
     24   G  S  R  L  S  R  S S  L  R  T  L  R  C  G  I  T  T  A  T  R  G  L  M 
  
5001      ATATGAAGATAGGTACCTTTTGAAACCCCGAAATAAAACTCAAAAACTGATTATGATAGACCTCTTAATGTTTAAATGCGTTTAGTCATCAATCATTGAT 
5101      TAAAAGGTCTGGTTTGGAAGAGGCGGACTCTTTTTTCACCTTGGAACGGGTAACAAAGCGACCGTTGACAGCTTGAATACACTAAATAGCACCCATATAA 
5201      TGCCAAAGATGGGCCATTGCTAGCGTCCGAATCGTCCTGAGAGCATCAATTGGACTGTTGTAGTGGTTAGAGAACTAGTGCGATGGACTCTGGGGGTTTT 
      6                                                                                      M  D  S  G  G  F   
 
5301      TTTGTGTCTTTGTTGAGTGGTGCAGCTGCCGGTACGTCGACAGATCTAGTATTCTTTCCCATTGATACTTTAAAGACGAGATTACAGGCTAAAGGTGGGT 
     39    F  V  S  L  L  S  G  A  A  A  G  T  S  T  D  L  V  F  F  P  I  D  T  L  K  T  R  L  Q  A  K  G  G        
 
5401      TTTTCGCTAATGGCGGTTACCGTGGTGTTTATAGAGGTTTGGGGAGTGCTGTTGTGGCATCTGCTCCCGGTGCTTCGTTATTCTTTGTGAGTTATGATTA 
     73   F  F  A  N  G  G  Y  R  G  V  Y  R  G  L  G  S  A  V  V  A  S  A  P  G  A  S  L  F  F  V  S  Y  D  Y   
 
5501      TATGAAATCTACGTTGAAGCCCAAATTTCAACGGTTACTGCCCAGTGCATCAGACCAGTTCATCGACACTACTGTGCAG 
     99     M  K  S  T  L  K  P  K  F  Q  R  L  L  P  S  A  S  D  Q  F  I  D  T  T  V  Q                         
 

Figura 1.6- Continuación 

 

El análisis de la posible secuencia promotora de TdLEU2, reveló nuevas 

evidencias sobre su identidad. Entre las posiciones -106 a -118 encontramos 

una secuencia palindrómica de 10 pb, rica en Gs y Cs (CCGTAACCGG). 

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 nucleótidos (De 

la Rosa y col., 2001; Sychrova, 2001), CCG-(N4/N3)-CGG, ha sido 

conservada en el promotor de genes LEU2 de varias levaduras. En S. 

cerevisiae, esta secuencia ha sido reconocida como el motivo de unión del 

factor transcripcional Leu3p al promotor del gen LEU2 (Hellauer y col., 

1996). El factor nuclear Leu3p regula la transcripción en esta levadura de 

genes implicados en la biosíntesis de leucina, isoleucina y valina (Friden y 

Schimel, 1987). La completa activación por Leu3p de la transcripción de 

LEU2 parece requerir también una secuencia de 13 pb rica en As y Ts (Tu y 

Casadaban, 1990). Una región de estas características fue localizada en el 

promotor del gen TdLEU2 entre las posiciones -96 y -107 (Figura 1.6). 

  83



Capítulo I 
 

Dos factores adicionales, Gcn4p y Mot3p participan en la regulación 

transcripcional del gen LEU2 de S. cerevisiae. Como se comentó 

anteriormente, Gcn4p es un factor transcripcional master, o factor de 

factores, el cual regula la expresión coordinada de cientos de genes, y en 

particular de aquellos implicados en la biosíntesis de aminoácidos 

(Hinnebusch y Natarajan, 2002). En consonancia con esto, la inspección 

pormenorizada de la secuencia del promotor del gen TdLEU2 mostró la 

existencia de un motivo de unión a Gcn4p, TGACTC, entre las posiciones -

194 a -199. Además, 2 secuencias imperfectas localizadas en las posiciones 

-253/-258 (TCATCT) y -288/-293 (TGACAC) podrían participar, directa o 

indirectamente, en la activación, mediada por Gcn4p, de TdLEU2. 

Finalmente, encontramos en el promotor de TdLEU2, del nucleótido -40 al -

45, un posible sitio de unión de Mot3p (CAGGCC). Mot3p, una proteína 

con dedos de Zn tipo Cys2-His2, participa en la respuesta genética a 

feromonas, y en la activación transcripcional de numerosos genes no 

relacionados con esta señal, entre ellos CYC1, SUC2 y LEU2 (Grishin y 

col., 1998). 

La inspección de la secuencia de DNA del promotor y terminador del gen 

TdLEU2 mostró también la existencia de elementos bien conocidos que 

participan en el proceso de transcripción 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 

mencionó anteriormente para el gen TdHIS3, estas secuencias se encuentran 

frecuentemente en promotores de levadura y juegan un papel muy 

importante en la transcripción (Struhl, 1982). La región flanqueante 3’ al 

codón de parada TAG, reveló también la existencia de una secuencia rica en 

As y Ts, TAG-(N)-TATGT, que ha sido sugerida como una posible señal de 
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terminación de la transcripción para algunos genes de levaduras (Zaret y 

Sherman, 1982).  

 

2.3.- Organización de la región TdLEU2 

La Figura 1.7 muestra el árbol filogenético basado en la comparación de 16 

secuencias de proteínas Leu2 de levaduras. Como en el caso de TdHis3p, 

analizado anteriormente, los resultados pusieron de manifiesto la separación 

de dos grupos principales, el grupo Saccharomyces y el grupo Candida-

Pichia. Al igual que TdHis3p, TdLeu2p estaría incluida en un grupo 

monofilético junto a las proteínas de Z. rouxii y Z. bailii, todas ellas muy 

próximas a las especies del grupo Saccharomyces sensu stricto. 
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Figura 1.7. Árbol filogenético basado en las distancias corregidas Poisson entre pares de 
secuencias de aminoácidos de diferentes secuencias Leu2p de levaduras. Para ello se ha 
empleado el algoritmo del vecino más próximo (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 árbol. La barra corresponde a la corrección Poisson de 0,05 de reemplazamientos de 
aminoácidos por residuo.  
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En la Figura 1.6, se muestra la secuencia completa del inserto contenido 

en el plásmido YEpTdLEU-1. Como cabría esperar, el análisis mediante el 

programa BLAST, reveló la existencia en este bloque de DNA 

cromosómico, de tres pautas de lectura abiertas colindantes con LEU2, y 

que presentan una elevada homología con los genes NFS1, PET8 y RLP7 de 

diferentes levaduras. En la zona 5’, flanqueante al gen TdLEU2, y a 171 pb, 

encontramos una pauta de lectura abierta incompleta de 948 pb, que mostró 

un porcentaje de identidad del 59% con el gen RLP7 de S. cerevisiae. 

Rlp7p, una proteína nucleolar esencial, homóloga a proteínas L7 

ribosomales, participa en el procesamiento de precursores de rRNAs 

(Dunbar y col., 2000). Así pues, RLP7 y LEU2 se encuentran contiguos y 

con la misma orientación transcripcional en T. delbrueckii, una organización 

que se repite en K. lactis, K waltii, S. kluyveri y C. glabrata, pero no en C. 

utilis, donde los dos genes aparecen en orientación convergente. Esto pone, 

de nuevo, de manifiesto la estrecha relación filogenética entre T. delbrueckii 

y las especies del complejo Saccharomyces.  

Evidencias en esta línea fueron también encontradas del análisis de la 

región 3’ de TdLEU2. En ella, encontramos otras dos pautas de lectura 

abierta. La primera de ellas, de 1.488 pb, separada de TdLEU2 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 está implicado en 

la toma y distribución de hierro (Li y col., 1999). La posición 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 región LEU2, 

aunque difieren en orientación. 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 orientación opuesta, compartiendo una región 3’ común. 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 

orientación. Este hecho sugiere que la inversión de LEU2 constituyó un 

episodio evolutivo posterior a la separación de las especies de ambos 

complejos. 

La situación de la tercera pauta de lectura confirmó esta situación. En 

efecto, contiguo a TdNFS1, el análisis del inserto contenido en el plásmido 

YEpTdLEU-1, mostró la existencia de una pauta de lectura incompleta de 

297 pb, con una alta homología (63% de identidad) con el gen PET8 de S. 

cerevisiae. Como cabría esperar, la orientación de PET8 en T. delbrueckii es 

opuesta a la de NFS1, una situación que también se da en otras levaduras del 

grupo Saccharomyces. Por el contrario, los dos genes aparecen dispuestos 

en la misma orientación en C. albicans. Así, podemos especular con un 

posible orden de genes ancestral en este bloque, → RLP7 → LEU2 ← NFS1 

→ PET8, 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 orientación inversa. Esto sugiere la existencia de eventos de 

reordenación génica, durante la evolución de estas especies, aunque no 

existe una explicación sencilla a estas inversiones. En este sentido sería 

interesante disponer de nuevos datos de la organización de genes y 

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

 

2.4.- Interrupción del gen TdLEU2 

Para la interrupción del gen TdLEU2 utilizamos, en primera instancia, un 

casete de disrupción con flancos cortos homólogos, 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 ligación y restricción, con flancos más largos, 

con el fin de aumentar la eficiencia de recombinación (Amberg y col., 1995; 

Wach, 1996). Siguiendo esta estrategia (ver sección de Materiales y 

Métodos), reemplazamos un fragmento de 450 pb del gen TdLEU2 con el 

módulo de selección natMX4 (Goldstein y McCusker, 1999), que contiene 

el gen de resistencia a nourseotricina, originando el plásmido YEpTdLEU2-

natMX4 (Figura 1.8). La digestión con EcoRI de este plásmido libera un 

casete de disrupción en el que el módulo de selección esta flanqueado en sus 

extremos 5’ y 3’ por 346 pb y 334 pb, respectivamente, homólogas al gen 

TdLEU2. 
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pGEM-T-TdLEU2

KpnI 0.37
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Figura 1.8. Representación esquemática del mapa de restricción del inserto de DNA 
subclonado en el plásmido pGEM-T-TdLEU2 y de la construcción del plásmido 
YEpTdLEU2-natMX4. Sólo se han indicado los sitios de restricción más relevantes. Los 
números indican el tamaño del fragmento generado desde el sitio de restricción hasta el 
MCS a la izquierda del dibujo. Las flechas indican las enzimas usadas para separar el casete 
de interrupción del gen TdLEU2 del resto del plásmido. 

 

La funcionalidad del casete de disrupción fue ensayada en dos cepas de 

T. delbrueckii, PYCC5321 e PYCC5323. La eficiencia de transformación 

fue similar en ambas, con valores de 50 a 100 transformantes por µg de 

DNA. Después de confirmar el fenotipo de resistencia al antibiótico, diez 
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transformantes de cada cepa fueron analizados en placas de medio mínimo, 

con o sin leucina. De ellos, al menos, ocho de cada estirpe mostraron un 

claro fenotipo Leu-. Para comprobar si la integración del casete se había 

llevado a cabo en el locus TdLEU2, analizamos mediante PCR tres 

transformantes de cada cepa, utilizando oligonucleótidos diseñados para 

hibridar dentro o fuera de la zona reemplazada de TdLEU2, o dentro del 

módulo de selección (Figura 1.9). Como puede observarse, los 

transformantes analizados mostraron un perfil de bandas que se corresponde 

bien con la inserción del módulo de disrupción en el locus TdLEU2, 

confirmando así la obtención de mutantes leu2 en las dos cepas de T. 

delbrueckii. 

 
λPstI 1 2 λPstI λPstI3 4 5 6 7 8 9 10

4.8-

2.8-
1.7-
1.1-
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Línea Cepa Oligonucleótidos
Producto de PCR 

(Tamaño esperado, pb)
1 PYCC5321 1.238
2 PYCC5321 ∆leu2
3 PYCC5323∆leu2 2.041
4 PYCC5323
5 PYCC5321 ∆ leu2
6 PYCC5323∆ leu2
7 PYCC5321 -
8 PYCC5321 ∆ leu2
9 PYCC5323 ∆leu2 493

10 PYCC5321 -

EAA-16 - EAA-17
EAA-16 - EAA-17
EAA-16 - EAA-17
EAA-16 - EAA-17
EAA-16 - M7
EAA-16 - M7
EAA-16 - M7

EAA-16 - KanS2

EAA-16 - KanS2
EAA-16 - KanS2
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4 PYCC5323
5 PYCC5321 ∆ leu2
6 PYCC5323∆ leu2
7 PYCC5321 -
8 PYCC5321 ∆ leu2
9 PYCC5323 ∆leu2 493

10 PYCC5321 -

EAA-16 - EAA-17
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EAA-16 - M7
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EAA-16 - KanS2

 
Figura 1.9. Verificación por PCR de la interrupción de TdLEU2. Se han usado diferentes 
combinaciones de oligonucleótidos para comprobar la correcta integración del casete. Los 
fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al un 1% de 
concentración. También se muestran los tamaños esperados de los productos de la PCR con 
ambas cepas.  
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Identificación de genes de Torulaspora 

delbrueckii que confieren resistencia a NaCl 
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La habilidad para transformar la levadura de panadería S. cerevisiae, 

mediante la tecnología del DNA recombinante, ha abierto la posibilidad de 

delecionar genes indeseables o de alterar la expresión de un gen, sin 

modificar la de aquellos responsables de propiedades tecnológicas de interés 

(Rández-Gil y col., 1999; Dequin, 2001). Es posible también alterar de 

manera coordinada la expresión de grupos de genes implicados en una 

función particular, e incluso, encender o apagar la expresión de un gen dado 

en una etapa específica del proceso de panificación. No obstante, la 

aplicación de esta estrategia requiere de un profundo conocimiento de los 

determinantes genéticos que controlan el comportamiento tecnológico de las 

levaduras de panadería, en particular en condiciones de estrés. 

S. cerevisiae ha sido extensamente utilizado como modelo de organismos 

eucariotas. La secuenciación completa de su genoma y la disponibilidad de 

herramientas moleculares para su manipulación, junto a la sencillez de su 

cultivo, permiten obtener datos experimentales, de aplicación en diferentes 

áreas de la ciencia, en un tiempo relativamente corto. En lo que se refiere a 

estrés, la situación no es, sin embargo, tan halagüeña. Esta levadura está 

lejos de ser un referente en lo que se refiere a su tolerancia a estrés, y en 

particular a estrés osmótico. 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; Hernández-López y 

col., 2002), una circunstancia que parecía relegada a cepas de 

Saccharomyces. 

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

de resistencia a estrés osmótico, abre numerosas posibilidades para avanzar 
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en nuestro conocimiento de las bases moleculares de la tolerancia a estrés en 

levadura y diseñar estrategias para la mejora de cepas industriales. En este 

capítulo describimos los resultados obtenidos en el rastreo de una genoteca 

de T. delbrueckii, dirigido a identificar genes, cuya expresión en un alto 

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

 

1.- Identificación 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 sobreexpresión 

mejore la tolerancia a NaCl en S. cerevisiae, se transformó la cepa 

CEN.PK2-1C, que presenta un claro fenotipo de sensibilidad a NaCl, con 

una librería genómica de la cepa PYCC5321 de T. delbrueckii, construida 

anteriormente (Hernández-López y col., 2002). Los transformantes fueron 

seleccionados en placas de medio mínimo conteniendo glucosa como fuente 

de carbono y 0,5 M de NaCl. En aquellos transformantes en los que se 

observó un crecimiento más activo, con respecto a la cepa salvaje, se llevó a 

cabo el aislamiento del plásmido que contenían y tras comprobar, de nuevo, 

que el fenotipo observado estaba ligado a la presencia del plásmido, se 

procedió a su análisis. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos 

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

 

1.1.- Caracterización del plásmido YEpTdSAL-1  

El plásmido YEpTdSAL-1 contuvo un inserto de aproximadamente 3,1 Kb, 

cuya secuenciación reveló la presencia de una pauta de lectura abierta que 

presenta una elevada homología, en torno a un 60%, con los genes ENA1, 

ENA2 y ENA5 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 expresión es inducida tanto por estrés osmótico como por 
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01      ACCCACCCCAGAACCCTGCAACGAATCCTCCAGCTATTCGGCGACGAACCCGCAGACCTAGTGATCAGCGACGGCGCACCAGACGTAA

estrés iónico, confiriendo tolerancia a Na+ (Márquez y Serrano, 1996; 

Márquez y col., 1998). Por su parte, ENA2 y ENA5, son homólogos a ENA1, 

99 y 98%, respectivamente, formando parte, del denominado “cluster” de 

genes ENA. Al contrario de ENA1, la sobreexpresión 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 iónico (de Jesús Ferreira y col., 

2001). 

 
    1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1      GTCGCTCTGAGGATCAGACCAACAAGACCGCCGCATCGTAGCGGTAGATTACANACCATGTCCCCCATCGATCACGTGACGCACCCTCCAGGCTGACATC 
CAGGTCTACACG 

 201      ATCTCGACGAATACGTACAACAGCAGCTCGTCATGAGCGCCCTACAACTCGCATGCTGCGTACTCAAGCCAAACGGCTCCTTCATAGCAAAAGTGTTCCG 
 301      GGGTAGAGACATAGACCTACTCTACTCCCAACTAGCCTGCCTCTTCACCCACGTGACCTGCGCCAAACCAAGATCTTCAAGAAGCACCTCTCTCGAAGCC 
 401      TTCGTCGTATGCCAAGGATACCAACCACCTGCCGACTGGACTCCCAAACTGGATCCCAGTCAATCAGTACAACAATTCTTCCAGCATTGCCTACCGAATG 
 501      GCAAACACATAGCGCCATTCATGGCATGCGGGTCCTCGAAAGCTTCGACTCGGACGCAACCTATACTAGCACCTGCAGTACAGACCCCATCGCGACAGGA 
 601      GATAGCACAAACCCTNGNTAAATCCGGTCCAACAACCAACGAACCCACCTTACAAGCAGGCCCTGCTACTGAAAAGACAAGGAAGACTTTTCAGCACGTG 
 701      CGCTTGATGCAGTGTACGCCACACTACACGTGGCCTGGCCACGGCGCTCCGGTTATCTAGTGTAAGATAAGTCACAATCGGTCGGTCGGTCGGTGGTCGG 
 801      TTAGTAAGTAGATACGAAGGAATGCCGCTGGGTCTTGCTTATCGCCCGATTGGGCACAGCCCCGCAGCTTCCAGAACCGTGCGGCGACTTCCTCTTTCGG 
 901      AAAAAGAAGTGACCCGTGGTCCCGCGGACCCTGAATCTGACGTCTTATCAAAAAGCAAACTGCACATGGTATAGATATAAAGCAAGAGCTTTTCTCTTTT 
1001      GTTGGATGTTTCTTTCATTTGTCTCTCATGTTACTTCCAGCTCTCTAGAAATGAGCGAAGTGGATTTTGAATTTAGAGATTTTCATACGCTCACAGCTGA 
                                                             M  S  E  V  D  F  E  F  R  D  F  H  T  L  T  A  D    17 
 
1101      CCAGGCGGCTAGTAAATTACAAACAGATGTTCAAAGCGGGCTTACAGGCGAGGAATTCGTCGTAGGTGTAAGATATTGTGAGAATTCTCTTGGAGATGAC 
            Q  A  A  S  K  L  Q  T  D  V  Q  S  G  L  T  G  E  E  F  V  V  G  V  R  Y  C  E  N  S  L  G  D  D     50 
 
1201      CAGGGGATTGATTACAAGGGGTTGGTTATTCACCAAATTTGTAATGCGATGATTTTGGTGCTTTTGATTTCGATGGTTATTTCGTTTGCTGTTAGAGATT 
           Q  G  I  D  Y  K  G  L  V  I  H  Q  I  C  N  A  M  I  L  V  L  L  I  S  M  V  I  S  F  A  V  R  D      83 
 
1301      GGATTACAGGTGGTGTGATTGCGTTTGTTGTTGGAATCAATGTTGTGATTGGTGTGTATCAGGAATACAAAGCTTCGAAGACTATGAACTCGTTGAAACT 
          W  I  T  G  G  V  I  A  F  V  V  G  I  N  V  V  I  G  V  Y  Q  E  Y  K  A  S  K  T  M  N  S  L  K  L   117 
 
1401      TTTGAGTTCTCCCAGCGCTCATACTTTGAGAGAGGGCCATTCGGAGGATGTACCTTCGAAGGAGATCGTACCAGGTGACGTGTGTTTGGTCAAGGTCGGT 
            L  S  S  P  S  A  H  T  L  R  E  G  H  S  E  D  V  P  S  K  E  I  V  P  G  D  V  C  L  V  K  V  G    150 
 
1501      GATACTATACCAGCGGACCTGAGGTTGATTGAAGCTTCGAATTTTGAGACTGATGAGGCTTTGCTTACGGGTGAGTCCTTGCCTATCGCGAAGCAGATCA 
           D  T  I  P  A  D  L  R  L  I  E  A  S  N  F  E  T  D  E  A  L  L  T  G  E  S  L  P  I  A  K  Q  I     183 
 
1601      CCCGCAACTGTTTATACGAAGACACTCCGATTGGAGATCGGTTGAATCTTGCGTTTTCTTCTTCCACGGTTGTGAAAGGTAGGGCTCGTGGTATTGTTAT 
          T  R  N  C  L  Y  E  D  T  P  I  G  D  R  L  N  L  A  F  S  S  S  T  V  V  K  G  R  A  R  G  I  V  I   217 
 
1701      CAGTACGGGTCTTAACACTGAGATCGGTAAGATTGCTCAGTCGTTGAGAGGAAATAACGGTTTGATCTCGAGGGATCCTGCCAAGAATTGGTGGCAAAAT 
            S  T  G  L  N  T  E  I  G  K  I  A  Q  S  L  R  G  N  N  G  L  I  S  R  D  P  A  K  N  W  W  Q  N    250 
 
1801      TTATGGATTACTTTGAAGCAGACTTGTGGTGCCTTCCTTGGTACTACAGTGGGTACTCCTTTGCACCGTAAATTGTCGAAATTGGCTATCTTGCTGTTTG 
           L  W  I  T  L  K  Q  T  C  G  A  F  L  G  T  T  V  G  T  P  L  H  R  K  L  S  K  L  A  I  L  L  F     283 
 
1901      GAGTGGCCGTTGTGTGTGCCATTATCGTTATGGCTTCGCAGAAGTTCCGCGTTGATCGTGGTGTTGCCATTTATGCGATCTGTGTGGCTCTTTCAATGAT 
          G  V  A  V  V  C  A  I  I  V  M  A  S  Q  K  F  R  V  D  R  G  V  A  I  Y  A  I  C  V  A  L  S  M  I   317 
 
2001      TCCTTCGTCTTTGGTGGTTGTTCTAACGATCACTTTGTCTGTTGGTGCAGCTGTGTTGGTATCCAGAAACGTTATCGTTAGAAAACTAGATTCTTTGGAG 
            P  S  S  L  V  V  V  L  T  I  T  L  S  V  G  A  A  V  L  V  S  R  N  V  I  V  R  K  L  D  S  L  E    350 
 
2101      GCTCTTGGTGCAGTTACGGATATTTGTTCCGATAAGACTGGTACTTTGACCCAGGGTAAAATGCTTGCTAGACAGGTTTGGGTCCCTAGGTTTGGTACAG 
           A  L  G  A  V  T  D  I  C  S  D  K  T  G  T  L  T  Q  G  K  M  L  A  R  Q  V  W  V  P  R  F  G  T     383 
 
2201      TTACGATCAGTAACTCCAACGAGCCATTTAACCCAACTGCTGGTGACATAAACGCAGTTCCTGTTCTTTCCCCACACGAACATGCCCACAACGAGACCGA 
          V  T  I  S  N  S  N  E  P  F  N  P  T  A  G  D  I  N  A  V  P  V  L  S  P  H  E  H  A  H  N  E  T  E   417 
 
2301      AGATGTTGGGATCTTGCAGGATTTCAAACAGAAATATTACGCCAATGAATTGCCCGAATTGATGCGCACTGATCTATTCACAGAATGGTTGGAAACTGCT 
            D  V  G  I  L  Q  D  F  K  Q  K  Y  Y  A  N  E  L  P  E  L  M  R  T  D  L  F  T  E  W  L  E  T  A    450 
 
2401      ACGCTTGCAAATATCGCCACCGTGTTCCAGGACCCAAATACTCAGGAATGGAAGGCTCATGGTGATCCCACCGAGATTGCAATTCAAGTGTTTGCTAAGA 
           T  L  A  N  I  A  T  V  F  Q  D  P  N  T  Q  E  W  K  A  H  G  D  P  T  E  I  A  I  Q  V  F  A  K     483 
 

 
Figura 2.1. Secuencia de DNA correspondiente al inserto del plásmido YEpTdSAL-1. La 
posible secuencia parcial de aminoácidos de Ena1p de T. delbrueckii se muestra debajo de 
la secuencia de DNA. Una potencial caja TATA encontrada en el promotor del gen aparece 
señalada en negrita. Los elementos consenso de unión a Mig1p están subrayados. 
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    AGATGGATATGCCTCGTTCTGCTTTGACAGGCGAAAATTCCCGTAACGATAGTGATTCTACCTGCGATGAAAAGAAGCAAGAAGCCAAATATGTTCAAGT 
        K  M  D  M  P  R  S  A  L  T  G  E  N  S  R  N  D  S  D  S  T  C  D  E  K  K  Q  E  A  K  Y  V  Q  V   517 
 
2601     CGCAGAATTTCCCTTTGATTCAACAATTAAGAGAATGTCTGCTGTCTACGAAAATACCCAGGATAACTCACAAACCGTTTTTGCCAAGGGTGCTTTTGAA 
          A  E  F  P  F  D  S  T  I  K  R  M  S  A  V  Y  E  N  T  Q  D  N  S  Q  T  V  F  A  K  G  A  F  E    550 
 
2701     AGTGTCTTGAAGTGTTGTAAATACTGGCACGGTGAAACCGGTATCGTCGACTTGAAAGATGATGATATCAATAATATAAAGGAAGAAGTTAACACCCTTT 
         S  V  L  K  C  C  K  Y  W  H  G  E  T  G  I  V  D  L  K  D  D  D  I  N  N  I  K  E  E  V  N  T  L     583 
 
2801     CTTCACAAGGTTTGAGAGTTTTAGCGTTCGCCAAGAAAGTTTACTACCAAGATGCTCTGAATCAGGATATCAAGGGTAAGCTATCTGAAAAGAGAGATTT 
        S  S  Q  G  L  R  V  L  A  F  A  K  K  V  Y  Y  Q  D  A  L  N  Q  D  I  K  G  K  L  S  E  K  R  D  F   617  
 
2901     TGCTGGATCCGAACTATGTTTCTTGGGTTTGATCGGGATCTACGATCCTTCCAGAAACGAAAACCGCCGGTGCGGTCCAAGAGAATTCATTATGCTGGTA 
          A  G  S  E  L  C  F  L  G  L  I  G  I  Y  D  P  S  R  N  E  N  R  R  C  G  P  R  E  F  I  M  L  V    650 
 
3001     TCAACCGTTCGATGGTGGACAGGTGATTTTCCCAGAACCTGGCAAAGGCTATCGCTTCAGAAAGTCGGATTTTGCAATAACCTTTCCACTTCCCCCAGAA 
         S  T  V  R  W  W  T  G  D  F  P  R  T  W  Q  R  L  S  L  Q  K  V  G  F  C  N  N  L  S  T  S  P  R     683 
 
3101     AG 
        K                                                                                                      684 

     2501

 
  
  

 
  
  

  

 
  

  

 
  

  
  

   
  

 
Figura 2.1- Continuación 

 

1.1.1.- Análisis de la secuencia parcial del gen TdENA1 

Como vemos en la Figura 2.1, la pauta de lectura abierta identificada en el 

plásmido YEpTdSAL-1 codifica un polipéptido de 684 residuos que 

muestra un 61% de identidad con un fragmento N-terminal de similar 

longitud de las proteínas Ena1, Ena2 y Ena5 de S. cerevisiae. Como cabía 

esperar, el polipéptido de T. delbrueckii exhibió también homología, aunque 

menor, con la porción amino-terminal de otras proteínas Ena de levaduras, 

como Ena1p de Z. rouxii (57% de identidad) o Ena1p de D. hansenii (49%) 

y en general con ATPasas implicadas en el transporte de cationes. En 

consonancia con estos datos, la búsqueda de dominios conservados 

(Marchler-Bauer y col., 2003) reveló la existencia de una zona, aminoácidos 

1-89, con una alta homología a las cadenas α de ATPasas envueltas en el 

transporte de iones Na+ y K+, pfam00690.11, que catalizaría la hidrólisis de 

ATP (Broude y col., 1989). Además, el análisis indicó la existencia de un 

segundo dominio (E1-E2 ATPasa, pfam00122.11), aminoácidos 89-351, 

característico 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 biológicamente relevantes (Smith y col., 1993). Así pues, el inserto 

del plásmido YEpTdSAL-1 parece contener una forma truncada del gen 
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TdENA1, cuya sobreexpresión 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 

TdENA1, con el fin de localizar secuencias consenso implicadas en la 

regulación de su expresión. El gen ENA1 de S. cerevisiae es probablemente 

uno de los genes mejor conocidos en este sentido. Su expresión está 

fuertemente regulada y depende de varias rutas de transducción de la señal y 

factores de transcripción (ver el capítulo de Introducción de este trabajo), 

entre ellos Crz1p (Stathopoulos y Cyert, 1997) y el complejo represor 

Mig1p-Ssn6p-Tup1p (Alepuz y col., 1997; Proft y Serrano, 1999). Dos 

secuencias de unión a Crz1p, 5’-GAATGGCTG-3’ y 5’-GGGTGGCTG-3’, 

bastante alejadas del ATG de inicio, entre 713 y 820 pb, y que varían en su 

afinidad, han sido identificas en el promotor de ENA1 (Mendizábal y col., 

2001). De forma similar, dos secuencias prácticamente 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 TdENA1. 

Asimismo, la inspección de la secuencia reveló la existencia de dos posibles 

sitios de unión del factor transcripcional Mig1p, en las posiciones–323/–331 

y –863/–871. Así pues, el gen TdENA1 parece mostrar una regulación 

similar a la descrita previamente para ENA1. 

 

1.2.- Caracterización del plásmido YEpTdSAL-2 

La secuenciación del inserto contenido en el plásmido YEpTdSAL-2, reveló 

que habíamos clonado una región del genoma de Torulaspora ya descrita en 

este trabajo (Capítulo I). Como se muestra en la Figura 2.2, el fragmento 

obtenido mediante digestión parcial con Sau3A, contiene, en este caso, parte 

del gen homólogo a MRP51 de S. cerevisiae, la secuencia completa de 

DED1 y una pauta de lectura incompleta que presenta homología con el gen 
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RNR1/RNR3, que codifica una subunidad de la ribonucleótido reductasa de 

levadura (Elledge y Davis, 1990). 
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Figura 2.2.  Representación esquemática del plásmido YEpTdSAL-2 y de la subclonación 
de TdDED1 que da lugar al plásmido YEpTdDED-1. Los números indican el tamaño del 
fragmento generado desde el sitio de restricción hasta el MCS situado a la izquierda del 
dibujo. Sólo se indican los sitios de restricción más relevantes. El tamaño de los fragmentos 
está realizado a escala. 
. 
 

Ya que sólo el gen TdDED1 parecía encontrarse completo en el 

fragmento aislado en el plásmido YEpTdSAL-2, este resultado sugería que 

la expresión en un alto número de copias de este gen era responsable del 

fenotipo observado. Para confirmar este extremo, construimos el plásmido 

YEpTdDED-1, que contiene el promotor, la pauta de lectura completa y el 

terminador de TdDED1, 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 sobreexpresión de TdDED1 incrementó la capacidad de 

crecimiento de la cepa parental en un medio conteniendo 0,5 o 1,0 M de 

NaCl, confirmando así la implicación de este gen en el fenotipo observado. 
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Figura 2.3. La expresión en un alto número de copias del gen TdDED1 confiere mayor 
tolerancia a NaCl en S. cerevisiae. La figura muestra el crecimiento de células de la cepa  
CEN.PK2-1C transformadas con el plásmido control YEplac195 o con el plásmido 
YEpTdDED-1. Las células se crecieron en MM-glucosa hasta una DO600 de 0,3-0,5. Para el 
crecimiento en placa, se efectuaron diluciones seriadas, 10-1 a 10-4, que se depositaron (3 
µl) en placas del mismo medio conteniendo 0 (control) 0,5 o 1,0 M de NaCl (concentración 
final). Las células fueron incubadas a 30ºC durante 2 a 5 días. 

 

 

1.2.1.- Análisis de la secuencia del gen TdDED1 

La secuencia de nucleótidos de TdDED1 contiene 1,795 pb 

correspondientes a una proteína de 597 aminoácidos que guarda una alta 

homología, 74,7% de identidad, con el correspondiente gen de S. cerevisiae, 

y en general con proteínas conteniendo un dominio Asp-Glu-Ala-Asp, 

característico 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, proteínas 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 característicos, el dominio DEAD, encargado de 

la unión e hidrólisis de ATP, y el dominio Helicasa C, implicado en la 

interacción con RNA. Como vemos en la Figura 2.4, el polipéptido 

TdDed1p contuvo los ocho motivos I, Ia, Ib y II-VI, característicos de los 

miembros de la familia DEAD-box. Además, todos ellos, mostraron un 

100% de identidad de secuencia, respecto a los correspondientes motivos de 

la helicasa Ded1p de S. cerevisiae. 

 

MADLSKKVENMSIKEKGGYVPPHLRNGGARRANSGGFGGSSGSDGSSGGS  
FFGFSGRRGDSNRGGRGGFARNGGGSGFRPAGTGRWTDGKHVPAARNEKM  
EQQLFGVAEDPNFQSSGINFDHYDDIPVDASGENVPEPITEFTSPPLDEL  
LLENIKLARFTKPTPVQKYSVPIVANGRDLMACAQTGSGKTGGFLFPVLS 
                                     I 
ESFSTGPSEIPENARGGYMRKAFPTAVVLAPTRELATQIFDEAKKFTYRS 
                                 Ia  
WVRATVVYGGADVGSQMRELDRGCDLLVATPGRLNDLLERGKISLAKVKY 
                             Ib  
LVLDEADRMLDMGFEPQIRHIVEGCDMPGVEDRQTLMFSATFPVDIQHLA 
   II                                 III 
RDFLSDYIFLSVGRVGSTSENITQHVLYVEDEDKKSALLDLISSATDGLT  
LIFVETKRMADQLTDFLIMQNFAATAIHGDRTQGERERALAAFRSGKANL 
IV  
LVATAVAARGLDIPNVTHVINYDLPSDVDDYVHRIGRTGRAGNTGVSTAF 
         V                          VI 
FNRGNKNIVKGLVEILTEANQEVPSFLNDISRESSGIRGGRGGSFFNSRA  
NSSRDYRKQGNGNGSFGASRGSGGSSWGSSRGGSSWGESSGGNSSWW*

 
 
Figura 2.4. Secuencia de aminoácidos de la proteína Ded1p de T. delbrueckii donde 
aparecen señalados los siete motivos conservados que coinciden con los encontrados en la 
misma proteína de S. cerevisiae. 

 

En consonancia con estos resultados, el análisis de dominios conservados 

(Marchler-Bauer y col., 2003) indicó la presencia de un dominio DEAD 
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(residuos 163-349) y un dominio Helicasa C (residuos 416-492) 

prácticamente idénticos a los encontrados en Ded1p de Saccharomyces 

(Figura 2.5). Sólo las extensiones N- y C-terminal, anexas a la región central 

responsable de la función helicasa, parecieron mostrar una mayor 

heterogeneidad. Así pues y a falta de una determinación experimental de su 

actividad, nuestros resultados sugieren que TdDED1 codifica una helicasa 

de RNA de la familia DEAD-box.   

T. delbrueckii

S. cerevisiae

DEAD Helicasa 
C

Helicasa 
C

DEAD

T. delbrueckii

S. cerevisiae

DEADDEAD Helicasa 
C

Helicasa 
C

Helicasa 
C

Helicasa 
C

DEADDEAD

 
 
Figura 2.5. Representación esquemática de la proteína Ded1p de S. cerevisiae y T. 
delbrueckii. Los dominios DEAD y Helicasa C aparecen señalados. 
 

 

1.2.2.- El gen DED1 esta implicado en la respuesta a NaCl y frío 

El aislamiento del gen TdDED1 en el rastreo de genes de Torulaspora que 

confieren resistencia a estrés por NaCl, sugirió que el gen homólogo DED1 

de S. cerevisiae podía tener también un papel funcional en estas 

condiciones. DED1 codifica una RNA helicasa esencial para el inicio de la 

traducción de mRNAs en S. cerevisiae (Chuang y col., 1997; Iost y col., 

1999). Aunque no existen evidencias de la implicación de DED1 en la 

respuesta a estrés osmótico en esta levadura, un buen número de genes 

inducidos en esta situación codifican proteínas ribosomales o implicadas en 

traducción (Rep y col., 2000). Por otra parte, se ha descrito que algunas 

mutaciones en este gen confieren un fenotipo de sensibilidad a frío (Chuang 
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y col., 1997) y que el nivel de mRNA de DED1 es mayor a 12ºC que a 30ºC 

(Sahara y col., 2002). En este sentido, un descenso brusco en la temperatura 

ambiental genera, al menos temporalmente, un estrés iónico (Wolfe y 

Bryant, 1999). Además, algunos genes implicados en tolerancia a este estrés 

parecen conferir también resistencia a frío (de Jesús Ferreira y col., 2001). 

Así pues, decidimos analizar mediante Northern blot, el perfil de 

expresión de DED1 en células transferidas a un medio conteniendo un 0,5 

M de NaCl. Como control, utilizamos células sometidas a estrés por frío. 

Como se observa en la Figura 2.6,  el gen DED1 aumentó su expresión bajo 

condiciones de estrés salino, obteniéndose niveles de inducción, en torno a 

1,5 veces, similares a los observados en células sometidas a estrés por frío. 

Así pues, la adaptación a estrés osmótico en S. cerevisiae pasa, al menos en 

parte, por incrementar su capacidad traduccional y nuestros datos sugieren 

que Ded1p esta implicado en esta función. Experimentos adicionales son, 

sin embargo, necesarios para establecer el papel exacto de esta proteína en 

la respuesta a estrés osmótico.  
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Figura 2.6. Análisis de la expresión del gen DED1 en condiciones de estrés por NaCl y 
frío. Células de la cepa CEN-PK2-1C fueron crecidas en medio YPD (DO600 = 0,5-0,6), 
transferidas a 10 o 4ºC, 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 
extracción de RNA total. El análisis del nivel de mRNA de DED1 se llevó a cabo mediante 
Northern blot, utilizando una sonda de este gen marcada con 32P. Para el control de carga y 
transferencia, la membrana se rehibridó con una sonda del gen ACT1. Los valores indican 
la inducción relativa de DED1 con respecto a la muestra con mayor nivel de mRNA, a la 
que se adjudicó el valor de 100.   
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1.3.- Caracterización del plásmido YEpTdSAL-3 

El tercer plásmido aislado en el rastreo de la genoteca de T. delbrueckii, 

YEpTdSAL-3, contenía un inserto de casi 1,9 kb, cuya secuenciación reveló 

la existencia de dos pautas de lectura abierta, una aparentemente completa 

homóloga al extremo 3’ del gen SIP1 de S. cerevisiae, que denominamos 

ORF1 y una parcial, ORF2, que presentaba homología al gen GIS4 de esta 

levadura. Como se mencionó en el Capítulo de Introducción, el gen SIP1 

codifica una de las subunidades β de la proteína quinasa Snf1p implicada en 

represión por catabolito (Yang y col., 1994; Jiang y Carlson, 1997) mientras 

que el producto de GIS4, ha sido implicado en la ruta de señalización 

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 osmótico en esta levadura. Así, el 

análisis sistemático de una colección 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 deleción o inserción del gen GIS4, 

muestran también un claro fenotipo de sensibilidad a Na+ y Li+ (de Jesús 

Ferreira y col., 2001).  

 Ya que de los dos fragmentos de DNA identificados en el plásmido 

YEpTdSAL-3, sólo la ORF1 parecía incluir una pauta de lectura completa, 

centramos nuestra atención en ésta, tratando de confirmar su implicación en 

el fenotipo observado. Con este fin, subclonamos mediante restricción el 

fragmento completo de 1,197 pb, incluyendo 82 y 154 pb de las zonas 

flanqueantes 5’ y 3’, respectivamente, en el vector YEplac195 y 

transformamos con el plásmido resultante, YEpTdSAL-3a, la cepa parental 

CEN.PK2-1C. Como puede observarse en la Figura 2.7, la expresión en un      
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alto número de copias del fragmento de DNA analizado, aumentó la 

tolerancia de la cepa salvaje a NaCl.    
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Figura 2.7. La sobreexpresión del gen truncado TdSIP1-t incrementa la resistencia a NaCl 
de S. cerevisiae. Células de la  cepa  CEN.PK2-1C transformadas con el plásmido 
YEplac195 (control) o YEpTdSAL-3a, el cual contiene el gen TdSIP1-t, se cultivaron en 
MM-glucosa hasta una DO600 de 0,3-0,5. Para el crecimiento en placa, se efectuaron 
diluciones seriadas de los cultivos, 10-1 a 10-4, que se depositaron (3 µl) en placas del 
mismo medio conteniendo 0 (control) 0,5 o 1,0 M de NaCl. Las células fueron incubadas a 
30ºC durante 2 a 5 días. 
 

 

Este resultado nos llevó a pensar que la sobreexpresión del gen SIP1 de 

S. cerevisiae podría también conferir mayor resistencia a este estrés. Sin 

embargo, este extremo no fue confirmado en experimentos en los que se 

comparó el crecimiento, en condiciones de estrés salino, de células de la 

cepa salvaje transformadas con el plásmido pB44 (Yang y col., 1992), que 

contiene el gen SIP1 bajo el control de su propio promotor, o con un 

plásmido vacío (Figura 2.8). Así pues y a pesar de la homología encontrada 

en la región C-terminal de ambas proteínas, nuestros resultados parecían 

indicar que nos encontrábamos ante un gen diferente a SIP1. 
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1.3.1.- La pauta de lectura ORF1, es una forma truncada del gen 

TdSIP1 homólogo al gen SIP1 de S. cerevisiae 

El gen SIP1 de S. cerevisiae tiene una longitud de 2,448 pb, frente a tan sólo 

1,197  pb  de  la pauta  ORF1. El análisis comparativo de otros genes de T. 

delbrueckii y S. cerevisiae, p.e. HIS3, LEU2 (este trabajo) o URA3 

(Hernández-López y col., 2002),  había  demostrado,  sin  embargo,  que  las 

proteínas de ambos organismos presentan un alto grado de homología, tanto 

estructural como funcional. Así pues, nos planteamos si el fragmento de 

DNA aislado en el plásmido YEpTdSAL-3 no sería, en realidad, una forma 

truncada de la proteína Sip1 de T. delbrueckii, capaz de conferir un fenotipo 

de tolerancia a estrés iónico, 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, homólogo a SIP1 de S. cerevisiae. 

Para ello, se utilizó una estrategia idéntica a la empleada para el aislamiento 

del gen TdLEU2. Se aislaron en total cuatro plásmidos. Uno de ellos era 

similar al clon original analizado, conteniendo el plásmido YEpTdSAL-3, 

mientras que los otros tres contenían un fragmento de DNA, cuya 

  

 
 
Figura 2.8. La sobreexpresión del gen SIP1 de S. 
cerevisiae no confiere tolerancia a NaCl. Células de 
la cepa  CEN.PK2-1C fueron transformadas con el 
plásmido YEplac195 (control) o con el plásmido 
pB44 que contiene el gen SIP1 de S. cerevisiae. Las 
condiciones de cultivo fueron idénticas a las descritas 
en la Figura 2.7. 
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      CCTACCGCTCAGAATAATGATCGTTTGAACGGATTGGCTCACGACAATGGATTCAATAGAATCGATTCCTTTGAAAAAGGGTCTGTCGAACATAGAGAGG       
       P  T  A  Q  N  N  D  R  L  N  G  L  A  H  D  N  G  F  N  R  I  D  S  F  E  K  G  S  V  E  H  R  E     244 

 
      TCGAGACTTCTCCAACAATGAGGAATTCATCGTCGGCATCACCAAGTTCAAGCTCCATAATCTCAAATACAGAACCAGAGAAAGTTCATGTGATTTTAAA     
      V  E  T  S  P  T  M  R  N  S  S  S  A  S  P  S  S  S  S  I  I  S  N  T  E  P  E  K  V  H  V  I  L  K   278 

      ATGGAGGGACCAAATTGAAGACCCTTCCAAATGTAAAATTACTATCGTCAGTACTGATATTGCGTCAGCACTAAATTTTGATCCATCTGACAAATCATTC     
        W  R  D  Q  I  E  D  P  S  K  C  K  I  T  I  V  S  T  D  I  A  S  A  L  N  F  D  P  S  D  K  S  F    311 

      CATGGCACCTTTTCCATGAAATACGACGAGAAGGAAAACAACTTTTATGTTCCAAATCTTTCATTGCCACCTGGTATTTACAAATTTCAATTCGTTATCA     
       H  G  T  F  S  M  K  Y  D  E  K  E  N  N  F  Y  V  P  N  L  S  L  P  P  G  I  Y  K  F  Q  F  V  I     344 

 
      ATGGTGAAATCAGACACTCAAACCTATTGCCATCAGCAACAGACTCCGTCGGTAACATCGTTAATTGGTTCGAAGTCATCCCTGGTTATGAAAGTGTCGA   

           N  G  E  I  R  H  S  N  L  L  P  S  A  T  D  S  V  G  N  I  V  N  W  F  E  V  I  P  G  Y  E  S  V  E   378 
              
 1701      GCCTTTTAGAAATGAAATCGACTACCATGAAAATATGGGAATCGACCCCCCACAATCTGACTCAAGCACTAGTACTGGTAAACATCATGACGAATCTCCG    
             P  F  R  N  E  I  D  Y  H  E  N  M  G  I  D  P  P  Q  S  D  S  S  T  S  T  G  K  H  H  D  E  S  P    411    

 
 1801      GGCAAAGTGCCTTTGGTGCAGCCCGTGCCGGGAAGACCACCTTTAGCGGCACGTCATACTTCTTCATATTCCAACAAACAAGAGAGGTCTGGAACCCCTT    
            G  K  V  P  L  V  Q  P  V  P  G  R  P  P  L  A  A  R  H  T  S  S  Y  S  N  K  Q  E  R  S  G  T  P     444 
 
 1901      ACTCGGATTATACTGGTGTAAGCAGATGTAATTCAGCGGTCAGAAAATCGCCATTAATACATCAAACACTTAGTAGCATAGATCTGGTCACAGCATTGCA    
           Y  S  D  Y  T  G  V  S  R  C  N  S  A  V  R  K  S  P  L  I  H  Q  T  L  S  S  I  D  L  V  T  A  L  Q   478 
 
 2001      ACCCAAGAAATACGAATACTCGAATGAGATACCCGAGCTGTTTAAAGCAGGTAACGTATTAGGCCAGAGTGATGAAAATCAATTCCCAACTCCACCACCA    
             P  K  K  Y  E  Y  S  N  E  I  P  E  L  F  K  A  G  N  V  L  G  Q  S  D  E  N  Q  F  P  T  P  P  P    511 
 
 2101      CCTCCCATGAACCCGCCATCATATGATCAGCCTAGTTTCTTAGAGAATGTTGTGGATTGTAATCAGGATAATTTGTTTGTTAGCCTTCAACAGGGCGGAC    
            P  P  M  N  P  P  S  Y  D  Q  P  S  F  L  E  N  V  V  D  C  N  Q  D  N  L  F  V  S  L  Q  Q  G  G     544 
 

secuenciación parcial reveló que exhibían una cierta homología con la 

región 5’ del gen SIP1. El inserto de uno de estos plásmidos, al que 

denominamos YEpTdSAL-3b fue secuenciado hasta un pequeño fragmento 

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

S. cerevisiae. Éste contenía una pauta de lectura abierta de 1,944 pb, que 

codifica para un polipéptido de 648 aminoácidos (Figura 2.9), más corto 

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

una proteína de 863 aminoácidos.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
1201
    

   1      ATTANGACCAAGGCCAAGTGTTCCGAGAAAGGAGTAGTCGTCCAAGCTGAGGATGTCCAGCGCGTACTCGATAAGCACATGGACGTGTAAATACCTTCCT 
 101      AAATATCCATTATTACTATTATGTGTGTTAAACTTTTTCTACTATGACGAAGCAAACCATTGTCCGTCACCCGGCAAGAAAGACGTTGAAGGGGTTTAAA 
 201      GCAGAGTAAATCAGAATGCAACCACTATAACCATAATAATCACCTCCAAATCACCATTTCAAGCCATGGGTAATTCGCCCTCGGTTCAAGAACATCAGCA 
 301      ACAACCGCACGGTGTGCTGGATGCAAATCACCCTTTCAGAAGGGCGCAATTGGGGAATGAAATGAGTTCGGGAAGACAACAGAGTATCACGTCACAGCTT 
 401      TTCCCAAGTAGGAACACTAGACATGTCGGTCCACATTCGATGAATGCCAAGAGAAATCGCCATCCTCATCCGCAACCTCCTTCGTTGTCAAGTCGGATTA 
 501      TTCACTTCGCAGCACTGCAGAAGAGACTCCGGCAAACACAGGTTCCACTGAAAATATAAGAGATAATATGGCTGGATTATCGTTAAAGAGTTCTAATGAA 
                                                                              M  A  G  L  S  L  K  S  S  N  E     11     
       
 601      AATGCTCAGGTGCCTTCGTTCCTGACACCGGGTCATTCTACTCCAACAGTACAACCTACGAGACAGGCTGCAGTTCCGGCAGCTGATCTAAAGAATAAAT      
           N  A  Q  V  P  S  F  L  T  P  G  H  S  T  P  T  V  Q  P  T  R  Q  A  A  V  P  A  A  D  L  K  N  K      44 

     
 701      TGCAGAATGGTTTAAATCAACAGAAGGAAATCTCATCTCATAGGTTTCAGCGTCCCAGTGTGGTAGCTTTGAAAAAGACTTTGCTTGATGACGGTGAATT  
          L  Q  N  G  L  N  Q  Q  K  E  I  S  S  H  R  F  Q  R  P  S  V  V  A  L  K  K  T  L  L  D  D  G  E  L    78 

 
 801      ACATTCTACTAGTTCAAGGTCCACGTCAGGCGATGTCGTAAGCTCCGCGTCCCTAGATATATACTCTGCATTGAACCTTGATTCACCAACTCAAAGTGGT     
            H  S  T  S  S  R  S  T  S  G  D  V  V  S  S  A  S  L  D  I  Y  S  A  L  N  L  D  S  P  T  Q  S  G    111   
 
  901      CAAGGCAAAAGACACAGACGCCGATCCAGATACCTCGGATTTCGACGATATTAGTGATGATGGGTATTTGCAAAGTGAAGATGTCGTGTTGAATCAAT 
          S  K  A  K  D  T  D  A  D  P  D  T  S  D  F  D  D  I  S  D  D  G  Y  L  Q  S  E  D  V  V  L  N  Q     144         

                          
1001      CACTCTTACAGAATGTTTTGAGGAGAGATATGAAGAGGAAAAGACCTGCAAAGAAATCCAAGGTTCCCAATACAAGTCATGTATCAAATTTGAAAGCTAG     
           S  L  L  Q  N  V  L  R  R  D  M  K  R  K  R  P  A  K  K  S  K  V  P  N  T  S  H  V  S  N  L  K  A  S   178 

  
1101      TAGTAACTCGGCATCCTACGAGAGCTTAGAGAATGGTAACGTGCCGGATGCGAAAAAACTAAAATCTTTAAGTTATGACGGTTCTCTACCCAGTTTCCAA     
             S  N  S  A  S  Y  E  S  L  E  N  G  N  V  P  D  A  K  K  L  K  S  L  S  Y  D  G  S  L  P  S  F  Q    211 

 

 1301
 
    

 
1401
    

 1501
 
    

 1601

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.9. Secuencia de DNA del inserto contenido en el plásmido YEpTdSAL-3c. La 
secuencia de aminoácidos del producto del gen TdSIP1 se muestra debajo de la secuencia 
de DNA. El elemento TATAAGA en el promotor del gen está marcado en negrita. 
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 2201      TTCTCGATGCAGAAACTGCAGAACAGTTGTTTTTGGAGAAATACACTGTGCCAGATTTACCAGTGTATCTGAACTCGACGTACTTAAACAAGATCTTCAA    
           L  L  D  A  E  T  A  E  Q  L  F  L  E  K  Y  T  V  P  D  L  P  V  Y  L  N  S  T  Y  L  N  K  I  F  N   578 
         
 2301      CGAGTTTCAAAAGCACAACTCTTTGGGAAGCAACTCCAGCGGTTTGAATCATATCATTCCACATGTTAACTTAAACCATCTACTGACAAGCAGTATCAGA 
             E  F  Q  K  H  N  S  L  G  S  N  S  S  G  L  N  H  I  I  P  H  V  N  L  N  H  L  L  T  S  S  I  R    611 
  
 2401      GATGAAATGATCAGTGTTGGCTGTACTACTAGATACGAGGGTAAATTTATCACTCAAGTAGTATACGCTCCTTGTTACTACGCCAGTGGTCCAAAGGCGG    
            D  E  M  I  S  V  G  C  T  T  R  Y  E  G  K  F  I  T  Q  V  V  Y  A  P  C  Y  Y  A  S  G  P  K  A     644 

 2501      AGGGCAAGAAGTGAAGTATAGTCAGTGTTATGTATGTTTGATTAGCATCTATGTATTTAATGATGAATGAGCGATAAGATTAAACCAAATATCAAGAAGA    
           E  G  K  K  *                                                                                          649               

 2601      CGATGGTTATTGAAAATATTGTTATCTTGTATTACATAATTATACAACCCTTTTCATGCTGTCTATGGTTCTTCTTA 

 
Figura 2.9.- Continuación 

 

El alineamiento de las dos proteínas reveló 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 proteína de T. delbrueckii y 482 a 854 de 

Sip1p (Figura 2.10). Además, la proteína presenta homología, aunque 

menor, con las otras dos subunidades β de Snf1p, Sip2p (21,9% de identidad 

total) y Gal83p (21,4%), aunque de nuevo, la homología aumenta cuando se 

compara únicamente la porción C-terminal de estas proteínas. En esta zona 

residen los dominios ASC (Figura 2.10, aminoácidos subrayados) y KIS 

(Figura 2.10, aminoácidos en negrita) responsables de la interacción de 

Sip1p con Snf4p y Snf1p, respectivamente (Yang y col., 1992, 1994; Jiang y 

Carlson, 1997). Además, la región KIS se encuentra en miembros de la 

familia de proteínas pfam04739.5, recibiendo el nombre de AMPKBI, 

debido a que está presente en la subunidad β de la proteína quinasa activada 

por 5’-AMP de humanos, homóloga a Snf1p de S. cerevisiae. Así pues, 

nuestros datos sugerían que el gen aislado en el plásmido YEpTdSAL-3b 

codifica la proteína homóloga a Sip1p de S. cerevisiae, de la que difiere 

mayoritariamente, en una extensión N-terminal de unos 180 aminoácidos, 

presente en Sip1p. Una representación esquemática de ambas proteínas con 

los dominios ASC y KIS se muestra en la Figura 2.11. 
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TdSIP1 MA----------------------------GL----------------------------    4 
       :.                            ::                             
  SIP1 MVDISDTSGYLHKQGVLPSVSFICTSFFACGLTSWKVELSYYIVVAAAMGNSPSTQDPSH   60 
                                                                          
TdSIP1 ------------------------------------------------------------    4 
                                                                    
  SIP1 STKKEHGHHFHDAFNKDRQGSITSQLFNNRKSTHKRRASHTSEHNGAIPPRMQLLASHDP  120 
                                                                
TdSIP1 --------------------------SLKSS----------------------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 SQMDKEGNSDSVDAEAGVLQSEDMVLNQSLLQNALKKDMQRLSRVNSSNSMYTAERISHA  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 proteínas Sip1de S. cerevisiae y T. 
delbrueckii. Marcados en negrita se destacan los aminoácidos involucrados en la 
interacción de Sip1p con Snf1p (caja KIS). Subrayados aparecen los aminoácidos que 
forman parte de la región ASC, responsable de la interacción Sip1p-Snf4p. El símbolo . 
indica un cambio conservado. 
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T. delbrueckii

ASCASC

ASCASC

KISKIS
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Figura 2.11. Representación esquemática de las proteínas Sip1 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 homología funcional de este gen con SIP1, 

transformamos una cepa mutante (sip1∆ sip2∆ gal83∆) de S. cerevisiae  

(MSY558, Schmidt y McCartney, 2000) con el plásmido YEpTdSAL-3c y 

comprobamos el crecimiento de los transformantes en medios con una 

fuente de carbono no fermentable. Este plásmido contiene un  fragmento de 

restricción, MfeI-BamHI de 2,430 pb, del plásmido 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 sobreexpresión 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 sobreexpresó, en este fondo, la 

proteína truncada correspondiente al fragmento de DNA incluido en el 

plásmido YEpTdSAL-3a, de manera similar a lo descrito anteriormente para 

la sobreexpresión de la porción C-terminal de las subunidades β, Sip2p y 

Gal83p de S. cerevisiae (Schmidt y McCartney, 2000). 
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 MSY558 YEpTdSAL-3c 

 MSY558 YEpTdSAL-3a

 MSY558 YEplac195 

 MSY182 YEplac195 

Control Glicerol-Etanol  
 
Figura 2.12. La sobreexpresión de TdSIP1 complementa la función de las subunidades β de 
Snf1p. Las células del triple mutante sip1∆ sip2∆ gal83∆ (cepa MSY558) transformadas 
con los plásmidos 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 MSY182 (SIP1 SIP2 GAL83) transformadas con 
el plásmido control YEplac195. En todos los casos, las células fueron crecidas en MM-
glucosa líquido hasta una DO600 de 0,3-0,5. Para el crecimiento en placa, se efectuaron 
diluciones seriadas de los cultivos, 10-1 a 10-5, que se depositaron (3 µl) en las placas. Las 
células fueron incubadas a 30ºC durante 2 a 5 días. 
 

 

Finalmente, analizamos si la sobreproducción de la proteína nativa de 

Torulaspora confería resistencia a NaCl en S. cerevisiae. Para comprobar 

este extremo, transformamos con el plásmido 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-

expresión de este gen no alteró el fenotipo de la cepa parental (Figura 2.13). 

Los mismos resultados fueron obtenidos cuando la expresión se llevó a cabo 

en un plásmido centromérico (datos no mostrados). Así pues, todos los 

datos, tanto estructurales como funcionales, descritos en este apartado, 

indican que el gen contenido en el plásmido YEpTdSAL-3c es el homólogo 

al gen SIP1 de S. cerevisiae, TdSIP1. En consonancia a esto, 

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

tolerancia a NaCl en S. cerevisiae. 

 

 

YEplac
19

5

YEpTdSAL-3a

YEpTdSAL-3c

YEplac
19

5

YEpTdSAL-3a

YEpTdSAL-3c

 

 

  
 
Figura 2.13. La sobreexpresión del gen 
TdSIP1 no confiere tolerancia a NaCl. 
Células de la cepa  CEN.PK2-1C fueron 
transformadas con los plásmidos 
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.- Interrupción del gen TdSIP1 y análisis funcional del mutante 

La deleción o interrupción de las tres subunidades β presentes en el genoma 

de S. cerevisiae, SIP1, SIP2 y GAL83 inactiva a la proteína quinasa Snf1p, 

impidiendo la normal desrepresión 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 situación podía ser distinta en T. delbrueckii. 

Así pues, decidimos analizar si la disrupción del gen TdSIP1 en esta 

levadura confería el fenotipo de un mutante de desrepresión. Para la 
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interrupción del gen, construimos mediante restricción, un casete de 

disrupción, que contiene el módulo de resistencia a nourseotricina, natMX4 

flanqueado por fragmentos largos homólogos al gen TdSIP1 (Figura 2.14) y 

lo utilizamos para transformar la cepa PYCC5321. La verificación de la 

correcta interrupción del gen se llevó a cabo por PCR, de manera similar a 

la descrita anteriormente para el gen TdLEU2 (Apdo. 2.4 del capítulo I). 

 

 

EcoRI 0.1 SpeI 0.5

TdSIP1-t

BglII 0.7 PstI 1.0

ScaI 0.2ATG TGABglII 1.1

SspI 1.4

SacII 1.5

XmnI SpeI BglII

nat1 tTEF1pTEF1TdSIP1 TdSIP1

SspI

YEpTdSAL-3

YEpTdSIP1natMX4

EcoRI 0.1 SpeI 0.5

TdSIP1-t

BglII 0.7 PstI 1.0

ScaI 0.2ATG TGABglII 1.1

SspI 1.4

SacII 1.5

XmnI SpeI BglII

nat1 tTEF1pTEF1TdSIP1 TdSIP1

SspI

YEpTdSAL-3

YEpTdSIP1natMX4

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.14. Representación esquemática de la construcción del casete de interrupción del 
gen TdSIP1. Las flechas indican las enzimas de restricción empleadas para reemplazar un 
fragmento del gen TdSIP1 por el modulo natMX4 (Goldstein y McCusker, 1999) que 
genera el plásmido YEpTdSIP1natMX4. La digestión posterior de éste con las enzimas 
XmnI/SspI libera el modulo de selección flanqueado por fragmentos largos homólogos a 
TdSIP1. Sólo se han indicado los sitios de restricción más relevantes. Los números indican 
el tamaño del fragmento generado desde el sitio de restricción hasta el MCS situado a la 
izquierda del dibujo. El tamaño de los fragmentos está realizado a escala. 
 

Como puede verse en la Figura 2.15, células del mutante Tdsip1∆ fueron 

capaces de crecer en medios conteniendo rafinosa, glicerol o etanol como 

única fuente de carbono, a un ritmo similar al observado para la cepa 

parental. Sorprendentemente, la interrupción de TdSIP1 tampoco alteró la 

resistencia a estrés de esta levadura (Figura 2.15). Como se mencionó 

anteriormente, un análisis sistemático del fenotipo de una colección 
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completa de mutantes de deleción de S. cerevisiae (Giaever y col., 2002) 

había implicado al gen SIP1 en tolerancia a este estrés. Para clarificar este 

punto, analizamos el crecimiento en medios conteniendo NaCl, de un 

mutante sip1∆ construido en la cepa MSY182 de S. cerevisiae (Schmidt y 

McCartney, 2000). Como se observa en la Figura 2.15, la cepa mutante 

mostró una capacidad de crecimiento similar a la cepa parental. Así pues, 

nuestros datos sugieren la existencia en T. delbrueckii de posibles 

subunidades β adicionales a TdSip1p. Además, la carencia de la función  

TdSip1p no altera la tolerancia a estrés por NaCl en esta levadura, de 

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

Tdsip1∆

PYCC5321

YP-Raf YP-Gal YP-EtOH

PYCC5321PYCC5321

Tdsip1∆

Control 0,7 M NaCl 1,2 M NaCl

sip1∆

MSY182

A

B

Tdsip1∆

PYCC5321

YP-Raf YP-Gal YP-EtOH

PYCC5321PYCC5321

Tdsip1∆

Control 0,7 M NaCl 1,2 M NaCl

sip1∆

MSY182

A

B

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.15. La interrupción 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 
Tdsip1∆ en placas de medio YP conteniendo 2% de rafinosa (YP-Raf), 2% de galactosa 
(YP-Gal) o 3% de etanol (YP-EtOH) como fuente de carbono. (B) Crecimiento de las cepas 
mencionadas en (A) y de las cepas de S. cerevisiae MSY182 y sip1∆ (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 líquido hasta una DO600 de 0,3-0,5. Para el crecimiento 
en placa, se efectuaron diluciones seriadas de los cultivos, 10-1 a 10-5, que se depositaron (3 
µl) en las placas. Las células fueron incubadas a 30ºC durante 2 a 5 días. 
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1.3.3.- La sobreexpresión de TdSIP1-t altera la respuesta 

transcripcional de S. cerevisiae a estrés salino 

Los resultados expuestos anteriormente demostraron que la sobreexpresión 

del gen truncado TdSIP1-t en células de la cepa de S. cerevisiae CEN.PK2-

1C confería mayor tolerancia a estrés osmótico. El producto del gen SIP1 de 

S. cerevisiae, participa en la modulación de la actividad Snf1p en esta 

levadura. Dada la importancia de esta proteína quinasa en la regulación de 

varios procesos celulares, cabía pensar que el fenotipo observado pudiera 

deberse a una alteración 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 plásmido 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 Investigación de la Universidad de Valencia, de 

acuerdo a los protocolos descritos en la sección de Materiales y Métodos. 

La Figura 2.16, muestra una representación del perfil global de expresión 

de células control y transformantes TdSIP1-t, antes y después de su 

exposición durante 45 min a estrés salino. Sólo aquellos genes que muestran 

un cambio al alza o a la baja, de más de dos veces, aparecen representados 

como inducidos o reprimidos, respectivamente. Como cabía esperar, la 

exposición a estrés salino alteró de manera importante el nivel de expresión 

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 número 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 difíciles, dado que muchos genes 
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muestran una alteración transitoria que depende de la cepa analizada, del 

medio de cultivo, YPD o MM, de la concentración de NaCl y del tiempo de 

exposición (Posas y col., 2000). 
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Figura 2.16. La expresión del gen TdSIP1-t altera la respuesta transcripcional de S. 
cerevisiae a estrés salino. La Figura muestra la comparación del perfil global de expresión 
génica de células transformadas con los plásmidos YEplac195 (A) y YEpTdSAL-3a (B), 
que contiene el gen truncado TdSIP1-t, después de 45 min de exposición a estrés salino. 
Las células fueron cultivadas en MM-glucosa hasta DO600 de 0,3-0,5 y transferidas al 
mismo medio conteniendo un 0,5 M de NaCl. Las gráficas muestran sólo los puntos cuya 
inducción o represión 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. 

 

Más significativo es, sin embargo, el análisis pormenorizado de la 

identidad de aquellos genes regulados. Aunque con las dificultades relatadas 

anteriormente, el análisis global indicó una gran variación 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 

o GLC3, en el de glucógeno; ALD2, ALD4, ALD6 y GRE2, involucrados en 

el metabolismo redox o chaperonas como HSP26, HSP42, HSP104, SSA3 y 

SSA4, no aparecieron como regulados en nuestro análisis. Además, la 

inducción 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 más 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 análisis, el 

nivel de inducción de este gen fue tan solo de seis veces. Estas diferencias 

podrían atribuirse a la cepa utilizada en este estudio, CEN.PK2-1C, mucho 

más sensible a estrés osmótico 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 análisis comparativo de 

células control y células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t, bajo las 

condiciones experimentales utilizadas, permitió identificar cambios de 

expresión atribuibles a la presencia del producto de TdSIP1-t. En efecto, la 

Figura 2.16 (panel B) muestra aquellos genes regulados más de dos veces en 

células transformantes sometidas a estrés por NaCl. En este caso, 511 genes 

mostraron una expresión alterada frente a la observada en condiciones 

normales de crecimiento. De ellos, 264 fueron inducidos, un número 

prácticamente idéntico al observado en células control transformadas con el 

plásmido vacío, mientras que 247 fueron reprimidos. Así, en términos 

generales, la sobreexpresión del gen TdSIP1-t pareció aumentar el número 

de genes regulados a la baja. 

Para analizar con mayor detalle los cambios de expresión 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 más 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 expresión reducida 

frente a la observada en células control. Esto implica un cambio mucho más 
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drástico en la respuesta a estrés osmótico del que parecía indicar la simple 

comparación del número de genes inducidos y reprimidos. 

En este escenario, la asignación del fenotipo observado a la variación de 

la expresión de un gen en particular o de un grupo pequeño de genes es 

ciertamente complicado, por no decir imposible. No obstante, puede 

señalarse que en general la expresión de TdSIP1-t incrementó el nivel de 

inducción de algunos genes, como ALD3, HSP12, YHR087W, MSC1, SOL4, 

CTT1, DAK1, YKL151C, YMR090W, YML131W, YBL064C, MCR1 o PHM8 

que han sido descritos como fuertemente dependientes de Hog1p para su 

respuesta a estrés osmótico (Rep y col., 2000). La presencia del producto de 

TdSIP1-t también aumentó, en torno a dos veces, el nivel de mRNA de 

HAL1. Aunque esta variación podría parecer escasa, es similar a la 

inducción 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 proteína reguladora, que controla, vía Ena1p, la 

principal ATPasa acoplada al movimiento de Na+ en S. cerevisiae, la 

homeostasis iónica en respuesta a NaCl (Gaxiola y col., 1992; Rios y col., 

1997). Además, Hal1p 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 osmótica (Tsuji y col., 

1996), mientras su sobreexpresión mejora la tolerancia a NaCl (Gaxiola y 

col., 1992) y revierte el fenotipo de un mutante en la subunidad reguladora 

de calcineurina, cnb1 (Rios y col., 1997). Como se mencionó en el capítulo 

de Introducción, la ruta de la calcineurina-Crz1 controla la expresión de un 

elevado número de genes de respuesta a estrés por Na+ (Yoshimoto y col., 

2002), entre ellos Ena1p (Stathopoulos y Cyert, 1997; Mendizábal y col., 

2001) y es esencial para la tolerancia a estrés iónico (Mendoza y col., 1994; 

Rusnak y Mertz, 2000). Así, la variación observada en la expresión de 
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HAL1 podría ser relevante en términos fisiológicos 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 

variación 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 análisis y al 

mismo tiempo incrementar el nivel de confianza en que dichas variaciones 

podrían tener un efecto fisiológico. Como vemos, estos genes se engloban 

en la mayoría de categorías funcionales del MIPS, si bien predominan genes 

de función desconocida. La mayoría de ellos, han  sido descritos 

previamente como inducidos en condiciones de estrés osmótico, si bien 

ninguno aparece como fuertemente regulado (Causton y col., 2001) y sólo 

siete (marcados con el símbolo #), 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 bioinformática, como posibles dianas de Ste12p (Qian y 

col., 2003) un factor de transcripción implicado en la respuesta a feromonas 

(Bardwell y col., 1994). Esta ruta es activada por NaCl en un mutante hog1 

(O’Rourke y Herskowitz, 1998) y comparte elementos comunes, Ste20p, 

Ste50p y Ste11p, con la ruta HOG (Gustin y col., 1998). Así, la 

identificación de al menos 10 posibles dianas de Ste12p entre los genes 

descritos en las Tablas 2.1 y 2.2, podría indicar una actividad anormal de la 

ruta HOG en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. Otras evidencias 

podrían ir también en esta línea. Así, cuatro de los genes descritos, TPK1, 

CAT8, DIG2 y REG2, codifican proteínas reguladoras y/o factores de 

transcripción 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 tránscrito menor en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t en comparación 
con células control después de 45 min de transferencia a un medio conteniendo 0,5 M de NaCl*. 
     Categoría funcional Gen ORF Nº de veces Comentarios 
     
     Ciclo celular     
 NFI1 YOR156C 4,4 Proteína implicada en la conjugación de otras proteínas  
 PRK1 YIL095W 4,6 Ser/Thr-proteína quinasa. Organización del citoesqueleto. 

Actina 
 MDM1 YML104C 4,9 Constituyente estructural del citoesqueleto 
 NGL3 YML118W# 4,4 Posible DNAsa/RNAsa 
 CDC14 YFR028C 4,3 Fosfatasa implicada en la regulación del ciclo celular 
 FKH1 YIL131C 4,4 Represor transcripcional. Regulación del ciclo celular 
Biogénesis de 
componentes 
celulares 

 
 

   

 MBA1 YBR185C 5,9 Proteína que participa en el ensamblaje de la cadena 
respiratoria 

Transcripción     
 RME1 YGR044C 11,4 Activador transcripcional. Meiosis 
 REG2 YBR050C 

 
4,7 Subunidad reguladora de la proteína fosfatasa Glc7p. 

Control de Snf1p/Unión a calmodulina. Reprimido por Mig1p 
 DIG2 YDR480W 8,6 Represor transcripcional del crecimiento invasivo. Diana de 

Ssk1p. Ruta de respuesta a feromonas 
Metabolismo     
 PYC2 YBR218C 4,5 Piruvato carboxilasa. Gluconeogénesis 
 LYS5 YGL154C 6,8 Cataliza la sexta etapa en la ruta de biosíntesis de lisina 
Transporte celular     
 SEC9 YGR009C# 8,0 Implicado en el transporte de vesículas 
 ARN2 YHL019C 5,7 Transporte vacuolar 
 SPF1 YEL031W 4,0 ATPasa del tipo P. Transporte de Ca2+. Regula a la baja el 

nivel de mRNA de ENA1, GSC2  y PMC1 
 APM2 YHL047C# 7,2 Posible miembro de la familia de proteínas de resistencia a 

multidrogas 
 TRS31 YDR472W 4,9 Transporte vacuolar 
 AZR1 YGR224W# 5,6 Miembro de la familia de proteínas de múltiple resistencia a 

drogas 
Síntesis de     
 MRPL9 YGR220C 5,3 Constituyente estructural del ribosoma. Mitocondria 
Sin clasificación     
  YIR042C 4,4 Miembro de la familia de acetil-transferasas GNAT 
  YJL086C 4,7  
  YPL109C 5,5 Posible localización en mitocondria 
  YCL056C 6,6  
 YIM2 YMR151W 6,6  
  YLR030W 4,2  
  YJL049W 6,7 Posible miembro de la familia SNF7 de transportadores. 

Snf7p esta implicado en el proceso de desrepresión. 
  YKR064W 6,4 Posible factor de transcripción 
  YOL101C# 4,9 Podría funcionar en la homeostasis de iones Zn 
  YGL159W 6,5  
  YOR093C# 19,8  
  YOR255W 5,7  
  YGL034C 4,2  
  YML108W 4,2  
  YEL023C 5,5  
     * Los genes han sido clasificados de acuerdo a la base de datos del MIPS (http://mips.gsf.de). En los comentarios, también se 

incluye información de la base de datos YPD (http://proteome.incyte.com). La tabla muestra únicamente aquellos genes cuyo 
nivel de mRNA es al menos 4 veces inferior en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. El símbolo # señala aquellos 
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 tránscrito mayor en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t en 
comparación con células control después de 45 min de transferencia a un medio conteniendo 0,5 M de NaCl*. 
      
Categoría funcional 

 
Gen 

 
ORF 

 
Nº de veces 

 
Comentarios 

     Transducción de la 
señal 

    

 TPK1 YJL164C 4,4 Subunidad catalítica de la proteína quinasa A, PKA, 
que regula el crecimiento y la respuesta general a 
estrés. Su promotor contiene 3 elementos STRE   

Transcripción     
 TAD2 YJL035C 4,6 Actividad adenosin desaminasa. Modificación de 

tRNA[Ala] 
  YGR067C 6,4 Posible factor de transcripción, regulado por Cat8p. 
 CAT8 YMR280C 6,0 Factor de transcripción requerido para la 

desrepresión de genes gluconeogénicos. Reprimido 
por Mig1p. Posible substrato de Snf1p 

 TFB5 YDR079C-A 5,5 Componente de la maquinaria transcripcional 
Metabolismo     
 FMN1 YDR236C 14,0 Proteína quinasa implicada en la biosíntesis de 

riboflavina 
 PHO12 YHR215W 4,6 Fosfatasa ácida 
Transporte celular     
 ENB1 YOL158C 4,6 Implicada en el transporte de Fe 
 PDR10 YOR328W# 4,5 Actividad ATPasa 
Sin clasificación     
  YNL024C 4,7  
  YMR018W 4,3  
  YGL074C 4,1  
  YJL038C 4,8  
  YNL260C 6,3 Proteína esencial 
  YDL118W 4,2  
  YBR144C 6,7  
  YGR219W 5,0  
  YBR004C 5,5  
  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 información de la base de datos YPD (http://proteome.incyte.com). La tabla muestra únicamente 
aquellos genes cuyo nivel de mRNA es al menos 4 veces superior en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. El 
símbolo # señala 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 proteína reguladora de la actividad de Glc7p 

(Frederick y Tatchell, 1996), una proteína fosfatasa del tipo PP1, implicada 

entre otros, en el proceso de represión por catabolito (Tu y Carlson, 1994). 

Además, Reg2p ha sido identificada, en un rastreo de chips de proteínas, 

como una posible proteína de unión a calmodulina (Zhu y col., 2001). Junto 

al producto del gen REG1, también implicado en represión por catabolito 
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(Tu y Carlson, 1995), Reg2p parece dirigir la actividad de Glc7p hacia 

substratos fosforilados por Snf1p (Frederick y Tatchell, 1996). A su vez, la 

expresión de REG2 parece controlada por la actividad Snf1p/Mig1p 

(Lutfiyya y col., 1998) sugiriendo que la sobreexpresión de TdSIP1-t altera 

la actividad de la proteína quinasa. 

Por otra parte, CAT8 codifica un factor de transcripción requerido para la 

desrepresión de genes gluconeogénicos (Hedges y col., 1995), cuya 

actividad parece también mediada por Snf1p (Rández-Gil y col., 1997). 

Finalmente, el gen TPK1 codifica la subunidad catalítica de la proteína 

quinasa A, PKA. Esta actividad regula negativamente los factores de 

respuesta general a estrés Msn2p/Msn4p (Estruch, 2000), de los que 

depende la inducción de un gran número de genes regulados por estrés 

osmótico (Rep y col., 2000), entre ellos TPK1, cuyo promotor contiene tres 

posibles elementos STRE (Martínez-Pastor y col., 1996) funcionales. 

Aunque la activación o inactivación de un factor transcripcional no suele 

coincidir temporalmente con la regulación al alza o a la baja de los genes 

que controla, el mayor nivel de mRNA de este gen podría indicar una mayor 

actividad de los factores nucleares Msn2p/Msn4p en células conteniendo el 

producto del gen TdSIP1-t. Como se mencionó en el Capítulo de 

Introducción, Msn2p y Msn4p dirigen a Hog1p 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. 

Así, nuestros resultados parecen indicar que la expresión de TdSIP1-t 

altera la funcionalidad de la proteína quinasa Snf1p. Además, dos rutas de 

transducción de la señal implicadas en la respuesta a estrés por NaCl, la ruta 

calcineurina-Crz1 y la ruta HOG, podrían estar siendo afectadas, de manera 

directa o indirecta, por la presencia de la proteína truncada de T. delbrueckii.  
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CAPÍTULO III                                                             

Bases moleculares del fenotipo de resistencia 

a NaCl causado por la sobreexpresión de 

TdSIP1-t en Saccharomyces cerevisiae: el 

papel funcional de Snf1p 
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Los resultados expuestos en el capítulo anterior demostraron que la 

sobreexpresión del gen heterólogo TdSIP1-t, una forma truncada del gen 

TdSIP1, homólogo a SIP1 de S. cerevisiae, que codifica una de las 

subunidades β de la proteína quinasa Snf1p, confiere mayor tolerancia a 

NaCl en este organismo. Nuestros resultados también mostraron que la 

producción de TdSip1-t altera la respuesta transcripcional de S. cerevisiae 

en células expuestas a NaCl. En particular, el rastreo de genes regulados 

diferencialmente en células productoras de TdSip1-t sugirió que la proteína 

recombinante podía alterar la funcionalidad de Snf1p y de algunas rutas de 

transducción de la señal 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 iónico y la posibilidad de 

descubrir un papel funcional, hasta ahora no caracterizado, de Snf1p en el 

mecanismo de adaptación de esta levadura a variaciones medioambientales 

en la concentración de Na+, nos ha llevado a explorar las bases moleculares 

del fenotipo producido por la expresión en un alto número de copias de 

TdSIP1-t.  

 

 

1.- La sobreexpresión de SIP2 o GAL83 no altera la resistencia a NaCl 

de S. cerevisiae  

Sip2p y Gal83p son junto a Sip1p, las tres subunidades β pertenecientes al 

complejo de la proteína quinasa Snf1p. Las dos primeras tienen un tamaño 

de 415 y 417 aminoácidos respectivamente, mientras que la secuencia 

primaria de Sip1p consta de 863 residuos. Considerando los datos de 

secuencia presentados en el capítulo anterior, TdSIP1-t es una pauta de 

lectura abierta de 1.197 pb que codifica un polipéptido de 399 aminoácidos, 

muy similar por tanto, al tamaño de Sip2p y Gal83p. Además, al comparar 

 125



Capítulo III 

la secuencia de TdSip1p con la base de datos, la máxima homología se 

corresponde con el extremo C-terminal de Sip1p, esencialmente con las 

cajas KIS y ASC. Esta homología también se encuentra lógicamente con 

Sip2p y Gal83p (Figura 3.1). 
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Figura 3.1. Representación esquemática de los genes de S. cerevisiae SIP1, SIP2 y GAL83, 
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 

sobreexpresión de los genes TdSIP1 o SIP1, nos llevó a pensar en la 

posibilidad de que TdSip1-t fuera una proteína quimera de Sip2p y/o 

Gal83p, capaz de mimetizar una función de estas proteínas, hasta ahora no 

caracterizada, en respuesta a estrés por NaCl. Para confirmar esta hipótesis, 

se decidió sobreexpresar ambos genes en la cepa CEN.PK2-1C y analizar el 

fenotipo de los transformantes en medios con NaCl. Utilizando como molde 

DNA genómico, se amplificó mediante PCR dos fragmentos de DNA que 

contenían los genes SIP2 y GAL83, bajo el control de sus respectivos 

promotor y terminador. Los fragmentos obtenidos se subclonaron en el 

plásmido YEplac195, dando lugar a los plásmidos YEpSIP2 y YEpGAL83, 

que se utilizaron para transformar células de las cepas MSY182 (cepa 
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salvaje), MSY558 (MSY182 sip1∆ sip2∆ gal83∆) 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. 
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Figura 3.2. Funcionalidad de los genes SIP2 y GAL83. Células de la cepa salvaje MSY182 
y del triple mutante sip1∆ sip2∆ gal83∆ (MSY558) fueron transformadas con los 
plásmidos YEplac195 (control), YEpSIP2 o YEpGAL83 (sólo MSY558) y su crecimiento 
analizado en condiciones de represión y desrepresión. En todos los casos, las células se 
cultivaron en MM-glucosa líquido hasta una DO600 de 0,3-0,5. Para el crecimiento en placa, 
se efectuaron diluciones seriadas, 10-1 a 10-5, que se depositaron (3 µl) 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 30ºC durante 2 a 5 días. 
 

 

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 única fuente de carbono, si bien la 

sobreexpresión de cualquiera de las subunidades β 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 YEpGAL83 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 procedió a determinar el efecto de 

la sobreexpresión de estos genes en la resistencia a NaCl. Como se muestra 

en la Figura 3.3, la sobreexpresión de cualquiera de estos genes no alteró la 

tolerancia de la cepa CEN.PK2-1C a estrés iónico. 
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Figura 3.3. La sobreexpresión 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 plásmido YEpSIP2 (A) o YEpGAL83 (B). Como control se muestra 
el crecimiento de células de la misma cepa conteniendo el plásmido YEplac195. En todos 
los casos, las células fueron cultivadas en medio MM-glucosa líquido hasta una DO600 de 
0,3-0,5. Para el crecimiento en placa, se efectuaron diluciones seriadas, 10-1-10-5, que se 
depositaron (3 µl) en placas de agar-MM-glucosa conteniendo 0 (Control), 0,5 o 1,0 M de 
NaCl. Las células fueron incubadas a 30ºC durante 2 a 5 días. 

 

1.1.- Análisis de la resistencia a NaCl de mutantes de S. cerevisiae en 
las subunidades β de Snf1p 

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 

sip1∆, sip2∆ y gal83∆, así como el de los dobles mutantes sip1∆ sip2∆, 

sip1∆ gal83∆ y sip2∆ gal83∆, y el del triple mutante sip1∆ sip2∆ gal83∆, 

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

 128



                                                                                                                              Capítulo III 

los resultados descritos por Giaever y col. (2002), ni los mutantes simples, 

ni los dobles mostraron una inhibición de su crecimiento, en presencia de 

NaCl (Figura 3.4). Únicamente el triple mutante exhibió un claro defecto 

respecto a la cepa salvaje (Figura 3.4). Estos resultados sugerían que, en 

efecto, las subunidades β del complejo Snf1p-Snf4p podían tener un papel 

funcional en tolerancia a NaCl. La ausencia de un fenotipo en los mutantes 

sencillos y dobles podría indicar, no obstante, una redundancia funcional 

entre las tres subunidades. Esto podría a su vez justificar la diferencia de los 

resultados encontrados con los publicados por Giaever y col. (2002). Así, 

diferentes cepas de S. cerevisiae podrían mostrar diferentes niveles de 

expresión de los genes SIP1, SIP2 y GAL83, y por tanto diferente 

sensibilidad a la interrupción de cualquiera de ellos.  
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Figura 3.4. La interrupción múltiple de todas las subunidades β determina sensibilidad a 
NaCl en S. cerevisiae. La Figura muestra el crecimiento de células de las cepas, (A) 
MSY182 (salvaje, wt), MSY528 (sip1∆), MSY520 (sip2∆) y MSY522 (gal83∆); (B) wt,  
MSY545 (sip1∆ sip2∆), MSY552 (sip1∆ gal83∆), MSY543 (sip2∆ gal83∆) y MSY558 
(sip1∆ sip2∆ gal83∆). 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 o 1,5 M de NaCl. Las células fueron incubadas a 30ºC durante 2 a 5 días. 
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2.- Implicación de la proteína quinasa Snf1p en el fenotipo de 

resistencia a NaCl causado por la sobreexpresión de TdSIP1-t 

Como se ha descrito en la Introducción de este trabajo, las subunidades β y 

entre ellas Sip1p, son esenciales para dirigir la actividad del complejo 

proteína quinasa Snf1p-Snf4p. Aunque la sobreexpresión de SIP1, SIP2 o 

GAL83 no parecía conferir mayor tolerancia a NaCl, el fenotipo observado 

en el triple mutante sip1∆ sip2∆ gal83∆, contrario al de la sobreexpresión 

de TdSIP1-t, sugería que estos efectos podían depender y/o estar mediados 

por una alteración de la actividad de Snf1p. En este sentido, cabe recordar 

que el papel funcional de esta proteína quinasa en estrés osmótico es 

controvertido (Alepuz y col., 1997; Ganster y col., 1998), si bien existen 

evidencias de una modificación por fosforilación de Snf1p en respuesta a 

este estrés (McCartney y Schmidt, 2001). 

Para aclarar esta situación, estudiamos los efectos en tolerancia a NaCl 

de la sobreexpresión de TdSIP1-t en un mutante snf1∆. Como control 

utilizamos transformantes de la cepa salvaje CEN.PK2-1C y de un mutante 

tup1∆ obtenido en el mismo fondo génico. El producto del gen TUP1 forma 

junto a Sko1p y Ssn6p un complejo implicado en la represión de varios 

genes de respuesta a estrés osmótico (Proft y Serrano, 1999) y en 

consecuencia mutantes en este gen muestran una mayor resistencia a este 

estrés. Sin embargo, la regulación del complejo no parece depender de la 

proteína quinasa Snf1p, sino de Hog1p (Proft y Struhl, 2002), pese a que la 

primera controla el proceso de represión por catabolito en el que también 

participa Tup1p junto a Mig1p/Mig2p y Ssn6p (Keleher y col., 1992).  

Como vemos en la Figura 3.5, células de la cepa tup1∆ 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 interrupción de SNF1 

mejoró 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 sobreexpresión de TdSIP1-t reveló claras evidencias sobre la 

implicación de Snf1p en la resistencia a NaCl de estos transformantes. Al 

contrario de la cepa salvaje, células del mutante snf1∆ transformadas con el 

plásmido YEpTdSIP1-t no mostraron una mayor tolerancia a NaCl respecto 

a aquellas transformadas con el plásmido control. Sin embargo, en un 

mutante tup1∆ el efecto de la sobreexpresión de TdSIP1-t fue aditivo con 

respecto al crecimiento observado en la cepa salvaje (Figura 3.5). Así pues, 

nuestros resultados indican que el fenotipo asociado a la sobreexpresión de 

TdSIP1-t depende de la existencia de una proteína quinasa Snf1 funcional. 
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Figura 3.5. El efecto de la sobreexpresión de TdSIP1-t depende de la función Snf1p. La 
imagen muestra el crecimiento de transformantes YEplac195 (plásmido control) y 
YEpTdSIP1-t de las cepa salvaje CEN.PK2-1C (wt) y de los correspondientes mutantes 
snf1∆ y tup1∆. 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 o 1,0 M de NaCl. Las células fueron incubadas a 30ºC durante 2 a 5 días. 

 

2.1- La proteína quinasa Snf1 es un regulador negativo de tolerancia 

a NaCl en S. cerevisiae 

El resultado mostrado en la Figura 3.5 para un mutante snf1∆ (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 Snf1p tiene efectos 
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negativos o neutros en la tolerancia a estrés por NaCl en S. cerevisiae. En 

estos casos, el fenotipo había sido ensayado en medio YPD y MM, 

respectivamente, y para un mutante snf1∆ Leu-, His-, Trp- y Ura-. Por el 

contrario, el crecimiento mostrado en la Figura 3.5, corresponde a la de 

células snf1∆ 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 snf1∆ (ura3) en YPD y 

MM, suplementados con 0,5 M de NaCl. Como vemos, la ausencia de la 

función Snf1p en células cultivadas en YPD, causó una drástica reducción 

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 exposición a estrés 

osmótico afecta negativamente a la capacidad de transporte de diferentes 

compuestos, entre ellos aminoácidos 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. Así, las diferencias de crecimiento entre la cepa 

parental y el mutante snf1∆, más acusadas en YPD, podrían sugerir que 

SNF1 esta implicado, directa o indirectamente, en la toma de leucina, 

triptófano, histidina y/o uracilo. El hecho de que el mutante Ura+ muestre un 

mejor crecimiento que la correspondiente cepa salvaje, también protótrofa 

para uracilo (Figura 3.5), apoya esta hipótesis. Además, este resultado 

sugiere que Snf1p es un regulador negativo de la tolerancia a NaCl y que 

este efecto es enmascarado, al menos, en cepas auxótrofas para uracilo. 
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Figura 3.6. El efecto sobre la resistencia a NaCl de la ausencia de Snf1p depende de la 
disponibilidad de requerimientos auxotróficos. El crecimiento de células de la cepa salvaje 
CEN.PK2-1C (wt) y del correspondiente mutante snf1∆ 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 30ºC durante 2 a 5 días. 
 

 

2.2.-La sobreexpresión de TdSIP1-t reduce la actividad quinasa de 

Snf1p 

Los resultados mostrados en la Figura 3.5 revelaron una conexión funcional 

entre Snf1p y TdSip1p-t. Además, tanto la deleción de SNF1 como la 

sobreexpresión de TdSIP1-t confieren un fenotipo, no idéntico, pero si en la 

misma línea, de mayor tolerancia a estrés por NaCl. Esto nos hizo pensar en 

que de algún modo, la sobreexpresión de la proteína de T. delbrueckii podía 

alterar la actividad de la proteína quinasa. Esta idea cobraba fuerza ante 

evidencias de algún caso similar descrito previamente; por ejemplo el de 

STD1/MSN3. Este gen había 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 Snf1p (Hubbard y col., 1994), como con 

TBP (“TATA binding protein”) (Tillman y col., 1995), sugiriendo la 

posibilidad de que Std1p acople la señal de desrepresión mediada por Snf1p 

con la maquinaria transcripcional. Así, se ha demostrado que la 

sobreexpresión de STD1 aumenta la actividad quinasa de Snf1p cuando las 
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células están creciendo en medios con alta concentración de glucosa 

(Kuchin y col., 2003). Por otra parte, la sobreexpresión de este gen 

incrementa la resistencia a estrés por NaCl y la expresión de HAL1 en una 

forma independiente de calcineurina (Ganster y col., 1998), mientras que la 

deleción de STD1 la disminuye (Ganster y col., 1998; Giaever y col., 2002). 

De acuerdo a todo esto, decidimos determinar el efecto de la 

sobreexpresión de TdSIP1-t sobre la actividad quinasa de Snf1p. Para ello, 

utilizamos como herramienta una fusión LexA-Snf1-G53R (Kuchin y col., 

2000). Estos autores, habían demostrado que la holoenzima RNA 

polimerasa II es una diana de la cascada de transducción de la señal mediada 

por Snf1p. Así, este resultado permitía establecer una metodología para 

medir in vivo la actividad quinasa de Snf1p, utilizando una fusión LexA-

Snf1-G53R, que activa la transcripción del gen chivato lacZ de E. coli, cuya 

expresión está controlada por secuencias de unión a LexA en su 

promotor/operon. Además, la isoforma de Snf1p, Snf1-G53R, presenta en su 

dominio N-terminal-quinasa, la substitución de un residuo de glicina por 

uno de arginina. Este cambio aumenta significativamente la actividad 

catalítica de la enzima, pero no afecta a su regulación en respuesta a la 

disponibilidad de glucosa en el medio (Kuchin y col., 2000). Para el análisis 

propuesto transformamos las células de la cepa salvaje CEN.PK2-1C con 

tres plásmidos, pRJ216 que contiene la fusión LexA-Snf1G53R (kuchin y 

col., 2000), pSH18-34 que contiene el gen chivato lacZ bajo el control de 8 

copias del operón LexA y el plásmido YEpTdSIP1-t, o como plásmido 

control YEplac181. 

Como cabía esperar, la actividad quinasa de Snf1p fue baja en células 

crecidas en glucosa (Tabla 1). Por el contrario, la actividad se incrementó 

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 única fuente de carbono. Excepto en glucosa, la sobreexpresión de 

TdSIP1-t disminuyó drásticamente la actividad de Snf1p en todas las fuentes 

de carbono ensayadas. Por ejemplo en un medio con glicerol-etanol, la 

actividad Snf1p fue tan sólo 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 β SIP2. 

Estos autores justifican el resultado en base a una posible competición entre 

Gal83p y Sip2p por unir a Snf1p. Recordemos que la interacción Gal83p 

con Snf1p permite la translocación al núcleo de la proteína quinasa y su 

acceso a dianas en el proceso de desrepresión. Así, la sobreexpresión de 

SIP2 disminuiría la cantidad de LexA-Snf1G53R en el núcleo y con ello, la 

tasa de transcripción del gen chivato (Vincent y col., 2001). En cualquier 

caso, nuestros resultados sugieren que TdSip1p-t interacciona con Snf1p 

inhibiendo su función en respuesta a la ausencia de glucosa. 
 

Tabla 1. La activación transcripcional de lacZ por LexA-Snf1G53R disminuye en 
presencia de un alto número de copias de TdSIP1-t. 

 

 
 Actividad β-galactosidasa 

(unidades/mg de proteína)* 

Fuente de carbono
 YEplac181  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 plásmidos pRJ216 que 
contiene la fusión LexA-Snf1G53R, pSH18-34 que contiene el gen chivato lacZ bajo el 
control de 8 copias del operón LexA y con los plásmidos, YEplac181 o YEpTdSIP1-t. Las 
células fueron crecidas en MM-glucosa hasta una DO600 de 0,5 y transferidas al mismo 
medio conteniendo las fuentes de carbono indicadas. Después de 3 h, las células fueron 
colectadas y se determinó el nivel de actividad β-galactosidasa en los correspondientes 
extractos. Los valores representan la media ± el error standard, de al menos tres 
experimentos independientes. Para más detalles ver el Capítulo de Materiales y Métodos. 
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2.3.- La actividad de Snf1p no se modifica en respuesta a estrés 

osmótico  

Llegados a este punto decidimos medir si la actividad quinasa de Snf1p se 

ve afectada en respuesta a una exposición a estrés por NaCl. Así, células 

transformantes conteniendo los plásmidos 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 

alícuota de estas células fue recogida y la actividad β-galactosidasa 

determinada. En ningún momento, la actividad de Snf1p, medida por el 

nivel de expresión del gen lacZ, se vio alterada por la exposición de las 

células a estrés salino. Así, todos los valores de la cinética, se situaron en 

torno a las 2-4 unidades de actividad/mg de proteína, de manera similar a lo 

descrito en la Tabla 1 para células crecidas en glucosa. Tampoco la 

sobreexpresión de TdSIP1-t modificó dicha actividad en respuesta a NaCl 

(datos no mostrados). 
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Figura 3.7. La actividad Snf1p no se altera en células expuestas a NaCl. Células de la cepa 
CEN.PK.2-1C transformadas con los plásmidos pRJ216, pSH18-34 y YEplac181 (control) 
o YEpTdSIP1-t fueron cultivadas en MM conteniendo un 2% de maltosa como fuente de 
carbono hasta una DO600 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 gráfica 
representa el nivel de actividad específica, unidades de β-galactosidasa por mg de proteína, 
en las muestras analizadas. Los valores representan la media ± el error standard, de al 
menos tres experimentos independientes. Para más detalles ver el Capítulo de Materiales y 
Métodos.     
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Para descartar que el resultado anterior fuera consecuencia del bajo nivel 

de actividad Snf1p en condiciones de represión, repetimos el mismo 

experimento con células crecidas en maltosa (Figura 3.7). Sin embargo, los 

resultados fueron similares. Por consiguiente, nuestros datos sugieren que 

Snf1p podría tener una función citoplasmática en la respuesta de S. 

cerevisiae a NaCl, no determinada por la activación de su función quinasa 

y/o de su importación al núcleo.  

 

2.4.- La interrupción de SNF1 incrementa la expresión de algunos 

genes en respuesta a estrés iónico 

Como se ha descrito en el capítulo II, el análisis global de la expresión 

génica mostró que la inducción de HAL1 en respuesta a NaCl es mayor en 

células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t que en células control. Parecía 

lógico pues comparar, en este punto del trabajo, el nivel de expresión de este 

gen diana en la cepa salvaje y en un mutante snf1∆. Para ello, 

transformamos la cepa salvaje CEN.PK2-1C y el mutante snf1∆ con el 

plásmido pRS909 que contiene la fusión entre el promotor del gen HAL1 y 

el gen chivato lacZ (Gaxiola y col., 1992). 

Como se muestra en la Figura 3.8, la exposición a estrés salino indujo la 

expresión de HAL1 en células de la cepa salvaje, en correspondencia con los 

resultados publicados previamente (Gaxiola y col., 1992). Esta fue también 

la situación en un mutante snf1∆, aunque el nivel de inducción fue 

significativamente más alto después de 4 y 6 h de transferencia a un medio 

conteniendo un 0,5 M de NaCl (Figura 3.8). Este resultado sugería 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 snf1∆, podía ser 

consecuencia del incremento en la expresión de genes que, como HAL1, han 
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sido implicados en la capacidad de S. cerevisiae para hacer frente a un 

medio hostil hiper-iónico. 
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Figura 3.8. La inducción de HAL1 en respuesta a NaCl se incrementa en un mutante snf1∆. 
Células de la cepa salvaje CEN.PK2-1C (fondo gris) y del correspondiente mutante snf1∆ 
(fondo negro) fueron transformadas con el plásmido pRS909 (Gaxiola y col., 1992), que 
contiene una fusión del promotor de HAL1 con el gen chivato lacZ de E. coli, cultivadas en 
MM-glucosa hasta una DO600 de 0,5 (Control) y transferidas al mismo medio suplementado 
con NaCl (0,5 M, concentración final). A los tiempos indicados se prepararon extractos 
celulares y se determinó el nivel de actividad β-galactosidasa por mg de proteína. Los 
valores representan la media ± el error standard, de al menos tres experimentos 
independientes. Para más detalles ver el Capítulo de Materiales y Métodos 
 
 
 

Para confirmar esta hipótesis, y la conexión entre SNF1 y TdSIP1-t, 

procedimos a analizar en un mutante snf1∆, el nivel de mRNA de algunos 

genes identificados en el Capítulo II de este trabajo como regulados al alza 

en células que sobreexpresan el gen TdSIP1-t. Si el efecto de TdSip1-t 

depende, como sugieren las evidencias presentadas en este trabajo, de la 

inhibición de la actividad de Snf1p, cabía entonces esperar, que la deleción 

de SNF1 pudiera tener un resultado similar en el nivel de expresión de genes 

diana. Elegimos tres genes, MAL12, CSG2 y GDH3. CSG2 parece codificar 

un transportador, localizado en el retículo endoplásmico (Takita y col., 

1995), implicado en la homeostasis de iones Ca2+ (Beeler y col., 1994). 
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MAL12 es el responsable de la actividad α-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). Además, su nivel de 

inducción (45 min, 0,5 M NaCl) en células que sobreexpresan el gen 

heterólogo 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 debía, en principio, permitir su detección mediante Northern 

blot. 

La Figura 3.9 muestra el perfil de expresión de los tres genes en células 

de la cepa salvaje y del mutante snf1∆ expuestas a NaCl (0,5 M). Como 

vemos, tanto CSG2, como MAL12 y GDH3, aumentaron su nivel de 

expresión en respuesta a NaCl, aunque su cinética de inducción fue bastante 

diferente. El nivel de transcrito de CSG2 y GDH3 aumentó rápidamente en 

células de la cepa salvaje expuestas a NaCl, cayó de nuevo después de 60 

min y volvió a aumentar a tiempos más largos (Figura 3.9). Por el contrario, 

MAL12 mostró únicamente un pico de inducción, con su máximo a las 6 h. 

En el mutante snf1∆ el patrón de expresión de los tres genes fue similar al 

observado para la cepa salvaje a tiempos cortos. Sin embargo, la 

acumulación de mRNA en el tramo de inducción tardía fue sensiblemente 

mayor, en especial para MAL12 y GDH3, en torno a 5 y 3 veces, 

respectivamente. Por consiguiente, nuestros resultados indican que, en 

efecto, Snf1p funciona como un regulador negativo de la expresión de genes 

de respuesta a NaCl. 
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Figura 3.9. La deleción de SNF1 incrementa la inducción por NaCl de algunos genes 
diana. Células de la cepa CEN-PK2-1C (▲) y del correspondiente mutante snf1∆ (■) 
fueron crecidas en medio YPD (DO600 = 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 extracción de RNA total. El análisis del nivel de mRNA de 
CSG2, MAL12 y GDH3 se llevó a cabo mediante Northern blot, utilizando una sonda de 
cada uno de estos genes marcada con 32P. Para el control de carga y transferencia, la 
membrana se rehibridó con una sonda del gen IPP1. Los valores en cada grafica indican la 
inducción relativa de cada gen con respecto a la muestra con mayor nivel de mRNA, a la 
que se adjudicó el valor de 100.  
 
 

2.5.- La función de Snf1p impide la expresión de genes regulados por 

la ruta de la calcineurina en ausencia de estrés 

Los resultados anteriores revelaron que la inducción de HAL1 en respuesta a 

estrés por NaCl era mayor en células del mutante snf1∆. Similares 

resultados habían sido obtenidos en células que sobreexpresan el gen 

TdSIP1-t. Se ha descrito que el aumento del número de copias de HAL1 

incrementa la expresión de ENA1 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 expresión de ENA1 a través del factor transcripcional 

Crz1p (Stathopoulos y Cyert, 1997; Mendizábal y col., 1998). Como se 

mencionó en el Capítulo de Introducción, Crz1p 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 expresión 

de genes dependientes de calcineurina (Stathopoulos y Cyert, 1997). 

De acuerdo a todo esto, nos pareció oportuno investigar si existía una 

conexión entre los resultados obtenidos en nuestro estudio y la actividad de 

la ruta calcineurina-Crz1p. 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 expresión dependiente de Crz1p, respecto a la observada, por 

ejemplo, con una fusión del promotor de ENA1 a lacZ. La inducción del gen 

chivato por NaCl se determinó en células de la cepa ASY832 (fondo 

YPH499), la cual presenta una integración en copia única del gen chivato 

(Stathopoulos y Cyert, 1997). Además, analizamos el efecto de la 

sobreexpresión de TdSIP1-t y/o de la interrupción de SNF1 en esta cepa. 

En consonancia con lo descrito por otros autores (Stathopoulos y Cyert, 

1997), la exposición durante 45 min a un estrés moderado de NaCl (0,8 M), 

indujo, entre 3 y 4 veces, la expresión del gen chivato en células de la cepa 

ASY832 (Figura 3.10). La sobreexpresión de TdSIP1-t no alteró 

significativamente el nivel de inducción del gen lacZ observado en la cepa 

transformada con el plásmido control. Sin embargo, los valores de 

expresión, tanto en ausencia, 56 unidades, como en presencia de NaCl, 198 

unidades, fueron sensiblemente más altos (Figura 3.10). 

La interrupción de SNF1 tuvo efectos más acusados. Así, en células del 

mutante snf1∆ no expuestas a NaCl, el nivel de actividad β-galactosidasa se 

 141



Capítulo III 

incrementó en torno a 40 veces respecto a los observados en la cepa control 

ASY832. Además, este nivel no fue alterado cuando las células fueron 

transferidas a un medio conteniendo NaCl. Finalmente, la sobreexpresión de 

TdSIP1-t en un fondo snf1∆ no tuvo efectos en el nivel de transcripción del 

gen chivato en células expuestas o no expuestas a NaCl. 
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Figura 3.10. La función Snf1p regula negativamente la expresión mediada por elementos 
CDRE en respuesta a NaCl. Células de la cepa ASY832 (cepa salvaje YPH4999) y del 
correspondiente mutante snf1∆ fueron transformadas con el plásmido YEplac195 (control) 
o con un plásmido conteniendo el gen TdSIP1-t. La cepa ASY832 (fondo YPH499) 
presenta una integración en copia única 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 
DO600 de 0,2, transferidas a medio YPD hasta una DO600 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 determinó el 
nivel de actividad β-galactosidasa por mg de proteína. Los valores representan la media ± el 
error standard, de al menos tres experimentos independientes. Para más detalles ver el 
Capítulo de Materiales y Métodos 

 

Por otra parte, ninguna actividad β-galactosidasa pudo ser detectada en 

mutantes crz1∆ o cnb1∆ que sobreexpresan el gen TdSIP1-t o en un doble 

mutante cnb1∆ snf1∆ (datos no mostrados). Por consiguiente, nuestros 

resultados confirman, de nuevo, que los efectos de TdSip1p-t dependen de 

la existencia de una proteína quinasa Snf1p funcional. Esta parece mantener 

reprimida la expresión mediada por el elemento CDRE en ausencia de estrés 
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por NaCl. Además, Snf1p también parece controlar, directa o 

indirectamente, el nivel de transcripción en condiciones de estrés, puesto 

que en su ausencia los niveles de actividad β-galactosidasa se multiplican 

varias veces en condiciones de inducción (Figura 3.10). Estos efectos 

dependen de la existencia de una ruta calcineurina-Crz1 funcional. Ya que 

Crz1p es el único factor transcripcional que parece mediar en la señal Ca2+-

calcineurina a través del elemento CDRE, nuestros resultados sugieren 

también una conexión funcional entre Snf1p y Crz1p. 

 

2.6.- La sobreexpresión de cualquiera de las subunidades β de Snf1p 

desregula la expresión dependiente de calcineurina-Crz1p 

De acuerdo a los resultados descritos en el apartado anterior, decidimos 

investigar si la desregulación y/o el incremento de la expresión mediada por 

los elementos CDRE podía ser el origen del fenotipo de mayor tolerancia a 

NaCl asociado a la sobreexpresión de TdSIP1-t. Para ello, seguimos dos 

aproximaciones. Primero, determinamos si la sobreexpresión de alguna de 

las subunidades β de Snf1p alteraba la transcripción inducida por la ruta de 

la calcineurina-Crz1p. Como se describió en este capítulo la expresión en un 

alto número 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 

sobreexpresión de cualquiera de las subunidades β incrementó la expresión 

dirigida por el promotor 4xCDRE tanto en presencia como en ausencia de 

NaCl. Además, los niveles alcanzados en células 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 

analizó la actividad β-galactosidasa en células que sobreexpresan el gen de 

T. delbrueckii TdSIP1. 
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Figura 3.11. La sobre-expresión de cualquiera de las subunidades β regula la actividad de 
Crz1p. Células de la cepa ASY832 (Stathopoulos y Cyert, 1997) transformadas con los 
plásmidos YEplac195 (Control), pB44 (SIP1), YEpSIP2 (SIP2), YEpGAL83 (GAL83) o 
con un plásmido multicopia conteniendo el gen de T. delbrueckii TdSIP1 fueron cultivadas 
y la expresión del gen lacZ determinada como medida de la actividad β-galactosidasa. La 
actividad específica en células no expuestas (barras con fondo blanco) y expuestas a NaCl 
(0,8 M) durante 45 min (barras con fondo negro) se determinó como se describe en la 
Figura 3.10. Los valores representan la media ± el error standard, de al menos tres 
experimentos independientes. Para más detalles ver el Capítulo de Materiales y Métodos 

 

En segundo lugar, analizamos si el fenotipo observado por la 

sobreexpresión de TdSIP1-t dependía de la funcionalidad de la ruta de la 

calcineurina-Crz1p. Como vemos en la Figura 3.12, la expresión en un alto 

número de copias del gen truncado de T. delbrueckii incrementó la 

tolerancia a NaCl tanto del mutante crz1∆, como del mutante cnb1∆. El 

mismo fenotipo fue observado cuando células de la cepa salvaje CEN.PK2-

1C transformadas con un plásmido control YEplac195 o un plásmido 

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 señal dependiente de Ca2+ (Foor y 

col., 1992). Así pues, nuestros resultados indican que la sobreexpresión de 
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cualquier subunidad β de Snf1p dispara la desregulación de la expresión 

dirigida por el elemento CDRE y amplifica la inducción en células 

expuestas a NaCl. No obstante, este efecto no parece ser el origen del 

fenotipo asociado a la sobreexpresión de TdSIP1-t. En consonancia con 

esto, la interrupción de la señal por Ca2+, bien por deleción de CNB1 o de 

CRZ1, o por exposición a FK506 no elimina el fenotipo de tolerancia a sal. 
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Figura 3.12. El efecto de la sobreexpresión de TdSIP1-t en la tolerancia a NaCl de S. 
cerevisiae es independiente de Crz1p o Cnb1p. Células de las cepas mutantes crz1∆ 
(ASY472, fondo YPH499) y cnb1∆ (DD12, fondo YPH499) (Stathopoulos y Cyert, 1997) 
fueron transformadas con los plásmidos YEplac195 o YEpTdSIP1-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 30ºC durante 2 a 5 días.  
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Discusión 

Marcadores auxotróficos de T. delbrueckii 

La carencia de cepas auxótrofas de T. delbrueckii, y en particular de cepas 

con aplicación industrial, nos llevó a plantearnos como punto de partida de 

este trabajo, la clonación de genes que codifican elementos esenciales en las 

rutas de biosíntesis de bases nitrogenadas o de aminoácidos. Para ello, 

utilizamos una librería de DNA genómico de este organismo y las 

herramientas moleculares habitualmente utilizadas en S. cerevisiae. 

Plásmidos de expresión, tanto episomales (YEp) como centroméricos 

(YCp), casetes de integración, marcadores de selección dominantes y 

protocolos de transformación fueron de aplicación práctica en este 

organismo, con rendimientos similares a los observados en S. cerevisiae. 

Así, logramos aislar y caracterizar los genes TdHIS3 y TdLEU2. Junto a 

TdURA3 aislado anteriormente (Hernández-López y col., 2002), estos son 

los primeros genes implicados en rutas metabólicas, caracterizados en este 

organismo, del que tan solo se conoce una parte ínfima de su genoma. 

Además de confirmar su funcionalidad mediante complementación de cepas 

auxótrofas de S. cerevisiae, hemos obtenido mutantes leu2 en dos cepas de 

T. delbrueckii PYCC5321 y PYCC5323. Estos mutantes, junto a otros Ura- 

previamente construidos (Hernández-López y col., 2003a) deben ser de gran 

utilidad para la expresión de proteínas heterólogas y para la realización de 

estudios básicos en este organismo. Conviene recordar que las dos cepas de 

T. delbrueckii utilizadas en esta investigación han demostrado su utilidad en 

la fermentación de productos de panadería y bollería (Hernández-López y 

col., 2003b) y que la construcción de cepas recombinantes de levaduras 

industriales es una estrategia útil para modificar sus propiedades funcionales 

e incrementar su valor añadido (Rández-Gil y col., 1999). Estudios 

preliminares, actualmente en marcha en nuestro laboratorio, han confirmado 

la producción de una xilanasa activa de A. nidulans en una cepa Leu- de T. 
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delbrueckii y se está trabajando en la obtención de mutantes de este 

organismo que combinen varios marcadores auxotróficos.    

La comparación de secuencias de His3p y Leu2p de T. delbrueckii con 

las correspondientes proteínas homólogas de otras levaduras ha revelado 

una elevada homología 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 análisis de la región 

promotora de estos genes. Junto a elementos comunes implicados en la 

regulación general de la maquinaria transcripcional (Struhl, 1982), la 

inspección pormenorizada de la región flanqueante 5’ de TdHis3p y 

TdLeu2p puso de manifiesto la existencia en ambas proteínas, de secuencias 

consenso de unión a Gcn4p. El producto del gen GCN4 es un factor 

transcripcional que regula la expresión coordinada de cientos de genes, y en 

particular de aquellos implicados en la biosíntesis de aminoácidos, en 

respuesta a la disponibilidad y calidad de la fuente de nitrógeno 

(Hinnebusch y Natarajan, 2002). El análisis del promotor de TdLeu2p 

reveló también la existencia de secuencias, que han sido reconocidas como 

el motivo de unión de Leu3p (Hellauer y col., 1996) y Mot3p (Grishin y 

col., 1998), dos factores transcripcionales que regulan la activación del gen 

LEU2 de Saccharomyces. Así, la divergencia evolutiva entre S. cerevisiae y 

T. delbrueckii parece haber conservado secuencias y factores implicados en 

la regulación, al menos de genes esenciales con funciones en biosíntesis. 

 

Relaciones filogenéticas entre T. delbrueckii y otras levaduras 

El análisis del orden génico y orientación transcripcional de genes situados 

en la región 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 habrían sido conservados durante la evolución de estas 

especies, marcada por un episodio singular, la duplicación completa del 

genoma de un ancestro de Saccharomyces y la posterior pérdida de genes o 

diferenciación de genes parálogos (Wolfe y Shields, 1997; Keogh y col., 

1998). La secuenciación de los fragmentos cromosómicos adyacentes a 

TdHIS3 y TdLEU2, mostró la presencia de varios genes fuertemente 

empaquetados. Aunque numerosas regiones cromosómicas de S. cerevisiae 

muestran una organización similar (Struhl, 1985a), esta característica parece 

más acusada en Torulaspora. Un claro ejemplo es la existencia de un 

espaciador intergénico de tan sólo 33 pb, entre TdHIS3 y TdMRP51. Como 

consecuencia, promotores que se solapan dirigen la transcripción de genes 

divergentes. Esta organización conservada, mantiene unidos genes en un 

contexto funcional, algo característico 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 están flanqueados por regiones no-codificantes más largas que 

genes con funciones simples, como el caso de HIS3 o LEU2. Además, 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). Así, la mayor densidad génica en T. 

delbrueckii en comparación con S. cerevisiae predice probablemente una 

pérdida de información reguladora no esencial. No obstante, es claro la 

cercanía filogenética entre T. delbrueckii y S. cerevisiae. 

El análisis y comparación de las secuencias de proteínas His3 y Leu2 de 

diferentes levaduras reveló, que en efecto, estas pueden dividirse en dos 

grupos, Saccharomyces y Candida-Pichia. El análisis filogenético demostró 
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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; 

Hernández-López y col., 2002) que T. delbrueckii está situada en un grupo 

separado del denominado Saccharomyces sensu stricto, que incluiría por 

ejemplo especies como Z. rouxii. Esta información es contrastada por el 

análisis del orden génico y orientación transcripcional en estas regiones. 

Así, T. delbrueckii y Z. rouxii muestran el mismo orden de genes en la 

región HIS3, PET56-HIS3-MRP51-DED1, los cuales se sitúan en dos 

cromosomas diferentes en las especies del grupo Saccharomyces sensu 

stricto. Una situación idéntica es observada en la región LEU2 para el 

bloque formado por RLP7, LEU2, NFS1 y PET8. Así, el análisis de la 

evolución del orden de genes en estas regiones parece apoyar la hipótesis de 

Wong y col. (2002), según el cual el evento de poliplolidización habría 

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 iónico 

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 presión osmótica, hacen de esta 

levadura un potencial modelo para la identificación de genes implicados en 

la respuesta a estrés iónico 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 

(Hernández-López 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 metodología, 

hemos aislado numerosos plásmidos que confieren mayor capacidad de 

crecimiento en presencia de NaCl. Por razones obvias, hemos centrado 

nuestra atención en sólo unos cuantos, por lo que el trabajo ahora iniciado 

debe permitir en un futuro la identificación de otros genes y quizás nuevas 

funciones a los descritos en este manuscrito. 

El aislamiento de TdENA1, un gen con una alta homología con ENA1, 

ENA2 y ENA5 de S. cerevisiae, indicó que la estrategia empleada era 

correcta. Estos genes codifican ATPasas implicadas en el bombeo de iones 

Na+ hacia el exterior celular y cuya función determina resistencia a estrés 

iónico (de Jesús Ferreira y col., 2001). Se ha descrito que la sobreexpresión 

de ENA1, mejora el crecimiento en presencia de Na+, pero sobre todo de Li+ 

(Benito y col., 1997). Además, todas aquellas mutaciones que afectan al 

nivel de expresión de esta proteína, tienen un claro efecto en el fenotipo de 

tolerancia a estrés iónico en la célula (Betz y col., 2002). Del análisis de 

secuencias ENA1 de levaduras, resulta interesante resaltar la alta homología 

encontrada entre proteínas de diferentes especies, lo cual indica que los 

genes ENA cumplen una función primordial para la célula. Respecto a su 

promotor, la presencia de secuencias consenso de unión a Mig1p y Crz1p, 

indica una regulación similar a la descrita para el gen ENA1 de  S. 

cerevisiae. No obstante, es necesaria una confirmación experimental de la 

funcionalidad de los elementos reguladores identificados y de los posibles 

factores transcripcionales implicados en la regulación de este gen. 

Otro de los genes encontrados muestra una alta homología 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. Están formadas por un dominio, bastante conservado en 

la evolución, rodeado por dominios de aminoácidos no conservados que 

 153



Discusión 

determinan la especificidad de substrato, su interacción con otros 

componentes celulares, la existencia de actividades enzimáticas adicionales 

y su localización subcelular (de la Cruz y col., 1999; Tanner y Linder, 

2001). En S. cerevisiae, Ded1p es una proteína que modifica su 

conformación cuando la levadura es expuesta a estrés por altas temperaturas 

o 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 extrañar, ya que uno 

de los efectos de las bajas temperaturas es la reducción en la eficiencia de la 

traducción, debida a la formación de estructuras secundarias en el RNA y la 

inactivación de los ribosomas (Jones y Inouye, 1996). Así, encontramos 

ejemplos de la presencia de estas proteínas 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 existían datos de la 

inducción en condiciones de estrés iónico y osmótico de RNA-helicasas de 

levadura (Causton y col., 2001), su funcionalidad en la respuesta y 

tolerancia a estos estreses no había sido confirmada. No existía tampoco 

información sobre su posible regulación en células expuestas a bajas 

temperaturas. Los resultados obtenidos en este trabajo, parecen indicar que 

Ded1p y posiblemente otras RNA-helicasas, podrían tener una función más 

amplia en la respuesta a estrés en Saccharomyces, confirmando así la 

importancia de la maquinaria traduccional para hacer frente a variaciones 

hostiles en las condiciones medioambientales.   

El último de los plásmidos estudiado en este rastreo, contuvo una pauta 

de lectura abierta que presentaba una gran homología con la zona C-

terminal de la proteína Sip1, una de las subunidades β de la proteína quinasa 

Snf1p. Esto parecía indicar que habíamos clonado una de las subunidades β 
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de T. delbrueckii, en concreto TdSIP1. Sin embargo, la proteína de 

Torulaspora era sensiblemente más corta y la sobreexpresión del gen SIP1 

no confería fenotipo alguno en términos de resistencia a NaCl. Estas 

evidencias nos llevaron a pensar que estábamos trabajando con una proteína 

truncada de T. delbrueckii. En efecto, un rastreo pormenorizado mediante 

una amplificación selectiva por PCR nos permitió aislar el gen TdSIP1. 

Aunque menor en tamaño que su homólogo de S. cerevisiae, la proteína 

codificada por este gen exhibió propiedades funcionales similares, siendo 

capaz de complementar el fenotipo de un triple mutante sip1∆ sip2∆ gal83∆ 

de S. cerevisiae en fuentes de carbono gluconeogénicas. Además, la 

sobreexpresión de este gen no alteró la tolerancia a NaCl. Finalmente, la 

interrupción 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 sip1∆ (Schmidt y McCartney, 2000). Así, nuestros 

resultados indican que el producto del gen TdSIP1 es la proteína homóloga a 

Sip1p de S. cerevisiae. Como en esta levadura, nuestros resultados también 

sugieren la existencia en Torulaspora de subunidades β adicionales con 

funciones redundantes, al menos respecto al crecimiento en fuentes de 

carbono gluconeogénicas. Aunque no existen muchos datos al respecto, tres 

proteínas con similitud a Sip1p, 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 señalar 

que en esta levadura, la proteína homóloga a Sip1 tiene un tamaño de 744 

residuos, frente a 863 de la proteína de S. cerevisiae y 648 de TdSip1p, 

mientras que los homólogos a Sip2p y Gal83p son más similares. La porción 

NH2-terminal de Sip1p y en concreto un sitio consenso de miristoilación, ha 

sido implicado en la regulación de la localización subcelular de esta proteína 

 155



Discusión 

en respuesta al tipo de fuente de carbono (Hedbacker y col., 2004). Ya que 

este sitio esta ausente en TdSip1p, nuestros datos sugieren una regulación 

distinta de la actividad proteína quinasa de Snf1p en esta levadura. 

Resultados anteriores habían establecido que la deleción de SIP1 tenía 

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 resultó ser el caso en mutantes sip1∆ de la cepa MSY182. Tampoco un 

mutante Tdsip1∆ mostró un crecimiento menor respecto a la cepa parental 

PYCC5321 bajo estas condiciones. No obstante, nuestros datos indican que 

Snf1p juega un papel importante en la regulación de la respuesta a NaCl y 

que las subunidades β de esta proteína quinasa son requeridas para hacer 

frente y proliferar en presencia de concentraciones elevadas de NaCl. Es 

fascinante pensar, como la sobreexpresión de una proteína truncada, un 

artefacto encontrado en nuestro laboratorio, nos ha llevado a interesarnos 

por Snf1p y a desenmarañar un nuevo papel funcional de este elemento 

central de la regulación 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 

iónico en S. cerevisiae, de un gen de T. delbrueckii, homólogo a SIP1 y en 

menor medida a SIP2 y GAL83, nos llevó a plantearnos el posible papel de 

SNF1, en la respuesta a estrés iónico en levadura. La proteína quinasa Snf1p 

es bien conocida por su función en la regulación de diversos procesos 

activados por la limitación de nutrientes en el medio (Gancedo, 1998; 

Rolland y col., 2001). Trabajos previos habían implicado también a Snf1p 

en tolerancia a sal, si bien las conclusiones a este respecto parecían 

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 Snf1p en una cepa Ura+, mejora el 

crecimiento de células expuestas a un estrés moderado de NaCl. Así, en 

cepas protótrofas, Snf1p parece actuar como un regulador negativo de la 

resistencia a este estrés. Por el contrario, células de la misma cepa 

CEN.PK2-1C snf1∆ (ura3) exhiben una resistencia similar al de la cepa 

parental en medio mínimo y sensiblemente inferior en YPD. Así, 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 

síntesis. Trabajos previos han mostrado que la capacidad de transporte de S. 

cerevisiae se ve afectada de manera negativa por la exposición a estrés 

osmótico (Volland y col., 1994; Norbeck y Blomberg, 1998), un factor que 

contribuye a la inhibición del crecimiento en estas condiciones. Por 

consiguiente, nuestros resultados sugieren también un papel funcional de 

Snf1p en la toma y/o biosíntesis de aminoácidos y/o bases nitrogenadas en 

células expuestas a NaCl. 

Si Snf1p participa en la regulación de la tolerancia a NaCl en S. 

cerevisiae, cabía esperar que su ausencia tuviera efectos en el nivel de 

expresión de genes inducidos por este estrés. Para comprobar este extremo, 

elegimos cuatro genes, MAL12, CSG2, GDH3 y HAL1, 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 expresión de los tres primeros fue analizada mediante 

Northern blot, mientras que la de HAL1 fue investigada mediante el uso de 

una fusión de su promotor con el gen chivato lacZ. En coincidencia con el 

fenotipo descrito, la pérdida de la función Snf1p incrementó, de 2 a 3 veces, 

la acumulación 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 inducción de HAL1 fue superior en células del mutante 
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snf1∆. Así, Snf1p funciona como un regulador negativo de la expresión de 

genes de respuesta a sal. 

Estudios previos de Alepuz y col. (1997) habían mostrado que Snf1p no 

juega un papel funcional en la respuesta a estrés osmótico, sugiriendo que la 

proteína quinasa podría estar implicada específicamente en la tolerancia a 

estrés iónico. La exposición a NaCl genera en S. cerevisiae dos efectos 

distintos derivados por una parte, del incremento de la presión osmótica y 

por otra, de la sensibilidad de esta levadura a la toxicidad del ión Na+. Estas 

evidencias nos hicieron pensar que la actividad de Snf1p podría estar 

involucrada en la regulación, directa o indirecta, de la ruta de la 

calcineurina-Crz1p. Esta ruta responde específicamente a incrementos en la 

concentración de NaCl y resulta esencial para la tolerancia a este estrés 

(Rusnak y Mertz, 2000). Así, comparamos el nivel de expresión regulado 

por la ruta de la calcineurina-Crz1p en células de la cepa salvaje y del 

correspondiente mutante snf1∆. Como mostramos en este estudio, la 

interrupción de SNF1 incrementó en más de 40 veces la expresión 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 crz1∆ o cnb1∆, no se detecta actividad β-galactosidasa. Por 

consiguiente, la función de Snf1p reprime la expresión de genes regulados 

por la ruta de la calcineurina-Crz1p en ausencia de estrés. Además, el nivel 

de actividad β-galactosidasa en células expuestas a NaCl fue muy superior 

en el mutante snf1∆ que en la cepa salvaje. Así, nuestros resultados parecen 

indicar que Snf1p es también funcional en estas condiciones, ya que su 

actividad reduce la magnitud de la expresión disparada por la señal de Ca2+. 

Pero ¿cómo regula Snf1p la actividad de la ruta de la calcineurina-Crz1p? 

Como es sabido, la proteína fosfatasa calcineurina media la respuesta 
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transcripcional a través del factor Crz1p, el cual se une específicamente 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, 

Crz1p es una fosfo-proteína de localización citosólica. Su defosforilación 

mediada por calcineurina promueve tanto su activación, como su 

translocación al núcleo (Stathopoulos-Gerontides y col., 1999). Por el 

contrario, la fosforilación de Crz1p por Hrr25p, una proteína homóloga a la 

caseina quinasa I, inhibe su actividad y su importación al núcleo (Kafadar y 

col., 2003). No obstante, Hrr25p no sería la única proteína quinasa 

involucrada en la fosforilación de Crz1p. Recientemente, se ha propuesto 

que la proteína quinasa A, PKA, junto a proteinas quinasa no identificadas 

hasta el momento, participaría en la regulación in vivo de la actividad de 

Crz1p y en su localización subcelular (Kafadar y Cyert, 2004). 

En este escenario, podemos especular con un papel funcional de Snf1p en la 

fosforilación de Crz1p, representado esquemáticamente en la Figura 1. En 

este modelo, Crz1p es un substrato de la actividad de Snf1p, la cual inhibiría 

la inapropiada expresión de genes regulados por la ruta de la calcineurina en 

condiciones normales de crecimiento. Como en el caso de Hrr25p, la 

función de Snf1p se localizaría en el citosol, impidiendo la importación al 

núcleo del factor transcripcional en estas condiciones. Esto es consistente 

con los resultados obtenidos en este trabajo, en los que se observa la 

ausencia de inducción controlada por LexA-Snf1-G53R del gen chivato 

lacZ, en células de la cepa salvaje expuestas a NaCl. En efecto, este 

resultado podría ser interpretado como una evidencia de que Snf1p no se 

importa al núcleo en respuesta a estas condiciones de estrés. De hecho, se ha 

descrito que Snf1p se fosforila en respuesta a la presencia de sal en el 

medio, aunque el grado de fosforilación es menor que el detectado en 
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células transferidas a un medio con baja concentración de glucosa. Además, 

esta señal no implica la posterior fosforilación de proteínas como Mig1p 

(McCartney y Schmidt, 2001). 
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Figura 1. Representación esquemática del posible papel funcional de Snf1p en la 
regulación de la ruta de la calcineurina-Crz1p. La proteína-fosfatasa calcineurina es 
activada por Ca2+, via calmodulina, en respuesta a un incremento de la concentración de 
iones Na+. La activación de calcineurina defosforila al factor transcripcional Crz1p, lo cual 
dispara su translocación al núcleo (Matheos y col., 1997; Stathopoulos y Cyert, 1997), un 
proceso facilitado por Nmd5p (Polizotto y Cyert, 2001). En ausencia de estrés, Snf1p, 
Hrr25p y posiblemente otras proteinas quinasa (Kafadar y Cyert, 2004) mantienen el estado 
de fosforilación de Crz1p, mientras que PKA estaría implicada en su desactivación nuclear, 
favoreciendo su exportación via Msn5p (Boustany y Cyert, 2002). El papel de las 
subunidades β de Snf1p, Sip1p, Sip2p y Gal83p en este proceso de regulación necesita ser 
clarificado. 
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Por otra parte, el hecho de que el nivel de expresión de una fusión 4xCDRE-

lacZ en el mutante snf1∆ sea muy superior en condiciones normales de 

crecimiento, al alcanzado en células de la cepa salvaje expuestas a NaCl, 

sugiere que Snf1p juega un papel principal en la fosforilación de Crz1p. En 

consonancia con esto, la actividad β-galactosidasa fue indiferente a la 

exposición a NaCl en células del mutante snf1∆. No se puede descartar, que 

Snf1p sea un regulador de la actividad de Hrr25p y quizás de otras proteínas 

quinasas no identificadas hasta el momento implicadas en esta cascada de 

señalización. 

En conjunto, los resultados descritos podían hacer pensar que el fenotipo de 

mayor tolerancia a sal observado en un mutante snf1∆, podía ser el resultado 

del aumento de la expresión de genes regulados por Crz1p. Aunque, es 

obvio que esta alteración debe contribuir al fenotipo mostrado, nuestros 

resultados sugieren la existencia de mecanismos adicionales. En efecto, la 

sobreexpresión de cualquiera de las subunidades β de Snf1p o del gen 

TdSIP1 incrementó en condiciones de estrés iónico, la expresión dirigida 

por el promotor sintético 4xCDRE en una forma similar a la observada para 

el mutante snf1∆. Este resultado es consistente con la inhibición de la 

actividad proteína quinasa de Snf1p o de su importación al núcleo, descrita 

para células que sobreexpresan el gen SIP2 (Vincent y col., 2001). Sin 

embargo, la expresión en un alto número de copias de cualquiera de estos 

genes no alteró la tolerancia a sal de S. cerevisiae. 

Una evidencia de que Snf1p participa en la regulación de mecanismos 

adicionales de respuesta a sal, fue la observación de que la sobreexpresión 

del gen truncado TdSIP1-t confería una ventaja de crecimiento en estas 

condiciones. Como en el caso de SIP2 (Vincent y col., 2001), la expresión 

en un alto número de copias de este gen, inhibió la actividad de Snf1p en 

respuesta a la ausencia de glucosa e incrementó la expresión dirigida por el 
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promotor 4xCDRE. Sin embargo, sólo la sobreexpresión de TdSIP1-t 

confirió un fenotipo en sal similar al observado en un mutante snf1∆. 

Además, este efecto fue totalmente dependiente de la presencia de una 

proteína Snf1p funcional. Así, la proteína TdSip1-t parece alterar de un 

modo específico la actividad de Snf1p hacia substratos independientes de la 

ruta calcineurina-Crz1p. En consonancia con esto, la expresión en un alto 

número de copias del gen truncado de T. delbrueckii incrementó la 

tolerancia a NaCl de los mutantes sencillos crz1∆ y cnb1∆ o de células de la 

cepa salvaje tratadas con FK506, un inmunodepresor que inhibe la señal 

dependiente de Ca2+ (Foor y col., 1992).  

Ganster y col. (1998) han identificado una ruta independiente de 

calcineurina requerida para la respuesta a estrés iónico. Elementos 

implicados en esta nueva ruta de transducción de la señal son los sensores 

de glucosa Snf3p y Rgt2p, además de Std1p, una proteína implicada en el 

proceso de represión por glucosa (Kuchin y col., 2003). Curiosamente, la 

sobreexpresión de STD1 tiene efectos en la respuesta a estrés salino 

similares a los observados para TdSIP1-t. Así, el aumento en el número de 

copias de este gen confiere un fenotipo de mayor tolerancia a sal, 

independiente de Cnb1p o Crz1p, e incrementa el nivel de expresión de 

HAL1 respecto al observado en una cepa salvaje (Kuchin y col., 2003). 

Además, induce la expresión en ausencia de estrés, del gen chivato lacZ 

controlado por el promotor de ENA1, el cual contiene, al menos, un 

elemento CDRE funcional (Mendizábal y col., 1998). Finalmente, la 

sobreexpresión de STD1 altera la actividad de Snf1p en condiciones 

normales de crecimiento (Kuchin y col., 2003). 

A pesar de estas similitudes, STD1 no guarda homología con TdSIP1-t. 

Además, existen diferencias importantes en los efectos de ambas proteínas 

sobre la actividad de Snf1p. En efecto, STD1/MSN3 fue aislado como un 
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supresor en multicopia del defecto de crecimiento en rafinosa de un mutante 

snf4∆ (Hubbard y col., 1994). Sin embargo, la sobreexpresión de TdSIP1-t 

no revierte el fenotipo de este mutante (datos no mostrados). Además, la 

expresión en un alto número de copias de STD1 incrementa la actividad de 

Snf1p en glucosa (Ganster y col., 1998), mientras que como se describe en 

este trabajo, la expresión de TdSIP1-t disminuye drásticamente la actividad 

quinasa en otras fuentes de carbono, pero no la altera en glucosa. Así, 

podemos especular que ambas proteínas interaccionan con Snf1p en una 

forma no idéntica, pero que determina en los dos casos una alteración de 

dianas de respuesta a sal reguladas por Snf1p. En este sentido, la expresión 

de la proteína recombinante TdSip1-t podía ser utilizada como una 

herramienta molecular para identificar funciones de Snf1p en estrés iónico. 

Como demostró el análisis de la expresión global, la expresión en un alto 

número de copias de TdSIP1-t alteró respecto a la cepa salvaje, el nivel de 

mRNA de 412 genes en respuesta a NaCl. Aunque, la asignación del 

fenotipo observado a variaciones en la expresión de un gen o genes 

concretos resultó imposible, se pudo apreciar una serie de tendencias que 

nos permite implicar, en el fenotipo observado, a rutas de señalización de 

estrés osmótico, como por ejemplo la ruta HOG. Si estos cambios obedecen 

a una alteración por TdSip1-t de la actividad Snf1p, los mismos implicarían 

que la proteína quinasa tiene funciones mucho más amplias de las descritas 

hasta ahora, regulando múltiples procesos y funciones que contribuyen a la 

capacidad de S. cerevisiae para hacer frente y adaptar su crecimiento a 

condiciones de estrés iónico. 
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Conclusiones 

Los resultados descritos en este trabajo y su discusión 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 

tecnológico.  

El análisis filogenético de las proteínas Leu2 e His3 de diferentes levaduras 

y el estudio del orden y orientación transcripcional en estas regiones 

cromosómicas, indican que T. delbrueckii está 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 útil para la identificación de genes, como 

DED1, implicados en tolerancia a estrés iónico en S. cerevisiae. La 

homología entre proteínas reguladoras, como SIP1, de ambos organismos es 

menor que la observada entre proteínas esenciales, sugiriendo que estas 

diferencias podrían estar en la base del comportamiento de estas levaduras 

ante un estrés iónico. 

La proteína quinasa Snf1 es un regulador negativo de la tolerancia a 

concentraciones moderadas de NaCl en S. cerevisiae. Este efecto es 

enmascarado en mutantes auxotróficos, sugiriendo también un papel 

funcional de esta proteína en el transporte de aminoácidos y/o bases 

nitrogenadas. 
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La actividad quinasa de Snf1p no se altera en respuesta a un estrés por 

NaCl. Ya que la regulación al alza de esta actividad implica su importación 

al núcleo en condiciones de desrepresión, este resultado sugiere que Snf1p 

tiene una función citosólica. 

 

Snf1p, impide la inadecuada activación de genes regulados por elementos 

CDRE en condiciones normales de crecimiento y controla la magnitud de la 

inducción transcripcional en células expuestas a NaCl. Este resultado 

sugiere una implicación, directa o indirecta, de Snf1p en el nivel de 

fosforilación y localización subcelular de Crz1p.  
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