ESTUDIO DE LOS GENES
KIFBAI (Fructosa-1,6-Bisfosfato Aldolasa)
Y KINDII (NADH: Ubiquinona Oxidorreductasa)
DE LA LEVADURA Kluyveromyces lactis

SILVIA M* DIAZ PRADO



FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR
UNIVERSIDAD DE LA CORUNA

ESTUDIO DE LOS GENES KI/FBAI (Fructosa-1,6-Bisfosfato
Aldolasa) y KINDII (NADH: Ubiquinona Oxidorreductasa) DE LA
LEVADURA Kluyveromyces lactis.

Memoria para aspirar al grado de
Doctor en Biologia

presentada por

Silvia M* Diaz Prado

Julio de 2004



Fotografia portada: Aspecto que ofrece
al microscopio electronico un cultivo

de células de Kluyveromyces lactis.



El presente trabajo: ESTUDIO DE LOS GENES KIFBAI (FRUCTOSA-1,6-
BISFOSFATO  ALDOLASA) vy  KINDII  (NADH: UBIQUINONA
OXIDORREDUCTASA) DE LA LEVADURA Kluyveromyces lactis, presentado por
Diia. Silvia M* Diaz Prado para aspirar al grado de Doctora en Biologia, ha sido
realiiizado bajo nuestra direccion en el Departamento de Biologia Celular y Molecular

de la Universidad de La Coruna.

Revisado el texto, estamos conformes con su presentacion para ser juzgado.

A Corufia, 18 de Mayo de 2.004

7 <=

Dra. M* Isabel Gonzalez Siso Dra. M* Esperanza Cerdan Villanueva
Profesora Titular de Bioquimica Catedratica de Bioquimica

y Biologia Molecular y Biologia Molecular



La autora de este trabajo ha disfrutado durante su realizacion de dos
becas predoctorales, una de la Universidad de La Coruia de Enero a
Septiembre de 2.001 y otra de Formacion de Doctores en grupos de
Investigacion de Excelencia de la Comunidad Auténoma. concedida por la
Xunta de Galicia, de Octubre de 2.001 a Marzo de 2.004.

La realizacion de este trabajo ha sido posible gracias a la
financiacion obtenida a través de los proyectos MCYT (BMC2000-0117).
XUGA (PGIDTOOPXI10303PR), XUGA (PGIDTOIPXI10303PN) vy
XUGA (XUGA10302A98).



A mis padres y hermanas.

A Mon, Carmen, Marga y Moisés.



Es dificil poder expresar en unas pocas lineas la gran cantidad de agradecimiento
y carifio que he ido acumulando a lo largo de estos anos en el grupo de Bioquimica. Por
ser un grupo de personas unidas por la ciencia, y sobre todo por la amistad v el
compaiierismo. Por ello quisiera expresar mi mas profundo agradecimiento:

A mis directoras de tesis, M" Isabel Gonzalez Siso y M* Esperanza Cerdan
Villanueva por su seguimiento a lo largo de este trabajo, por su apoyo constante durante
su realizacion y por permitirme descubrir el gran mundo de la investigacion.

A la Universidad de A Coruiia por haber disfrutado de una beca predoctoral y a
la Xunta de Galicia por haberme concedido la beca de Formacion de Doctores en grupos
de Investigacion.

Al resto de los profesores del area de Bioquimica y Biologia Molecular: Ana M*
Rodriguez Torres, M* Angeles Freire Picos, Esther Rodriguez Belmonte y al tnico
“profe” chico que es capaz de aguantarnos, Manuel Becerra Fernandez jenhorabuena!.

A los que dejaron rastro en el laboratorio de Bioquimica: Elvira Ramil, Belén
Tizén, Luis Lombardia, José Luis Cadahia, Moénica Gonzalez, Ménica Lamas, Alba
Pifieiro, Cristina Fernandez, Arturo Rodriguez y Gema Ruiz.

A los que actualmente son miembros del laboratorio de Bioquimica: Silvia
Seoane (mi compafiera de poyata), Laura Nufez, Moisés Blanco, Nuria Tarrio v
Cristina Trillo. A Silvia y a Nuria quiero darles las gracias por su buen humor, por
compartir conmigo esos bocatas de bacon completo de la cafeteria y esas sobremesas
que han hecho mas llevadera la realizacion de este trabajo sobre todo los tltimos meses.
A Laura, mi compaiiera de mesa de estudio, por ser el ejemplo mas claro de orden,
limpieza y por tener siempre resembrada en placa esa cepa tan sumamente importante
que siempre necesitas a tltima hora. Quiero hacer una mencion muy especial a Moisés,
a quien doy mil gracias por estar siempre dispuesto a prestar ayuda y, ademas,
reconozco haber abusado constantemente de sus amplios conocimientos informaticos.
iGracias por ayudarme hasta el final!. También quiero darle muchos animos a Cris pues
cuando menos te des cuenta ya habras llegado hasta aqui.

A los comparieros de otros laboratorios: Carmen Ganoso, Chus Mourazos y
Maria Paz.

A las mejores técnicos del mundo, Eva Fortuna, Monica Rey, Rosa Diaz, Inma
Brandon y Mary Fraguela. Gracias por todos esos medios, ese material estéril, esas
soluciones, etc... porque todos nuestros experimentos comenzaron en vuestras manos.
Quiero hacer un agradecimiento especial a Rosa Diaz e Inma Brandon por su ayuda en
la secuenciacion automatica.

A los Servicios Generales de Apoyo a la investigacion de la Universidad de A
Coruiia por la utilizacion del secuenciador automatico, muy especialmente a la Dra.
Fernanda Rodriguez (Nani para todos).

A toda mi familia numerosa que, por ser tan numerosa continuaré citando de uno
en uno. Empezando por mi gran padre, Jos¢ Manuel Diaz, el mejor padre del mundo
mundial. Quiero darte las gracias por confiar en mi mas que yo misma, por ensefiarme



que siempre se puede aspirar a mas y por estar siempre que se te necesito. Mi
maravillosa madre, M* Esther Prado, por ser el ejemplo mas claro de valentia y como se
suele decir coloquialmente hablando “tirar para delante™. Por haber cuidado tanto de
nosotras. Gracias por comprendernos y por ser como una hermana y una madre al
mismo tiempo. A mi hermana la mayor, M* Luz Diaz (Lula), por ser el ejemplo mas
claro de esfuerzo, de sacrificio, por ser tan ordenada, tan apafada, que en estos
momentos sufrimos juntas el tan esperado parto de la tesis doctoral, animo que cuando
menos nos demos cuenta ya seremos doctoras. A mi hermana la segunda, M* Esther
Diaz (Maris) que, ademas de ser mi hermana tiene el grandioso privilegio de ser mi
madrina. Gracias por ese apoyo constante (por no decir diario), gracias por
comprenderme, por esas charlas a altas horas de la madrugada en cama o en la ventana
de tu habitacion, mucho animo para esa oposicion ya sabes que quien la sigue la
consigue y nosotros estamos a punto de conseguirlo. A mi hermana la tercera, Noelia
M? Diaz (Tati), quiero darte las gracias por ser mi hermana no gemela, por ser mi clon,
mejor dicho, por dejarme que sea tu clon. A mi novio, José Ramon Souto (Mon para los
amigos y Mochi para mi). Gracias por haberte interesado en mi. por ser el ejemplo mas
claro de esfuerzo, trabajo, sacrificio, afan de superacion y el antiejemplo mas claro de
orden y limpieza claro esta. Gracias por compartir tu vida conmigo, por abrirme tu
corazon, por dejarme ser alguien importante en tu vida, por aguantarme en los peores
momentos, por estar siempre tanto en lo bueno como en lo malo, por esas
concentraciones moteras, por la mejor casa con la que podria sofiar en “Cullerguai®, por
dejarme ser un miembro mas en la familia Souto y en la familia Rey, por permitirme el
lujo de poder presumir de la mejor suegra. Gracias. A mi suegra, Diia. Carmen Rey. por
ser la mejor suegra y madre al mismo tiempo. Gracias por considerarme como una
segunda hija para ti, por cuidar siempre de mi, por preocuparte de que nunca me faltase
nada y como no, por esos jueves. A mi suegro, que en paz descanse, por haber sabido
elegir a la mejor mujer del mundo, por sus historias de la vespino camino de Culleredo,
por haber traido al mejor inquilino de cuatro patas (Pastor) a Cullerguai, no te doy las
gracias por haberme dejado tan poco tiempo para conocerte.

Quiero dar también las gracias a otro miembro de la familia: a Marga, por saber
ser una amiga, una madre y por estar siempre ahi cuando te necesitaba.

A las tres mosqueteras Iglesias: Maria, Maribel y Aurora. Gracias por vuestra
acogida y compaiierismo.

Y como no, no por ser el ultimo se merece menor atencion, quiero dedicarle este
parrafillo a mi mejor compafiero, mejor amigo y como no, a mi mejor amante: mi

amante Bandido.

En fin, a todos, muchas gracias.



ABREVIATURAS

A: absorbancia.

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADP: adenosin-difosfato.

ALA "5-aminolaevulinic acid’": acido 5-aminolevulinico.
AMP: adenosin-monofosfato.

amp': resistencia a la ampicilina.

AOD: oxidasa alternativa.

APS: persulfato amonico.

ARN: acido ribonucleico.

ATG: metionina, codon de inicio de la traduccion.
ATP: adenosin-trifosfato.

BSA: seroalbimina bovina.

C’dGTP: 7-deaza desoxiguanosin-trifosfato.

cADN: acido desoxirribonucleico complementario.
CIA: cloroformo- alcohol isoamilico.

cm: centimetro.,

em’: centimetros cuadrados.

CoA: coenzima A.

C-terminal: carboxilo-terminal.

D.0.: densidad optica.

D.S.: desviacion estandar.

Da: daltons.

DAP: dihidroxiacetona fosfato.

dATP: desoxiadenosin-trifosfato.

DBO: demanda bioldgica de oxigeno.

DChyPCR " Discriminating clusters by PCR™: PCR por discriminacion de grupos.
dCTP: desoxicitosin-trifosfato.

ddATP: didesoxiadenosin-trifosfato.

ddCTP: didesoxicitosin-trifosfato.

ddGTP: didesoxiguanosin-trifosfsto.

ddNTPs: didesoxirribonucledtidos trifosfato.

ddTTP: didesoxitimidin-trifosfato.

DEPC: dietil pirocarbonato.

dGTP: desoxiguanosin-trifosfato.



DNasa: enzima que degrada en ADN.

dNTPs: desoxinucledtidos trifosfato.

DQO: demanda quimica de oxigeno.

DTT: ditiotreitol.

dTTP: desoxitimidin-trifosfato,

E.E.: error estandar.

E.R.: expresion relativa.

EDTA: acido etilendiamino tetra-acético.

EGTA: acido etilenglicol-di-(f-aminoetiléter) tetra-acético.
F-1.6-P,: fructosa-1.6-bisfosfato.

FAD:dinucledtido de flavina y adenina (forma oxidada).
fg: femptogramo.

g: gramo.

GAP: gliceraldehido-3-fosfato.

GDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

GDP: guanosin-difosfato.

h: hora.

HEPES: 4cido (4-(2-hidroxietil)- 1-piperazina-etano-sulfonico).
IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranosido.

kb: kilobase.

kDa: kiloDalton.

Km: constante de Michaelis-Menten.

kV: kilovoltio.

L: litro.

M: molar.

mARN: dcido ribonucleico mensajero.

mBa: milibares.

MCS "Multiple Cloning Site " sitio de clonaje maltiple.
mg: miligramo.

min: minuto.

mJ: milijulios.

mL: mililitro.

mm: milimetro.

mM: milimolar.

MOPS: acido 3-|N-morfolino|-propano-sulfénico.



mseg: milisegundos.

n: tamano de muestra.

NAD': nicotinamida adenina dinucledtido (forma oxidada).

NADH: nicotinamida adenina dinucleotido (forma reducida).

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosforilado (forma reducida).
ng: nanogramos.

nm: nanémetro.

nmol: nanomol.

N-terminal: amino-terminal,

°C: grados centigrados.

ONPG: o-nitrofenil-f-D-galactopirandsido.

ORF " Open Reading Frame™: pauta abierta de lectura, secuencia codificadora.
ori: origen de replicacion.

pmol: picomol

p.p.m.: partes por millon.

p/v: relacion peso/volumen,

pb: pares de bases.

PCIA: fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.

PCR "Polymerase Chain Reaction" reaccion en cadena de la polimerasa.

PDB “Protein Data Bank"': base de datos de proteinas.

PEG: polietilenglicol.

pl: punto isoeléctrico.

Pm: peso molecular.

pmol: picomol.

PMSF: acido fenilmetilsulfonil fluorhidrico.

r.p.m.: revoluciones por minuto.

rARN: acido ribonucleico ribosémico.

RNAsa A: enzima que degrada el ARN.

RSTs” Random Sequenced Tags™: etiqueta secuenciada al azar.

SDS: dodecil sulfato sddico.

SDS-PAGE  “Sodium  dodecyl  sulfate-  polvacryvlamide gel electrophoresis™:
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes,

seg: segundos.

TAA: codon de terminacion de la traduccion,

T"A: temperatura ambiente.



TCA cycle: ciclo de los acidos tricarboxilicos.

TEMED: N.N.N".N'-tetrametil-etilenodiamina.

tet': resistencia a la tetraciclina.

TIM: triosafosfato isomerasa.

Tm: temperatura de fusion (temperatura de melting).

U.E.: unidades enzimaticas.

U.V.: ultravioleta.

U: unidades

UAS “Upstream Activating Sequences™: secuencias activadoras en el promotor de un
gen.

v/v: relacion volumen/volumen.

V: voltio.

V¢ volumen final.

Wt “Wild tvpe ": células de tipo salvajes.

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactopirandsido.

uF: microfaradios.

pg: microgramo.

uL: microlitro.

pm: micrémetro.

puM: micromolar.

pmol: micromol.

Q: ohmio.
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1.1. Kluyveromyces lactis como alternativa a Saccharomyces cerevisiae

Desde tiempos muy antiguos las levaduras han estado ligadas a la vida cotidiana
del hombre; la elaboracion del pan, cerveza y vino son buen ejemplo de ello, es por esta
causa que las levaduras desempefian una funcion muy importante desde el punto de
vista técnico e industrial. Aunque existen en la naturaleza muchos géneros y especies de
levadura, las mas utilizadas industrialmente son cepas de S. cerevisiae. La fabricacion
de bebidas alcohdlicas estaba ya establecida en las primeras civilizaciones, la mayoria
de las cuales tenian mitos acerca del origen de hacer vino. que atribuian a una
revelacion divina. El uso de la levadura como agente para fermentar el pan tuvo su
origen en Egipto, hace unos 6.000 afios y fue extendiéndose lentamente desde alli al
resto del mundo occidental.

En la actualidad las levaduras, ademas de servir como modelo eucariota en
investigacion basica y biomédica, constituyen los microorganismos de eleccion en
muchas industrias de biotecnologia, no sélo en procesos clasicos relacionados con la
produccion de biomasa, etanol y otros productos de interés sino también, gracias al
desarrollo mas reciente de herramientas especificas de ingenieria genética, para la
obtencion de proteinas de otros organismos eucariotas superiores, de gran utilizacion en
las industrias farmacéutica y alimentaria. Entre los numerosos ejemplos de proteinas
recombinantes producidas por levaduras tenemos hormonas como la insulina, proteinas
séricas y un gran numero de proteinas de uso terapéutico.

Las levaduras presentan una serie de caracteristicas favorables (Buckholz y
Gleeson, 1991) para la produccion de proteinas heterdlogas: por una parte, al ser
microorganismos unicelulares, presentan las ventajas de los sistemas bacterianos en
cuanto a la facilidad de su manipulacion y rapidez de crecimiento; por otra, presentan
una organizacion subcelular eucaridtica capaz de llevar a cabo los procesos de
modificacion post-traduccional de muchas proteinas de mamiferos. Ademas, las
levaduras se han utilizado durante siglos y sus propiedades de crecimiento vy
metabolismo han sido muy bien estudiadas.

Este papel predominante de las levaduras en biotecnologia deriva en parte de la
capacidad mostrada de crecer sobre materiales residuales, con las consiguientes

implicaciones econdémicas y ambientales derivadas de este hecho ya que, por una parte,
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se reciclan estos residuos disminuyendo su impacto contaminante y, por otra, se reduce
el coste de los medios de cultivo.

La mayor parte de las proteinas recombinantes producidas por levaduras se han
expresado usando S. cerevisiae como sistema hospedador. La eleccion de este
microorganismo se basa no solo en su familiaridad para los bidlogos moleculares y en
los conocimientos adquiridos durante afios de su genética y fisiologia sino también en
su consideracion como organismo GRAS (Generally Regarded As Safe) (Schaffrath y
Breunig, 2000) permitiendo su uso en la industria alimentaria. Por el contrario, la
bacteria a partir de la cual se obtuvieron las primeras proteinas heterlogas, E. coli, no
es considerado un organismo GRAS. La expresion de proteinas recombinantes en S.
cerevisiae fue descrita por primera vez en 1981 y la primera vacuna de ingenieria
genética que fue autorizada para su administracion a humanos, el antigeno de superficie
de la hepatitis B (HbsAg), se produjo en este organismo.

Sin embargo, S. cerevisiae presenta ciertas limitaciones como hospedador para
la expresion de proteinas heterologas (Buckholz y Gleeson, 1991: Miiller er al., 1998):
las producciones son generalmente bajas, los rendimientos de proteinas heterologas
alcanzan un maximo de 1-5% de la proteina total, incluso utilizando promotores fuertes;
también debido a la sintesis del producto del gen clonado se produce un estrés adicional
en las células: ademas, la estabilidad plasmidica es baja, reduciendo el crecimiento y la
productividad: y por dltimo, se produce una considerable hiperglicosilacion de las
proteinas secretadas, generando propiedades inmunologicas inadecuadas para usos
farmacéuticos (Karine er al, 1994). Esto puede disminuir las velocidades de
crecimiento y por tanto se reduce la productividad total. Para minimizar los efectos
deletéreos, se emplean con frecuencia los promotores de plasmidos inducibles, pero sin
embargo, aln asi, la estabilidad del plasmido desciende significativamente, resultando
un sistema de expresion que puede ser dificil aumentar a escala de volumenes de
produccion.

Aunque la levadura por excelencia es S. cerevisiae, protagonista de las industrias
tradicionales de fermentacion, existen una serie de levaduras menos convencionales que
recientemente se han convertido en alternativas interesantes. De hecho, estas levaduras
estan siendo mas accesibles para técnicas mas modernas de genética molecular. Algunas
de ellas muestran ciertas caracteristicas favorables tales como altos niveles de secrecion,
promotores fuertes o vectores de alta expresion, ofreciendo ventajas sobre la levadura

panadera tradicional (Dominguez et al., 1998). Entre estas levaduras alternativas cabe
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destacar K. lactis, empleada para la produccion de la glucoamilasa de la levadura Arxula

adeninivorans y la interleucina-1p de mamiferos (Morlino er al.. 1999), debido a

ventajas en la aplicacion industrial relacionadas con:

a)

b)

la variedad de fuentes de carbono que K. lactis puede utilizar es mayor que en S.
cerevisiae (Barnett ef al., 1990). La lactosa de los sueros de queseria es una de las
fuentes de carbono que puede ser metabolizada por K. lactis pero no por S
cerevisiae (Wésolowski-Louvel ef al., 1996; Schaffrath y Breunig. 2000). La lactosa
es un subproducto considerado residual y cuyo vertido causa un grave problema
medioambiental generalizado a numerosos paises. Dos genes. el LAC+4 y el LACI2
son los responsables del uso de la lactosa. El gen LACY codifica para la enzima f-
galactosidasa responsable de escindir el disacarido lactosa en sus monosacaridos
componentes, glucosa y galactosa. El gen LAC/2 codifica para una lactosa
permeasa, un transportador de lactosa cuya funcion es controlar la entrada del
azucar en la célula, S. cerevisiae carece de (-galactosidasa y de lactosa permeasa, es
por ello que no puede utilizar la lactosa y por tanto no puede fermentarla a etanol,
Estos dos genes son especificos del metabolismo de la lactosa y su transferencia a S,
cerevisiae es suficiente para permitirle a los transformantes crecer en un medio con
lactosa como fuente de carbono, es decir, estos genes son suficientes para convertir
a §. cerevisiae en una levadura lac (Sreekrishna y Dickson, 1985). LACYy LACI2
estan fuertemente controlados a nivel transcripcional y son corregulados con los
genes GAL (Webster y Dickson, 1988), que codifican para enzimas del metabolismo
de la galactosa. Esta corregulacion es mediada por el activador transcripcional
Lac9p o K/Galdp (Breunig, 2000), homdlogo a Galdp de S. cerevisiae (Zachariae y
Breunig. 1993). La activacion de Galdp por lactosa requiere consumo de lactosa y

actividad f-galactosidasa (Breunig et al, 2000).

los rendimientos mostrados en la produccion de proteinas recombinantes de
secrecion, las preferidas en la industria, ya que resulta mas facil purificar las
proteinas del medio de cultivo que del interior de las levaduras, son mayores en K.
lactis que en S. cerevisiae. La secrecion de proteinas heterdlogas en el medio de
cultivo puede ser una manera conveniente de obtener grandes cantidades de estas
proteinas heterologas en una forma relativamente pura, sin contaminantes de

proteinas celulares y abaratando los costos asociados a la extraccion y purificacion

o
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c)

d)

e)

g)

de la proteina (Romanos et al., 1992). Algunas proteinas secretadas por S. cerevisiae
no se encuentran libres en el medio de cultivo, sino que son retenidas en el interior
celular o en el espacio periplasmico, entre la membrana plasmatica y la pared
celular, requiriendo manipulaciones de tipo bioquimico o fisico para ser liberadas.
Esto puede ocasionar problemas en la purificacion conduciendo asi a un descenso en

el rendimiento del producto purificado.

las diferentes caracteristicas de su metabolismo respiro-fermentador, que inciden

decisivamente en el rendimiento de los procesos.

la accesibilidad genética molecular para poder usar sistemas de vectores integrativos
o altamente estables (como son los episomales) se esta mejorando en K. lactis

(Schaffrath y Breunig, 2000).

la regulacion metabdlica, puesto que en K. lactis la represion por glucosa es menor
que en S. cerevisiae, ademas, la redundancia de genes glucoliticos que existe en S.
cerevisiae no aparece en K. lactis, por ejemplo en el caso de la hexoquinasa,
fosfofructoquinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y piruvato quinasa

(Blaisonneau er al., 1997).

su distancia evolutiva con S. cerevisiae permite la comparacion de dominios

funcionales de genes homdélogos.
algunas cepas de K. lactis contienen mecanismos nuevos de competicion microbiana
que consisten en plasmidos de ADN citoplasmatico lineal que le confieren el

fenotipo Killer (Stark et al., 1990; Wésolowski-Louvel ef al., 1996).

Por todo ello en la actualidad. esta levadura es una de las mas estudiadas a nivel

molecular y metabdlico después de S. cerevisiae.
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1.1.1. Problematica del suero de leche

Se denomina “suero” al liquido remanente tras la precipitacion y separacion de
la caseina de la leche durante la elaboracion del queso. Este subproducto representa
aproximadamente el 85-90% del volumen de la leche.

Existen en la Comunidad Autéonoma de Galicia alrededor de 70 industrias
queseras (datos facilitados por la Conselleria de Agricultura, Ganderia e Montes de la
Xunta de Galicia). Sélo tres de ellas superan las 1000 Tm/afio de produccion mientras
que 38 producen menos de 100 Tm/ano. Globalmente se puede estimar que se generan
unos 180 millones de litros de suero lacteo al afio y aproximadamente un 60% de esa
produccion radica en pequeiias o medianas empresas. Motivados por la necesaria
aplicacion de tecnologias limpias y por las cada vez mas exigentes legislaciones en lo
relativo al control de vertidos, estas empresas necesitan y promueven iniciativas para el
tratamiento del suero de queseria. A pesar del gran valor nutritivo y aplicaciones
tecnologicas de algunos componentes de este subproducto, asi como de las numerosas
investigaciones realizadas al respecto, en la actualidad, todavia no se ha desarrollado
ninglin proceso capaz de rentabilizar el tratamiento de las importantes cantidades de
suero que se producen y se vierten cada afio, representando un importante problema
medioambiental debido a su elevada carga organica (DQO= 35.000-68.000 p.p.m vy
DBO=30.000-60.000 p.p.m. segun Berruga et al, 1997) de la cual el principal
responsable es el disacarido lactosa. Una central quesera que procese 100 Tm de leche
por dia produce efluentes con aproximadamente la misma carga organica que una
ciudad de 55.000 habitantes (Sienkiewicz y Riedel, 1990). A pesar de la importancia de
su produccion a nivel mundial, solo un 50% es transformado v el resto continia siendo
vertido. Por tanto la bisqueda de nuevas y mejores aplicaciones para este residuo
continta siendo un reto importante. En el presente trabajo se realizo una aproximacion a
esta problemitica utilizando cepas recombinantes de S cerevisiae para el

aprovechamiento de la lactosa de los lactosueros.

1.2. El metabolismo respiro-fermentador de las levaduras

Las levaduras forman un grupo bastante heterogéneo en lo referente a su

metabolismo respiro-fermentador. Hay especies que prefieren usar las rutas
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fermentadoras mientras que otras son respiradoras. Gancedo y Serrano (1989)
clasificaron las levaduras, en funcién de la utilizacion metabélica del piruvato mostrada

durante el crecimiento aerobio en glucosa, en dos grandes grupos:

a) los aerobios obligados (por ejemplo especies de Trichosporon y Rhodotorula)
poseen un metabolismo exclusivamente oxidativo, todo el piruvato producido se
incorpora en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y son incapaces de crecer en

ausencia de oxigeno.

b) los aerobios facultativos, en los cuales la glucosa proporciona la energia necesaria
para el crecimiento tanto en condiciones aerobias como anaerobias, es decir, poseen
un metabolismo oxidorreductor. Este grupo puede. a su vez, subdividirse en otros
dos, las levaduras respiradoras (por ejemplo, especies de Candida, Pichia y
Kluyveromyces) en las cuales la fermentacion da cuenta de menos del 30% de la
glucosa catabolizada aerobicamente, y las levaduras fermentadoras (por ejemplo,
especies de Saccharomyces, Schizosaccharomyces y Brettanomyces) en las cuales la

respiracion representa menos del 10% del catabolismo aerobio de la glucosa.

La respiracion y la fermentacion pueden coexistir simultaneamente dando lugar
al metabolismo respiro-fermentador en el cual una parte del piruvato producido es
convertido en CO, por el ciclo de los acidos tricarboxilicos y otra parte es reducido a
etanol y otros compuestos (Gonzalez-Siso er al., 2000). Estas caracteristicas
metabdlicas son cruciales a la hora de seleccionar las condiciones de cultivo o la especie
de levadura mas adecuada para una determinada bioproduccion. Por ejemplo, si se desea
obtener biomasa de levadura o algin metabolito asociado a su crecimiento, habra que
procurar que el metabolismo sea predominantemente oxidativo evitando que se disipe
fuente de carbono hacia la produccion de etanol, pues en este caso representaria un
metabolito colateral indeseable. Los rendimientos de produccion de biomasa son
menores durante el crecimiento fermentador que durante el crecimiento respirador. Por
el contrario, si se desea producir etanol u otro metabolito via fermentacion hay que
favorecer el metabolismo oxidorreductor. En la fermentacion, los aceptores finales de
electrones son sustancias organicas (etanol, lactato, etc.) que todavia albergan energia
metabolicamente utilizable en sus enlaces y que sera por tanto desaprovechada. En la

respiracion, el aceptor final de electrones es el oxigeno, con un potencial de
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oxidorreducciéon muy negativo; ello posibilita que se sitie al final de una larga cadena
de transporte de electrones, gracias a la cual se consigue extraer toda la energia
metabolicamente aprovechable de los catabolitos. Por tanto. con el mismo aporte de
fuente de carbono inicial, un organismo que fermente sera capaz de producir menor
cantidad de energia metabodlica, menor biomasa y menor rendimiento biotecnologico
que un organismo que respire.

El metabolismo energético no solo esta influenciado por el fondo genético sino
también por condiciones ambientales, tales como aireacion, fase de cultivo, limitacion
de nutrientes, tipo y concentracion del azicar y suministro de oxigeno que prevalecen
en un cultivo de levaduras a un tiempo determinado (Gonzalez-Siso et al.. 2000).

Ambas levaduras, K. lactis y S. cerevisiae, pertenecen al grupo de aerobias
facultativas pues muestran la capacidad de metabolizar la glucosa tanto por la via
oxidativa como la oxidorreductora. La diferencia reside en la importancia relativa de
estas rutas en condiciones aerobias, S. cerevisiae es una levadura fermentadora aerobia
v K. lactis es una levadura respiradora aerobia.

Entre los factores ambientales que regulan la respiracion y la fermentacion en
levaduras, la glucosa y el oxigeno son los mas estudiados. Cuando la concentracion de
oxigeno en el medio es baja ambas levaduras, S. cerevisiae y K. lactis, se ven obligadas
a fermentar utilizando para ello solamente fuentes de carbono fermentables tales como
la glucosa; sin embargo, cuando la concentracion de oxigeno no es limitante y en
presencia también de fuentes de carbono fermentables, mientras S. cerevisiae sigue
optando por la fermentacion, K. lactis pasa a respirar. Si en estas mismas condiciones
aerébicas, a S. cerevisiae se le suministran fuentes de carbono no fermentables, tales
como glicerol o acetato, utilizara la respiracion.

El metabolismo del piruvato es el punto clave que divide el metabolismo
fermentador del respirador, pero la expresion de las enzimas del metabolismo del
piruvato en levaduras fundamentalmente respiradoras, como K. lactis, parece ser
regulada de la misma manera que en levaduras fundamentalmente fermentadoras, como
S. cerevisiae, con la excepcion del gen PDAI, que codifica para la subunidad Ela del
complejo de la piruvato deshidrogenasa (Zeeman ef al., 2000).

La explicacion a las diferencias metabdlicas existentes entre las dos levaduras, S.
cerevisiae y K. lactis, no es sencilla y parece ser dependiente de multiples factores.
Entre ellos cabe destacar los altos niveles de expresion de genes que codifican para

proteinas implicadas en el proceso de la respiracion y sus mecanismos de regulacion, la
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represion catabolica por fuente de carbono y la importancia relativa de la glucdlisis
frente a la ruta de las pentosas fosfato como productoras de intermediarios catabdlicos
que seran procesados con posterioridad via fermentacion o via respiracion (Gonzalez-
Siso et al., 2000).

Con referencia a los altos niveles de expresion de genes relacionados con la
funcion respiradora y sus sistemas de expresion se ha visto que los niveles de ARN
mensajero del gen CYCI, que codifica para la isoforma mas abundante del citocromo c,
una proteina integrante de la cadena de transporte electronico mitocondrial, en cepas de
K. lactis son mucho mas altos que en S. cerevisiae (Freire-Picos et al., 1994).
Analizando los sistemas de regulacion que presenta este gen en ambas levaduras se ha
visto que KICYCI, con respecto a ScCYCI, presenta elementos activadores adicionales
como sitios de unién para el factor Abflp que incrementa la transcripcion de este gen.
También se han descrito sitios de union para el factor Cpflp que dan lugar a un
incremento en los niveles de expresion de KIQCR7 y KIQCRS, que codifican
respectivamente para las subunidades V11 y VIII del complejo mitocondrial bel (Mulder
et al., 1994a y 1994b). Finalmente otro mecanismo que puede contribuir al incremento
en los niveles de expresion de estos genes es el aumento de la estabilidad de los ARNs
mensajeros. Puede especularse que la mayor longitud de los transcritos en K. lactis
pueda contribuir a la estabilidad de los mismos.

Con respecto a la represion catabolica por glucosa (fuente de carbono
fermentable) de los genes relacionados con funciones respiradoras, se ha visto que este
fenomeno es muy importante en S. cerevisiae. En K. lactis se demostrd que los niveles
de expresion de estos genes en glucosa eran algo menores que los que presentaban en
fuente de carbono no fermentable (Freire-Picos et al., 1995; Zaror et al., 1993; Lodi et
al., 1998) y que la induccion por fuente de carbono no fermentable solo tiene lugar en
ausencia total de glucosa y. una vez establecida esta induccion, la glucosa afadida no
tiene ningun efecto represor sobre el sistema, al contrario que en S. cerevisiae (Mulder
et al., 1995). Por tanto se concluye que aunque los elementos de represion por glucosa e
induccion en fuente de carbono no fermentable estan conservados entre S. cerevisiae y
K. lactis, los mecanismos de accion de estos elementos en ambas levaduras son muy
distintos. Este hecho, unido a la posible existencia de diferentes factores reguladores de
la transcripcion, contribuye a la manifestacion de dos patrones metabélicos distintos en

K. lactis frente a S. cerevisiae.
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Las diferencias entre S. cerevisiae y K. lactis no solo se limitan a la actividad
transcripcional de genes que codifican para proteinas implicadas en la funcion
respiradora; otro punto discordante es el uso de la ruta de las pentosas fosfato como
mecanismo auxiliar a la glucolisis para la consecucion de los intermediarios catabolicos
de tres carbonos. Para demostrarlo, se han obtenido los mutantes para la fosfoglucosa
isomerasa (que cataliza el segundo paso de la glucélisis, la conversion de glucosa-6-
fosfato en fructosa-6-fosfato) en S. cerevisiae y K. lactis. Estos mutantes para crecer en
glucosa deberan utilizar la ruta de las pentosas fosfato como alternativa a la glucélisis
que tienen bloqueada. Sin embargo, el mutante de S. cerevisiae fue incapaz de crecer en
glucosa, lo que pone de manifiesto una ruta de las pentosas fosfato muy poco activa en
esta especie, en claro contraste con lo que ocurre en K. lactis donde la glucosa es
metabolizada via ruta de las pentosas fosfato y el mutante puede crecer (Maitra er al.,
1971: Jacoby et al., 1993). Se ha propuesto que la alta capacidad respiradora de K. lactis
sirve para el mantenimiento de una ruta de las pentosas fosfato operativa y se ha podido
constatar que los niveles de ARN mensajero de K/CYC/ en un mutante rag2 (gen que
codifica para la fosfoglucosa isomerasa en K. lactis) son mas altos cuando crece en
glucosa que cuando crece en fructosa; cuando el mutante crece en fructosa no se usa la
ruta de las pentosas fosfato, ya que la fructosa puede entrar en la via glucolitica justo
después del paso bloqueado por la mutacion; sin embargo, cuando el mutante crece en
glucosa, se ve obligado a utilizar la ruta de las pentosas fosfato para poder sobrevivir
(Gonzalez-Siso er al, 1996a). En el transcurso de la ruta de las pentosas fosfato se
produce NADPH que necesita ser reoxidado a NADP debido a que la cantidad de
NADP/NADPH en la célula es constante y si se esta consumiendo NADP sin su
regeneracion se corre el riesgo del agotamiento del mismo, con el consiguiente bloqueo
de la ruta de las pentosas fosfato y la muerte celular. Los datos de expresion del gen
KICYCI indican que la cadena respiratoria, bien directamente o a través de un sistema
lanzadera (pues la ruta de las pentosas fosfato se produce en el citoplasma y la cadena
respiratoria se localiza en la mitocondria) esta implicada en la reoxidacion del NADPH
a NADP y en el mantenimiento de una ruta de las pentosas fosfato operativa (Gonzélez-

Siso et al., 1996a).
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1.2.1. El efecto Crabtree

La fermentacion, bajo condiciones totalmente aerobias se conoce como el
“efecto Crabtree”. El efecto Crabtree constituye el fendmeno clave de la regulacion del
metabolismo respiro-fermentador de las levaduras. Se contrapone al “efecto Pasteur”
que se manifiesta por una disminucion de la fermentacion en presencia de oxigeno, o lo
que es lo mismo, una inhibicion de la fermentacion por la respiracion. Por condiciones
totalmente oxidativas se entiende que los niveles de oxigeno disuelto en cualquier punto
del fermentador estan por encima de la concentracion critica, es decir, aquella a la cual
se satura el sistema de consumo de oxigeno de la célula (Alexander y Jeffries, 1990).

Inicialmente se asumia que cuando una levadura producia etanol en condiciones
aerobias era Crabtree-positiva, y esto implicaba que existia una represion de la
respiracion por la glucolisis. Sin embargo, recientemente se ha comprobado que la
fermentacion aerobia es debida a la limitacion de la capacidad respiradora inherente a
algunas levaduras y no a una represion especifica de la respiracion. En la actualidad el
término efecto Crabtree se reserva para aquellos casos en los que tiene lugar represion
de la respiracion, por ello, una levadura Crabtree-positiva es necesariamente
fermentadora-aerobia, pero el hecho de que una levadura fermente en condiciones
aerobias no implica necesariamente que sea Crabtree-positiva. Algunos autores
diferencian, ademas, entre el efecto Crabtree denominado long-term y el denominado
short-term. El primero se define como la presencia de fermentacion alcohdlica aerobia a
elevadas velocidades de crecimiento en cultivos con limitacion de azucar. El segundo se
refiere a la produccion instantanea de etanol observada después de exponer los cultivos
aerobios respiradores a un exceso de glucosa (Gonzalez-Siso, 1999).

En el caso de S. cerevisiae, levadura prototipo Crabtree-positiva, si se cultiva en
continuo con glucosa a una tasa de dilucion baja, la levadura muestra un metabolismo
completamente respirador (Gonzalez-Siso et al., 2000).

Estudios del metabolismo del piruvato en K. /actis demostraron que un mutante
en el cual se bloqueaba la piruvato deshidrogenasa por una mutacion en el gen PDA/,
que codifica para la subunidad mayor, revertia fenotipicamente en Crabiree-positivo.
Este resultado indico que K. lactis es capaz de producir etanol bajo condiciones
aerobias. Es obvio que en la cepa salvaje la actividad Pdh permite dirigir todo el
piruvato de la glucdlisis al ciclo de los acidos tricarboxilicos (7CA) convirtiéndolo en

acetil-CoA, y solo cuando este paso se bloquea la enzima alternativa piruvato
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descarboxilasa convierte el piruvato en acetaldehido y etanol (Zeeman er al.. 1998;
Kiers ef al., 1998). Ademas, el etanol producido al final, sera asimilado eficientemente
debido a la presencia de una alcohol deshidrogenasa inducida por etanol en K. lactis
(Mazzoni et al., 1992).

Las levaduras Crabtree-positivas tales como por ejemplo S. cerevisiae producen
etanol bajo condiciones aerobias reduciendo de esta manera la produccion de biomasa y
ATP en comparacion con las levaduras Crabrree-negativas. La formacion de etanol se
puede evitar mediante el cultivo en una fuente de carbono limitante. pero esto
generalmente resulta en un crecimiento especifico y unas tasas de sintesis bajas
(Schaffrath y Breunig, 2000; Breunig ef al., 2000).

Las caracteristicas enunciadas en el modelo de Alexander y Jeffries (1990) para
la clasificacion de las levaduras en Crabtree-positivas o negativas no siempre se
cumplen, de hecho, dentro de la misma especie existen cepas con comportamientos
metabolicos diferenciados a este respecto. Gonzalez-Siso et al. (1996b) realizaron un
trabajo con la cepa NRRL-Y1140 de K. lactis creciendo en fuentes de carbono
fermentables y no fementables y observaron que la capacidad respiradora de esta
levadura era mas eficiente que la de S. cerevisiae y, ademas, que bajo condiciones de
limitacion de oxigeno ambas especies podian alcanzar niveles similares de fermentacion
y de crecimiento anaerobio. También realizaron cultivos continuos de K. lactis en
condiciones totalmente oxidativas y observaron que al ir aumentando la tasa de dilucion
se producia un aumento en las tasas de consumo de O, y de glucosa tipico de una
levadura respiradora Crabtree-negativa. Ademas, observaron ciertos niveles de
fermentacion residual que aumentaban al aumentar la concentracion de sustrato, ain
cuando la capacidad respiradora no estaba saturada, pues la tasa de consumo de oxigeno
seguia aumentando. En S. cerevisiae, el consumo de O> aumenta linealmente con la tasa
de dilucion hasta que alcanza un valor critico a partir del cual el consumo de oxigeno no
aumenta y se produce etanol. Esto significa que la capacidad respiradora se satura y
parte de la fuente de carbono es parcialmente desviada hacia la produccion de etanol. En
las levaduras aerobias obligadas, el aumento en la tasa de dilucion esta acompaiiado de
un incremento lineal en el consumo de O, sin produccion de etanol. Esta capacidad
respiradora ilimitada se observa también en algunos aerobios facultativos como por

ejemplo K. lactis entre otros (Gonzalez-Siso et al., 1996b).
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1.3. Vias de utilizacion de los monosacaridos: la Glucolisis y la Ruta de

las Pentosas Fosfato

La mayoria de las levaduras emplean azicares como la principal fuente de
carbono y energia. Los sustratos que pueden ser respirados por las levaduras incluyen:
pentosas, alcoholes que provienen de aztcares, acidos organicos, alcoholes alifaticos,
hidrocarburos y compuestos aromaticos. La glucoélisis es una via casi universal de los
seres vivos que sirve para la obtencion de energia metabolica. La glucdlisis es la
secuencia de reacciones oxidativas que convierte la glucosa en piruvato en el citoplasma
de las levaduras, con la produccion de ATP (figura I1). El estudio de la glucolisis en
levaduras por cientificos pioneros a principios del siglo XIX, promovio el nacimiento de
la bioquimica como una nueva disciplina cientifica.

El flujo glucolitico esta regulado por mecanismos de retroinhibicion complejos
que permiten alcanzar un nivel intracelular constante de ATP permitiendo asi que la
célula mantenga su homeostasis. Generalmente las enzimas glucoliticas constituyen el
30-60% de la proteina celular (Nakajima et al, 2000). En S. cerevisiae, los genes que
codifican para enzimas glucoliticas se expresan a niveles altos. De hecho, los
promotores de algunos genes glucoliticos se han utilizado para dirigir la expresion a

altos niveles de genes heterdlogos (Park er al., 1993).

1.3.1. Transporte de aziicares

Las membranas celulares no son permeables a todos los solutos. Por esta razon.
el transporte es el primer paso en el metabolismo de los carbohidratos, excepto en
aquellos casos en los que el di- o tri-sacarido es hidrolizado fuera de la célula. El
transporte a través de la membrana es llevado a cabo por transportadores especificos, a
veces denominados permeasas. En S. cerevisiae se ha caracterizado una familia de
transportadores de glucosa (Flores et al., 2000). La transcripcion de los genes que
codifican estos transportadores esta regulada por la concentracion de glucosa en el

medio de cultivo (Boles y Hollenberg, 1997; Ozcan y Johnston. 1999).
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Figura I1: Esquema de las diferentes rutas implicadas en ¢l metabolismo energético y del
carbono en levaduras. La figura representa una célula de levadura hipotética. La linea gruesa con puntos
negros representa la ruta de la glicolisis vy el ciclo de los acidos tricarboxilicos. La lineas discontinuas
denotan reacciones que ocurren durante el crecimiento en fuentes de carbono no fermentables. Las lineas
con puntos y rayas discontinuas indican que. dependiendo del género de levadura, algunos de los
disacaridos representados podrian ser hidrolizados fuera de la célula o transportados hacia dentro y ser
hidrolizados en el citoplasma. Los circulos en las membranas indican sistemas de transporte o proteinas
localizadas en estas estructuras. Las lineas que atraviesan la membrana mitocondrial no implican
necesariamente que el metabolito correspondiente atraviese esta membrana libremente. No hay mas
organulos dibujados que la mitocondria. Las abreviaturas empleadas para representar la glicolisis son
estandar, ¢l resto no son estandar v son las siguientes: 6PG, 6-fosfogluconato; Rul3P, ribulosa $-fosfato;
RSP, ribosa 5-fosfato: Xul5P, xilulosa 5-fosfato. STP, sedoheptulosa 7-fosfato, E4P, eritrosa 4-fosfato;
G3P, glicerol 3-fosfato; Pi. fosfato inorganico: OAA, oxaloacetato: Q. ubiquinona: bel. citocromos y Cyt
ox, citocromo oxidasa. En azul se representan los genes de S cerevisiae y en rojo los de K. lactis que se
citan en el presente trabajo. Figura modificada de Flores er al (2000)
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El transporte de los monosacaridos mas comunes, glucosa, fructosa o manosa, en
S. cerevisiae es un proceso de difusion facilitada; sin embargo. para otras levaduras
puede ser diferente.

En K. lactis el transporte de glucosa parece que tiene lugar por difusion
facilitada, en esta levadura se han identificado dos genes que codifican para
transportadores con diferentes afinidades para la glucosa: HGT] que codifica para un
transportador de glucosa de alta afinidad y RAG 1 que codifica para un transportador de
baja afinidad por la glucosa. La sobre expresion de HGT1 no restaura el fenotipo salvaje
de un mutante rag/ indicando que HGT! y RAG] poseen diferentes funciones en el
transporte de glucosa. HGT! se expresa constitutivamente mientras que RAG/ esta
sujeto a regulacion transcripcional (Schaffrath y Breunig, 2000).

Las cepas salvajes de K. lactis estan divididas en dos grupos teniendo en cuenta
su diferente sensibilidad a la antimicina A, inhibidor de la cadena respiratoria: los que
crecen en glucosa en presencia del inhibidor se llaman Rag (resistencia a antimicina A
en glucosa) y los que no crecen se denominan Rag'. Las cepas salvajes Rag poseen
RAG! y HGTI, mientras que algunas cepas Rag tienen el gen RAG! delecionado.
RAG! es inducido por varias hexosas pero esta induccion es lenta. Posiblemente, la
limitacion de O» en cultivos discontinuos de alta densidad contribuya a una induccidn
plena de este gen. La expresion de HGT/ no varia con las condiciones de cultivo
mientras que la transcripcion de RAGI, que es indetectable durante el crecimiento en
glicerol, aumenta durante el crecimiento en glucosa (Flores et al., 2000). El doble
mutante rag/ hgt! mostré una gran reduccion en los niveles de consumo de glucosa y el
crecimiento se detuvo antes que para el caso de la cepa salvaje. Parece, por tanto, que
otro sistema alternativo con una baja afinidad por la glucosa es capaz de transportar la
glucosa en el doble mutante. En K. lactis, RAG/ es un gen unico. Su transcripcion esta
controlada positivamente por los productos de al menos tres genes: RAG4 (que codifica
para el tnico sensor de glucosa en K. lactis), RAGS (que codifica para la hexoquinasa en
K. lactis) y RAGS8 (un gen esencial que codifica para la caseina quinasa 1, CK/)
(Lemaire et al., 2002).

En K. lactis, ademas de RAGI y HGTI, existen otros dos transportadores de
glucosa, el KHTI y el KHT2. El producto del gen KHT/ es casi idéntico a Raglp
excepto para los dos Gltimos aminoacidos y su regulacion es también muy similar, de
hecho, los genes KHT! y KHT2 sustituyen al RAG/ en algunas especies. El gen RAG

procede de una recombinacion reciente entre KHT1 y KHT2, RAGI es por tanto un gen
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quimérico (Weirich ef al., 1997; Breunig et al., 2000). Los genes KHT1 y KHT?2 estan
muy proximos y se transcriben en fandem. Mutaciones en cualquiera de estos dos genes
reducen ligeramente la represion por glucosa y la induccion por lactosa, mientras que en
el doble mutante, el efecto de la glucosa es completamente suprimido. KHTI, KHT2 y
RAG] se localizan en el mismo /ocus cromosomal. El hecho de que KHTI y KHT?2 sean
capaces de complementar el fenotipo Rag del mutante rag/ de K. lactis indica que estos
genes codifican transportadores funcionales de glucosa. La presencia de KHT! y KHT?2
esta correlacionada con una alta sensibilidad a la represion por glucosa encontrada en
solo unas pocas cepas de K. lactis. Este descubrimiento sugiere que la represion por
glucosa en K. lactis depende de transportadores de glucosa particulares (Milkowski er
al., 2001). KHT] es un gen inducido por glucosa que codifica para un transportador de
baja afinidad muy similar a Raglp. Kht2p posee una regulacion mas compleja. La

transcripcion de los genes KHT! y KHT2 es alta en ausencia de glucosa.

1.3.2. Desde azicar intracelular a triosas fosfato

Las hexosas intracelulares entran en la ruta glucolitica después de un paso de
fosforilacion (Flores et al., 2000). La glucosa, fructosa y manosa son fosforiladas por
hexoquinasas, la glucoquinasa puede fosforilar la glucosa y la manosa mientras que la
galactoquinasa fosforila la galactosa. S. cerevisiae posee dos hexoquinasas y una
glucoquinasa (Entian, 1997): K. lactis sélo tiene una hexoquinasa codificada por el gen
RAGS (Bar et al., 2003). Los mutantes rag3 de K. lactis no sélo son incapaces de crecer
en glucosa y fructosa sino también en lactosa (Prior ef al.. 1993). Mientras que los
niveles de transcripcion de los genes HXK I, HXK2 y GLKI que codifican para las dos
hexoquinasas y la glucoquinasa de S. cerevisiae son regulados por glucosa (Herrero et
al., 1995), los niveles de mARN de RAGS no varian significativamente entre cultivos en
glucosa o glicerol (Prior er al., 1993). La hexoquinasa 2 es una enzima central en el
metabolismo de la glucosa y en la represion por glucosa en la levadura S. cerevisiae. La
delecion en el gen HXK2 en esta levadura produce un cambio dramatico en su fisiologia
debido a que los mutantes para esta enzima poseen un crecimiento completamente
oxidativo cuando crecen en cultivos discontinuos en fase exponencial y a elevadas
concentraciones de glucosa produciéndose una ausencia inicial de productos de la
fermentacion y un mayor rendimiento de biomasa. Este mutante tiene mayor actividad

H'-ATPasa mitocondrial y una baja actividad piruvato descarboxilasa que coincide con
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una acumulacion intracelular del piruvato. La concentracion de la fructosa-1.6-
bisfosfato, el activador alostérico de la piruvato quinasa, disminuyo mas en el mutante
hxk2 que en la cepa salvaje, esto sugiere que la redireccion del flujo de carbono en el
mutante hxk2 hacia la produccion de biomasa es una consecuencia de la disminucion de
la represion por glucosa (Diderich et al., 2001)

En todos los casos estudiados, los genes que codifican hexoquinasas a partir de
levaduras no convencionales fueron capaces de complementar la mutacion hxk2 de S.
cerevisiae (Prior ef al., 1993 Petit e al., 1996;Petit y Gancedo, 1999).

La mayoria de las hexoquinasas son inhibidas por trealosa-6-P, un compuesto
que juega un papel importante en la regulacion de la glucolisis en S. cerevisiae
(Blazquez er al., 1993). Se sabe que la hexoquinasa 2 de S. cerevisiae juega un papel
importante en la represion catabolica de ciertos genes. pero no existe informacion de la
posible participacion de las hexoquinasas de otras levaduras no convencionales en la
represion catabolica.

La fosfoglucosa isomerasa convierte la glucosa-6-P en fructosa-6-P. En K. lactis
el gen RAG2 codifica para la fosfoglucosa isomerasa (Flores et al., 2000). El mutante
rag?2 de K. lactis es capaz de crecer en glucosa, este crecimiento es dependiente de una
respiracion activa (Goffrini er al., 1991). Este comportamiento contrasta con la falta de
crecimiento en glucosa encontrado en el mutante pgi equivalente de S. cerevisiae
(Maitra, 1971) indicando que en K. lactis, la capacidad de la ruta de las pentosas fosfato
es suficiente para la utilizacion de la glucosa. Gonzalez-Siso er al. (1996a) detectaron
una produccion de etanol significativa cuando crecieron el mutante rag2 en glucosa y
postularon que la dependencia de la actividad respiradora para el crecimiento en glucosa
del mutante rag?2 esta relacionado con la necesidad de una NAD(P)H deshidrogenasa
mitocondrial externa para la reoxidacion del NADPH producido en la ruta de las
pentosas fosfato.

La fosfofructoquinasa cataliza la fosforilacion de la fructosa-6-P a fructosa-1,6-
P,. La actividad de la enzima esta afectada por una gran variedad de efectores. La
fosfofructoquinasa recibio mucha atencion en S. cerevisiae porque se pensd que era el
“cuello de botella™ de la glucdlisis. Pero esta idea se rechazo cuando se encontré que la
sobre expresion de genes que codifican para la fosfofructoquinasa no incrementan la
fermentacion en S cerevisiae (Schaaff er al., 1989; Heinisch, 1986) y por la
comprension de que el control de una ruta raramente esta atribuida a un Gnico paso

(Kacser y Burns, 1979). En todas las especies de levaduras en las que se han estudiado
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las caracteristicas genéticas de la fosfofructoquinasa, se han encontrado dos genes, En
K. lactis la enzima es un octamero compuesto de dos tipos diferentes de subunidades
con unas masas moleculares de 119 y 102 kDa (Bar et al.. 1997) codificadas por los
genes KIPFKI1y KIPFK2 (Heinisch ef al.. 1993). En contraste con el comportamiento
de los mutantes pfk/ pfk2 en S. cerevisiae, los mutantes Kipfkl pfk2 que carecen de las
dos subunidades de la fosfofructoquinasa pueden seguir creciendo en glucosa si la
respiracion es funcional, indicando una vez mas que la actividad de la ruta de las
pentosas fosfato es suficiente para la utilizacion de la glucosa (Flores et al., 2000). Esta
vision se basa en el hecho de que la interrupcion del gen KITALI, que codifica para una
transaldolasa, suprime este crecimiento (Jacoby er al., 1993). Tanto KIPFK/ como
KIPFK2 pueden restaurar la capacidad de crecimiento en glucosa en los mutantes pfk/
p/k2 de S. cerevisiae. La expresion simultanea de uno de los genes PFK de K. lactis y
uno de S. cerevisiae no producen enzima activa en ensayos in vifro (Heinisch et al.,
1993). La enzima de K. lactis es activada por fructosa-2,6-P; y AMP e inhibida por
ATP. Ambos compuestos son igualmente efectivos en la liberacion de la inhibicion de
ATP, a diferencia de S. cerevisiae en donde la fructosa-2.6-P, es la mas efectiva (Bar et

al., 1997).

Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa

La fructosa-1,6- P, aldolasa cataliza la reaccion reversible que transforma la
fructosa-1,6- P, en dos triosas fosfato y conecta la glucélisis y gluconeogénesis con
otras rutas como por ejemplo la ruta de las pentosas fosfato. La aldolasa esta presente en
animales, plantas y en la mayoria de los microorganismos. Existen dos clases de
aldolasas. Las aldolasas de la clase | se encuentran en organismos superiores: animales
y plantas aunque también se han encontrado en algunas bacterias. Se caracterizan por
ser homotetrameros de 40 kDa de peso molecular cada subunidad. Las aldolasas de la
clase Il se encuentran en organismos inferiores (bacterias, levaduras, hongos y algas
verde azuladas), la proteina natural posee dos subunidades (homodimeros) de 40 kDa
de peso molecular, cada una de las cuales contiene un cation de zinc esencial para la
funcion catalitica. Aunque ambas enzimas catalizan la misma reaccion difieren en su
compleja distribucion filogenética a través de los grupos taxondmicos; sus secuencias

aminoacidicas, la estructura de sus sitios activos (Marsh y Lebherz, 1992) y sus
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mecanismos de reaccion. En la tabla 1 se muestran las propiedades cataliticas y

estructurales de diferentes aldolasas pertenecientes a las clases 1 y 11

Tabla I1: Propiedades cataliticas y estructurales de aldolasas representativas de la clase 1 y 11
ND: no determinada. Tabla modificada de Marsh y Lebherz (1992).

CLASE | CLASE Il
Argueobacteria Eubacteria Eucariota Arqueobacteria Eubacteria Eucariota
Fueate Halobacterium Micrococens | Musculo de Halobacterium Escherichia Saccharomyces
vallismaors acrogenes conejo mediterranct coll cerevisiae
Tamado
subunidad 27 33 40 ND 39 40
(kDa)
Estructura
. Homao- . .
. H | N N H 1 u "
nativa } A i ND I 3
Unidn a
iones NO NO NO Fe* Zn’ n’
metilicos
Formacion
Base-Schiff Sl St SI NO NO NO
Rango pH
v : Amplio Amplio . i ;
A 2. o) :
optimo Amplio 7.2-8.5 6.5-8.5 6.9-8.8 Estrecho 7.2 Estrecho 7.5 Estrecho 7.0

El analisis filogenético de las aldolasas de clase Il permitio la separacion de dos
tipos, denominadas aldolasas de clase II tipo A y tipo B originadas a partir de una
duplicacion génica (Plaumann er al., 1997). Las aldolasas de tipo A son funcionales en
la glucdlisis y gluconeogénesis mientras que las aldolasas de tipo B pertenecen al ciclo
de Calvin-Benson. En la figura 12 se muestra un arbol filogenético de las aldolasas de

clase 1y II de diferentes organismos.

Aspergiliny oryzae

Excherichia coly

putida
Tomate
IH '

Humano (A)
Humano (C)
Rata (C)
Pollo
Dirosophila mel

Ty hricer

falciparum

Euglena gracilis
Kivveromyces lacts
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Newraspora crassa

Figura 12: Arbol filogenético de las aldolasas de clase 1 y Il pertenccientes a diferentes
organismos.
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La mayoria de los organismos contienen una unica clase de aldolasa aunque
unos pocos poseen ambas clases. £. coli, por ejemplo, es uno de los pocos organismos
que expresa ambos tipos de actividad aldolasa, probablemente representa una
redundancia catalitica que ha sido ampliamente eliminada por la mayoria de los
organismos a traveés de la evolucion. En otros organismos, que contienen una tnica
clase de aldolasa, existen dos o hasta incluso tres isoenzimas genéticamente diferentes.

Hasta este trabajo no se tenian conocimientos de esta enzima en la levadura K.
lactis. Como uno de los objetivos del presente trabajo consistio en la clonacion del gen
de la aldolasa en esta levadura, a continuacion se expone de modo mas detallado las
aldolasas de clase 1 6 11 y sus diferentes isoformas en distintos organismos, con el fin de
poder comprender mas a fondo la gran variabilidad existente a lo largo del arbol

filogenético.

La fructosa —1,6-bisfosfato aldolasa de levaduras

En S. cerevisiae el gen que codifica para esta enzima se llama FBAI (ORF
YKL060c) y fue el altimo gen de la glucolisis en ser clonado (Schwelberger er al.,
1989). La aldolasa de S. cerevisiae pertenece a la clase II. Schwelberger et al. (1989)
determinaron la estructura primaria del gen FBA! de S. cerevisiae. Existe una
homologia en toda la secuencia aminoacidica con la aldolasa de clase 11 de E. coli. Por
el contrario, no existe homologia con la secuencia de aminoacidos del centro activo de
la enzima de raton, la cual esta muy conservada en todas las aldolasas de clase I,
Tampoco observaron homologia con las secuencias nucleotidicas conocidas que
codifican para las aldolasas de la clase [, indicando que los miembros de las dos clases
de aldolasas son totalmente distintas con respecto a la estructura primaria. Estos autores
interrumpieron el gen de la aldolasa, el diploide interrumpido (FBAl/fbal::URA3)
posee una actividad especifica aldolasa que es la mitad que la cepa silvestre
(FBAI/FBAI). El haploide (fbal::UURA3) no muestra ninguna actividad, de lo que se
concluye que el gen es Gnico. Las esporas haploides con el gen interrumpido, al igual
que otros mutantes glucoliticos, son incapaces de crecer en glucosa como fuente de
carbono, crecen peor en medios con lactato. Los haploides son inestables y no hay
forma posible de hacer un bypass de la reaccion de la aldolasa en esta levadura. La
interrupcion de las dos copias genomicas del gen FBA/ resulta letal para la levadura.

Al igual que otras enzimas glucoliticas, la aldolasa es bastante abundante en
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células de tipo salvaje representando cerca del 0,5% de la proteina celular total. Al
contrario de lo que ocurre con la fosfoglicerato quinasa, enolasa y piruvato quinasa que
son inducidas por glucosa, la actividad aldolasa no esta muy influenciada por la fuente
de carbono presente en el medio de cultivo, dado que se obtienen los mismos niveles de
enzima en extractos celulares de glucosa y glicerol con etanol (Schwelberger et al.,
1989). Estos mismos resultados fueron corroborados después de que realizasen analisis
de Northern blot en los mismos medios de cultivo concluyendo que este gen se expresa
constitutivamente (Compagno ef al., 1991),

A partir de los trabajos de Baker (1986) se sabe que la expresion de ocho genes
glucoliticos, incluyendo el FBAI, esta regulada positivamente por el producto del gen
GCRI. Compagno et al. (1991) observaron que la actividad especifica de algunas
enzimas glucoliticas, incluyendo la aldolasa, se reduce entre 5 y 50 veces en cepas que
portan una mutacion nula del gen GCR/. El producto de este gen actia como un
elemento regulador transcripcional positivo aportando altos niveles de expresion de
genes que codifican para enzimas glucoliticas. Estos autores realizaron fusiones del
promotor del gen FBA! de S. cerevisiae al gen lacZ para poder estudiar la regulacion
transcripcional y los elementos del promotor. Los resultados obtenidos revelaron la
existencia de una region reguladora positiva UAS;»4, que contiene secuencias conocidas
que constituyen los sitios de union para proteinas multifuncionales, tales como Raplp y
Abflp (siendo ambas necesarias pero no suficientes para conseguir los maximos niveles
de expresion de este gen). y dos motivos TTCC para la union de Gerlp. En los
promotores de genes glucoliticos es frecuente encontrar sitios de union para Raplp
adyacentes a una 0 mas secuencias con el motivo CTTCC, la presencia de este altimo
elemento se ha correlacionado con una activacion transcripcional eficiente. No existen
secuencias represoras implicadas en la modulacion de los niveles basales de la
expresion de este gen. La UAS del promotor del gen FBA/ posee homologia con otras
secuencias activadoras de levaduras conocidas, en concreto posee dos secuencias
interesantes que también fueron encontradas en el UAS del gen ENO2 (Brindle et al.,
1990).

Se sabe muy poco sobre los efectos reguladores ejercidos por la formacion y
disociacion de agregados multi-enzima de enzimas que operan en la misma ruta
metabdlica. En este sentido, Boles y Zimmermann (1993) reemplazaron dos enzimas
endogenas de un organismo (la fosfoglucosa isomerasa y la fructosa-1,6-bisfosfato

aldolasa de S. cerevisiae) por enzimas heterologas de organismos diferentes. La
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fosfoglucosa isomerasa de la levadura la reemplazé por la misma enzima de la bacteria
E. coli'y la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de S. cerevisiae la reemplazé por la misma
enzima de la mosca Drosophila melanogaster. Las enzimas de la levadura y de D.
melanogaster pertenecen a diferentes tipos de aldolasas por ello parece poco probable
que la proteina heterologa pueda reemplazar a la enzima de la levadura. Sin embargo,
ambas enzimas heterdlogas pueden restaurar completamente su funcion normal cuando
sus genes se introducen en levaduras mutantes. Esto sugiere que estas enzimas no son
necesarias e imprescindibles para la formacion de un agregado enzimatico con otras
enzimas glucoliticas de levadura. Sin embargo, Matic er al. (2001) observaron la
existencia de una interaccion entre la fosfofructoquinasa y la fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa de S. cerevisiae para formar un complejo enzima-enzima. La formacién de este
complejo tiene lugar tanto en presencia como en ausencia de AMP, pero la presencia de
AMP es necesaria para que las actividades enzimaticas individuales incrementen. La
formacion de estos complejos presenta varias ventajas bioldgicas para la célula tales
como la regulacion del metabolismo, la transferencia directa de metabolitos entre
enzimas y proteger los metabolitos del citosol acuoso.

La enzima de Candida wtilis se ha purificado y se vio que posee un peso
molecular de 70 kDa y contiene un i6n Zn®" al igual que la enzima de S. cerevisiae
(Kowal er al., 1966).

Mutoh y Hayashi (1994). mientras estudiaban la resistencia de
Schizosaccharomyces pombe a los metales pesados, encontraron fortuitamente la
secuencia de ADN homdloga a la del gen fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de S
cerevisiae en una genoteca de ADN gendmico de S. pombe. La ORF codifica para un
polipéptido con 358 aminoacidos. La secuencia aminoacidica obtenida a partir de la
secuencia de nucledtidos es altamente homologa (63%) a la fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa de S. cerevisiae. También muestra una homologia considerable con las enzimas
de clase Il de E. coli, Corynebacterium glutamicum y Rhodobacter sphaeroides. Las
secuencias aminoacidicas de las enzimas de S. cerevisiae y S. pombe son, como cabria
esperar, las mas homologas entre si, esto es debido a su cercana relacion taxonomica,

. T 9
pues se piensa que se han dividido al menos hace 1.10" afios.
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La fructosa —1.6-bisfosfato aldolasa de bacterias

La enzima de clase Il de E. coli ha sido muy estudiada. La resolucion de la
estructura de las aldolasas de clase 11 de E. coli reveld que, al igual que las aldolasas de
la clase I de los eucariotas, adopta un plegamiento o/f-barril. La enzima de clase 1 de E.
coli es menos conocida que la de clase II. En procariotas ya se han descubierto las
aldolasas de clase | de E. coli, Micrococcus aerogenes, Lactobacillus casei,
Mycobacterium  smegmatis, Staphvlococcus  aureus,  Sthaphylococcus — carnosus,
Svnechocystis sp. y Haloarcula vallismortis. Estas aldolasas de clase | parecen ser mas
diversas que las aldolasas de eucariotas. Generalmente tienen subunidades cuyas masas
moleculares comprenden un rango de 27 a 40 kDa, pudiendo ser desde monoméricas a
decaméricas (Thomson ef al., 1998).

La secuencia aminoacidica de la enzima de E. coli es mas homologa a la de la
levadura S. cerevisiae que a la de las secuencias aminoacidicas de otras aldolasas
bacterianas cuyas secuencias han sido ya determinadas. La explicacion mas logica para
esta relacion filogenética es la transferencia horizontal de genes de la aldolasa de la
clase Il de algunas eubacterias a las levaduras en algiin momento determinado de la
evolucion.

En E. coli las aldolasas de clase Il se expresan constitutivamente, mientras que
las enzimas de la clase | son inducidas por sustratos gluconeogénicos, de este modo,
solo un 0-5% de la actividad aldolasa total es aportada por la aldolasa de clase I cuando
E. coli crece en glucosa, pero esta expresion puede ser incrementada hasta un 60% de la
actividad aldolasa total cuando crece en fuentes de carbono como piruvato o lactato.
Thomson et al. (1998) clonaron, purificaron y sobre expresaron la enzima aldolasa de
clase I de E. coli que resulto ser claramente diferente a la aldolasa de clase 1l clonada y
sobre expresada previamente por Alefounder et al., (1989).

A partir de analisis estructurales tridimensionales realizados con la enzima
aldolasa de E. coli, se ha podido saber que las aldolasas presentan un alto grado de
conservacion, sobre todo en dominios cruciales para la actividad enzimatica (Blom er
al., 1996; Cooper et al., 1996).
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La fructosa —|.6-bisfosfato aldolasa humana

Existen tres isoenzimas genéticamente diferentes de aldolasa de clase | de
vertebrados, se distinguen en funcion de sus propiedades cataliticas y antigénicas (Ali e
al., 1998). En humanos la aldolasa A existe en la mayoria de los tejidos pero predomina
en el musculo y en los eritrocitos. La aldolasa B, conocida previamente como la
aldolasa del higado, se encuentra en ciertas células del rifién e intestino delgado y la
aldolasa C esta en el cerebro (Ali ef al., 1998: Dalby er al.,1999).

En cuanto a las propiedades cataliticas, la isoenzima del musculo humano
cataliza la escision de la fructosa-1,6-bisfosfato a una mayor tasa que la isoenzima del
higado (Dalby et al., 1999).

En cuanto a las propiedades antigénicas, las regiones especificas de las
isoenzimas (/SRs) de la aldolasa de vertebrados han sido objeto de estudio durante
varios aiios, en concreto, se han construido enzimas quiméricas entre las enzimas del
musculo e higado (Dalby er al.,1999). En estos estudios se propuso que existian cuatro
regiones (/SR/-4) que eran importantes para determinar la especificidad de las enzimas.
Las tres primeras forman un grupo distinto pues se encuentran agrupadas en el exén 3
del gen humano de la aldolasa. La cuarta es la region C-terminal flexible que muestra un
alto grado de divergencia en las secuencias entre las aldolasas de tipo [, sugiriendo que
esta region debe ser considerada aparte.

Las isoformas A y C de la aldolasa humana se expresan constitutivamente, pero
la isoforma B esta sujeta al control de la dieta. En el tejido fetal, la isoforma A es
predominante pero a medida que el embrion se desarrolla, se produce una represion de
esta isoforma en el higado, rifion e intestino, acompariado de la expresion de la isoforma
B (Al et al, 1998). Las regiones promotoras de los genes que codifican para la
isoforma B de la aldolasa de diferentes especies estan muy conservadas (Ali er al.,
1998).

El gen de la isoforma B de la aldolasa humana consta de 14.500 pb que
codifican para un polipéptido de 364 aminoacidos. Las mutaciones en este gen, en
humanos, son las responsables de una enfermedad hereditaria, recesiva y autosomal
causada por la deficiencia catalitica de la isoforma B en el higado, rifién e intestino que
se conoce como intolerancia a la fructosa hereditaria (Ali er al, 1998; Dalby et al.,

1999: Sanchez-Gutiérrez et al., 2002).
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Esta enfermedad fue descubierta por Chambers y Pratt en una mujer de 24 afios
de edad, en el aio 1956 (Ali er al., 1998). Esta mujer, después de tomar fructosa, tenia
sintomas fobicos, nauseas, dolores abdominales, debilidad. etc. Estos sintomas
desaparecieron cuando tomo glucosa. Se observo que los nifios, en estas condiciones,
eran mas vulnerables que los adultos, pues si consumen grandes cantidades de fructosa
la reaccion es mas severa y en especial los nifios pueden sufrir ataques o entrar en fase
de coma. Se sabe que la ingesta persistente de fructosa, en estos pacientes, conduce a un
sindrome de toxicidad crénica, estado en el cual pueden producirse dafios irreversibles
en higado y rifion produciendo cirrosis hepatica e incluso a veces la muerte (Ali et al.,
1998: Sanchez-Gutiérrez er al., 2002). El tratamiento consiste en la eliminacion estricta
de fructosa y sacarosa de la dieta (Ali e al.,, 1998: Sanchez-Gutiérrez et al., 2002).

Desde que se clond el gen que codifica para la isoforma B de la aldolasa
humana, ya se han descrito 22 mutaciones asociadas con la intolerancia a la fructosa
hereditaria. Existen otras mutaciones que han sido asociadas con defectos estructurales
que conducen a una disociacion de los tetrameros, pérdida de la especificidad por el

sustrato y pérdida de la estabilidad enzimatica (Sanchez-Gutiérrez et al., 2002).

1.3.3. Desde triosas fosfato a piruvato

La triosa fosfato isomerasa interconvierte la dihidroxiacetona fosfato en
gliceraldehido 3-fosfato. En S. cerevisiae la ausencia de actividad triosa fosfato
isomerasa produce una acumulacion de solo una de las dos triosas, la dihidroxiacetona
fosfato, produciéndose una alteracion en el metabolismo de la glucosa. no pudiendo
crecer los mutantes en glucosa como unica fuente de carbono (Compagno er al., 2001).
El gen correspondiente de K. lactis ha sido clonado e interrumpido: en contraste con el
comportamiento del mutante #pi de S. cerevisiae, el mutante de K. lactis que carece del
gen que codifica para la triosa fosfato isomerasa es capaz de crecer en glucosa
(Compagno et al., 1999). El crecimiento no es posible en presencia del inhibidor de la
respiracion antimicina A, este comportamiento es similar al mostrado por los mutantes
rag2y pfkl pfk2.

En el paso catalizado por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, el
gliceraldehido-3-fosfato se convierte en 13-bisfosfoglicerato. Este es un paso
importante en la glucolisis pues la oxidacion del aldehido genera un compuesto

acilfosfato rico en energia. E| NADH generado en la reaccion tiene que ser reoxidado
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por la glucdlisis para continuar. En S cerevisiae se han clonado tres genes TDHI,
TDH2? y TDH3 que codifican tres isoenzimas diferentes. Los mutantes que poseen s6lo
el gen TDHI no son viables y aquellos que carecen de TDH2 o TDH3 crecen mas
despacio en glucosa que el salvaje (McAlister y Holland. 1985). También se ha clonado
el gen KIGAPI que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de K.
lactis. Este gen y el que codifica para la alcohol deshidrogenasa | son transcritos en
direcciones opuestas y separados por solo 1.2 kb, sugiriendo que ambos comparten
elementos comunes en el promotor (Shuster, 1990).

En la reaccion catalizada por la 3-fosfoglicerato quinasa el compuesto
acilfosfato rico en energia del 1,3-bisfosfoglicerato es utilizado para producir ATP. En
S. cerevisiae el gen PGKI que codifica para la fosfoglicerato quinasa es un gen de alta
expresion, por ello su promotor se ha utilizado para dirigir la expresion de proteinas
heterélogas (Chambers, 1997: Flores et al, 2000). También se han clonado los genes
que codifican para la 3-fosfoglicerato quinasa de otras levaduras no convencionales. En
K. lactis el gen correspondiente codifica una proteina de 416 aminoacidos (Fournier er
al., 1990).

La fosfoglicerato mutasa cataliza la interconversion entre el 3- y el 2-
fosfoglicerato. En contraste con la proteina de S. cerevisiae que es una enzima
tetramérica, la fosfoglicerato mutasa de S. pombe es monomérica y carece de un
segmento de aminodcidos en el extremo carboxilo que en S. cerevisiae esta implicado
en la actividad catalitica (Walter ef al., 1999) y una region de 24 aminoacidos que en S.
cerevisiae esta involucrada en interacciones entre subunidades. Todavia no existen
estudios de esta enzima en K. lactis.

La enolasa cataliza la deshidratacion del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato. En
S. cerevisiae existen dos genes ENO! y ENO2 que codifican las dos subunidades de esta
enzima homodimérica (Holland y Holland, 1978). La transcripcion de ENOI es
constitutiva mientras que ENO2 se estimula 20 veces en glucosa, sugiriendo una
participacion diferencial de las isoenzimas en la glucdlisis o en la gluconeogénesis
(McAlister y Holland, 1982). Miiller et al. (1995) describen que en los mutantes para la
isoenzima ENO/ y para otras enzimas del catabolismo de carbohidratos la induccion de
la isoenzima glucolitica ENO2 dependia de la capacidad de estos mutantes para
incrementar los niveles de glucosa-6-fosfato después de la adicion del azicar. Tampoco

existen estudios de esta enzima en K. lactis.
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La piruvato quinasa cataliza la segunda reaccion productora de ATP en la ruta
glucolitica. En S. cerevisiae existen dos genes que codifican dos proteinas diferentes.
Una codificada por el gen PYK/. que es fuertemente activada por fructosa-1.6-
bisfosfato y la otra codificada por el gen PYK2 (YOR347¢) que no responde a este
compuesto. Esta tltima enzima es reprimida por glucosa y en ciertas condiciones puede
permitir el funcionamiento de la glucolisis a una tasa reducida (Boles er al., 1997). No
hay evidencias de la existencia de mas de un gen de la piruvato quinasa en levaduras no
convencionales (Flores ef al., 2000). El gen de esta enzima no ha sido clonado todavia

en K. lactis.

1.3.4. Regulacion del flujo glucolitico

En S. cerevisiae la regulacion del flujo glucolitico es un tema que actualmente
atrae la atencion de muchos investigadores los cuales postularon un gran numero de
hipétesis pero todavia queda mucho por resolver. Se han identificado un gran nimero
de reacciones clave tales como el transporte de glucosa. la fosforilacion, las actividades
fosfofructoquinasa y piruvato quinasa. Esta altima enzima representa un punto de
control importante siendo activada alostéricamente por la fructosa-1,6-bisfosfato. La
piruvato quinasa, en mamiferos, se encuentra como cuatro isoenzimas diferentes con
propiedades reguladoras distintas (Jurica ef al., 1998). La fosfofructoquinasa fue una de
las enzimas mejor estudiadas y durante un largo periodo de tiempo se consideré que era
el unico paso limitante de la glucolisis. En la mayoria de los casos no existe un tnico
paso limitante sino que el control del flujo glucolitico es compartido entre varias
reacciones diferentes (Gongalves y Planta, 1998:; Boles, 1998). Esta idea se ve apoyada
por la imposibilidad de aumentar el flujo sobre expresando la fosfofructoquinasa, esto
no solo se debe a que el control esta compartido en varios pasos de la glucdlisis sino
también a que se produce una adaptacion de reguladores alostéricos. De hecho, se ha
propuesto que la regulacion a nivel de la transcripcion o traduccion tiene una
importancia limitada en el flujo glucolitico de S. cerevisiae siendo el control alostérico
el mas importante. La fosfofructoquinasa es sensible a reguladores alostéricos tales
como ATP, AMP, fructosa-6-fosfato, fructosa-2,6-bisfosfato, fructosa-1.6-bisfosfato y
NH;'. Durante algin tiempo se pensod que la fructosa-2.6-bisfosfato era el efector
predominante de la glucdlisis. pues estudios in vivo demostraron que este metabolito

tenia un fuerte efecto activador en la actividad fosfofructoquinasa (Larsson et al., 2000).
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Sin embargo, esta activacion parece ser importante solo cuando se cambia de fuente de
carbono (Boles et al., 1996; Heinish et al., 1996).

Miiller et al. (1997) realizaron un trabajo con una cepa mutante en la cual se
incrementaron los niveles de fructosa-2,6-bisfosfato y la actividad fosfofructoquinasa
sin conseguir un aumento en el flujo glucolitico. Existen otras enzimas como la piruvato
quinasa y la hexoquinasa que también estan sujetas a regulacion alostérica. La piruvato
quinasa es activada por la fructosa-1,6-bisfosfato mientras que la hexoquinasa es
inhibida por trealosa-6-fosfato in vitro. La importancia de la trealosa-6-fosfato en la
regulacion del flujo glucolitico fue descubierta cuando una delecion del gen 7PSI que
codifica para la trealosa-6-fosfato sintasa produjo un fenotipo que aparentemente
presentaba desordenes en la regulacion glucolitica (Ernandes er al., 1998). Estos
mutantes mostraron una hiperacumulacion de azicares fosfato y como resultado las
células agotaron el ATP. El ATP y los nucledtidos de adenina también son importantes
en la regulacion del flujo glucolitico en primer lugar porque actian como sustratos o
productos en la mayoria de las reacciones que parecen ser importantes para controlar la
glucdlisis, por ejemplo: hexoquinasa, fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa. En
segundo lugar, se sabe que el ATP es un regulador alostérico que inhibe la
fosfofructoquinasa y la hexoquinasa mientras que el AMP activa la fosfofructoquinasa.
Por ultimo, la tasa de consumo de ATP (demanda de ATP) juega un papel importante en
los niveles de glucolisis.

Larsson et al. (1997) realizaron cultivos continuos con la levadura S. cerevisiae
y observaron que se producia un aumento en el flujo glucolitico, a una tasa de
crecimiento constante, cuando se cambiaba un cultivo limitante en glucosa o en energia
a limitante en nitrégeno con exceso de energia. Al mismo tiempo, los niveles de ATP
disminuyeron existiendo una correlacion lineal negativa entre los niveles de ATP y los
flujos glucoliticos. En resumen podria decirse que el ATP posee un efecto inhibidor en
el flujo glucolitico que parece estar distribuido a lo largo de varias reacciones
glucoliticas, siendo las mas importantes la fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa
pudiendo estar también involucradas la hexoquinasa y la enolasa. Sin embargo, ha de
tenerse en cuenta que el ATP no es el unico componente en el sistema regulador que
emplean las células para ajustar la velocidad de una ruta metabolica central como puede
ser la glucdlisis a niveles apropiados.

Recientemente Neil y colaboradores (2004) clonaron los genes KIGCR! y

KIGCR2 de K. lactis. De los estudios realizados concluyeron que KiGerlp podria
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interaccionar directamente con los promotores de genes glucoliticos pero no con los
promotores de las permeasas de glucosa y que el control ejercido por KiGerlp y

KIGer2p sobre los genes transportadores de glucosa seria indirecto.

1.3.5. Metabolismo del piruvato

El piruvato producido en la glucolisis puede ser oxidado a CO; o transformado a
etanol. En la mayoria de las levaduras, bajo condiciones aerobias predomina la
oxidacién mientras que en condiciones anaerobias e incluso en condiciones aerobias a
elevadas concentraciones de glucosa en las levaduras que poseen efecto Crabiree

predomina la transformacion a etanol.

La piruvato deshidrogenasa

La oxidacion del piruvato a CO; ocurre via ciclo 7CA (de Krebs o acidos
tricarboxilicos). Para que el piruvato pueda entrar en el ciclo 7CA primero tiene que
sufrir una descarboxilacion oxidativa que es catalizada por la piruvato deshidrogenasa,
un complejo multienzimatico mitocondrial que esta formado por tres componentes
diferentes: la piruvato deshidrogenasa (E1), la dihidrolipoamida acetil transferasa (E2) y
la dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3). El elemento El. a su vez, consiste en dos
subunidades Ela y EIB. Los genes respectivos de S. cerevisiae se llaman PDAI
(Steensma et al., 1990) 6 PDHal (Behal er al.. 1989), PDHBI (Miran er al., 1993),
LATI (Niu et al., 1988) y LPD] (Ross et al.. 1988). Debido a la localizacion del
complejo piruvato deshidrogenasa, el piruvato citosolico tiene que ser transportado a la
mitocondria. Nalecz et al. (1991) purificaron un transportador mitocondrial del piruvato
a partir de S. cerevisiae.

La interrupcion del gen KIPDAI, que codifica para la subunidad Ela del
complejo en K. lactis, produjo un descenso de la tasa de crecimiento especifico en
medio minimo con glucosa, mientras que el crecimiento en medio rico o en etanol no se
vio afectado. Estos mutantes producen etanol durante el cultivo discontinuo en
aerobiosis (Zeeman ef al., 1999). La expresion de KIPDAI se reprime durante el
crecimiento en glucosa debido al producto de la proteina Rag3 (Tizzani et al., 1998) un
homologo del gen PDC2 de S. cerevisiae que controla la transcripcion de la piruvato

descarboxilasa (Hohmann, 1993). La actividad de la piruvato deshidrogenasa en K.
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lactis parece estar regulada a nivel de la subunidad Elo del complejo mientras que en S.
cerevisiae la transcripcion de PDAJ es constitutiva. De hecho, el mARN de ScPDA/ es
usado como control de carga para la cuantificacion en la técnica de Northern blot
(Wenzel er al., 1995). Existen otros mecanismos adicionales de regulacion del complejo
piruvato deshidrogenasa en K. lactis como por ejemplo la fosforilacion, la cual parece
ser el mayor mecanismo regulador en los complejos de mamiferos. La actividad
piruvato deshidrogenasa esta fuertemente controlada por la relacion NAD :NADH. De
hecho las diferencias de actividad observadas en cultivos con etanol y acetato podrian
mostrar regulacion transcripcional o post-traduccional como consecuencia de las
diferencias en las relaciones NAD :NADH mitocondriales en estos cultivos que derivan
a su vez de la diferencia existente en lo que se refiere a la localizacion subcelular de las

enzimas que convierten el etanol y acetato (Zeeman er al., 2000).

La piruvato descarboxilasa

Durante la fermentacion alcoholica de azicares, las levaduras reoxidan NADH a
NAD" en las reacciones finales desde el piruvato. La primera de estas reacciones esta
catalizada por la piruvato descarboxilasa (PDC), posteriormente el piruvato es
descarboxilado por la alcohol deshidrogenasa (4DH) antes de su reduccion final a
etanol. La generacion de NAD' es necesaria para mantener el balance redox y prevenir
el bloqueo de la glucolisis. Una alternativa para la generacion del NAD' es la ruta de
generacion de glicerol a partir de la dihidroxiacetona fosfato, que precisa la intervencion
consecutiva de dos enzimas, dihidroxiacetona fosfato reductasa y glicerol fosfatasa. El
glicerol es uno de los productos mas importantes de la fermentacién alcohdlica de
levaduras, junto con el etanol y el dioxido de carbono.

En S. cerevisiae se han encontrado varios genes que codifican para la piruvato
descarboxilasa y se ha visto que la actividad enzimatica aumenta en glucosa. El
producto del gen PDC?2 esta involucrado en el control de la expresion de los genes PDC
estructurales (Hohmann, 1997). Por contra de lo que ocurre en S. cerevisiae, en K. lactis
solo existe un gen, el RAG6, que codifica para la piruvato descarboxilasa siendo su
secuencia aminoacidica muy homéloga a otras proteinas Pdc de levaduras. La
interrupcion de RAG6 indico que es el tnico gen estructural que codifica para la PDC
en K. lactis (Bianchi et al., 1996). Los mutantes rag6 de K. lactis crecen en glucosa a la

misma velocidad que el salvaje. La transcripcion del gen RAG6 es estimulada por
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glucosa, siendo el producto del gen R4G3 necesario para dicha induccion (Prior et al.,
1996). Las mutaciones en RAG/, RAGS o RAG2 reducen la induccion por glucosa de
RAG6 (Bianchi er al., 1996). Zeeman et al. (2000) observaron que por el contrario de lo
que sucede en S. cerevisiae, la piruvato descarboxilasa de K. lactis no es necesaria para
el crecimiento en glucosa, etanol y acetato. Los niveles de actividad de esta enzima son
generalmente menores en K. lactis que en S. cerevisiae. Las levaduras Crabtree-
negativas suelen tener bajas actividades piruvato descarboxilasa. Ademas. en K. lactis la
transcripcion de la PDC es reprimida por etanol. La actividlad PDCasa (piruvato
descarboxilasa) en una cepa salvaje de S. cerevisiae creciendo en etanol es bastante baja
pero aumenta hasta diez veces con la adicion de glucosa, menos de diez veces con la
adicion de galactosa y menos todavia con glicerol (Boles y Zimmermann, 1993). Los
niveles PDCasa en mutantes glucoliticos de S. cerevisiae que crecen en etanol o acetato
son mayores que en la cepa salvaje. Ademas, en los mutantes para la fructosa bisfosfato
aldolasa se observaron los mayores niveles PDCasa bajo condiciones gluconeogénicas
(Boles y Zimmermann, 1993). Esto sugiere que la induccion plena de la actividad

PDCasa necesita la acumulacion de hexosas y triosas fosfato.

Desviacion del piruvato

El acetil CoA también se puede formar en el citosol a través del llamado bypass
o desviacion del piruvato, que implica la sintesis de acetil CoA a través de la accion de
la piruvato descarboxilasa, acetaldehido deshidrogenasa y acetil CoA sintetasa. Estas
reacciones y el transporte del acetil CoA formado a la mitocondria podria, en principio,
“escaparse” de la accion de la piruvato deshidrogenasa (Pronk er al., 1996). Las enzimas
que participan, en S. cerevisiae, en la desviacion del piruvato, se localizan en el citosol,
pero no existe informacion en cuanto a la localizacion en otras levaduras (Meaden er al.,
1997).

En K. lactis la interrupcion del gen KIPDAI causa una produccion de etanol en
cultivos discontinuos aerobios indicando que la desviacion del piruvato no produce
suficiente acetil CoA en estas condiciones o que la mitocondria tiene una capacidad

limitada para importar el acetil CoA del citosol (Zeeman ef al., 1999).
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1.3.6. La ruta de las pentosas fosfato

La ruta de las pentosas fosfato es una ruta metabélica importante implicada en la
produccion de NADPH para las reacciones biosintéticas y ribosa S-fosfato para la
sintesis de acidos nucleicos y cofactores: también proporciona eritrosa 4-fosfato para la
sintesis de aminoacidos aromaticos. Las primeras reacciones de la ruta son dos
reacciones oxidativas que son fisiologicamente irreversibles mientras que las otras no
son oxidativas pero si reversibles. La division del metabolismo de las hexosas entre la
glucolisis y la ruta de las pentosas fosfato ocurre a nivel de la glucosa-6-fosfato (figura
13).

RUTA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

H-fosfogluconolactona

6-fosfogluconato
NADP

1.3-Bisfosfoglicerato

J-fw'upuxma :
I SF
z-fndng‘Enwuo

GLICOLISIS

Figura 13: Mecanismo de by-pass que ejerce la ruta de las pentosas fosfato sobre la glicolisis en
el mutante rag?

Se ha observado que la fuente de nitrégeno en el medio de cultivo influye sobre
la cantidad de azicar que se dirige a la ruta de las pentosas fosfato. En S. cerevisiae, el
crecimiento en un medio suplementado con aminoacidos disminuye el flujo a través de
la ruta de las pentosas fosfato (Gancedo y Lagunas, 1973). En estas levaduras, que usan
nitrato como fuente de nitrégeno, es de esperar que se produzca un incremento en el
flujo de carbono a través de la ruta de las pentosas fosfato debido al incremento del

NADPH requerido (causado por el funcionamiento de la nitrato y nitrito reductasa).
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La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dirige la glucosa a la ruta de las pentosas
fosfato catalizando la oxidacion de la glucosa-6-fosfato a 6-fosfo-0-gluconolactona. Los
mutantes de S, cerevisiae para el gen ZWFI que carecen de actividad glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa requieren una fuente de azufre. Este requerimiento puede ser explicado
por la existencia de dos pasos en la biosintesis de metionina que requieren NADPH
(Thomas ef al., 1991).La hidrolisis de la 6-fosfato-3-gluconolactona a 6-fosfo-gluconato
ocurre espontaneamente a pH neutro pero a una velocidad muy lenta.

La 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa cataliza la descarboxilacion oxidativa del
6-fosfo-gluconato a ribulosa 5-fosfato. La ribulosa 5-fosfato puede ser isomerizada a
ribosa 5-fosfato o epimerizada a xilulosa 5-fosfato. La primera reaccion es catalizada
por la ribosa 5-fosfato isomerasa. La segunda reaccion es catalizada por la ribulosa 5-
fosfato epimerasa.

La transcetolasa cataliza dos reacciones en la ruta de las pentosas fosfato en las
cuales un glicolaldehido (2 carbonos) es transferido desde un donador cetosa a un
aceptor aldosa. En ambas reacciones, el donador es la xilulosa 5-fosfato, pero el aceptor
es en un caso la ribosa 5-fosfato y en otro caso la eritrosa 4-fosfato. En S. cerevisiae se
han aislado dos genes que codifican para transcetolasas y son 7KL/ y TKL2. En K.
lactis s6lo se aislé un Gnico gen que se llama KITKL/. Este gen de K. lactis es capaz de
complementar la mutacion tkl/ tkl2 de S. cerevisiae. La secuencia de aminoacidos de
KITKL! parece estar mas relacionada con transcetolasas procariotas que con las
eucariotas (Jacoby y Heinisch, 1997).

La transaldolasa cataliza la formacion reversible de gliceraldehido-3-fosfato y
sedoheptulosa-7-fosfato a partir de eritrosa-4-fosfato y fructosa-6-fosfato. Los mutantes
de K. lactis que carecen de esta enzima, codificada por el gen KITALI, han sido de gran
utilidad para descubrir las diferencias entre esta levadura y S. cerevisiae en lo que se
refiere a la capacidad de la ruta de las pentosas fosfato para la utilizacion de la glucosa.
KITALI posee una pauta abierta de lectura de 1002 pb que codifica para una proteina
que presenta una homologia del 76% con la transaldolasa de S. cerevisiae. KITALI
puede complementar la delecion tall de S. cerevisiae. El inicio de la transcripcion de
KITALI se localiza a -69 pb con respecto al codon de inicio ATG. La delecion de una
gran parte de la ORF no produjo ningtin fenotipo obvio. En K.lactis el doble mutante
que carece de la fosfofructoquinasa y la transaldolasa no puede crecer en glucosa, pero
aquellos mutantes que carecen solo de la fosfofructoquinasa si que pueden. Estos

resultados indican que cuando la glucdlisis esta bloqueada K. lactis puede utilizar la
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glucosa exclusivamente mediante la ruta de las pentosas fosfato (Jacoby ef al., 1993),
esta situacion no ocurre en S. cerevisiae. Por tanto, los mutantes Rag (resistente a
antimicina A en glucosa) de K. lactis son capaces de crecer en glucosa gracias a la ruta
de las pentosas fosfato donde la glucosa es oxidada a intermediarios con tres atomos de
carbono y de donde se obtiene energia siempre y cuando la cadena respiratoria no esté
bloqueada. Por el contrario en S. cerevisiae no existen cepas Rag porque el bloqueo de
los primeros pasos de la glucdlisis impide a la levadura crecer en glucosa debido a que
la ruta de las pentosas fosfato no es muy activa en S. cerevisiae (Gonzalez-Siso ef al.,

2000).

1.4. Oxidacion del NADH y produccion de energia

Las reacciones catabolicas generan NADH tanto en el citosol como en la
mitocondria. En S. cerevisiae existen al menos cinco mecanismos para la reoxidacion
del NADH: la fermentacion alcohdlica, la produccion de glicerol, la respiracion del
NADH citosélico mediante una deshidrogenasa mitocondrial externa, la respiracion del
NADH citosolico mediante sistemas lanzadera y la oxidacion del NADH
intramitocondrial mediante una deshidrogenasa mitocondrial interna.

Durante el crecimiento respirador, el NADH citosolico y el mitocondrial son
reoxidados por la cadena respiratoria. Esta reoxidacion esta unida a la produccion de
ATP en un proceso conocido como fosforilacion oxidativa. EI ATP generado en la
mitocondria es liberado al citosol mediante un traslocador ADP/ATP especifico. En S.
cerevisiae existen tres genes que codifican para traslocadores ADP/ATP mitocondriales:
AAC! (Adrian et al., 1986), A4C2 (Lawson y Douglas, 1988) y A4C3 (Kolarov et al.,
1990). La proteina mas implicada en la traslocacion parece ser Aac2. El papel de dacl
no estd completamente claro (Viola er al., 1995). En K. lactis solo existe un tnico gen
que codifica para el traslocador ATP/ADP (Viola et al., 1999).

La cadena respiratoria mitocondrial incluye cuatro estructuras oligoméricas,
complejos 1 al 1V, capaces de transferir electrones y que se encuentran localizados en la
membrana interna de este organulo. La energia liberada a partir de las reacciones de
transferencia de electrones es usada para traslocar protones a través de la membrana
generando un gradiente electroquimico que puede ser utilizado para sintetizar ATP por

medio de la ATPasa o complejo V. Ademas, los hongos y las plantas pueden tener
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componentes adicionales tales como NADH deshidrogenasas alternativas y/o una
oxidasa terminal alternativa (Joseph-Horne er al., 2001).

En la figura 14 se muestra un esquema general de la cadena respiratoria de
hongos, aunque es importante tener en cuenta que para los diferentes géneros pueden

existir variaciones en sus componentes que no se muestran en la figura.

Espacio inter-membrana

H* H* HY i,
NADPH +H* NADF*

Matriz mitocondrial

Figura I4: Cadena respiratoria mitocondrial de hongos. I, 11, 111, IV v V son los complejos
transportadores de electrones: NDE1 es la NADH: ubiquinona oxidorreductasa externa; NDI. es la
NADH:ubiquinona oxidorreductasa interna: cyt c. es el citocromo ¢ y AOD. es la oxidasa altemativa. Las
flechas indican la direccion del flujo de electrones.

Con 43 subunidades en mamiferos (Skehel er al, 1998: Sazanov et al, 2000;
Fearnley et al., 2001), al menos 35 subunidades en hongos (Videira, 1998) y entre 13 y
14 subunidades en procariotas (Yagi ef al, 1998). el complejo 1 (NADH:ubiquinona
oxidorreductasa) es el complejo multiproteico mas largo y mas complicado de la cadena
respiratoria (Drdse et al., 2002). Contribuye en mas de un 40% al gradiente de protones
a través de la membrana mitocondrial (Wikstrém, 1984). Constituye la fuente principal
de radicales de oxigeno producidos en la matriz mitocondrial (Robinson, 1998).
Todavia se conoce muy poco acerca de su mecanismo de reaccion. especialmente la
interaccion con la ubiquinona y el acoplamiento del transporte de electrones y la
traslocacion de protones (Brandt, 1997 y 1999).

Aunque el complejo | esta presente en la mayoria de las mitocondrias de hongos,
unas pocas especies de levaduras, como S. cerevisiae, S. pombe y K. lactis, carecen de

este complejo y poseen en su lugar una deshidrogenasa alternativa (Joseph-Horne et al.,
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2001). En Aspergillus niger (Promper et al, 1993) y N. crassa (Videira, 1998) las
deleciones en el complejo | son viables, lo que sugiere que estos organismos contienen
también una NADH deshidrogenasa interna alternativa.

Por tanto en las mitocondrias de hongos y plantas existen dos tipos de NAD(P)H
deshidrogenasas. El complejo I que oxida NADH de la matriz mitocondrial, es capaz de
transferir dos electrones desde el NADH hasta la ubiquinona (Joseph-Horne et al.,
2001), bombea protones a través de la membrana mitocondrial interna (cuatro protones
por cada par de electrones transferidos), contribuyendo por tanto a la fosforilacion
oxidativa, es sensible a rotenona (un inhibidor de la cadena respiratoria) y son
complejos multiprotéicos. Las NAD(P)H deshidrogenasas alternativas que oxidan
NADH de la matriz mitocondrial (enzimas internas) o NADH/NAD(P)H citosdlico
(enzimas externas), transfieren electrones desde el NADH hasta la ubiquinona pero no
bombean protones y por tanto no contribuyen a la generacion del gradiente
electroquimico, son insensibles a rotenona y estan constituidas por una Gnica proteina.

Aunque el descubrimiento de actividad NADH ubiquinona oxidorreductasa
alternativa en Saccharomyces carlsbergensis (Von Jagow y Klingenberg, 1970) y
Neurospora crassa (Weiss et al., 1970) data de 1970, ain se conoce muy poco sobre la
distribucion y funcidn de estas enzimas.

Las NADH ubiquinonas oxidorreductasas alternativas internas compiten con el
complejo I por el NADH y la ubiquinona en la matriz mitocondrial (de Vries y Marres,
1987: Yagi, 1991). Varios estudios indican que esta actividad esta sujeta a control
metabolico en Torulopsis utilis (Katz et al., 1971) y N. crassa (Schwitzguebel y Palmer,
1982). Esta actividad es mayor durante la fase logaritmica temprana pero cuando las
células entran en fase estacionaria, es decir cuando la fuente de carbono ya se ha
consumido, no hay actividad y el complejo | pasa a ser la NADH deshidrogenasa
predominante en la cadena respiratoria. En procariotas se sabe que existen muchas
NADH deshidrogenasas de la cadena respiratoria. por ejemplo E. coli tiene un complejo
I minimo codificado por el operdn nuo (Weidner er al., 1993) y una NADH ubiquinona
oxidorreductasa alternativa codificada por el gen ndh (Young er al,, 1981). Ademas, ya
hay evidencias de que las NADH deshidrogenasas alternativas pueden complementar
defectos del complejo 1 en diferentes situaciones, por ejemplo la interrupcion del
complejo | en Paracoccus denitrificans solo es posible si se introduce en el organismo
la enzima NDH2 de E. coli (Finel, 1996). Por todo ello, y dado que las NADH

deshidrogenasas alternativas no bombean protones, al menos sirven para mantener los
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equivalentes reducidos a niveles fisiologicos. Por otra parte, todavia estan surgiendo
datos en cuanto a la caracterizacion de esta enzima que ya se sabe que interviene en
levaduras en el estrés oxidativo (Davidson y Schiestl, 2001) y en plantas interviene en el
desarrollo y en las respuestas luminicas (Svensson y Rasmusson, 2001).

La oxidasa alternativa (40D) es una oxidasa terminal secundaria codificada por
un gen nuclear presente en plantas y en la mayoria de los hongos (S. cerevisiae y S.
pombe son notables excepciones), por ello hay que tener cuidado cuando se usa a S.
cerevisiae como organismo modelo para estudios cualitativos y cuantitativos del
metabolismo redox (Bakker ef al, 2001). La 40D esta localizada en la membrana
mitocondrial interna y cataliza la reduccion del oxigeno a agua después de recibir
electrones directamente de la ubiquinona reducida, haciendo un bhypass del complejo 111
y el complejo 1V. En consecuencia, las células expresando la AOD son insensibles a los
inhibidores de la respiracion tales como antimicina A y cianida. En la mayoria de los
sistemas estudiados, las oxidasas alternativas estan sujetas a multiples formas de
regulacion y generalmente operan solo bajo condiciones que inhiben el transporte
normal de electrones.

Como uno de los objetivos del presente trabajo consistio en la clonacion de la
NADH deshidrogenasa mitocondrial interna de la levadura K. lactis, se realizé una
descripcion comparativa de las deshidrogenasas mitocondriales alternativas de

diferentes organismos.

Las deshidrogenasas mitocondriales alternativas de Saccharomyces cerevisiae

NADH deshidrogenasa mitocondrial interna 1

S. cerevisiae carece del complejo de tipo | NADH deshidrogenasa (Nosek y
Fukuhara, 1994). En su lugar S. cerevisiae contiene una Unica subunidad
NADH:ubiquinona oxidorreductasa, la cual acopla la oxidacion del NADH
intramitocondrial a la cadena respiratoria. Esta enzima. cuyo sitio activo se localiza
mirando hacia la matriz mitocondrial (Rigoulet er al., 2004), cataliza la transferencia de
dos electrones desde el NADH intramitocondrial a la ubiquinona (de Vries y Grivell,
1988; Marres ef al., 1991). El tnico gen nuclear NDI1, (ORFYMLI 20c) localizado en el
cromosoma XIII, consta de una ORF de 1539 pb que codifican para una proteina

precursora de 513 aminoacidos. Esta proteina tiene un peso molecular de 57 kDa (de
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Vries ef al., 1992) y una secuencia amino-terminal de 26 aminoacidos que le sirve para
el importe hacia la mitocondria (de Vries ef al., 1992).

Después de su purificacion inicial, se penso que la proteina Ndilp era una
NADH deshidrogenasa externa (de Vries y Grivell, 1988). Posteriormente se establecio
que la proteina madura Ndilp estaba localizada en la membrana mitocondrial interna,
con su sitio activo mirando hacia la matriz mitocondrial (Marres ef al., 1991).

La proteina Ndilp reacciona especificamente con NADH. Su actividad con
compuestos relacionados tales como NADPH o deamino-NADH es al menos 250 veces
menor que su actividad con NADH (de Vries y Grivell, 1988). La Km para el NADH es
aproximadamente de 30uM (de Vries y Grivell, 1988). In vitro, la proteina Ndilp puede
usar varios aceptores de electrones, como por ejemplo ubiquinona-2, ubiquinona-6,
dicloroindofenol o ferricianida (de Vries y Grivell, 1988). Cuando esta localizada en la
membrana mitocondrial, la actividad de Ndilp con ubiquinona-2 es cinco veces mayor
que con el aceptor de electrones endogeno ubiquinona-6 (de Vries y Grivell, 1988). Con
la ubiquinona-6 como sustrato, la proteina Ndilp tiene un pH optimo muy amplio,
desde pH 4,5 a 9,5 (de Vries y Grivell, 1988). Esta enzima es inhibida por flavona, pero
es insensible a los inhibidores tipicos del complejo de tipo I, tales como la rotenona (de
Vries y Grivell, 1988; Rosenfeld y Beauvoit, 2003).

El gen NDI] esta sujeto a represion por glucosa. Cuando crece en fuentes de
carbono no fermentables, tales como lactato o etanol, S. cerevisiae contiene mucha mas
proteina Ndilp que en glucosa como fuente de carbono fermentable (de Vries y Grivell,
1988). En cultivos continuos con glucosa, los niveles de mARN de la ND// aumentan
cuatro veces después del shiff diauxico, es decir, después de que la glucosa se termina y
las células contintan creciendo en el etanol que se produjo previamente en las primeras
fases de crecimiento del cultivo (de Risi er al., 1997). Los niveles de mARN de la NDI/

disminuyen soélo dos veces en cultivos anaerobios con respecto a los cultivos aerobios.

Fisiologia de los mutantes Andil

Las mitocondrias aisladas de los mutantes Andil de S. cerevisiae no oxidan
sustratos que generan NADH en la matriz mitocondrial, por ejemplo malato junto con
piruvato o etanol. Esto confirma que la proteina Ndilp es la unica NADH

deshidrogenasa mitocondrial interna de S. cerevisiae (Bakker ef al., 2000; Marres ef al.,

39



INTRODUCCION

1991). En medios de cultivo con glucosa, galactosa o etanol como tnica fuente de
carbono, los mutantes Andil muestran una tasa de crecimiento especifica similar a la de
las células de tipo salvaje (Marres et al., 1991). Por el contrario, en acetato y piruvato,
el crecimiento se suprime (Marres et al., 1991). Es sorprendente que el mutante Andil
tenga un crecimiento normal en etanol, ya que para la completa disimilacion del etanol
se esperaba que necesitase la reoxidacion del NADH intramitocondrial generado en el
ciclo del acido citrico. En ausencia de una NADH deshidrogenasa mitocondrial interna,
una lanzadera redox podria transportar los equivalentes redox desde la matriz
mitocondrial al citosol, acoplando la oxidacion del NADH intramitocondrial a las
NADH deshidrogenasas externas o a la lanzadera glicerol-3-fosfato.

Un posible mecanismo que acople la oxidacion del NADH intramitocondrial a
las NADH deshidrogenasas externas podria ser la lanzadera etanol-acetaldehido (figura
I5). Esta lanzadera, propuesta por Von Jagow y Klingenberg (1970). consiste en una
isoenzima mitocondrial y una citosolica de la alcohol deshidrogenasa. Como el etanol y
el acetaldehido generalmente difunden libremente a través de las membranas biologicas,
no se necesitan transportadores biologicos para el intercambio neto de NADH
mitocondrial y NAD' citosolico. Ademas, este proceso no necesita energia de Gibbs

adicional.

NAD NADH

NADH
ctagol  acetaldehido DH NAD citosol
Ndel
Nde2
bel
Q Ccox
v Ndil
etanol acetaldehido
o so, MO
N NAD
Adh3 ADH Matriz mitocondnal

NAD NADH

Figura 15: Esquema de la cadena respiratoria de Saccharomyces cerevisiae. Adh, alcohol
deshidrogenasa; bel. complejo bel: cox. citocromo ¢ oxidasa; Gpd. glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
soluble: Gut2. glicerol-3-fosfato deshidrogenasa unida a membrana: Nde, NADH deshidrogenasa externa;
Ndil. NADH deshidrogenasa mterna; Q. ubiquinona. G3P. glicerol-3-fosfato; DHAP, dihidroxiacetona
fosfato. Figura modificada de Bakker er al (2000)

Existen evidencias experimentales de que esta lanzadera opera en los mutantes

Andil de S. cerevisiae. Por el contrario de lo que ocurre con los mutantes tnicos dadh3

40



INTRODUCCION

y Andil, el doble mutante Aadh3Andil. que carece de la proteinas Ndilp y de la alcohol
deshidrogenasa Adh3p (Young y Pilgrim, 1985). no muestra crecimiento respirador en
cultivos continuos aerobios con glucosa como fuente de carbono limitante. Sin
embargo, mostré una alta tasa de fermentacion alcohdlica y un bajo rendimiento en
biomasa (Bakker ef al., 2001). El hecho de que el rendimiento de biomasa del mutante
A ndilen glucosa sea de 0.43gg™ frente a 0,49gg™" para el salvaje, apoya la idea de que
opere una lanzadera redox que no requiere una energia metabolica neta (Bakker ef al.,

2001).

Expresion heterologa de la NDIJ de levadura: terapia génica de mamiferos deficientes

en el complejo de tipo 1

La NADH-quinona (Q) oxidorreductasa de mamiferos, también denominada
complejo de tipo I, esta compuesta de al menos 43 subunidades, siete de ellas son
codificadas por ADN mitocondrial y se designan por ND1. ND2, ND3, ND4, NDA4L,
ND35, ND6, el resto estan codificadas por ADN nuclear (Bai er al, 2001). Las
mutaciones y deleciones en las siete subunidades codificadas por ADN mitocondrial no
son corregibles y las mutaciones en las subunidades codificadas por ADN nuclear son
dificiles de reparar (de Grey, 2000). Se han probado distintas quimioterapias pero no
resultaron efectivas (Shoffner y Wallace, 1994; Chrzanowska-Lightowlers er al., 1995;
Bai er al., 2001). Defectos en el complejo de tipo | estin asociados a varias
enfermedades mitocondriales en humanos (Schapira, 1998; Robinson, 1998), una de
ellas es la LHON (neuropatia optica hereditaria de Leber, Bai er al., 2001). Por ello, las
células de mamiferos deficientes en el complejo de tipo I NADH deshidrogenasa poseen
ciertos desordenes celulares (Kitajima-lhara y Yagi. 1998), principalmente debido al
deterioro en la capacidad de la cadena respiratoria para oxidar el NADH a NAD'
(provocando acidosis lactica) y el deterioro de la capacidad de esta enzima para
bombear protones produciendo una disminucion de la tasa de sintesis de ATP y un
incremento en la produccion de radicales superoxido (Wallace, 1992). Esto a su vez
provoca mutaciones en el ADN mitocondrial, peroxidacion de lipidos, desnaturalizacion
proteica, etc. De todos estos problemas quizas el deterioro de la capacidad de la enzima
para bombear protones y la produccion de radicales superoxido sean los peores. Por ello

en la actualidad se estan investigando un gran nimero de terapias, una de ellas consiste
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en la propuesta de la NDII de S. cerevisiae como una candidata para terapia génica de

pacientes deficientes del complejo de tipo I (Barrientos, 2003) basandose en que:

a) La proteina Ndilp de S. cerevisiae es mas simple que el complejo de tipo I, ya
que la proteina Ndilp esta formada por una unica subunidad mientras que el
complejo de tipo | posee al menos 43 subunidades (Seo er al., 1998).

b) La proteina Ndilp cataliza una reaccion de dos electrones mientras que el
complejo de tipo | cataliza una reaccion de un electron. Esto reduciria el riesgo

de produccion de radicales libres (Seo et al., 1998).

La NDI!I de S. cerevisiae ha sido expresada en la bacteria £. coli (Kitajima-lhara
y Yagi. 1998) en plantas y hongos. Ademas, el complejo de tipo | y la Ndilp de S.
cerevisiae pueden coexistir en las mitocondrias de bacterias, plantas y hongos (Yagi,
1991: Moller er al., 1993; Luttik et al., 1998: Smith er al, 2000) sugiriendo que ni la
asociacion Ndilp con la membrana mitocondrial interna ni su funcién son impedidas
por la presencia del complejo | endogeno. En las células transformadas, la proteina
Ndilp actGa como una parte integral de la cadena respiratoria. Ademds, la expresion
heteréloga de la NDII de S. cerevisiae en fibroblastos de pulmoén de hamster chino
deficientes en el complejo de tipo | restaurd la oxidacion del NADH intramitocondrial.
Esta actividad no fue inhibida por rotenona, un inhibidor del complejo de tipo I, pero
fue inhibida por flavona, un inhibidor de la NDII de S. cerevisiae (Seo et al., 1998). La
expresion de la NDII también restaurd la habilidad de las células de hamster chino
deficientes en el complejo de tipo I para crecer en galactosa, lo cual requiere una cadena
respiratoria funcional (Seo et al, 1998). Mas recientemente, la NDII de S. cerevisiae
fue expresada en células de rifndén humano (Seo et al., 1999; Seo et al, 2000)
consiguiendo también que en estas células la proteina de S. cerevisiae fuese funcional.
Estos estudios de expresion heteréloga demuestran que la proteina Ndilp puede
funcionar en varios tipos celulares, desde bacterias hasta células de mamiferos. Este
hecho hace que el gen NDII de S. cerevisiae sea un candidato interesante para terapia
génica de pacientes deficientes del complejo de tipo I.

El experimento inverso, la expresion funcional del complejo de tipo | en S.
cerevisiae, podria ser una manera interesante de incrementar los rendimientos de
biomasa en esta levadura. Pero esto es mucho mas complicado que la expresion

heteréloga de la NDI1, puesto que el complejo de tipo | consta de muchas subunidades
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de las cuales unas son codificadas por el genoma mitocondrial y otras por el genoma

nuclear.

NADH deshidrogenasas externas

Las mitocondrias de levaduras al igual que la de las plantas (Moller er al., 1993)
pero en contraste con las mitocondrias de mamiferos (de Vries y Marres, 1987), no solo
contienen una NADH deshidrogenasa mitocondrial interna, sino que también poseen
actividad NADH deshidrogenasa externa (Von Jagow y Klingenberg, 1970; Rosenfeld y
Beauvoit, 2003). Al igual que la NADH deshidrogenasa interna, la isoenzima externa es
insensible a rotenona y no bombea protones (Rosenfeld y Beauvoit, 2003). S. cerevisiae
tiene dos genes que codifican para isoenzimas NADH deshidrogenasas externas, NDE/,
(ORFYMRI45¢c) localizada en el cromosoma XIIl, y NDE2, (ORFYDL0O85w) localizada
en el cromosoma VI (Luttik er al., 1998; Small y McAlister-Henn, 1998; Rosenfeld y
Beauvoit, 2003). Estas deshidrogenasas externas se localizan en la membrana
mitocondrial interna pero su sitio activo se encuentra mirando hacia el espacio
intermembrana de la mitocondria. La existencia de estas deshidrogenasas externas
parece consecuente con la aparente ausencia de la lanzadera malato-aspartato en esta
levadura (Luttik er al., 1998). Ambos genes fueron identificados en base a sus
homologias con la ND//. La secuencia de aminoacidos de la proteina Ndelp posee un
48% de identidad con la proteina Ndilp y la secuencia de aminoacidos de la proteina
Nde2p posee un 46% de identidad con la Ndilp. La identidad de las secuencias
peptidicas de Ndelp y Nde2p es del 62%. El alineamiento de las tres secuencias
proteicas reveld que las proteinas Ndelp y Nde2p poseen una extension amino-terminal
que esta ausente en la proteina Ndilp (Small y McAlister-Henn, 1998). Esta extension
puede contener sefiales para dirigir la proteina a la membrana mitocondrial interna y
determinar su localizacion hacia el lado citoplasmatico. Hasta ahora, todavia no se han
realizado experimentos para demostrar qué partes de las secuencias amino-terminales de
las proteinas Ndelp y Nde2p son responsables de dirigir la proteina a la mitocondria.

Otro mecanismo alternativo para la oxidacion mitocondrial del NADH citosolico
es, ademas de las NADH deshidrogenasas externas, la lanzadera glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa. Ambos mecanismos tienen una funcion metabolica similar y son los
mas importantes para el mantenimiento del balance redox citosolico durante el

crecimiento aerobico en S. cerevisiae. Esta lanzadera consta de dos enzimas, una
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citosolica soluble que es la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Gpdlp) y la glicerol-3-
fosfato: ubiquinona oxidorreductasa (Gut2p) que se encuentra unida a la membrana
mitocondrial interna con su sitio catalitico mirando hacia el citosol (Larson et al., 1998;
Rosenfeld y Beauvoit, 2003: Rigoulet er al., 2004). EIl NADH es reoxidado por la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa citosolica (Gpd1p) cuando cataliza la reduccion de la
dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato. El glicerol-3-fosfato devuelve sus
electrones a la cadena respiratoria via Gut2p (Rigoulet e al., 2004). Aunque los dos
sistemas, las NADH deshidrogenasas externas y la lanzadera glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, son capaces, en parte, de sustituirse uno al otro, la capacidad de Gut2p
no es suficiente para reemplazar la actividad Ndelp/Nde2p cuando el flujo de NADH es
alto (Rigoulet er al., 2004). La actividad de las NADH deshidrogenasas externas tiene
un efecto inhibidor sobre la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa citosolica y también sobre
Gut2p. Ademas, a altas concentraciones de glucosa se inactiva la lanzadera glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa porque uno de sus componentes, la Gut2p, esta sujeta a
represion por glucosa (Rigoulet er al., 2004).

Luttik er al. (1998) mostraron que las mitocondrias aisladas del mutante
Ande | Ande?2 no oxidan NADH exogeno. Small y McAlister-Henn (1998), sin embargo,
relataron la existencia de oxidacion residual del NADH exégeno por las mitocondrias
del mutante Ande ] Ande?. Esta discrepancia puede ser explicada por el hecho de que los
ultimos autores usaron NADH comercial, el cual contiene una cantidad sustancial de
etanol (0.5 mol de etanol por mol de NADH) (Luttik ef al., 1998: Patchett y Jones,
1986). El etanol es oxidado rapidamente por las mitocondrias aisladas de levadura
gracias a la alcohol deshidrogenasa intramitocondrial (Adh3p) y la NADH
deshidrogenasa mitocondrial interna. Luttik et al. (1998) usaron NADH puro, generado
in situ a partir de glucosa deshidrogenasa de Bacillus megaterium, glucosa y NAD'.
Ellos mostraron que toda la oxidacion residual del NADH por las mitocondrias del
mutante Ande ! Ande?2, medida con NADH comercial, fue debida al etanol. Cuando las
células, creciendo en continuo con glucosa como fuente de carbono limitante o en
frascos en agitacion con etanol, poseen un crecimiento respirador, la delecion del gen
NDE2 por si sola no disminuye sustancialmente la tasa de oxidacion mitocondrial de
NADH exo6geno. Por el contrario, la delecion del gen NDEI causo un descenso de tres
veces en mitocondrias aisladas a partir de estos cultivos (Luttik ef al, 1998; Small y

McAlister-Henn, 1998). Esto sugiere que el papel fisiologico de la NDE] es mas
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importante que el de la NDE2, al menos durante el crecimiento respirador en glucosa o
etanol.

En cultivos de cepas salvajes de S. cerevisiae en frascos con agitacion y con
glucosa, se ha observado que los niveles de transcripcion de NDE/ y NDE2 aumentan
después del shift diauxico, es decir, cuando la glucosa se consume por completo y las
células empiezan a consumir el etanol producido en la primera fase de crecimiento (de
Risi ef al, 1997). La NDE2 se induce mucho mas fuertemente (siete veces) que la
NDE! (dos veces). Los niveles de mARN de la NDEI! y NDE2, cuando las células
crecen en glucosa, son aproximadamente idénticos a cuando crecen en galactosa (Small
y McAlister-Henn, 1998; Roth ef al., 1998). La NDEI y NDE2 son genes tipicamente
aerobios. En cultivos continuos con glucosa, los niveles de mARN de la NDE!
aumentan mas de cuatro veces cuando se pasa de condiciones anaerobias a aerobias,
mientras que los niveles de la NDE2 aumentan catorce veces bajo estas condiciones

(Ter Linde et al., 1999).

Fisiologia del mutante Ande ! Ande2

En cultivos en agitacion con glucosa, la velocidad de crecimiento del mutante
Ande | Ande?2 fue aproximadamente similar a la del salvaje (Bakker et al., 2001). Esto no
es de extrafiar porque el crecimiento de S. cerevisiae bajo estas condiciones es
predominantemente fermentador (Lagunas, 1993). En un medio con etanol o galactosa
el mutante Andel Ande?2 crecio mas lentamente que la cepa salvaje (Luttik er al., 1998;
Small y McAlister-Henn, 1998). Este descenso en la tasa de crecimiento podria ser
atribuido unicamente a la delecion de la NDE/, puesto que la delecion de la NDE2 no
tiene ningiin efecto. Esto significa que la NDE[ es fisiologicamente mas importante que
la NDE2. Ademas, estos resultados indican que los mecanismos alternativos que
podrian acoplar la oxidacion del NADH citosolico a la cadena respiratoria mitocondrial
(por ejemplo la lanzadera glicerol-3-fosfato) no pueden reemplazar completamente a las
NADH deshidrogenasas externas.

En cultivos continuos aerobios con glucosa, el crecimiento de cepas salvajes de
S. cerevisiae es completamente respirador a bajas tasas de dilucion, mientras que el
metabolismo respiro-fermentador ocurre a altas tasas de dilucion. El crecimiento

completamente respirador en glucosa implica que todo el NADH producido en la
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glucélisis por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es oxidado via respiracion
mitocondrial. La delecion de ambos genes NDE causa una reduccion de la tasa de
dilucion critica. A bajas tasas de dilucion, el crecimiento del mutante Andel Ande?2 es
casi completamente respirador. con produccion de glicerol en cantidades traza. Esto
indica que, a bajas tasas de crecimiento especifico. el papel de las deshidrogenasas
externas puede ser desempefiado por la lanzadera glicerol-3-fosfato u otros sistemas

citosolicos que oxiden el NADH (Bakker et al., 2001).

Las deshidrogenasas mitocondriales alternativas de Yarrowia lipolytica

La cadena respiratoria de Y. lipolytica, levadura aerobia obligada, es mas
parecida a la de mamiferos que a la de la levadura S. cerevisiae. Y. lipolytica posee el
complejo de tipo | (Kerscher et al., 2002), que esta compuesto de 35 o mas subunidades
(Djafarzadeh e al., 2000). Esta NADH:ubiquinona oxidorreductasa es esencial para la
cepa salvaje en esta levadura, es por ello que las deleciones en los genes de las
subunidades del complejo | sélo pueden ser generadas en cepas diploides y mantenidas
como alelos recesivos letales en estado heterocigoto.

La cadena respiratoria de Y. lipolytica contiene también dos enzimas que no
estan presentes en mamiferos y que se denominan enzimas "alternativas”, éstas son las
codificadas por los genes NDH2 y la AOX. Kerscher et al. (1999) identificaron el gen
YINDH?2 como el Gnico gen que codifica para una NADH:ubiquinona oxidorreductasa
alternativa en la levadura aerobia obligada Y. lipolytica. Por el contrario de lo que
ocurre en el complejo I, no acepta deaminoNADH (Matsushita et al, 1987) como
donador de electrones. Al contrario de lo que ocurre en S. cerevisiae y N. crassa, sélo
hay un tipo de NADH deshidrogenasa alternativa presente en Y. lipolytica, esta
deshidrogenasa alternativa tiene su sitio activo hacia la cara externa de la membrana
mitocondrial interna (Kerscher et al., 1999).

Las cepas portadoras de la delecion del gen Y/NDH2 son completamente viables
ya que la cepa parental haploide y el mutante poseen igual tasa de crecimiento e igual
rendimiento en medio minimo o medio completo con glucosa o acetato sodico como
fuentes de carbono (Kerscher ef al., 1999). Ademas de la actividad Ndh2p, se piensa
que existen otros mecanismos para la oxidacion del NADH citoplasmatico en esta
levadura. Kerscher er al. (1999) han demostrado. en mitocondrias aisladas, que el

complejo | es la unica NADH:ubiquinona oxidorreductasa interna presente en esta
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levadura. En otros hongos como por ejemplo en N. crassa y en plantas, ya se ha
postulado la existencia de multiples enzimas NADH:ubiquinona oxidorreductasa
internas y externas (Weiss ef al., 1970; Von Jagow y Klingenberg, 1970; Soole y Menz,
1995; Rasmusson ef al., 1998).

La mayoria de las lanzaderas redox mitocondriales descritas para mamiferos y
hongos (Overkamp er al, 2000: Bakker et al. 2000), encargadas de transportar el
NADH producido en el citosol a la matriz mitocondrial, no son facilmente reversibles,
es por ello que lanzar los equivalentes reducidos desde la matriz mitocondrial al citosol
resulte problematico. La orientacion externa de la NDH2 de Y. lipolvtica implica que
ésta no sea capaz de suplir al complejo | oxidando el NADH generado en la matriz
mitocondrial. Esto explica porqué el complejo | es esencial en Y. lipolvtica. La enzima
NDH2 de V. lipolytica transfiere los electrones desde el NADH citoplasmatico al "pool"
ubiquinona. La delecion de NDFH2 no afecta apreciablemente a la viabilidad o tasa de
crecimiento en varios medios minimos y completos, sugiriendo la existencia de rutas
redundantes que realizan esta funcion (Kerscher et al., 1999).

La enzima AOX, oxidasa alternativa resistente a cianida, también consta de una
unica subunidad que lleva a cabo la transferencia de electrones desde el ubiquinol
directamente al oxigeno molecular evitando los complejos I11 y IV (Joseph-Home et al.,
2001). Esta enzima esta en forma inactiva cuando las células entran en fase estacionaria
y se activa bajo condiciones de estrés. Esta enzima, responsable de la respiracion
insensible a cianida, transfiere los electrones desde la ubiquinona reducida (coenzima
Q) al oxigeno independientemente de la cadena respiratoria principal de citocromos.
Uno de los grandes dilemas con respecto a la oxidasa alternativa era saber si podria
competir con la cadena respiratoria de citocromos por los electrones. Medentsev y
colaboradores (2002) demostraron que esta enzima es incapaz de competir y que sélo
transfiere los electrones que son superfluos para la cadena respiratoria de citocromos.
La 40X no esta presente en S. cerevisiae ni en otras levaduras fermentadoras, indicando
que en ausencia del complejo | esta enzima resulta ser obsoleta.

Cepas transgenicas de Y. lipolytica que poseen una copia de la deshidrogenasa
mitocondrial interna 1 de S. cerevisiae, conteniendo una secuencia sefial de importe a la
mitocondria, y que poseen un complejo | no funcional, pueden crecer en presencia de
inhibidores del complejo I, de esta forma se pueden aislar cepas haploides que porten

deleciones en las subunidades del complejo I (Kerscher e al., 2001).
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El analisis de las relaciones filogenéticas de las proteinas NADH:ubiquinona
oxidorreductasa alternativa de Y. lipolytica, S. pombe, S. cerevisiae, Arabidopsis
thaliana y E. coli revelaron que la proteina ScNdilp de S. cerevisiae esta, en términos
de evolucion, mas distante que las otras dos NADH deshidrogenasas externas de esta
misma levadura y que las NADH deshidrogenasas de Y. lipolvtica y S. pombe (figura
16). Es por ello por lo que se especula que originalmente el ancestro comun de las
NADH:ubiquinonas oxidorreductasas alternativas de hongos tuviesen una orientacion
externa y que la enzima interna de S. cerevisiae tuvo que adquirir la secuencia sefal

para la matriz mitocondrial y la pérdida del complejo 1.
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Todavia queda pendiente por determinar cuantos genes NADH:ubiquinona
oxidorreductasa existen en otras levaduras ascomicetos, especialmente en especies
fermentadoras como S. pombe y Kluyveromyces marxianus. La enzima de S. pombe, al
igual que la de Y. lipolytica. se piensa que podria ser externa (Kerscher e al., 1999). Las
levaduras aerobias estrictas Candida pinus, Cryptococcus albidus, Rhodotorula minuta,
R. mucilagosa y Trichosporon beigelii poseen el complejo I. Las levaduras
fermentadoras facultativas tales como S cerevisiae y K. marxianus no poseen este

complejo y en su lugar poseen NADH: ubiquinonas oxidorreductasas.
Las deshidrogenasas alternativas mitocondriales de Neurospora crassa

N. crassa ha sido un modelo genético util para caracterizar el complejo 1. El
complejo 1 de N. crassa contiene aproximadamente 35 subunidades polipeptidicas
(Weiss er al., 1991), al menos 7 de ellas son codificadas por ADN mitocondrial (Ise et

al., 1985; Videira y Werner, 1989), 32 proteinas ya han sido identificadas y la mayoria
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de las subunidades codificadas por ADN nuclear ya han sido localizadas en el genoma y
clonadas (Videira y Duarte, 2001). Solo 4 de las proteinas no han sido identificadas con
su correspondiente proteina en mamiferos, esto sugiere el alto grado de conservacion
del complejo I mitocondrial entre las distintas especies. Las 14 subunidades presentes
en el complejo | de procariotas ya han sido identificadas con sus proteinas homologas
en N. crassa (Sousa et al., 1999).

Existen modelos teoricos que explican la posibilidad de bombear cuatro protones
a través de la membrana mitocondrial interna por cada par de electrones transferidos en
el complejo I (Friedrich, 2001; Brandt, 1997; Vinogradov, 2001).

Se sabe que el papel que desempeiia el complejo 1 en la célula no es sdlo
bioenergético. Existen muchas subunidades adicionales constituyentes de esta enzima
mitocondrial, que no existen en procariotas, y que se piensa que alguna de ellas
intervenga realizando diferentes funciones como por ejemplo evitar el escape de
electrones, impidiendo que generen radicales de oxigeno (Robinson, 1998), o uniendo
otros complejos respiradores (Budde er al., 2000). Es por ello por lo que el complejo |
parece estar implicado en varios procesos biologicos, desde rutas metabolicas en
microorganismos hasta el desarrollo de hongos y plantas. En N. ¢rassa esta enzima no
es esencial durante el crecimiento vegetativo, ademas, las cepas mutantes pueden crecer
gracias a la existencia de NADH deshidrogenasas alternativas. Sin embargo, este
complejo I es necesario para el desarrollo sexual. Este complejo | también es esencial
para el desarrollo embrionario en D. melanogaster (Ragone et al., 1999) y C. elegans
(de Vries er al,, 1992).

Hace mas de tres décadas que se propuso la existencia de dos NADH
deshidrogenasas alternativas insensibles a rotenona en N. crassa, una interna y otra
externa (Weiss ef al., 1970). Posteriormente se vio que en fase temprana de crecimiento
exponencial existia una actividad NAD(P)H externa sensible a calcio y una mayor
actividad de la enzima interna (Schwitzgnebel y Palmer, 1982; Moller et al, 1982).
Mas recientemente se ha caracterizado el gen de una enzima externa NDE/ (Melo et al.,
2001). Comparando las actividades entre la cepa salvaje de N. crassa y el mutante nulo
para la NDEI, estos autores observaron que la enzima codificada por NDE/ es usada
principalmente para la oxidacion del NAD(P)H. Esta actividad es dependiente de calcio
lo que explica la existencia de un motivo de union a calcio en la secuencia proteica. Este
dominio de union a calcio también esta presente en una NADH deshidrogenasa

alternativa de Solanum tuberosum, en concreto en la deshidrogenasa externa NDB, y en
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una supuesta NADH:ubiquinona reductasa de A. thaliana. Estos autores postularon que
la union al calcio induce cambios conformacionales que incrementan la afinidad
enzima-sustrato. Esta proteina esta anclada a la membrana por un dominio
transmembrana localizado en la region N-terminal. Ademas, en su secuencia
aminoacidica loacalizaron la existencia de dos consensos ricos en glicina (GXGXXG)
en una estructura secundaria lamina p-hélicea-lamina . Melo er al. (2001) especularon
que el primer consenso seria de union a NAD(P)H y el segundo de union a FAD,
también indicaron la presencia de una segunda NADH deshidrogenasa en la cara
externa de la membrana mitocondrial interna de N. crassa. En las secuencias
genomicas de N. crassa liberadas en el afio 2001 por el Proyecto de Secuenciacién de
Neurospora del Instituto Whitehead (Centro MIT) para la investigacion del genoma

(http://www.genome.wi.mit.edu) existen tres NADH deshidrogenasas alternativas

similares a la enzima NDE/. Estas proteinas contienen motivos para su presunta union a
FAD y NAD(P)H y se denominan pl3, p36 y p76. Sorprendentemente un analisis
informatico predijo que las cuatro proteinas muestran un segmento transmembrana en la
region N-terminal indicando que su interaccion con la membrana esta conservada
(Videira y Duarte, 2002). Estos fragmentos transmembrana estan ausentes en proteinas
similares de otros organismos. La proteina pl3 parece ser una NADH deshidrogenasa
interna insensible a rotenona, la p36 representa una NADH deshidrogenasa externa
(Melo et al., 2001) y p76 todavia no esta claro si es una proteina mitocondrial. Si lo
fuese N. crassa tendria cuatro NADH deshidrogenasas alternativas como ocurre en
plantas. También en las secuencias genomicas de Aspergillus nidulans depositadas en la
base de datos de secuencias del Cereon Microbial se pueden encontrar cuatro
secuencias independientes que codifican para cuatro proteinas similares a las citadas
anteriormente.

Mas recientemente. Duarte ef al. (2003) identificaron un gen que codifica para
una NADH deshidrogenasa mitocondrial interna de N. crassa (NDI1 que codifica para
la proteina p13). Este gen codifica para una proteina precursora de 538 aminoacidos con
una masa molecular estimada de 59 kDa. La estructura primaria de la proteina, en su
extremo amino-terminal, incluye una secuencia seial de importe a la mitocondria de 31
aminodacidos que no aparece en la proteina madura. Consta de dos secuencias consenso
para la union del dinucledtido NADH o FAD (plegamiento fuf).

Para investigar mas acerca del papel especifico de la Ndilp, Duarte et al. (2003)

interrumpieron el gen y observaron que la tasa de oxidacion del NADH y NADPH en
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mitocondrias de células salvajes era similar a la de las mitocondrias de las células
mutantes. Estas actividades pueden ser debidas a la actuacion de las enzimas localizadas
en la membrana mitocondrial interna que miran hacia el espacio intermembranal. Si
observaron diferencias en las actividades cuando estudiaron la tasa de oxidacion del
NADH de la matriz mitocondrial. Ademas. pudieron comprobar que todas las
actividades respiradoras medidas tanto en las células salvajes como en el mutante, se
bloquearon completamente cuando le afiadieron antimicina A. También el hecho de que
la actividad respiradora de la mitocondria del mutante ndil sea casi completamente
inhibida por rotenona, les sugirieron que la Ndilp representa la tnica NADH
deshidrogenasa alternativa interna (insensible a rotenona) responsable de la oxidacion
del NADH de la matriz mitocondrial en la mitocondria de N. crassa. Ademas, han
comprobado que el complejo I y la NDI! tienen funciones complementarias en N,
crassa pues los mutantes en el complejo | o en la ndil por si solos son viables pero el
doble mutante todavia no lo han podido obtener, lo que sugiere que ambas enzimas se
complementan la una a la otra. También comprobaron que la NDI/ de N. crassa no es
necesaria para el desarrollo vegetativo o sexual, al igual que el complejo I de este
hongo, pero si lo es durante la germinacion de las esporas tanto sexuales como
asexuales.

Carneiro er al. (2004) identificaron un gen que codifica para una NAD(P)H
deshidrogenasa mitocondrial externa de N. crassa (NDE2 que codifica para la proteina
p36) que actia oxidando sustratos citosolicos. Este gen codifica para una proteina
precursora de 577 aminoacidos con una masa molecular estimada de 64,5 kDa. La
secuencia codificadora es interrumpida por dos intrones de 100 y 64 pb. Los primeros
54 aminodacidos del extremo N-terminal son la secuencia de importe a la mitocondria.
Esta enzima consta de dos consensos ricos en glicina (GXGXXG) en una estructura
secundaria lamina p-hélicea-lamina B. El papel fisiologico que desempeiian estas
NAD(P)H deshidrogenasas todavia no estda muy claro. Carneiro et al. (2004)
demostraron que no son proteinas esenciales, al menos en N. crassa crecida en
condiciones de laboratorio, puesto que ellos fueron capaces de aislar el triple mutante

(en las dos externas y en la interna).



2. OBJETIVOS.



OBIETIVOS

ta

3.

Disefio de una nueva estrategia basada en la PCR para el aislamiento de clones de
interés a partir de una genoteca cuando se dispone de un fragmento de la secuencia
del gen a clonar. Mejora de las estrategias existentes para aislar clones a partir de un

genoteca de levaduras.

Aislamiento, caracterizacion y estudio de la regulacion transcripcional del gen

KIFBAI (fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa).

2.1.Clonacion del gen KIFBAI a partir de una genoteca de Kluyveromyces

lactis.

2.2.Secuenciacion del gen K/FBAI incluyendo las regiones promotora y
terminadora.

2.3. Andlisis “in silico” del gen KIFBAI.

2.4.Constatacion de la funcionalidad del gen KIFBAI.

2.5.Determinacion de las regiones del promotor del gen KIFBAI que

contienen elementos reguladores.

2.6.Estudio de la expresion del gen KIFBAI en condiciones seleccionadas.

2.7.Produccion de fructosa-1,6-bisfosfato a partir de lactosa.

Aislamiento, caracterizacion y estudio de la regulacion transcripcional del gen
KINDI! (NADH:ubiquinona oxidorreductasa).

3.1.Clonacion del gen KINDII a partir de una genoteca de K. lactis.

3.2.Secuenciacion del gen KINDI! incluyendo las regiones promotora y
terminadora.

3.3.Andlisis “in silico™ del gen KINDII.

3.4.Estudio de la funcionalidad del gen K/IND/I mediante complementacion
heterdloga.

3.5.Determinacion de las regiones del promotor del gen KINDII que
contienen elementos reguladores.

3.6.Estudio de la expresion transcripcional del gen KINDII en condiciones

seleccionadas.
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1. LINEAS CELULARES

1.1. Cepas de bacterias Escherichia coli

A continuacion se describen las lineas bacterianas de Escherichia coli empleadas en
este trabajo (tabla M1) para la amplificacion de los plasmidos manejados y de las

construcciones creadas.

Tabla M1: Cepas bactenanas empleadas.

REFERENCIA/

LINEA GENOTIPO
PROCEDENCIA
XL1-Blue AfmerA) 183 AmerCB-hsdSMR-mrv) 173 endA | supEd4 thi-1 .
- i Stratagene
MRF recAl gyrA96 reldl lac F[proAB lacl” lacZAMIS Tnl()(Ter )]
merAA (mrrhsdRMS-merBC)g80dlac ZAMI 5 MacX74 deoR recAl
DHIOB GibcoBRL

araAl39 Afara, lew) 7697 gall! galK A endA ] nupG

supE44 hsdS20(rB mB )recAl3 ara-14 proA2 lacY ! galK2 rpsi.20 | Bolivar v Backman,
xvil-5 mul-1 1979

HB101

Las cepas bacterianas se conservaron habitualmente sembradas en estria en
placas LB (ver medios de cultivo para bacterias) a 4°C tras haber sido cultivadas a 37°C
durante un dia. Se resembraron periodicamente cada dos meses. lLas cepas
transformadas con plasmidos que contenian genes marcadores de resistencia a
ampicilina se conservaron en placas de medio LB suplementado con ampicilina. La
cepa XL1-Blue MRF” se conservo en placas LB suplementadas con tetraciclina para
evitar la pérdida del episoma F'.

Para el mantenimiento de las cepas a largo plazo, las bacterias se inocularon en
los mismos medios liquidos y se dejaron crecer en agitacion a 37°C, aiadiéndose al dia
siguiente glicerol estéril hasta el 15% y congelando inmediatamente las muestras en

tubos de polipropileno de 1,5 mL a -80°C.
1.2. Cepas de levaduras
Las cepas de levaduras (tablas M2 y M3) se conservaron habitualmente sembradas

en placas YPD o CM al 2% de glucosa (ver medios de cultivo para levaduras) a 4°C tras

haber sido cultivadas a 30°C durante dos o tres dias. Se resembraron periodicamente
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cada dos o tres meses. Para el mantenimiento de las cepas de levaduras a largo plazo se

inocularon en medio YPD o CM, se dejaron crecer en agitacion a 30°C, se les afiadio

glicerol estéril hasta un 50% y se congelaron a —80°C.

Tabla M2: Cepas de S. cerevisiae empleadas

CEPA GENOTIPO FUENTE
GHI1 MATa rpl-289 leu2-3 leu2-112 gall Al52 lys2 Dr Zitomer, R
FY73 MATacura3-52 his3A200 Eurofan

S180-28 MATa ura3 leu2 irpl his3 Dr Labbe-Bois. Paris

S1S0-2B heml

MATa ura3 leu2 irpl his3 hem! A

Dr Labbe-Bois, Paris

MATa' eura3-52'ura3-32 leu2-3 112/ 0eu2-3 112

EBY-D9 Boles v Zimmermann.,
TRPtrpl-289 HIS3 his3-Al MAL2-8 MAL3 SUC3 GAL
(ENY.WA fbal) 1993
FBALfbal A URA3
MATa ahis3ANhis3 AL leu2 A fewu2 AD met] SA0MET1S
BY 4743 Euroscarf
LYS2/lys2A0 ura3 A ura3 A0
MATa e his3 A6 his3Al leu2 A0 Teu2 A0 lys2A0/LYS2
BY4743 fbal MET 15 /met] 540 urai AV ura3 Al Euroscarf
YKLO6Oc: :kanMX4 YKLDGOc
BY4741 MATa his3Al leu2 A0 met] 540 ura3 Al Euroscarf
BY4742 MAT e his3Al leu2 AN lys2 A0 ura3 AN Euroscarf
BY4741 ndil MATa his3A1 leu2 A0 met]13A0 ura3 A0 YMLI120c: :kan MX4 Euroscarf
BY 4742 ndil MATa his3Al leu2 A0 lys2A0 ura3 A0 YMLI20¢: kanMX4 Euroscarf
MATa his3Al leu2 AN metl 3A0 ura3 A0
BY 4741 ndel Euroscarf
YMRI45c: kanMX4
BY 4742 ndel MAT e his3Al leu2 AD lys2 Al ura3 A YMRI45¢: kanMX4 Euroscarf
FLPZ013-07B(A) MATa ura3-52 HIS3 leu2 Al LYS2 rpl A63 YDLOSSw (4. E of
“urosca
(FY nde2) 1635): kanMX4
FLPZ014-04D(AL) MAT e ura3-32 his3A200 LEU2 LYS2 TRPIT YDLOSSw(4, -
Euroscarf
(FY nde) 1635): kanMX4
MATa his3Al leu2 A0 met] 3A0 ura3 A0 .
BY4741 rox] Euroscarf’
YPRO6Sw - kanMX 4
BY4742 roxl MAT e his3Al leu2 A0 fys2A0 wra3 A0 YPROGIw: kanMX4 Euroscarf’
BJ3SOS/YEpFLAGI- | pepd::HIS3 prb-Al 6R HIS3 lys2-208 rpl-Al01 ura3-52
Becerra eral , 2002a
LAC4 gal? canl
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Tabla M3: Cepas de K lacns empleadas

CEPA GENOTIPO FUENTE
NRRL-Y1140* MATa salvaje Dr Zitomer, R
. Dra Wesolowski-Lovel, M
PMS-3C MATa urad Rag
Lyon
MATa uraAl-1 metAl-1 argAl-1 wpAl-1 Dra Wesolowski-Lovel. M
PMS5-2D
rag2-1 Lyon
- Dra Wesolowski-Lovel, M
MWI190-9B MATa lac4-8 urad Rag
Lyon
MW190-9B heml MATa lacd-8 urad Rag hemlA Gonzalez-Dominguez et al. (1997)
W600B MATa ade leu Jong & Edwards (1990)
WMa7 MATa his Jong & Edwards (1990)
MATa leu2 wrad opl metAl ade2 his2-2
WMH7302-D1 Dra Yolanda Blom
hap3::Sc LEU2
2. VECTORES

Se han empleado los siguientes vectores:

pGEM®-T-Easy (Promega). Contiene el promotor y parte del gen lacZ, amp" y
el ori bacteriano. Esta cortado con la enzima de restriccion EcoR V y presenta una
timidina en ambos extremos 3, resultando til en la clonacion de productos procedentes
de PCR amplificados por la ADN polimerasa Taq. ya que esta polimerasa afiade una
adenina al extremo 3'del fragmento amplificado (figura M1).

YEplac195 (Gietz y Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la
B-galactosidasa de E. coli (lacZ) (Sambrook et al., 1989), amp’, URA3, 2um de la
levadura y el ori bacteriano (figura M1). Es un vector lanzadera que frecuentemente se
emplea para la construccion de genotecas. En el presente trabajo se empled para la
realizacion de ensayos de complementacion.

YEp24 (Rose ef al.. 1984; Roberts, 1987). Vector que presenta amp’, tel’, el ori
bacteriano, el 2 m de la levadura y el marcador de seleccion URA3 (figura M1). Vector
lanzadera empleado para la construccion de genotecas.

YCplac33 (Gietz y Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la
fB-galactosidasa de E. coli (lacZ) (Sambrook et al., 1989). amp’, URA3, CEN4 y ARSI
de la levadura y el ori bacteriano (figura M1). En el presente trabajo se emple6 para la

realizacion de ensayos de complementacion.
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Figura M1: Vectores empleados en el presente trabajo

pUK-S11 (Chen y Fukuhara, 1988). Vector lanzadera que presenta amp’, el ori
bacteriano, el gen de la B-galactosidasa de E. coli (lacZ), el gen lacY que codifica para

una permeasa de E. coli, el SI1 para la replicacion en K. lactis y el marcador de

seleccion URA3 (figura M1).
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pXW2 (Chen er al., 1992a). Plasmido lanzadera empleado para el andlisis de
promotores fusionados al gen lacZ de la B-galactosidasa de E. coli. Presenta la amp’, el
ori bacteriano, el S/ para la replicacion en K. lactis, el marcador de seleccion URA3, y
los genes lacY, lacA y lacZ que codifican para una permeasa, una tiogalactosido
transacetilasa y para la B-galactosidasa de E. coli, (figura M1).

Kep6 (Wésolowski-Louvel er al., 1988). Vector lanzadera que presenta la amp’,
la rer’, el ori bacteriano, el S/ para la replicacion en K. lactis y el marcador de
seleccion URA3 (figura M1). Vector empleado para la construccion de genotecas.

pAB24 (Botstein er al., 1979). Vector que presenta el 2um para la replicacion en
S. cerevisiae (por cuatriplicado), dos repeticiones invertidas “/R", el LEU2-d, la amp',
la re” y el marcador de seleccion URA3 (figura MI1). Vector empleado para la
construccion de genotecas.

pET21d(+) (Novagen). Este vector se ha empleado para la expresion de
proteinas en E. coli (figura M1). El gen deseado se clona bajo el control del promotor
T7, el cual no es reconocido por la ARN polimerasa de E. coli y, por tanto, la expresion
no tiene lugar hasta que se le proporcione una fuente de T7 ARN polimerasa. Una vez
que el plasmido es transferido a un hospedador de expresion, conteniendo una copia
cromosomal del gen T7 ARN polimerasa bajo el control de lacUV3, la expresion de la

proteina es inducida por la adicion de IPTG (Isopropil B-D-tiogalactopirandsido).

3. MEDIOS DE CULTIVO

A continuacion se describen los medios utilizados en cultivos de bacterias y
levaduras. Para la preparacion de medios solidos se adiciono 1,5% de Bacto-Agar al
correspondiente medio liquido. Las soluciones se esterilizaron en autoclave durante 20

minutos a 121°C y 2Ba de presion.
3.1. Medios de cultivo para bacterias

LB (Luria-Bertani). Medio general de crecimiento de bacterias. Para
seleccionar bacterias conteniendo plasmidos con genes de resistencia a antibidticos se

suplemento el medio esterilizado con el antibidtico adecuado. Su composicion es la

siguiente:
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Bactotriptona 1%

Extracto de levadura 0.5%
NaCl 0.5%
Glucosa 0,1%

LBA. Medio LB suplementado con ampicilina (suministrada por Sigma Aldrich)
a una concentracion final de 40 pg/mL (a partir de una solucion patron 40 mg/mL en
agua estéril). El antibiotico se afiadio una vez esterilizado el medio, tras alcanzar una
temperatura de 60-65°C. Este medio se utilizo para la seleccion de bacterias que habian
sido transformadas con un plasmido conteniendo el gen de resistencia a la ampicilina.
El gen que confiere la resistencia a la ampicilina codifica para una enzima que es
secretada al espacio periplasmico de la bacteria, donde cataliza la hidrolisis del anillo B-

lactamico del antibidtico provocando la pérdida de su toxicidad.

LBA/X-Gal+IPTG. Medio LBA suplementado con X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosido), un substrato cromogénico. Se utilizo para discriminar
entre colonias blancas y azules (productoras de (3-galactosidasa), a fin de identificar los
plasmidos recombinantes por la pérdida de la actividad P-galactosidasa debida a la
integracion de un fragmento en el sitio de clonaje multiple (MCS) que interrumpe el gen
lacZ inactivandolo.

Antes de proceder a la siembra en placa, se extendieron sobre cada una de ellas
50 pL de una solucién 20 mg/mL de X-Gal en dimetilformamida y 10 pL de una
solucion de 0.23 mg/mL de IPTG (lIsopropil B-D-tiogalactopiranésido) en agua estéril.
El IPTG es un inhibidor del represor /ac y por lo tanto inductor del gen lacZ que

codifica para la enzima [-galactosidasa en E. coli.

SOC. Medio empleado para la preparacion de células competentes. Su

composicion es la siguiente:

Bactotriptona 2%

Extracto de levadura 0.5%

NaCl 0,0584% (10 mM)
KCl 0,0186% (2.5 mM)

Se ajusto el pHa 7 con KOH | M.
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YT. Medio empleado para el crecimiento de cepas bacterianas y, en

determinadas ocasiones, para la preparacion de células competentes. Su composicion es

la siguiente:
Bactotriptona 0.8%
Extracto de levadura 0,5%
NaCl 0,25%

YT/X-Gal+IPTG. Medio YT suplementado con X-Gal e IPTG a igual

concentracion final que para el medio de cultivo LBA/X-Gal+IPTG.

Terrific Broth. Medio de cultivo empleado para el crecimiento de bacterias en

los experimentos de amplificacion de genotecas. Su composicion es la siguiente:

Bactotriptona 1,2%
Extracto de levadura 2.4%
Glicerol 0.4 mL

Después del esterilizado y cuando la temperatura del medio descendié a 60°C se
aiadio:

10xTB Fosfato (0,17 M KH,POy, 0,72 M K;H PO,) 10 mL

3.2. Medios de cultivo para levaduras

Suero de leche. El permeado de suero de leche, variedad dulce, fue suministrado
por la empresa QUEGALSA (LEYMA). Una vez traidos de la fabrica, en nuestro
laboratorio, los sueros se almacenaron congelados a —20°C en alicuotas de un litro.
Como paso previo a su utilizacion e inmediatamente después de ser descongelados se
esterilizaron en autoclave (121°C y 2 Ba durante 20 minutos), provocando la
coagulacion de una parte de las proteinas. Para separar dichas proteinas, el suero se
centrifugé en condiciones estériles (10 minutos a 10.000 r.p.m.). El sobrenadante asi
obtenido se empled como medio de cultivo microbioldgico. Su composicion es la
siguiente: 50 mg/mL de azicares totales, 7,5 mg/mL de proteinas, 5 mg/mL de lipidos
totales (Doval, 1992). Estudios previos indican que existe una deficiencia nutritiva en el
suero de leche que puede afectar al crecimiento y/o a la secrecion de la proteina por la
levadura, pero esta deficiencia queda suplida si se suplementa el suero con extracto de

levadura al 1% (Becerra, 1995).
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En cada una de las alicuotas utilizadas se controlé la posible contaminacion
microbiana, el contenido de lactosa y las variaciones de pH. El pH del permeado de
suero de leche, variedad dulce, oscila entre 6 y 7, pero éste puede disminuir durante su
almacenamiento. En aquellos casos en los que el pH tenia valores inferiores a 7, se le

afiadio hidroxido sodico hasta que el pH alcanzo la neutralidad.

YPD aerobio. Su composicion es la siguiente:

Bactopeptona 0.5%
Extracto de levadura 1%
Glucosa 2%

En algunos experimentos la concentracion de glucosa fue del 0.5% y en otros se
cambio la fuente de carbono a lactato (YPL), fructosa (YPF), etanol (YPE) o glicerol

(YPG) al 2% en vez de glucosa.

YPD anaerobio. Su composicion es la siguiente:

Bactopeptona 0,5%
Extracto de levadura 1%
Glucosa 2%
Tween 80 0.2%

Medio de bioconversion. Este medio permite el crecimiento de levaduras, puede
ser YPL o suero de leche (siendo este ultimo el empleado en el presente trabajo),
siempre y cuando la lactosa esté presente en un 5%. Ademas, ha de tener un 10% de
NaH,PO; (pH6.0). Este medio permite la hidrolisis de la lactosa y su utilizacion por las

levaduras, para la produccion de fructosa-1,6-bisfosfato.

CM (Medio Completo). Medio sintético preparado con variantes en funcién de
la seleccion que se queria realizar. Asi, por ejemplo, un medio CM-URA es un medio
sintético completo al que no se le afiadio uracilo y un medio CM-TRIP-ADE-HIS es un
medio CM al que no se le aiadieron los aminoacidos triptéfano e histidina ni la base
nitrogenada adenina. Habitualmente la fuente de carbono fue la glucosa al 2% pero
ocasionalmente ésta fue sustituida por glucosa al 0,5%, glicerol al 2%, lactato 2%,

etanol al 2% u otra fuente de carbono generalmente al 2%. Este medio también se le
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denomina SC (Synthetic Complete). Se prepard segun Zitomer y Hall (1976). Este

medio sintético completo se compone de:

Para | litro:
Glucosa 20¢g
Mezcla de aminoacidos (200X) SmL
YNB* 67 mL
Histidina, Leucina, Uracilo, Adenina, Tirosina 40 mg cada uno
Triptéfano 30 mg

* Se afade, en condiciones estériles, después de la estenlizacion del resto de los componentes, cuando el medio de
cultivo alcanza una temperatura de 60°C
** Se omitio ¢l aminoacido utihzado como marcador auxotrofico

Mezcla de aminoacidos (200X): Para 1 litro:
Arginina, Metionina, Treonina 2 g cada uno
Isoleucina, Fenil-alanina 12 g cada uno
Lisina 8g
YNB (Yeast Nitrogen Base) Para 1 litro:
Mezcla de vitaminas 300X 50 mL
Sales traza 150X 100 mL
Sulfato aménico* 75¢
KH,PO4 15¢
MgSO, 75¢
NaCl 15
CaCl, 1.5¢g

*Se anadio después de disolver el resto de los componentes para evitar que precipiten,

Mezcla de vitaminas 300X Para | litro:  Sales Traza 150X Para | litro:
Biotina 0,6 mg  Acido borico 75 mg
Pantotenato Cilcico 120 mg  Sulfato clprico 6 mg
Acido Félico 0,6 mg loduro potasico 15 mg
Inositol 600 mg  Cloruro férrico 30 mg
Niacina 120 mg  Sulfato manganoso 60 mg
p-Aminobenzoico 60 mg Molibdato sédico 30 mg
Piridoxina 120 mg  Sulfato de zinc 60 mg
Riboflavina 60 mg

Tiamina 120 mg

En determinados experimentos se utilizo YNB sin sulfato aménico, YNB sin
fosfato e YNB sin calcio (se sustituyé el pantotenato calcico por pantotenato sodico)
Para realizar los ensayos de determinacion cualitativa de la actividad -

galactosidasa en levaduras, se emplearon medios solidos CM-URA/X-Gal, es decir,
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medio sintético completo sin uracilo y con un suplemento del substrato cromogénico X-
Gal a igual concentracion que para el medio LBA/X-Gal+IPTG.

Para llevar a cabo determinados experimentos de Northern blot, las células de
levadura se cultivaron en medios liquidos CM-URA suplementados con 4cido

aminolevulinico (4L A) a diferentes concentraciones, 0,5 pg/mL y 100 pg/mL.

Top Agar. Su composicion es la siguiente:

Bactotriptona 1%
NaCl 0.5%
Agar 0.65%

Se esterilizo y se conservo solido, fundiéndolo en un horno de microondas antes

de usarlo.

4. MARCADORES DE TAMANO MOLECULAR EMPLEADOS

Para calcular los tamafios de los fragmentos de ADN digeridos, de ARN o de

proteinas, se han empleado los marcadores que se describen a continuacion:

4.1. Marcadores moleculares de ADN

Marcador de 50 a 1000 pb de BioWhittaker Molecular Applications (figura
M2A).

Marcador de 500 a 5000 pb (figura M2B) de BioWhittaker Molecular
Applications suministrado por /berlabo y de Roche (marcador XVII). Este ultimo, pero
marcado con digoxigenina, también se empled en experimentos de Southern blot no
radiactivos.

Marcador de 702 a 8454 pb de New England Biolabs. Este marcador procede de
la digestion del ADN del bacteriofago lambda con la endonucleasa de restriccion BstE
I (figura M2C).

Marcador Il de 125 a 23130 pb de Roche. Este marcador procede de la digestion
del bacteriofago lambda con la endonucleasa de restriccion Hind I1l. También se ha
empleado, pero marcado con digoxigenina, en experimentos de Southern blot no

radiactivos (figura M2D).
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Figura M2: Marcadores de pesos moleculares empleados
4.2. Marcadores moleculares de ARN

Marcador | marcado con digoxigenina de 310 a 6948 pb de Roche. Se ha

empleado en experimentos de Northern blot no radiactivos (figura M2E).

4.3. Marcadores moleculares de proteinas

Se empleo el marcador de proteinas Prestained SDS-PAGE Standards Broad
Range de Bio-Rad, que comprende desde 6,4 a 198 kDa (figura M2F), como referencia

de tamarios en electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

5. CEBADORES EMPLEADOS

En la siguiente tabla se muestran los cebadores empleados con sus secuencias

correspondientes (tabla M4):
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Tabla M4: Secuencia de los cebadores empleados.

CEBADORES SECUENCIA
TETU 5 CGACCACACCCGTCCTG
TETL S GATGCGTCCGGOGTAGAY
TETRAIN* 5 GCTITCGCTACTTGGAGCCACT3
TETRAIN®* S GGTGATGTCGGCGACATAGGCY
TETRAIV STTGGAGCCACTATCGACS
TETRA2V 5 CCACTACGGCCGGTGCTS
TETRAIU STTGGAGCCACTATCGACTACGCGAS
TETRA2U 5 CCACTACAGCCGCTATATCCG3
REVERSE 5 CAGGAAACAGCTATGACY
UNIVERSAL S CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTY
17 mer UNI 5 GTAAAACGACGGCCAGTS
30LacZ 5 Cy5-CAGCTGGCGAAAGGGGGATGS
T0LacZ 5 CyS-TCGCACTCCAGCCAGCTTTCCY
RIBOSOMICO25s S CTCCGCTTATTGATATGCS
ECV225L STGGAAAGTGGTCAAAGAGGCY
KLACTI-RT S CGAAAGATTCAGAGCTCCAGS
SCALDO-5 5 ATGGGTGTTGAACAAATCTTAAAGAGAS
SCALDO-3 STTATAAAGTGTTAGTGGTACGGAAAGTY
SCALD-L'1 5 CTGCCGTCGCTGCTITAGAAGS
SCALD-LI 5 GGGTTACCGACTGGGGACATTS
5 GENFBAI SATATGAAAAAAAGTTGTTCGTGAATITTCCS
3 GENFBAI 5 GCACAGCGGATCCCTGCCAATCATS
KLORFFBAIR STTATTCCAAAGCACCCTTAGT3
KLORFFBAIF S ATGCCAGCTCAAGACGTATTA
OFKLALDI 5 GGACAAAGCTTCGTGGACAGAGS
OMLKLFBAI-1 5 Cy5-CCGTAAGCTGGAGCAATGGATCTGS
KLALDO-UI S CCAATCATTTTGCAAACTTCCS
KLALDO-L1 S TGATACCGGACAAGTAAGCG3
T7 PROMOTER STAATACGACTCACTATAGGG3
EcopKIFBAI 5 CGAATTCGAATGCCAGCTCAAGACGTATTGS
PFBA-R S CTCGAGTTCCAAAGCACCCTTAGTACGY
KLPAR 5 CCAAGCTTCATTGTAATTTCTTTTACY
KLPAF S'GGGGATCCATATGAAAAAAAGTTGTTS
KLPAF2 S GGGGATCCCTTCCCTAAATCTTGATAZ
KLPAF3 S GGGGATCCCATTCAATTCATATATAAY
KLPAFS 5 GGGGATCCGGCCGCGGGAATTCGATI
KLRAGS-F 5 CCCGTAGCGAGCCTGGAAAAAS
KLRAGS-R 5 CGAGATGAAAAGGAGATGAGG3
KLRAG2-F S ATCACGTGCCACAATTACCCT3
KLRAG2-R S GGTGAAAAGGAAATTGCATCGY
KLGAPI-F 5 GGGTGGATCTITTTCATTTTGY”
KLGAPI-R S TAGTCTCATCAAAAGCGTICGS”
KLGAPI-RT STTAACGGCAACAACTTCTAGS
KLPGK3-F 5 AAGGATTTGGATGTCACTGGTI
KLPGK3-R S GGACAAGAAAGTGACACCAGGS
OMLKLNDII-1 5 Cy5-GGCAGACCAGCAAAAGCGTTGTCAS
OMLKLNDI1-2 5 GCGTTCCTTCTACACTGGTGGS
OFKLNDII-3 S CACAACCGTGCTGCTATTGTS
OFKLNDI1-4 5 GTTTGGCAAAGCTTCAACCAS”
OFKLNDI1-5 STTGGTGAAACGATAGAAACGS
OFKLNDI1-6 S TGCCAGATCCAGATTCAAGGS”
OFKLNDII-7 5 TTGCCAACGAAGTACGAAAAS
OFKLNDII-8 S GCGCTACACTTGCATAAGGTS
OFKLNDI1-9 S'CCCTCTTTTITGGATCAATCTS”
OFKLNDII-10 5’ GCCAATTTCAACCAATCAGCS”
OFKLNDII-11 SCCCTCACTCTTTGCAAATCAS
OFKLNDII-12 5 GCCAAGGACGGTAGCAAGGTS
OFKLNDII-13 S'GCCTTCCGGTCAAACACTGGY
OFKLNDI1-14 STGGTGTGTGGGTGTGGTGGGGS
KLPIR S'CCAAGCTTCATTGCAAAATGAAATTGS
KLPIF1 S GGGGATCCGGAGTTTGCAACCACGGAS
KLPIF2 5 GGGGATCCCAATATTACCCCGCCGTGY
KLPIF3 SGGGGATCCACGGCTGTACAGCACACCY
KLPIF4 S GGGGATCCCAGGTAATAGTCAAGCAGS
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KLPIFS 5 GOGGOATCCOACGAATTTCAAAAATCAS

KLPIF6 S GOGGUGATCCCTAAAAAAGCCTTCCGGT3

KLPIF7 5 GGGGATCCTACCTCTGTTTACAAGAAR

KLPIF8 S GOGGGATCCTTTAATCAGTTITIITTTS

KLPIFI-8 S GOOGATCCAAACCCCTACGAGTAAACTTACCCCACCACACCCACACA
CCATTTAATCAGTTITITTTS

KLPIF A S GGGGATCCTTACCCCGCCGTGCCGGAGTTCTITAATCAGTTTTTTTTA

KLPIF G S GGGGATCCACCACACCCACACACCACAATAACACAAAAAAGGAAGAT
GOTATTTAATCAGTTTTTTTITY

KLNDIIF S TGAAGAAAGCCAATTTCAACCE

KLNDIIR STTGAAGCTTTGCCAAACGS

SCNDIIF S CACGTTTACCCAAGAGAAGAAZ

SCNDIIR STCCTITITCCAGAAAAGGGC3

YIGIC3-R1 STGGATATAGACATTCCAGACGACTCAA3Z

YI1GIC3-Ul SCGTACTTTTAGCAATGACGATCAGAATY

Y1GIC3RR S CAGCTCAAATTTCAGGAAGTAGAAGS

Y1GIC3U1 S GCAGCAGCTATCTATATGGCACTC3

YI1GIC3IRRR 5 GCACATGAAAAAGATAGGGAAAGGAGA

6. TECNICAS DE BIOLOGIiA MOLECULAR

6.1. Obtencion de acidos nucleicos

6.1.1. Extraccion de ADN plasmidico de bacterias (Método de lisis alcalina)

El aislamiento de los plasmidos, a pequefia (1 mL de cultivo inicial) y mediana
escala (25-50 mL de cultivo inicial), se realizé segin el método de lisis alcalina
(Sambrook er al. 1989). Los volumenes de las disoluciones utilizadas se adaptaron a

cada caso.

Minipreparacion (para un cultivo de 1 mL)

Las células se inocularon en | mL de medio LBA. Tras su crecimiento durante
toda la noche a 37°C y en agitacion orbital, se centrifugaron las células durante 3
minutos a 8.000 rp.m. El sedimento se resuspendié en 100 pl de solucion |
previamente enfriada en hielo y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente;
posteriormente se afadieron 200 pL de la solucién 11 preparada en el momento, se
mezclo por inversion 2 6 3 veces hasta conseguir una viscosidad homogénea y se
mantuvo en hielo durante 5 minutos; transcurrido este tiempo se afadieron 150 pL de
solucion 11 que se mezcld por inversion suave del tubo, incubando otros 5 minutos en
hielo. Los tubos se centrifugaron a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos. Para eliminar restos
de proteinas que podrian dificultar posteriores manipulaciones del ADN, el
sobrenadante se sometié a una extraccion con igual volumen de PCIA, se mezclé la

muestra en vortex y se centrifugd 5 minutos a 8.000 r.p.m. Se transfirio la fase superior
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acuosa a un tubo limpio y se le afiadieron dos volumenes de etanol al 95%, se incubo 5
minutos a —20°C y. posteriormente, los plasmidos se precipitaron por centrifugacion a
12.000 r.p.m. durante 10 minutos, Para eliminar restos de sales. el sedimento se lavo
con un volumen de etanol al 70% y se precipitdé como en el paso anterior. Las muestras
se secaron a vacio por espacio de 5 minutos y posteriormente se resuspendieron en 20-
30 uL de IXTE (10 mM Tris-HCl pH 7,5 vy | mM EDTA) o en agua bidestilada
dependiendo de su uso posterior. Las preparaciones se conservaron congeladas a -20°C
hasta su utilizacion.

Con este procedimiento, ademas del ADN se obtiene una considerable cantidad
de ARN que se elimina con un tratamiento con RNAsa A a una concentracion final de |

pg/mL, durante 30 minutos a 37°C.

Maxipreparacion (para un cultivo de 25-50 mL)

En las preparaciones a mediana escala se procedio de igual modo que en el
apartado anterior, pero partiendo de 25-50 mL de cultivo y variando el volumen de las

soluciones en la proporcion correspondiente.

Preparacion de las soluciones

Solucién I: Conservada a 4°C

Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCl pH 8 25 mM

Solucion II: Preparada en el momento

NaOH 02M
SDS 1%

Solucion I11: Conservada a 4°C

Acetato potasico SM 60 mL
Acido acético glacial 11,5mL
Agua destilada 28.5 mL

PCIA (Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico): Conservado a 4°C

Se mezclaron un volumen de fenol fundido a 65°C con un volumen de
cloroformo y con dos volimenes de tampén IXTE (10 mM Tris-HCl pH 7,5 y | mM

EDTA) para equilibrar el pH. Se agit6 vigorosamente durante varios minutos, tras los
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cuales se dejo la mezcla a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se separd
completamente la fase acuosa que se retird por aspiracion. Se repitio este proceso dos o
tres veces. Tras el ultimo equilibrado se afadieron 1/25 volimenes de alcohol

isoamilico a la mezcla. Se conservo en oscuridad a 4°C.,

IXTE: Conservado a temperatura ambiente

Tris-HCI pH 7.5 10 mM
EDTA I mM
RNAsa: Conservada a —20°C
Se prepar6 una disolucion de 5 mg/mL de RNAsa A en agua bidestilada estéril y
se calent6 a 100°C durante 10 minutos para eliminar restos de DNAsas. Se dej6 enfriar

lentamente y se conservo congelada en alicuotas a —20°C.
Purificacion de ADN para secuenciacion

Se realizé una extraccion de ADN plasmidico tal y como se describe en el
apartado anterior, incluido el tratamiento con RNAsa. Tras la incubacion con RNAsa se
purificd el ADN haciendo dos extracciones sucesivas con PCIA y una con CIA. Se
anadio a la fase liquida 1/10 del volumen de acetato potasico 3 M y el doble del
volumen de etanol al 95% frio. Se mezcld y se incubd en hielo 5-10 minutos. Se
centrifugo el ADN durante 5 minutos a 13.000 r.p.m., se descart6 el sobrenadante y se
lavo | 6 2 veces con etanol al 70% frio.

El ADN precipitado se seco al vacio y se resuspendié en 80 pL de agua estéril.
Se le afiadieron 16 pL de NaCl 5 M y se mezclo en vortex, tras lo cual se aiadieron 100
pL de PEG-6.000 al 13% y se incub6 durante 20 minutos en hielo. Se centrifugéd la
mezcla durante 5-10 minutos a 13.000 r.p.m. y se descarté el sobrenadante retirandolo
por aspiracion. El precipitado de ADN, libre de ARN, se seco a vacio y se resuspendio
en un volumen adecuado de agua.

Ademas de las disoluciones descritas para la primera parte de la extraccion se

emplearon aqui las que se describen a continuacion.

CIA:  Se mezclaron cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcion de 24:1. Se

guardd a temperatura ambiente.
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PEG-6.000 al 13%: Se prepar6 una disolucion de PEG-6.000 al 13% peso/volumen
en agua destilada estéril y se agité en vortex durante varios
minutos hasta su completa disolucion. Se preparo en el momento

de uso.

Extraccion de ADN plasmidico de bacterias empleando un kir comercial

suministrado por Quiagen

Este método se empled s6lo en aquellas maxipreparaciones en las que se queria
obtener un ADN plasmidico de gran calidad y en un volumen final muy pequeiio. Es un
método bastante rapido puesto que no se requiere hacer extraccion con fenol ni tampoco
precipitacion con etanol.

Se partio de un cultivo de células de 5 mL en LBA que se dejo crecer durante
toda la noche a 37°C y en agitacion orbital. Al dia siguiente se repartio el cultivo en
tubos Eppendorff y se centrifugaron las células a 8.000 r.p.m. durante 3 minutos. El
medio de cultivo se retiro y se resuspendieron las células en 250 pl. de tampon Pl (de
resuspension). A continuacion se anadieron 250 pl. de tampén P2 (de lisis) y 350 pL de
tampon N3 (de neutralizacion), se mezclaron bien invirtiendo los tubos varias veces y se
centrifugaron a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se pasé a
través de una columna, suministrada por el kir, mediante centrifugacion a 13.000 r.p.m.
durante 1 minuto. EI ADN plasmidico retenido en la columna se traté (solo en el caso
de cepas con altos niveles de actividad nucleasa o con un alto contenido de
carbohidratos tales como las JM, HB101 o cualquier cepa de tipo salvaje) con 500 pL
de tampon PB (de unidn). Posteriormente el ADN plasmidico se lavo con 750 pL de
tampon PE (de lavado) mediante una centrifugacion a 13.000 r.p.m. durante | minuto.
Se retird el sobrenadante y se volvié a centrifugar a 13.000 r.p.m. durante | minuto para
eliminar cualquier resto de solucion de lavado que haya podido quedar, puesto que el
etanol contenido en el tampon PE puede inhibir cualquier reaccion enzimatica posterior.
Para recuperar el ADN plasmidico se coloco la columna en un tubo Eppendorff limpio,
se afiadieron 50 uL de agua o de tampon EB (de elucion), se dejo reposar 1 minuto y se
centrifugd a 13.000 r.p.m. durante | minuto. El sobrenadante obtenido contenia el ADN

plasmidico.
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Tampon P1: Conservado a 4°C pues contiene la RNAsa disuelta.

Tampones P2, N3, PB, PE, EB: Conservados a temperatura ambiente.

6.1.2. Extraccion de ADN genomico de levaduras

Extraccion de ADN de alto peso molecular de levaduras

Este método modificado de Adams et al. (1997) se empled para obtener altas
concentraciones de ADN genomico, para ello se partié de cultivos de 100y 10 mL. El
volumen de las soluciones se ajusto a cada caso. Las células de un cultivo de 10 mL en
fase estacionaria se centrifugaron a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos y se lavaron con una
solucion | M de sorbitol y 0.1 M EDTA.

Para la obtencion de protoplastos se resuspendieron en | mL de una solucion 0,9
M sorbitol. 50 mM EDTA, 50 mM NaPOy pH 7,5 y 14 mM B-mercaptoetanol, se
afiadieron 100 pL de una disolucion 5§ mg/mL de liticasa, para lisar paredes y se agito la
mezcla suavemente durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente se aiadio SDS a una
concentracion final del 1% y se sometieron a una incubacion de 20 minutos a 65°C sin
agitacion. A continuacion se procedié a sucesivas extracciones con PCIA, agitando
suavemente para evitar roturas en el ADN. hasta conseguir una interfase libre de
proteinas. Se separaron las fases mediante centrifugacion a 5.000 r.p.m. durante 10
minutos y para completar la extraccion se incubo la fase acuosa con acetato potasico 5
M en una proporcion 1:5 durante 2-4 horas en hielo. Transcurrido este tiempo se
centrifugd 15 minutos a 12.000 r.p.m. y se precipitd el sobrenadante con 1,5 volumenes
de etanol al 95% durante 5 minutos en hielo, apareciendo el ovillo tipico que forma el
ADN genomico. Se centrifugé a 8.000 r.p.m. durante 5 minutos y se lavo el precipitado
con etanol al 70%. EI ADN se resuspendio en IxTE (10 mM Tris-HCl pH 7,5y | mM
EDTA).

Extraccion rapida de ADN genémico de levaduras

Se empleo el método de Hoffman y Winston (1987) con ligeras modificaciones
cuando fue necesario obtener pequefias concentraciones de ADN genémico en el menor
tiempo posible, para ello se partié de un cultivo de 10 mL de levaduras crecido durante
una noche. Se centrifugdé 5 minutos a 4.000 r.p.m. y se eliminé el sobrenadante. Las

células se resuspendieron en 500 pL de agua y se transfirieron a un tubo Eppendorff. Se
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centrifugaron durante 10 segundos a 13.000 r.p.m.. se elimind el sobrenadante y se
rompieron las células agitando en vorfex brevemente. Posteriormente se resuspendieron
las células en 200 pL. de tampon Breaking (2% v/v Tritén X-100, 1% v/v SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, ImM EDTA pH 8) y 3 pL de RNAsa 50 mg/mL
(suministrada por Quiagen). Se aiadieron 0,3 gramos de perlas de vidrio, 200 pL de
fenol-cloroformo y se agito en vortex durante 3 minutos a baja velocidad. Se afadieron
200 pL de tampon IXTE (10 mM Tris-HCl pH 7.5 y | mM EDTA) y se agito en vortex
brevemente. Se centrifugé 5 minutos a 13.000 r.p.m. a temperatura ambiente, y se
transfirio el sobrenadante a un tubo Eppendorff limpio. Después de aiadir 1 mL de
etanol al 100% se mezclo por inversion y se centrifugd durante 3 minutos a 13.000
r.p.m. a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante, se sec6é el ADN en una

bomba de vacio y se resuspendio en 20-100 pl.de IxTE.

Extraccion de ADN genomico de levaduras para su uso en técnicas de PCR

(“Polymerase Chain Reaction™)

Se partio de un cultivo de 5-10 mL en fase estacionaria. Se centrifugé a 3.000
r.p.m. durante 5 minutos y se lavo el precipitado de células con agua estéril, A
continuacion se volvid a centrifugar y se resuspendieron las células en 1,5 mL de la
solucion A (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 0,3% B-mercaptoetanol, 0,25-0.5
mg/mL de liticasa), se agito en el vortex y se incubo 1 hora a 37°C. Posteriormente se
afadieron 200 uL de SDS al 10%, se agitd en vortex, se le afadio 1 mL de acetato
amonico 8 M y se volvio a agitar en vorfex. Se incubo a -20°C durante 15 minutos y se
centrifugé a 15.000 r.p.m. a 4°C durante 15 minutos. Se recupero el sobrenadante y se le
afiadio el mismo volumen de isopropanol, posteriormente se volvio a centrifugar en las
mismas condiciones, se lavaron las células con etanol al 70%, se volvieron a centrifugar
y se retiro el sobrenadante. EI ADN genomico precipitado se seco en una bomba de
vacio y se resuspendio en 200 uL de IXTE (10 mM Tris-HCI pH 7.5 y | mM EDTA).
Para realizar una PCR de un volumen final de 100 pL se usaron 1-2 pL del ADN

extraido.
6.1.3. Extraccion de ARN de levaduras

La extraccion de ARN total se realizo segin el método de Zitomer y Hall (1976).

el agua con la que se prepararon las soluciones fue previamente tratada con DEPC
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(Dietil pirocarbonato) como describen Sambrook ef al. (1989). Del mismo modo. todo
el material empleado. tanto plastico como cristal, fue utilizado en condiciones estériles y
previamente lavado con agua bidestilada tratada con DEPC al 1% durante 24 horas. con
el fin de evitar posibles contaminaciones de RNAsas y esterilizado en autoclave para
inactivar totalmente el DEPC.

Se parti6 de cultivos de levaduras de 100 mL, crecidos en distintas condiciones
hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm entre 0,6 y 0.8. Una vez alcanzada la
densidad optica requerida, los cultivos se pararon rapidamente en hielo para impedir la
degradacion del ARN y asegurar el cese del crecimiento y de la transcripcion. Todos los
procesos posteriores se realizaron en frio.

La células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos, y se lavaron con 50
mL de IxRE (Tris-HCI 0,1 M. LiCl 0.1 M y EDTA 0,1 mM pH 7.5). En este punto, las
células fueron utilizadas inmediatamente para la extraccion o congeladas a —20°C
durante no mas de 24 horas, para su posterior utilizacion. El precipitado celular se
resuspendio en 1.5 mL de IXRE y se procedio a la rotura de las células por adicion de
perlas de vidrio de 2 mm de diametro hasta aproximadamente 2/3 del volumen final. Se
realizaron 9-10 pulsos de agitacion vigorosa en vortex de 20 segundos, alternados con
incubaciones de 20 segundos en hielo, para impedir que la muestra se calentase por la
friccion.

A continuacion se afadieron 2 mL de I1XxRE con un 1% de SDS, se mezcld bien
y se realizaron las extracciones necesarias con 7,8 mL de PCIA saturado con IxRE para
la eliminacion de proteinas, agitando en vortex y centrifugando 10 minutos a 10.000
r.p.m. para separar las fases.

El ARN contenido en la fase acuosa se precipito con 2,3 volimenes de etanol al
95% y 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M, incubando unas horas a —20°C. Se
centrifugo a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos y se lavd 1-2 veces con etanol al 70%.
Una vez seco al vacio, el ARN se resuspendio en agua tratada estéril fria y se congelo a
-80°C.

6.1.4. Extraccion de plismido de levadura

Método modificado de Adams ef al. (1997)

Se empleo habitualmente para obtener altas concentraciones de ADN

plasmidico, para ello las células de un cultivo de 5 mL, incubado durante toda la noche
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a 30°C, se precipitaron a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos y se lavaron con sorbitol | M.
Para preparar los protoplastos, las células se resuspendieron en 800 uL de una solucion
sorbitol 0,9 M, NaH,P0O, 50 mM pH 7.5 y mercaptoetanol 14 mM y se les afadieron 50
uL de una solucion 5 mg/mL de liticasa disuelta en agua. Se incubaron con este enzima
durante 45 minutos a 30°C. Tras la incubacion se precipitaron las células, se descarto el
sobrenadante y se anadieron 500 uL de EDTA 50 mM pH 8. SDS 0.3%; tras
resuspender, se incubd a 65°C durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadio acetato
potasico 3 M pH 4,8 y se incub6 en hielo por espacio de 2 horas.

Se centrifugdé durante 5 minutos y se afadio al sobrenadante, que contiene el
ADN, etanol hasta alcanzar un 40% del volumen. Se dej6 precipitar durante 5 minutos a
~20°C y se centrifugd durante otros 5 minutos. El precipitado de ADN se lavé una o dos
veces con etanol al 70%. Las muestras se secaron, se resuspendieron en [XTE (10 mM
Tris-HCl pH 7,5 y | mM EDTA) y, para eliminar restos de proteina, se sometieron a las
extracciones necesarias con PCIA y CIA segun el procedimiento habitual. De nuevo se
precipito el ADN y una vez resuspendido en IxTE se utilizo para transformar E. coli. A
partir de las colonias transformantes se prepar6 ADN plasmidico por las técnicas
anteriormente descritas.

Este método es aplicable a los plasmidos que son capaces de replicarse en

bacterias y levaduras (vectores lanzadera).
Extraccién empleando perlas de vidrio

Este método se empled para obtener pequenias cantidades de ADN plasmidico,
para ello se partio de un cultivo de 1,5 mL de levaduras transformadas creciendo en
medio selectivo o también, en ocasiones, se partio directamente de masa celular
equivalente tomada de una placa fresca. Para el primer caso se centrifugaron las células
a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos, tras lo cual se resuspendieron en 100 pL de una
solucién 2,5 M LiCly, 50 mM Tris-HCI pH 8, 4% Triton X-100 y 62,5 mM EDTA. A
continuacion se les afiadié a las células igual volumen de PCIA y 0,2 g de perlas de
vidrio de 425-600 micrones, se agitaron vigorosamente en vorfex durante 2 minutos y se
centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante | minuto. La fase acuosa se transfirié a un tubo
Eppendorff limpio y se le afiadié 100 pL de isopropanol y 10 pL de acetato sodico 3 M,
se incub6d durante 5 minutos en hielo y se centrifugé a 14.000 r.p.m. durante 10

minutos. El precipitado se lavo tres veces con etanol al 70% y finalmente se sec en una
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bomba de vacio. EI ADN plasmidico se resuspendio en 5 pl de agua destilada y fue
empleado para transformar bacterias de £. coli mediante electroporacion para obtener

un mayor numero de transformantes.
Extraccion rapida

Este método de Adams y er al. (1997) se empled para obtener altas
concentraciones de ADN plasmidico en poco tiempo, para ello se partio de un cultivo de
células de 10 mL crecidas hasta saturacion (1 noche o mas). Se centrifugaron durante 5
minutos a 4.000 r.p.m., se eliminé el sobrenadante, se resuspendieron las células en |
mL de sorbitol IM, Na;EDTA 0,1 M pH 7.5, se aiadieron 50 pL de liticasa 10 mg/mL
y se incubd a 37°C durante 60 minutos. A continuacion se centrifugaron las células a
5.000 r.p.m. durante 5 minutos, se elimino el sobrenadante, se resuspendieron en | mL
de Tris-HCI pH 7.4 50 mM, Na,EDTA 20 mM, se afiadieron 50 pL de SDS al 20% y se
incubd a 65°C durante 30 minutos. Posteriormente se anadieron 400 plL de acetato
potasico SM, se mantuvo en hielo durante 1 hora y se centrifugé a 10.000 r.p.m. durante
5 minutos. El sobrenadante se repartio en dos tubos Eppendorff a los cuales se les
afiadio 750 pL de isopropanol 100% a cada uno de ellos, se mezcld bien, se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugd 10-20 segundos a 13.000 r.p.m.
Se descarto el sobrenadante y el ADN plasmidico resultante se seco en una bomba de
vacio, resuspendiéndolo en 200 pL de 1XTE (10 mM Tris-HCI pH 7.5 y | mM EDTA).
Los 400 pL totales obtenidos se incubaron con 6 pl. de RNAsa 50 mg/mL (suministrada
por Quiagen) a 37°C durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se ainadieron 40 pL
de acetato sddico 3M y para precipitar se afiadieron 300 pL de isopropanol 100%. Se
centrifugé a 13.000 r.p.m. durante 10-20 segundos. Se eliminé el sobrenadante, se seco
el ADN plasmidico en una bomba de vacio y se resuspendio en 20-30 pL de I1xTE.
Antes de tratar este ADN con endonucleasas de restriccion, fue necesario centrifugar la
solucion final a 13.000 r.p.m. durante 15 minutos para eliminar el material insoluble que

podria inhibir la digestion.
Extraccion de alta eficacia

Este método solo se empled en aquellos casos en los que no se pudo extraer
ADN plasmidico por los métodos anteriormente descritos, pues este protocolo ademas

de ser el mas largo implica una incubacion durante toda una noche. Para realizar este
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protocolo se partio de un cultivo de 10 mL crecido en medio selectivo a 30°C durante
toda la noche que se centrifugé a 4.000 r.p.m. durante 3 minutos. El sobrenadante se
descarto y se le anadio 5 mL de sorbitol 1 M, se agitd en vortex y se volvio a centrifugar
en las mismas condiciones. El sobrenadante se descarto, se afadieron 800 ul de
solucion de lisis (sorbitol 0,9 M, Na,HPO; 50 mM pH 7.5 y | pL de 2-mercaptoetanol
por cada mililitro de solucion) preparada en el momento, se resuspendieron las células,
se les anadieron 50-75 pL de liticasa 5-7,5 mg/mL, se agité en vortex y se incubo a
37°C en agitacion durante al menos | hora y 15 minutos. A continuacion se
centrifugaron las células a 4.000 r.p.m. durante 3 minutos, se descarté el sobrenadante.
se resuspendio el precipitado en 500 pL. de una solucion EDTA 50 mM pH 8 y SDS
0.3%. se agito vigorosamente en vorfex y se incubo durante 20 minutos sin agitacion a
65°C. Transcurrido este tiempo se enfriaron las muestras en hielo durante 20 minutos, se
les afadieron 100 pL de una solucion (acetato potasico 5 M y 11,5% v/v de éacido
acético glacial) y se incubaron en hielo durante 2 horas. A continuacion se centrifugaron
a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos, se transfirio el sobrenadante a un tubo Eppendorff
limpio, se afiadieron 400 pl de etanol al 95% y se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se descarto el sobrenadante y se le afiadié 1 mL
de etanol al 70%, se agité en vortex y se centrifugd durante 3 minutos a 13.000 r.p.m. El
sobrenadante se descartd y las muestras se secaron en una bomba de vacio. EI ADN
plasmidico se resuspendio en 400 ulL de IXTE (10 mM Tris-HCl pH 75 y | mM
EDTA). se incubo a 65°C durante 5 minutos, se afiadieron 400 pL de PCIA, se agito en
vortex y se centrifugé a 8.000 r.p.m. durante 3 minutos. La fase superior se transfirio a
un tubo Eppendorff limpio, se afiadieron 800 pL de etanol al 95% junto con 40 pL de
acetato sodico 3 M, se agito en vortex y se incubo a —20°C durante toda la noche. Al dia
siguiente se centrifugaron las muestras durante 20 minutos en frio a 13.000 r.p.m. El
precipitado se lavo con 1 mL de etanol al 70%, se agito en vorfex y se centrifugo
durante 10 minutos a 13.000 r.p.m. en frio. El ADN precipitado se secé en una bomba
de vacio y se resuspendio en 10 pL de agua estéril (no se resuspendié en 1XTE porque

las sales que contiene dificultan la electroporacion posterior).
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6.2. Medida de la concentracion de acidos nucleicos

6.2.1. Medida de la concentracion del ADN

Se tomaron 5 pL de la preparacion de ADN, libre de ARN, y se llevaron a un
volumen final de 1 mL con agua bidestilada. Se eligio siempre esta dilucion para
facilitar los calculos posteriores pues de este modo el valor de absorbancia obtenido se
multiplico por un factor de 10 para expresar asi la concentracion en pg/pl. Las
mediciones se efectuaron en un espectrofotometro Cecil CE 2041 utilizando cubetas de
cuarzo de | mL. Se midio la absorbancia de las muestras a dos longitudes de onda, 260
y 280 nm. La concentracion real se calculd estableciendo la equivalencia entre una
unidad de Azey una concentracion de 50 pg/mL de ADN de doble hebra.

La relacion Ass / Az es un indice del grado de impurezas que contiene la
muestra. La relacion ideal se ajusta a un valor aproximado de 1,8 (Sambrook et al.,
1989).

La concentracion de aquellas muestras que contenian ARN fue estimada en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, comparando la intensidad de fluorescencia de

las bandas de las muestras con un marcador de concentracion conocida.
6.2.2. Medida de la concentracion de ARN

Las medidas de la concentracion de ARN se realizaron del mismo modo que las
de ADN, utilizando 4 pL de muestra llevados a 1 mL en agua bidestilada estéril y
teniendo en cuenta que una unidad de Ayq equivale a 40 pg/mL de ARN. La relacion

optima Aze/Azgo toma, en este caso, un valor de 2 (Sambrook ef al., 1989).

6.3. Modificacion enzimatica del ADN

6.3.1. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion

El ADN (plasmidico o lineal) fue digerido con endonucleasas de restriccion
suministradas por los proveedores habituales, Roche y New England Biolabs. Para cada
enzima se utilizo el tampon y la temperatura recomendados por la casa comercial. Los

tiempos de digestion variaron, segun la cantidad de ADN a digerir, entre 2 y 4 horas.

81



MATERIALES Y METODOS

6.3.2. Desfosforilacion del ADN

Esta técnica se empleo para eliminar los grupos fosfato 5'en vectores digeridos
con endonucleasas de restriccion, para evitar el autoligamiento. Para ello se trato el
ADN con la enzima fosfatasa alcalina.

La fosfatasa cataliza la eliminacion de los extremos 5°-fosfato del ADN, ARN,
rNTP y dNTP. En el tratamiento se utilizé 1U de fosfatasa alcalina (Roche) junto con |
pL del tampon 10x suministrado por la casa comercial, para un volumen final de
digestion de 10 pL. Se incubo la mezcla durante | hora a 37°C y, transcurrido ese
tiempo, la fosfatasa se inactivo por calor a 75°C durante 10 minutos, afadiéndole
previamente 10 uL de EGTA 0,1 mM.

Tras la inactivacion, se realizo una extraccion con un volumen de PCIA, tras lo
cual el ADN se precipito con dos volumenes de etanol al 95% y 1/10 del volumen de
acetato sodico 3 M y se lavo con etanol al 70%. Se seco al vacio y se resuspendi6 en
agua bidestilada.

Con este mismo propdsito se empled también una fosfatasa alcalina procedente
de una especie de camaron, suministrada también por Roche. Esta enzima presentd una
gran ventaja con respecto a la anterior pues no necesitd un paso posterior de
purificacion, por tanto el vector desfosforilado se empleé directamente para la reaccion
de ligamiento. Para este ultimo caso a 7 uL de la digestion del vector se le afiadieron 0,9
uL del tampén 10x suministrado por la casa comercial y 1 puL de la fosfatasa alcalina.
Se incubo durante 10 minutos a 37°C para desfosforilar extremos cohesivos y | hora a
37°C para desfosforilar extremos romos. Posteriormente se inactivo la enzima durante
15 minutos a 65°C y se utilizo directamente y sin purificar para la reaccion de

ligamiento.
6.3.3. Ligamiento de fragmentos de ADN

Se emplearon la ADN ligasa 7, de Roche y de GibcoBRL con el tampdn
suministrado con la enzima. Los ligamientos se realizaron en un volumen de 10 pL
aiiadiendo un volumen variable de ADN (generalmente una proporcion 1:10 de vector e
inserto a clonar) y 1 U de ligasa. Se incub6 2-4 horas a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C cuando el ligamiento era de extremos cohesivos. Cuando el ligamiento era

de extremos romos se incubo a 14-18°C toda la noche.
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Para clonar productos de PCR se empled el kit comercial pGEM-T Easy Vector
System de Promega. El ligamiento se realizo en un volumen final de 10 ulL, afadiendo 3
uL del producto de la PCR, 5 pL del rapid tampén 2x de la ADN ligasa 7, | pL del
vector pGEM-T Easy (50 ng/uL) y lul de la ADN ligasa 7, (3U/uL). Se mezclo la
reaccion con la micropipeta y se dejo incubar durante toda la noche a 4°C si el
ligamiento era de extremos cohesivos, a 14°C si era de extremos romos o a temperatura
ambiente durante 1 hora independientemente de que fuesen extremos romos o
cohesivos. Como el vector posee el gen lac Z que codifica para la B-galactosidasa de E.
coli, cuando se clona el inserto se interrumpe el gen y por tanto, sélo las colonias de
color blanco que aparezcan en las placas de transformacion (placas LBA suplementadas
con el substrato cromogénico X-Gal y el inductor IPTG del gen lacZ ) seran las que

contengan nuestro producto de PCR clonado.
6.3.4. Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de restriccion de ADN plasmidico generados por digestion con
endonucleasas fueron aislados individualmente y purificados empleando cualquiera de
los siguientes kits comerciales:

o El kit “Gene-Clean™ (BIO-100), basado en una matriz de silice denominada
glass-milk'’a 1a que se adhiere el ADN y no otros contaminantes, que se extraen
mediante un proceso de lavados sucesivos con una solucion de cloruro sodico, etanol y
agua (New Wash'”).

Para ello, una vez digerido el ADN se hizo migrar en un gel de agarosa al 0.7-
1% y tras la tincion, se corto la banda del gel correspondiente al fragmento de ADN que
se pretendia aislar, usando cuchilla estéril y guantes. A continuacion se disolvié el trozo
de gel que contenia el ADN en una solucion de INa 6 M a 55°C, se aiiadio el glass-milk
y se incub6 durante 5 minutos en hielo. Seguidamente se centrifugé para precipitar el
complejo glass-milk-ADN y éste se sometio a sucesivos lavados con la disolucion New
Wash, para eliminar los restos de gel. Para liberar el ADN de la matriz se incubd a 55°C
en agua bidestilada estéril y posteriormente se centrifugd a 13.000 r.p.m.. recogiendo el

sobrenadante.

(1) Glass-milk: conservado a 4°C.

(2) New Wash: conservado a -20°C,
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e El kit Ultrafree-DA de Millipore, basado en una columna que consta de un
nebulizador que rompe la agarosa en trozos muy pequefios, una membrana que purifica
el ADN y un tubo Eppendorff en el que se recoge el ADN purificado.

Para ello, una vez digerido el ADN se hizo migrar en un gel de agarosa al 0,7-1%
preparado en un tampon TAE modificado (40 mM Tris-acetato pH 8,0, 0,1 mM
Na;EDTA), siendo este mismo tampon el empleado para llevar a cabo la electroforesis.
Tras la tincion del gel con bromuro de etidio, se corto la banda del gel correspondiente
al fragmento de ADN que se pretendia aislar, usando cuchilla estéril y guantes. A
continuacion se introdujo la banda del gel en el nebulizador de la columna, se cerro el
tubo Eppendorff v se centrifugé a 9.000 r.p.m. durante 10 min. La centrifugacion hizo
pasar a la agarosa a través del gel nebulizador convirtiéndola en finos hilos. El ADN se
purifico a su paso por la membrana y se recogio en el tubo Eppendorff resuspendido en
el tampon de electroforesis.

El hecho de que en este kit se emplease un tampon TAE modificado es debido a
que:

a.- El tampéon TBE (empleado habitualmente) inhibe reacciones de
secuenciacion de ADN mientras que el TAE modificado no.

b.- El tampon TAE modificado tiene 0.] mM de Na;EDTA mientras que el
tampon TAE normal tiene | mM de Na,EDTA. El EDTA a una concentracion de 0.1
mM Na, no interfiere ni con la concentracion de magnesio en las reacciones de
secuenciacion ni con otros tratamientos enzimaticos, algunos de los cuales son

dependientes del magnesio.

6.3.5. Amplificacion del ADN mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR)

El principio de la PCR se basa en utilizar de manera repetitiva una de las
propiedades de las ADN polimerasas: la capacidad de sintetizar una hebra
complementaria de ADN a partir de un iniciador o ADN cebador y un molde de hebra
simple.

La Tag ADN polimerasa (GibcoBRL, Roche o Perkin Elmer) fue aislada
originalmente de Thermus aquaticus. Tiene una actividad polimerasa 5'—3" y carece de

actividad exonucleasa 3'—5°. Es estable en incubaciones prolongadas a elevadas
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temperaturas y puede, por tanto, ser empleada para amplificar fragmentos de ADN
mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR). Tras la sintesis deja extremos
cohesivos en el fragmento de ADN amplificado.

La Pwo ADN polimerasa (Roche) se aislo originalmente de la archaebacteria
Pyrococcus woesei. Posee actividad polimerasa 5'—3" y actividad exonucleasa 3'—5°
por lo que se usa para amplificar fragmentos de ADN mediante PCR. Esta polimerasa
posee una fidelidad 10 veces mayor que la Tag polimerasa. Esta polimerizacion deja
extremos romos.

La Vent ADN polimerasa (New England Biolabs) se aislo de Thermococcus
litoralis, posee actividad polimerasa 5'—3" y actividad exonucleasa 3'—5" por lo que
se usa para amplificar fragmentos de ADN mediante PCR. Esta polimerasa posee, segtin
sus proveedores, una fidelidad de entre 10 y 15 veces mayor que la Tag polimerasa
ademas de ser unas 5 veces mas estable a altas temperaturas,

La amplificacion del ADN por PCR fue realizada en un termociclador Gene
Cycler "' de Bio-Rad o GeneAmp PCR System 2400 de Perkin Elmer; este instrumento
que proporciona automaticamente variaciones rapidas y ciclicas de temperatura se
programo para realizar 30 ciclos de amplificacion.

En teoria, después de 20 ciclos, una molécula de ADN se amplifica alrededor de
un millon de veces, pero en la practica, la amplificacion no es exponencial,
especialmente después de 20 ciclos, debido al consumo parcial de los cebadores y a una
cierta desnaturalizacion térmica de la Tagq, Vent o Pwo polimerasa.

Se mezclaron 20 ng de ADN molde (evitando contaminar la reaccién con ADN
extraiio que también podria amplificarse) con otros componentes de la reaccion que

vienen descritos a continuacion.

Mezcla de reaccion de la PCR

Cebador 1 (sintetizado por Roche) 30 pmol
Cebador 2 (sintetizado por Roche) 30 pmol
dNTPs (desoxi-nucleosidos trifosfato) (Roche) 25 mM
Tampon 10x (Tris-HC1 10 mM pH 8.3, KCI 50 mM)(Roche) 1/10Vy
Tagq, Vent o Pwo polimerasa (Roche) 2U

Se enrasd con agua bidestilada estéril hasta el volumen final deseado y se agito

en vorfex.
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Programacion de la PCR

| ciclo =P 2 min. a 94°C (desnaturalizacion inicial).

Adicion de la ADN polimerasa a la mezcla de reaccion.

30 seg. a 50°C (hibridacion).

30 ciclos == [ 30 seg. a 94°C (desnaturalizacion).
2 min. a 72°C (elongacion).

| ciclo === 2 min. a 72°C (elongacion final)
Enfriamiento de las muestras a 4°C.

La temperatura de hibridacion varié segin los cebadores empleados en cada
reaccion de PCR. Durante la hibridacion a 50°C el 90% de los cebadores se unen al
ADN molde. La duracion de la fase de alargamiento (72°C) en el ultimo ciclo se
extendio a 2 minutos para darle tiempo a la Taq, Vent o a la Pwo polimerasa de finalizar
la sintesis de todos los fragmentos.

Tras la finalizacion de la PCR, se comprobo el ADN obtenido en un gel de

agarosa al 0,7%.

Purificacion del ADN amplificado por PCR

El ADN amplificado mediante la PCR fue purificado antes de ser utilizado para
otras aplicaciones. Esta purificacion permitio no solo la concentracion de la muestra
sino también la eliminacion de los cebadores y los dNTPs no incorporados. Para ello se
utilizé el kit comercial Microcon-PCR de Millipore.

La muestra se llevo con agua o tampoén TE (10 mM Tris-HCI pH 7.5 y | mM
EDTA) a un volumen final maximo de 0,5 mL. Se introdujo en el deposito de la
columna (sin tocar la membrana con la punta de la micropipeta) y se centrifugé a 4.000
r.p.m. durante 15 minutos. A continuacion se retird el sobrenadante, se aiadieron 20 pL
de agua destilada o tampon TE muy cuidadosamente, se invirtio el deposito en donde
habiamos introducido la muestra y se coloco en un tubo Eppendorff limpio que se
centrifugo a 4.000 r.p.m. durante 2 minutos. El sobrenadante obtenido contenia el ADN

purificado.
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PCR a partir de células enteras de levadura

Las levaduras a analizar crecieron en placa durante uno o dos dias. Transcurrido
este tiempo se recogio una pequena cantidad de células con la ayuda de un palillo
estéril, se mezclaron con 50 pul de una solucion de liticasa (20 U/mL) en tubos de 0.2
mL y se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para que actuase la enzima.
A continuacion se centrifugaron a 5000 r.p.m. durante 2-3 minutos, se descarté el
sobrenadante (con mucho cuidado) y las células se desnaturalizaron a 94°C durante 10
minutos antes de enfriarlas rapidamente en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se
afiadié la mezcla de PCR (tampon 10x, dNTPs, cebadores, magnesio, Tag, Vent o Pwo
polimerasa y agua destilada hasta un volumen final de 50 uL.), se agitaron en vortex y se
metieron en el termociclador. Una vez transcurrida la PCR, se centrifugaron a 5000
r.p.m. durante 2-3 minutos, se paso el sobrenadante a un tubo limpio y se cargaron entre

5-10 pL en un gel de agarosa al 0,7%.

6.4. Métodos de transformacion

6.4.1. Transformacion de bacterias (E. coli)

Se utilizaron dos técnicas para transformar células de E. coli. Las lineas JIM101,
JM109 y HBI0I se transformaron utilizando un método basado en la induccion de
“competencia” mediante tratamiento con cloruro calcico (Cohen er al., 1972); mientras
que para transformar las lineas DH-5ct y XI1-Blue se empled una técnica basada en la
induccion de “competencia™ por tratamiento con cloruro de rubidio (Kushner, 1978).

Todas las soluciones y el material se utilizaron frios y estériles.
Método de transformacion con cloruro cilcico (Cohen et al., 1972)

Preparacion de células competentes

Con este procedimiento se prepararon las células competentes de las cepas
IMI101. JM109 y HB101. Se parti6 de un cultivo de 100 mL de YT inoculado con 1 mL
de un cultivo fresco previo. Se dejo crecer hasta alcanzar una densidad optica a 600 nm
de 0.6 (2-3 horas). Se recolectaron las células centrifugando a 5.000 r.p.m. durante 5
minutos a 4°C, se lavaron en 50 mL de NaCl 10 mM frio, se volvieron a centrifugar, se

resuspendieron en 50 mL de Cl,Ca 100 mM frio y se incubaron en hielo durante 20
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minutos. Este tratamiento las induce a un estado de “competencia™ transitorio, durante
el cual las células son capaces de captar ADN. Tras una centrifugacion a 5.000 r.p.m. se
resuspendieron en 3 mL de Cl,Ca 100 mM. Para conservar las células congeladas a
~80°C se anadio igual volumen de una disolucion de glicerol al 30% en Cl,Ca 100 mM

y se repartieron en alicuotas.

Transformacion

En el momento de la transformacion, 100 pul. de células competentes recién
descongeladas se incubaron en hielo con 400 pL de Cl;Ca 100 mM y 1-2 pg del ADN
transformante. Al cabo de 30 minutos, las células fueron sometidas a un choque térmico
a 42°C durante 2 minutos, tras lo cual se afiadio 1 mL de medio LB y se incubaron a
37°C durante 60 minutos antes de sembrarlas en placas selectivas con ampicilina para
obtener colonias aisladas, o en placas con X-Gal si queremos seleccionar clones

recombinantes en vectores con lac Z.
Método de transformacion con cloruro de rubidio (Kushner, 1978)

Preparacion de células competentes

Se utilizo este protocolo para las cepas DHSa y Xl1-Blue. Las células se
cultivaron en 100 mL de medio SOC hasta que alcanzaron una densidad optica a 600
nm de 0.6 (a las 3 horas aproximadamente), momento en el que se paro el crecimiento
enfriando el matraz en hielo durante unos 10 minutos. A continuacion se centrifugaron a
4°C a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos. Al sedimento celular se le afadieron 30 mL del
tampon TfB-1 en frio. Se volvié a centrifugar, se resuspendieron las células en 4 mL de
tampon TfB-2 y se repartieron en alicuotas en tubos Eppendorff para congelarlas a
—80°C.

Preparacion de las soluciones:

TfB-1: Conservar a 4°C

Cl:Rb 100 mM
Cl-Mn 50 mM
Acetato potasico 30 mM
ClyCa 75 mM
Glicerol 15%
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Se ajusta a pH 5,8 con acido acético diluido. No se esteriliza en autoclave, se
filtra a través de membranas de acetato de celulosa (0,20 pm) suministradas por la casa
comercial hvaki.

TfB-2: Conservada a 4°C

MOPS pH 7 10 mM (Se ajusta el pH con NaOH 5N)
CIsRb 10 mM

Cl,Ca 75 mM

Glicerol 15%

No se esteriliza en autoclave, se filtra igual que la solucién anterior.

Transformacion

Se descongelo una alicuota de 100 puL de células competentes y se afiadio 1-2 pg
de ADN plasmidico. Se incubé 20 minutos en hielo y se le dio un choque térmico a
42°C durante 90 segundos, tras los cuales se incubo 3 minutos en hielo. A continuacion
se afiadieron 400 pL de medio LB y se incub6 durante | hora a 37°C. Las células

transformadas se centrifugaron a 3.000 r.p.m. y se sembraron en placas selectivas.
Transformacion de bacterias por electroporacion

Preparacion de células competentes

Un litro de células crecido en medio YT a una densidad optica a 600 nm de 0,6
(4-5 horas aproximadamente) se centrifugé durante 5 minutos a 5.000 r.p.m. para
recoger la masa celular. Posteriormente se lavaron dos veces con agua estéril fria y una
vez con glicerol al 10%. Finalmente se resuspendié en 2 mL de glicerol al 10% y se

repartieron en alicuotas que se congelaron a -80°C.

Electroporacion

Se utilizé el Gene Pulser® [I de la casa comercial Bio-Rad. En una cubeta de
electroporacion estéril y fria de 0,2 cm (EQUIBIO) con una capacidad de | mL se
afadieron 40 pL de células competentes y 1L de ADN transformante. Se sometieron a
un pulso de 1,5 kV a 50 puF y 150 Q de resistencia. Inmediatamente se aiadié | mL de
YT y se transfirio a un Eppendorff estéril y se incubo | hora a 37°C. Posteriormente se
centrifugd a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos, se resuspendieron las células en 100 L de

YT, se sembraron en placas con ampicilina y se incubaron a 37°C durante toda la noche.
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6.4.2. Transformacion de levaduras

Transformacion de levaduras por el método de Klebe (Klebe er al., 1983)

Este método se basa en la induccion de la transformacion por tratamiento con
polietilenglicol. Un cultivo de 10 mL de células de levadura a una densidad optica a 600
nm de aproximadamente 0,6 se sedimentd por centrifugacion durante 5 minutos a 4.000
r.p.m. y se lavo el precipitado con 5 mL de solucion A. Las células se resuspendieron en
0,2 mL de esta solucion, a continuacion se congelaron en nieve carbonica por espacio de
10-15 minutos. en este tiempo se les afiadio el ADN plasmidico transformante en un
volumen de 50 pL; posteriormente fueron sometidas durante 5 minutos a un choque
térmico a 37°C con agitacion intensa. Pasado este tiempo, se afadieron 1,5 mL de
solucion B y se incubaron en este medio a 30°C durante 1 hora, tras lo cual se
centrifugaron y lavaron en 1.5 mL de solucion C. Las células se sembraron en placas

selectivas adecuadas.

Preparacion de las soluciones:

Solucion A: Conservada a 4°C

Sorbitol 1M
Bicina 10 mM
Etilénglicol 3%
KCl 1,25 M
Cl:Ca pH 8,35 30 mM
Dimetilsulfoxido 5%

Solucion B: Conservada a -20°C

Polietilénglicol-1000 40%
Bicina pH 8.35 200 mM

Solucion C: Conservada a 4°C

NaCl 0.15M
Bicina pH 8.35 10 mM

Transformacion de levaduras por el método de Ito (Ito ef al., 1983)

Se basa en el tratamiento de las células con sales de litio. Un cultivo de 10 mL
de células de levadura con una densidad optica a 600 nm de aproximadamente 0,6 se

precipito por centrifugacion durante 5 minutos a 4.000 r.p.m. y se lavo el boton celular
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con 5 mL de acetato de litio 0.1 M. Tras una nueva centrifugacion se resuspendieron las
células en 100 pL de acetato de litio 0.1 M y se incubé a 30°C durante | hora. Se
aiadieron 5 mL de ADN de salmon 10 mg/mL desnaturalizado (carrier) junto con el
ADN transformante y se incubo la mezcla a 30°C durante 30 minutos. Se afadieron 0,7
mL de una mezcla con PEG al 44% y 1/10 de acetato de litio 0,1 M y se realizd una
nueva incubacion durante | hora a 30°C. El siguiente paso consistio en la induccion de
un choque térmico sometiendo las células a 42°C durante 10 minutos. Tras el choque
térmico se centrifugo y se lavé con | mL de IXTE (10 mM Tris-HCl pH 7,5 y 1 mM
EDTA). Se volvio a centrifugar, se resuspendio el boton celular en 400 pl. de IXTE pH

7.5 y se sembro en placas selectivas adecuadas.

Transformacion de S. cerevisiae por electroporacion (Ausubel er al., 1995)

Preparacion de células competentes

Medio litro de células crecido en medio YPD a una densidad optica a 600 nm de
1,3-1.5 se centrifugd durante 5 minutos a 5.000 r.p.m. a 4°C y se resuspendi6 en 80 mL
de agua destilada estéril fria. Para incrementar la electrocompetencia se incubaron con
10 mL de 10xTE (100 mM Tris-HCI pH 7,5 y 10 mM EDTA) y 10 mL de acetato de
litio I M pH 7,5 durante 45 minutos a 30°C y agitacion suave. Posteriormente se
afiadieron 2.5 mL de DTT (Ditiotreitol) 1 M y se incubé 15 minutos a 30°C. Al finalizar
la incubacion se diluy6 la suspension celular con 400 mL de agua destilada estéril fria y
se centrifugé a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos. Se hizo un segundo lavado con 250 mL
de agua destilada, se centrifugo y se resuspendio el boton celular en 20 mL de sorbitol 1

M frio. Tras una ultima centrifugacion, se resuspendio en 0,5 mL de sorbitol 1M frio.

Electroporacion

Se utilizé el Gene Pulser® I de la casa comercial Bio-Rad. En una cubeta de
electroporacion estéril y fria de 0.2 em (EQUIBIO) con una capacidad de 1 mL se
afiadieron 40 pL de células y 100 ng de ADN. Se sometieron a un pulso de 1,5 kV a 25
UF y 200 Q de resistencia. Inmediatamente se afiadio | mL de Sorbitol | M frio y se
sembro en placas selectivas conteniendo sorbitol 1 M, el cual actiia como protector

osmotico, aumentando la supervivencia de las levaduras transformadas.
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Método de alta eficiencia para la transformacion de K. lactis

Preparacion de células competentes

Las células competentes de K. /actis se prepararon segin Gietz y Woods (1994).
Se inocularon 5 mL de medio de cultivo YPD al 0,5% para iniciar un precultivo a partir
de una colonia aislada y se incubo toda la noche a 30°C en agitacion. Al dia siguiente se
determind la densidad optica a 600 nm del cultivo y, a partir de él. se inoculd un nuevo
cultivo de tal forma que su densidad optica a 600 nm fuese de 0,1. Cuando el cultivo
llego a una densidad optica de 0.6, después de aproximadamente 6 horas (aunque puede
variar dependiendo de la cepa de K. /actis que se utilice), se centrifugaron las células a
3.500 r.p.m. durante 5 minutos. El precipitado se resuspendio en ImL de agua destilada
estéril y se transfirio a un tubo Eppendorff estéril. Las células se volvieron a centrifugar
y se resuspendieron en acetato de litio 100 mM. Una vez resuspendidas, las células

fueron incubadas a 30°C durante 30 minutos sin agitacion.

Transformacion

Tras la preparacion de las células competentes, se llevo a cabo la transformacion
afiadiendo 5 pL. de ADN de salmoén (10 mg/mL), previamente desnaturalizado durante
10 minutos a 95°C, y 1-5 pug de ADN plasmidico lineal, a cada tubo Eppendorff que
contenia 50 pL de células competentes. Se mezcld bien y se incubd a 30°C durante 30
minutos sin agitacion. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 300 pL de una disolucion
de acetato de litio 100 mM y PEG-3.350 al 40%, preparada en el momento a partir de
acetato de litio IM y PEG-3.350 al 50% (p/v). Se mezcl6 bien y se incubaron las células
a 30°C durante 30 minutos sin agitacion antes de proceder a un choque térmico a 42°C
durante 20 minutos. Las células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos en
una microcentrifuga, se descarto el sobrenadante de PEG/acetato de litio y las células se
resuspendieron en 2 mL de medio selectivo liquido, para un periodo de recuperacion de

1,5-2 horas a 30°C en agitacion antes de sembrarlas en placas selectivas.
Método para la transformacion de K. lactis por electroporacion

Preparacion de células competentes

Se partio de un cultivo de 100 mL en medio completo. Cuando las células

alcanzaron la fase estacionaria o lo que es lo mismo, cuando la densidad celular fue de
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107 células/mL se recogieron mediante centrifugacion a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos.
Las células se lavaron con tampon de electroporacion (Tris-HCl pH 7.5 10 mM,
sacarosa 270 mM y MgCl; | mM), se resuspendieron en 1/10 de medio completo
conteniendo DTT 25 mM y HEPES 20 mM y se incubaron a 30°C durante 30 minutos.
Una vez transcurrido este tiempo, las células se lavaron con tampén de electroporacion
y se resuspendieron en | mL de este tampon. Posteriormente se afadieron 2-4 L de

ADN (100-200 ng) a 100 uL de células.

Electroporacion

Se utilizo el Gene Pulser Il de la casa comercial Bio-Rad. En una cubeta de
electroporacion fria de 0.2 cm se anadieron los 100 uL de células conteniendo el ADN.
Se sometieron a un pulso de 0,25 kV a 25 uF y 200 Q de resistencia durante 20 mseg,
Inmediatamente se afadio | mL de medio completo frio y se recuperaron las células

durante 1 hora a 30°C. Posteriormente se sembraron en medios selectivos.

Método de transformacion de levadura en fase estacionaria “ONE STEP" (Chen et

al., 1992b)

Las células se crecieron en YPD hasta que el cultivo llegé a la fase estacionaria,
aproximadamente 2x10* células/mL. Se centrifugan 250 pL del cultivo y se
resuspenden en un volumen final de 100 puL de tampon One Step (0,2M Acetato de
Litio, PEG 3350 40%, 100 mM Ditiotreitol), siempre teniendo en cuenta la cantidad de
ADN que se va a afiadir posteriormente. A continuacion se afiadieron entre S0ngy 1 pug
de plasmido y entre 5 pg y 50 ug de ADN de esperma de salmon. La mezcla se incubé a

45°C durante 30 minutos y se sembré en placas selectivas,

Método para la transformacion de Saccharomyces cerevisiae con una genoteca

Preparacion de células competentes

Se parti6 de un cultivo de 100 mL que se dejo crecer durante toda la noche hasta
que alcanz6 una densidad optica a 600 nm de aproximadamente 0.6. Las células se
centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos, se lavaron con agua destilada estéril y se

resuspendieron en | mL de agua para pasarlas a un tubo Eppendorff. Las células se
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centrifugaron y se lavaron con una solucion de IXTE (10 mM Tris-HCI pH 7.5y | mM
EDTA) y acetato de litio que se prepard en el momento a partir de las siguientes
soluciones frescas:

- 10xTE (100 mM Tris-HCl pH 7.5 y 10 mM EDTA)

- acetato de litio IM a pH 7.5 ajustado con acido acético
posteriormente, las células se resuspendieron en 300-1000 pL de la solucion anterior (en
funcion de la cantidad de células) y se incubaron a 30°C durante 30 minutos en
agitacion.

Transformacion

Para cada transformacion se mezclaron 100 uL de células, 50-70 pg de ADN de
la genoteca y la misma cantidad de ADN carrier (ADN de salmon sonicado) y se
dejaron en agitacion durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente se aiadieron 700 plL de
PEG-4000 al 50%, se mezclo suavemente y se volvio a incubar en agitacion a 30°C
durante 30 minutos Transcurrido este tiempo se pasd a un bafio a 42°C durante 15
minutos Las células se centrifugaron, se lavaron con agua destilada estéril 6 1xTE (10
mM Tris-HCIl pH 7.5 y | mM EDTA) y se resuspendieron en un volumen final
adecuado para su siembra en placas selectivas.

En las transformaciones tanto de bacterias como de levaduras, se realizo una

transformacion sin ADN transformante, como control negativo.

Método para transformar Kluyveromyces marxianus mediante el acetato de litio

(Antunes ef al., 2000)

Este método se ha empleado para transformar Kluvveromyees lactis. Las células
crecieron en medio completo (medioYPD) durante toda la noche, se recogieron 1,5 mL
del cultivo y se centrifugd. Las células se lavaron con agua destilada estéril y se
resuspendieron en 20 pL (200 pg) de ADN monocatenario de esperma de salmon, el
ADN con el que se desea transformar resuspendido en el menor volumen posible, 0.4
mL de la solucion PEG (40% de PEG 4000, acetato de litio 0.1 M, Tris-HCI pH 7,5 10
mM y EDTA | mM) y DTT a una concentracion final de 10 mM. La mezcla se incubo
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se sometié a un choque térmico de 47°C

durante 15 minutos. Finalmente las células se centrifugaron y se resuspendieron en |
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mL de agua destilada estéril antes de resembrarlas en placas selectivas (200 pL de

células por placa).

6.5. Eliminacion de plismidos a partir de células de levadura

Se inocularon varias colonias aisladas de la cepa de levadura que portaba el
plasmido en alicuotas individuales de 10 mL de medio no selectivo y se crecieron
durante toda la noche a 30°C. Al dia siguiente se sembro para obtener colonias aisladas
en medio no selectivo y se incubaron las placas durante 2 dias a 30°C. Se examinaron
aproximadamente entre 200 y 300 colonias aisladas. Se hizo una réplica en placas
selectivas que son las que iban a identificar aquellas colonias que no portaban el
plasmido (pues no llevaban el marcador de seleccion y por tanto no crecian en medio
selectivo). Las placas se incubaron a 30°C durante toda la noche. Las colonias que
crecieron en el medio completo (no selectivo) pero no crecieron en el medio selectivo

habian perdido el plasmido.

6.6. Replicado de placas (Replica-platting; Miller, 1992)

Este procedimiento requiere un bloque de réplica que generalmente suele ser un
cilindro de madera o metalico y terciopelos estériles. El bloque debe encajar
perfectamente dentro de la placa Petri. Ademas, se precisa de un aro metilico que se
utiliza para asegurar los terciopelos encima del bloque. Los terciopelos se deben cortar
en cuadrados y tienen que cubrir totalmente la base (generalmente un diametro de 14
cm). Los terciopelos se pueden lavar, esterilizar en autoclave y reutilizar. Para poder
realizar este procedimiento es necesario que las colonias de las placas estén bien
separadas. En primer lugar se coloca la placa con las colonias a replicar sobre el
terciopelo (sin presionar, sélo apoyandola), a continuacion se retira y en su lugar se
coloca una placa fresca repitiendo el mismo procedimiento y se deja la placa Petri

incubando el tiempo necesario.

6.7. Preparacion de extractos proteicos de levaduras

Se partié de un cultivo de 200 mL en el medio apropiado para cada caso. Cuando

éste llegd a una densidad optica a 600 nm proxima a 2-3 se par6 el cultivo. Las células
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se recogieron mediante precipitacion a 7.000 r.p.m. durante 10 minutos y a 4°C. A
continuacion se pesaron las células, se lavaron una vez con agua destilada fria y una vez
con tampon de lisis (50 mM K,;HPO,, 10 mM B-mercaptoetanol y 2 mM de PMSF
(Phenvimethyl sulfonil fluoride)) segun Compagno et al., (1993b). Las células se
resuspendieron en tampon de lisis, afadiendo 1mL de tampdn por gramo de células. Las

células se rompieron usando diferentes procedimientos:

I. Mediante agitacion vigorosa con vortex durante pulsos de 20 segundos y
pausas de otros 20 segundos en hielo y anadiendo 0.2 g. de perlas de vidrio

de 425-600 micrones.

2. Utilizando un dismembrator a 2.000 r.p.m. durante 2 min.

Tras finalizar la rotura mecanica, se centrifugaron las células a 8.000 r.p.m.
durante 15 minutos y a 4°C. El sobrenadante se congeld en N liquido en alicuotas de
500 pL y se guardo a —80°C hasta su utilizacion. Estos extractos proteicos de levadura
se utilizaron para la determinacion de la concentracion de proteina total del extracto por
el método de Bradford (1976) y para la determinacion de la actividad aldolasa segin

Richards y Rutter (1961).

6.8. Técnicas electroforéticas
6.8.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa
Geles no desnaturalizantes

La agarosa en solucion acuosa, fundida y posteriormente enfriada, genera un gel
por formacion de puentes de hidrogeno. Los geles de agarosa no desnaturalizantes se
utilizaron para la separacion de fragmentos de ADN generados por digestion con
endonucleasas de restriccion, comprobacion de nuevas construcciones y productos de
PCR y purificacion de fragmentos concretos por rescate a partir del gel.

Los geles se prepararon con agarosa entre un 0,7 y 2% en tampon IxXTAE,
dependiendo del tamano molecular de los fragmentos a separar, segin describen
Sambrook er al. (1989). Tras afadir a las muestras 1/10 del volumen de azul de carga,
éstas se cargaron con el gel sumergido en el tampon de electroforesis (1XTAE). Las
electroforesis se efectuaron a 50-100 V por espacio de 1-4 horas dependiendo del

tamafio y concentracion del gel y del tamafio de los fragmentos a separar. Para
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determinar el peso molecular de los distintos fragmentos, se hicieron migrar al mismo

tiempo que las muestras marcadores de pesos moleculares.

IXTAE:
Tris 0,04 M
EDTA I mM
Acetato sodico 20 mM
Acido acético 30 mM
Azul de carga:
H,O 6 IXTAE 7 mL
Glicerol 3mL
Azul de bromofenol 2.5 mg
Xilen-cianol 25mg

Geles desnaturalizantes

La separacion del ARN en funcion de su tamafio requiere la utilizacion de
agentes desnaturalizantes como el formaldehido. asi como una mayor concentracion de

agarosa. (Véase gel de agarosa de Northern blot).
Tincion de geles de agarosa y visualizacion de las muestras

Los geles se tifieron por inmersion en una disolucion de agua destilada (tratada
con DEPC., en el caso de geles de ARN) o en tampon de electroforesis con 0,01% (v/v)
de una disolucion stock de bromuro de etidio 5 mg/mL durante 5-10 minutos.
Posteriormente, se destifieron en agua destilada durante otros 5 minutos.

Las muestras se visualizaron exponiendo los geles a la luz UV en un
transiluminador Vilber Lourmat TFX-20M. El bromuro de etidio es un fluorocromo
intercalante que se une especificamente al ADN o ARN vy, por tanto, permite la
visualizacion de estos acidos nucleicos al UV. Esta tincion no dafia excesivamente el
ADN y permite la escision de las bandas del gel para su posterior purificacion, ademas
de permitirnos en algunos casos hacer una primera valoracion de la homogeneidad de

carga entre los distintos pocillos.
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6.8.2. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (PAGE)
Geles desnaturalizantes SDS-PAGE

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida a una concentracion fija
de acrilamida del 10% siguiendo el método descrito por Laemmli er al., (1970). Se
utilizo la célula de electroforesis Mini Protean 1l de Bio-Rad. Los geles separador y

concentrador se prepararon segun el siguiente esquema (tabla M5).

Tabla M5: Composicion de los geles desnaturalizantes SDS-PAGE de proteinas

Acrilamida 45% I 22mL 0,55 mL
Trs 1.5MpH 8.8 25mL 0,63 mL
SDS 10% 0,1 mL ' T 0,05 mL
APS 10% 0,1 mL 0,05 mL

TEMED 0,004 mL o 0,005 mL
H.O 5.1 mL 3,68 mL

Se mezclaron todos los reactivos y en el momento de verter se anadio el
TEMED y el APS (persulfato amonico). Se vertio la solucion de acrilamida entre los
cristales, dejando espacio para colocar el peine. Sobre la superficie libre del gel se
dejaron resbalar unas gotas de agua, para evitar el contacto entre el gel y el oxigeno del
aire que impide la polimerizacion. Una vez polimerizado el gel separador (20-30
minutos) se elimind la capa de agua y se rellend el espacio superior restante del molde
con gel concentrador, introduciéndose un peine para la formacion del numero de
pocillos adecuado donde se colocaron las muestras. Tras la gelificacion se retir6 el peine
y se recubrio con la solucion tampon.

Se utilizé un tampon Tris-HCl-glicina: Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, SDS
0,1% pH 8.3.

LLas muestras de proteinas se diluyeron al 50% con tampodn de carga (Tris-HCl
0,12 M pH 6.8, SDS 6%, glicerol 10%, 2-Mercaptoetanol 15% y azul de bromofenol
0,0025%) y seguidamente se calentaron a 100°C durante 2-5 minutos, procediéndose a

continuacion a aplicar la muestra en cada pocillo del gel.
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Las electroforesis se llevaron a cabo manteniendo el voltaje constante a 100 V
durante el paso de la muestra por el gel concentrador, incrementandose este valor a 120
V durante su transcurso a través del gel separador.

Cuando el frente, coloreado con azul de bromofenol. llegé al extremo inferior de
la placa, se detuvo la electroforesis y se procedio a la extraccion del gel del molde para
la posterior fijacion y tincion de las proteinas del mismo.

Como referencia de tamaros se utilizo el siguiente marcador de pesos
moleculares de proteinas: Prestained SDS-PAGE Standard Broad Range de Bio-Rad
(de 6,4 kDa a 198 kDa).

Tincion de los geles SDS-PAGE

Una vez concluida la electroforesis se procedio al lavado de los geles con agua
bidestilada, con el fin de eliminar el exceso de SDS. A continuacion las proteinas se
tiieron con Coomassie brilliant blue (CBB) de Bio-Rad durante 2 horas o mas a

temperatura ambiente y en agitacion. El lavado se realizo con agua. La sensibilidad es

de 0,05-0,1 pg por banda.

6.9. Técnicas de secuenciacion de ADN

Las reacciones de secuenciacion se realizaron empleando el método de
terminacion de la cadena con 2,3-didesoxirribonucledtidos trifosfato (ddNTPs) de
Sanger et al. (1977) de forma automatica. En muchos casos se utilizaron los cebadores
Reverse 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3" y Universal 5'-
GTAAAACGACGGCCAGT-3",

6.9.1. Preparacion del ADN molde

El ADN para secuenciacion se obtuvo tal y como se describe en el apartado
dedicado a la extraccion de ADN plasmidico y su purificacion para secuenciacion. Los
moldes se prepararon a partir de ADN bicatenario mediante una desnaturalizacion
alcalina, en la que 5 ug de ADN se incubaron durante 30 minutos a 37°C en 10 pL de
una solucion NaOH 2 M, EDTA 2 mM. Una vez desnaturalizado, el ADN se precipito

con 1,1 pL de acetato sodico 3 M y 2-3 volimenes de etanol al 95% durante unos 30
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minutos a —~70°C. Tras la precipitacion, el ADN se lavé con etanol al 70% y se seco al

vacio. Se guardo seco en congelador a -20°C.

6.9.2. Secuenciacion automatica

Secuenciacion automdtica empleando oligonucledtidos sintéticos marcados
“cebadores calientes™

Para la secuenciacion automatica empleando cebadores marcados se utilizo el kit
comercial 7-deaza-d-GTP de Amersham® Biosciences. En este caso se prepararon 4
tubos (A, C, G y T) por cada muestra a secuenciar y le afiadimos a cada tubo 2 puL de
cada una de las mezclas A, C, Gy Ty 6 puL de una mezcla compuesta por 8 pug de ADN
y 1.5 uL del cebador marcado con una concentracion de 1.2 pmol/uL, completada con
agua destilada hasta un volumen final de 26 plL. A continuacion, estos 4 tubos se
sometieron a una reaccion de PCR (“Polvmerase Chain Reaction™) empleando el
siguiente programa:

e lciclo 3 min. a 95°C (desnaturalizacion inicial ).
* 30ciclos e [ 30scg. a95°C (desnaturalizacion).

30 seg. a X°C (hibridacion)
30 seg. a 72°C (elongacion)
o | cclo —’ mantener a 4°C (hasta anadir solucion de parada)

En donde “X" es la Ty, (melting temperature o temperatura de fusion). Finalmente
se le afadieron 4 pL de solucion de parada (“formamide loading dye”) a cada uno de los
tubos y se guardaron a —20°C antes de ser desnaturalizadas durante 3 minutos a 95°C y
ser cargadas en un gel de poliacrilamida Ready mix gel, A.L.F. ™ grade al 6% de una

mezcla de acrilamida/bisacrilamida proporcionado por Amersham-Pharmacia-Biotech.

Secuenciacion automatica empleando oligonucledtidos sintéticos no marcados

“cebadores frios”

Para la secuenciacion automatica empleando cebadores no marcados se empled
el kit comercial Termo Sequenase™ Cy™ 5 Dye Terminator Kit de Amersham®
Biosciences. En esta técnica en vez de utilizar oligonucleotidos marcados se emplearon

desoxinucleotidos marcados. La mezcla general de secuenciacion contenia:
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4-5 pmol de cebador

3.5 puL de tampon 150 mM Tris-HCI pH 9,5, 35 mM MgCl,
2-4 ug de ADN

I uL de sequenase 10U/uL

agua destilada hasta completar un volumen de 27 uL.

Posteriormente se prepararon 4 tubos (para cada nucleotido A, C, G y T) por

cada muestra a secuenciar en los que se aiadio:

0.4 pL de la mezcla de nucleotidos de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cada uno a una
concentracion final de 1.1 mM
1.4 uL de agua destilada
0.2 pLdel ddNTP correspondiente a cada tubo
El programa de la PCR (“Polymerase Chain Reaction™) de secuenciacion fue el

siguiente:

* 30ciclos =P [ 30 seg. a 95°C (desnaturalizacion).
30 seg. a X°C (hibridacion).
80 seg. a 72°C (elongacion).

En donde “X" es la Ty, (melting temperature o temperatura de fusion). Una vez

finalizada la reaccion, se le anadio a cada tubo:

2 uL de AcNH; 7.5 M
2 pL de solucion de glucogeno 10 mg/mL
30 uL de etanol al 100% frio

Se mantuvo durante una noche a —20°C. Al dia siguiente se centrifugaron los
tubos a 13.000 r.p.m. durante 15 minutos. El precipitado se lavo con 200 pl. de etanol al
70% frio y se volvieron a centrifugar durante 5 minutos a 13.000 r.p.m. El precipitado
se dejo secar a temperatura ambiente durante 10-15 minutos y se resuspendio en 8 pL
de solucion stop y se mantuvo a -20°C hasta el momento en que las muestras se
desnaturalizaron a 72°C durante 2 minutos para ser cargadas en un gel de secuenciacion
de poliacrilamida Ready mix gel, ALF ™ grade al 6% de una mezcla de
acrilamida/bisacrilamida proporcionado por Amersham-Pharmacia-Biotech.

La secuenciacion se llevo a cabo a través de los Servicios Generales de Apoyo a
la Investigacion de la Universidad de A Corufia. En algunos casos para la secuenciacion
de determinados clones se empleod un sistema de secuenciacion mediante electroforesis

capilar a través de la empresa Sistemas Genomicos (Paterna-Valencia).
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6.9.3. Diseiio de oligonucleotidos (cebadores) sintéticos

Se disefiaron cebadores sintéticos para ser utilizados como sondas en las
reacciones de PCR (“Polvmerase Chain Reaction™) y en la secuenciacion automatica.

Para poder utilizar como cebadores los oligonucledtidos sintéticos en la
secuenciacion automatica éstos deben reunir ciertas caracteristicas: un tamaiio
aproximado de 20 nucleotidos, hibridar con una sola secuencia de ADN molde, no
presentar complementariedad interna que origine estructuras secundarias y poseer una
Tw 0 temperatura de fusion superior a 40°C.

La T, puede calcularse segun la formula:

Ta=@Cxn(G+COH2°Cxn(A+T)

Donde n representa el nimero de bases GC 0 AT.
Para el disefio de cebadores sintéticos se empled el programa informatico
OLIGO (Go-Oli-Go™" version 1.0. Pharmacia Biotech). Este programa tiene en

consideracion ciertas caracteristicas a la hora de disefiar cebadores:

1) La T, se determina siguiendo la formula: T, = AH / AS + R In (C/4) en
donde AH es la variacion de la entalpia, AS es la variacion de la entropia
de formacion del duplex, R es la constante de los gases y C la
concentracion de la muestra.

2) La posibilidad de que se formen horquillas en el ADN monohebra.

3) La estabilidad del duplex molde/cebador.

4) La autocomplementaridad del cebador.

6.10. Cuantificacion del mARN usando “Real-Time Reverse-Transcription

Polymerase Chain Reaction™

Se empleo esta técnica para realizar estudios de expresion génica pues la PCR a
Tiempo Real permite cuantificar y comparar los niveles de mARN de muestras de ARN
sometidas a diferentes condiciones de cultivo (Bustin, 2002). Todo ello es posible
gracias a la deteccion y cuantificacion de un reportero fluorescente cuya seial
incrementa en proporcion directa con la cantidad de producto de PCR en la reaccion.
Registrando la fluorescencia emitida en cada ciclo, es posible monitorizar la reaccion de

PCR durante la fase exponencial en donde el primer incremento significativo en la
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cantidad del producto de PCR se correlaciona con la cantidad de un determinado molde.

Para llevar a cabo este protocolo se realizaron los siguientes pasos:

1) Extraccion de ARN: Una vez crecidos los cultivos de levadura en las

condiciones seleccionadas, se recogieron las células por centrifugacion a 4°C.
Para la manipulacion de las muestras se emplearon guantes protectores para
evitar su contaminacion con RNAsas. Para extraer el ARN de las células se

empled el kit comercial “Perfect RNA™

. Eukarvotic. Mini”" suministrado por
Eppendorff siguiendo las recomendaciones del proveedor. Posteriormente el
ARN extraido se cuantifico en un espectofotometro GENios (de TECAN).

RT-PCR (Reverse Transcription PCR): Se realizé una reaccion de PCR en la
cual a partir de ARN se amplifico cADN gracias a la accion de una transcriptasa
inversa. Se empled el kit comercial “iScript ¢DNA Sinthesis” suministrado por
Bio-Rad. Se realizo una Reverse Transcription PCR por cada muestra, siendo
cada reaccion de un volumen final de 20 pL, la mezcla de reaccion de la R7-

PCR fue la siguiente:

COMPONENTE VOLUMEN
Mezcla de reaccion rSeript 5X 4l
Transcriptasa reversa tScrip Il
Agua libre de nucleasas 13 pl
ARN molde (100 fg a | pg de ARN total ) 2l
Volumen total 20 uL

Las reacciones se incubaron durante 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C
y 5 minutos a 85°C en un termociclador GeneAmp PCR System 2700 de la casa
comercial Applied Biosystems. La cantidad de ARN empleada para cada
reaccion fue de 1 pg.
PCR Cuantitativa o en Tiempo Real: La expresion génica relativa se cuantifico
en el sistema de deteccion de PCR en Tiempo Real iCycler iQ de la casa
comercial Bio-Rad y la deteccion de los amplicones se hizo con un Sybr Green,
utilizando el kit comercial iQ SYBR Green Supermix de Bio-Rad. Cada reaccion
contenia | X iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 100 nM de cada cebador y 2,5
uL de cADN resuspendidos en un volumen final de 50 pL. El protocolo para la
amplificacion y deteccion de la PCR en Tiempo Real consistio en una

desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de
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4)

amplificacion: 95°C 30 segundos, 50°C 30 segundos y 72°C | minuto. De cada
muestra se realizaron cuatro reacciones por duplicado que consistieron en cuatro
diluciones diferentes de la muestra conteniendo 100, 10, 1 y 0.1 ng de cADN.
Como controles se emplearon los genes de la actina y de la gliceraldehido-3
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de la levadura K. lactis (cebadores empleados
ECV225L, KLACTI-RT, KLGAPI-F y KLGAPI-RT. ver tabla M4 de
Materiales y Métodos).
Analisis de los resultados: Los datos fueron analizados con el software iCyeler
(version 3.0a). La expresion relativa se calculo utilizando el método comparativo
Ct (Livak et al., 2001) de la siguiente forma: para cada muestra se calculo la
diferencia de los valores Ct (ACt), utilizando la media Ct de las réplicas y
restandole la media Ct de las réplicas del ARN de referencia (actina, GAPDH)

ACt = Ct (gen X) — Ct (actina 6 GAPDH)

AACt = ACt (condicién 1) - ACt (condicion 2 6 3)

Como se realizaron cuatro diluciones, el AACt se calculo para cada gen
en cada muestra de ARN, AACt [100 ng], AACt [10 ng], AACt [I ng] y AACt
[0,1 ng]. La media de estos AACt se utilizo posteriormente para estimar la
expresion génica relativa:

Expresion relativa = 274

Estos calculos asumen que todas las reacciones de PCR han funcionado
con un 100% de eficiencia. La eficiencia de la PCR fue superior al 95%, por lo
que los errores introducidos en los calculos son minimos.

La Real-Time Reverse-Transcription Polvmerase Chain Reaction se llevo a cabo

a través de los Servicios Generales de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de A

Corufia.

6.11. Northern blot

6.11.1. Condiciones de extraccion de ARN

La presencia de RNAsa disminuye el rendimiento de la extraccion; para prevenir

este problema se tomaron las siguientes precauciones:

e El agua y las disoluciones salinas usadas se trataron con dietilpirocarbonato

(DEPC) al 0,1%, se agitaron toda la noche a 37°C y, al dia siguiente, se
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esterilizaron en autoclave para eliminar el DEPC remanente. Alguna
solucion, como el tampon Tris'-EDTA"™, no se traté con DEPC ya que éste
modificaria covalentemente los grupos amino que contiene. Se prepard
directamente usando agua tratada y reactivos libres de RNAsas. El SDS',
que no puede ser esterilizado en autoclave, se preparo de igual modo.

e El material de plastico se enjuagé en cloroformo aclarandolo posteriormente
con agua tratada.

* Se usaron guantes en las operaciones de extraccion de ARN, ya que las
manos son la mayor fuente de RNAsas contaminantes.

» Todas las operaciones de extraccion se realizaron a 4°C.

(1) Tris-HCE 2-Amino-2(hidroximetil)-1-3-propanodiol equilibrado con dcido clorhidrico

2) EDTA: Acido etilenodiaminotetraacético
(3) SDS: Dodecil Sulfato Sodico

6.11.2. Extraccion de ARN de levaduras

La extraccion de ARN total se realizo segin el método de Zitomer y Hall (1976),

véase extraccion de ARN de levaduras en el apartado de extraccion de acidos nucleicos.
6.11.3. El gel de agarosa

Para preparar el gel de agarosa al 1,5% se pesaron 1.8 g de agarosa y se
mezclaron con 6 mL de tampon 20xMOPS (acido 3-[N-Morfolino]-propano-sulfonico
0,2 M, acetato sodico 0,05 M pH 7, EDTA 0,01 M, conservado en oscuridad) y 94 mL
de agua tratada con DEPC al 0,1%. Se disolvio la agarosa en un microondas y se dejo
enfriar en un bafio a 65°C. Justo antes de verterla en la base de la electroforesis, se
afiadieron 20 mL de formaldehido al 37%, se mezclo y tras verter, se dejo 30 minutos
en una campana de extraccion para eliminar los vapores toxicos del formaldehido. Una
vez solidificado el gel, se guardo en la nevera o camara fria hasta el momento de ser

utilizado evitando asi que se resecara.

6.11.4. Las muestras de ARN

Se mezclaron 20-40 pg de ARN (en un volumen final de 10 pL), 1,44 mL de
formamida desionizada, 225 pL. de tampon 20xMOPS, 576 uL de formaldehido al 37%
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y 160 pl de agua tratada estéril. Se desnaturalizo la mezcla, incubando 5 minutos a
65°C y enfriandola rapidamente en hielo, se le afiadio 1,5 uL de tampon “azul de carga”
(glicerol 50%, azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25%) y se mantuvo en hielo

hasta cargar el gel.
6.11.5. La electroforesis

La electroforesis se llevo a cabo en una cubeta de electroforesis HEI00 Super
Sub™ Horizontal Unit de Hoefer que posee un circuito de refrigeracion para evitar la
degradacion térmica del ARN y un sistema de mezcla del tampon de electroforesis que
permite una separacion uniforme de las muestras. El tampon de electroforesis fue
1XxMOPS.

Después de cargar las muestras, se conecto la fuente a 100-105 V durante unas
2-3 horas, hasta que el primer frente (azul de bromofenol) recorrié aproximadamente 10
centimetros. Se tifio el gel con bromuro de etidio (1/10) durante 5 minutos y se destifio,
2 veces, durante 10 minutos en agua tratada y en agitacion moderada. Se fotografio el

gel y a continuacion se transfirié a una membrana de nylon mediante vacio,
6.11.6. La transferencia

En las transferencias, se utilizaron membranas de nylon (tamano del poro
0,45um) con cargas positivas (Roche) que se cortaron a medida y que, inmediatamente
después de humedecerlas en agua tratada, se sumergieron en una solucion de 10xSSC
(NaCl 1.5 M. citrato sodico 0,15 M) durante 10 minutos antes de realizar la
transferencia.

Se transfirio el ARN a la membrana utilizando una solucion de 10xSSC a una
presion de vacio de 50 a 60 mBa durante | hora, se retiro el gel (comprobandose en el
transiluminador que todo el ARN habia sido transferido) vy tras un lavado rapido de la
membrana en 10xSSC para eliminar los fragmentos de agarosa y el exceso de sales, se
fijo el ARN a la membrana con luz UV, aplicando mediante el dispositivo UV Cross
Linker 500 de Hoefer, una energia de 120 mJ/cm’ de membrana o en un transiluminador
UV durante 5 minutos. Finalmente se etiquetd la membrana, se sellé en una bolsa de

plastico y se conservo en la nevera a 4°C hasta la hibridacion,
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6.11.7. Preparacion de las sondas

Las sondas se marcaron por el método del “random-primed’ (cebadores
aleatorios) (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando los reactivos suministrados en el kit
Prime-a-Gene Labeling System (Promega). Para ello, se disolvieron entre 30 ng y 3ug
de ADN en 14 uL de agua. se hirvieron durante 5 minutos para su desnaturalizacion, y

se enfriaron rapidamente en hielo. Al ADN desnaturalizado se le afadio:

Mezcla de marcaje 7uL
o’’P dATP* 3uL
Klenow 5U/ul 1 uL
H,O hasta V= 25 uL

* Suministrado por la casa comercial Amersham Pharmacia Biotech.

Mezcla de marcaje: Tampon de marcaje Sx* 300 uL
dCTP (1.5 mM) 20 uL
dGTP (1,5 mM) 20 L
dTTP (1,5 mM) 20 L
BSA"(10 mg/mL) 60 uL

*Tampon de marcaje Sx: (Tris-HCl 250 mM pH 8,0, MgCl, 25 mM, DTT 10 mM,
HEPES” IM pH 6,6, 26 unidades de Aso/mL de hexadesoxirribonucletidos
aleatorios).

Se incubd durante un minimo de 1 hora a 37°C.

(1) BSA: Serqalbt]mina bovina.
(2) HEPES: Acido (4-(2-Hidroxietil)- | -piperazina-etano-sulfonico).

Para rectificar la pequefia heterogeneidad resultante de defectos de carga del ARN
entre los distintos pocillos del gel, se hibridaron posteriormente los filtros con un
control de carga representado por el gen del rARN 25S. Se sintetiz6 una sonda
oligonucleotidica (5'-CTCCGCTTATTGATATGC-3") a partir de la secuencia de ADN
que codifica el rARN 25S y se marcé mediante marcaje terminal con Y P-ATP

(Lillehaug y Kleppe, 1975).

En este caso se mezclaron en un volumen final de reaccion de 15 pL:

- 5-10 pmol del oligonucledtido
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- lpL de tampon 10x (Tris-HC1 500 mM, MgClL 100 mM, EDTA 1
mM. DTT 50 mM, espermidina | mM, pH 8.2)

- luL de Y PATP*

- luL de T,-polinucledtido quinasa 10U/uL (Roche)

* Suministrado por la casa comercial Amersham Pharmacia Biotech.

Se dejo incubando la reaccion a 37°C durante 30 minutos y se afadio

posteriormente a la solucion de hibridacion.
6.11.8. Separacion y cuantificacion de la incorporacion de isétopo

Para poder valorar la incorporacién de isdtopo en el ADN, se prepararon
columnas de exclusion con Sephadex G-50 saturado con STE (Tris-HCl 10mM pH 7.5,
EDTA 0.1 mM y SDS 1%). Una vez empaquetada, se equilibré la columna con STE, se
anadio el ADN marcado y se recolectaron 6 fracciones al final de la columna en tubos
Eppendorff. haciendo pasar por la columna 400 uL. de STE para la primera fraccion y
luego cinco veces 200 pL. de STE para las siguientes. El isotopo no incorporado se
quedo retenido en las columnas.

A continuacion, se localizaron las fracciones con mayor incorporacion de
radioactividad con el sensor de un contador Geiger (mini-monitor G-M tube serie 900
de Morgan), posteriormente, se determinaron las cuentas por minuto (cpm) de cada una
de estas fracciones utilizando un contador de centelleo de radiaciones 8 (Wallac System
1410™ liguid scintillation counter de Pharmacia) y se recogieron aquellas muestras de

ADN con el mayor nimero de cuentas.
6.11.9. Reacciones de hibridacion y lavado

Se introdujeron las membranas en botellas de hibridacion e inmediatamente
después de aiadir 20 mL de solucion de hibridacion (NaHPO, 1 M a pH 7,2, SDS 20%
y EDTA 0,5 M) (Church y Gilbert, 1984), se dejo prehibridando | hora a 60-65°C en un
horno de hibridacion (Minihybridisation oven de APPLIGENE e Hybridization oven
Model 1004 de SHEL-LAB) con el fin de eliminar posibles uniones inespecificas
durante la hibridacion. Transcurrido este tiempo, se renovo la solucion de hibridacion
(10 mL) a los que se afiadio la sonda marcada y desnaturalizada (400 plL)

cuidadosamente para que no tocase la membrana antes de que se diluyese en la solucion
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de hibridacion. La hibridacion se realizo durante una noche a la misma temperatura. Al
dia siguiente, por la mafiana, se retir6 la solucion de hibridacion y se procedio al lavado.

Para las hibridaciones con la sonda de rARN 25S se procedio de la misma
manera excepto que la temperatura de hibridacion fue de 42°C.

Tras la hibridacion se elimino la sonda no unida mediante una serie de lavados
con 20 mL de una solucion de lavado (2xSSC y SDS 0.1%) a 60-65°C. Por lo general,
se realizaron del siguiente modo: un lavado de 10 minutos a la temperatura de
hibridacion, seguido de dos lavados de 10 minutos a temperatura ambiente: aunque el
nimero y duracion de los lavados vario dependiendo del grado de emision de las
membranas. Para la sonda oligonucleotidica de rARN 258 los lavados se hicieron a
42°C.

Después de retirar la solucion de lavado, las membranas radioactivas se
introdujeron en una bolsa de plastico para poder exponerlas a la pantalla de fosforo del
sistema  Phosphorlmager SI'' en unos casos y en otros a las peliculas de
autorradiografia, para su analisis posterior.

Las membranas ya hibridadas con una determinada sonda se lavaron, en algunos
casos, con una solucién 0,1xSSC y SDS 0,1% durante 2-3 horas a 80°C para proceder a

una nueva hibridacion con una sonda distinta.
6.11.10. Cuantificacion de los niveles de expresion

Para analizar las sefiales radiactivas de hibridacion sobre la membrana de nylon
se usé un escaner (Phosphorlmager SI'' Scanning Instrument 425 de Molecular
Dynamics) para el caso de las pantallas de fosforo y un densitémetro Personal
Densitometer SI"' (Molecular Dynamics) para las peliculas de autorradiografia. Las
cuantificaciones de las sefiales se realizaron empleando el programa informatico Image
Quant version 5.0. de Molecular Dynamics). Las seiiales correspondientes a los mARN
se cuantificaron y se normalizaron los valores obtenidos respecto a la carga relativa
inicial.

En la mayoria de los northerns realizados en la presente memoria, una vez
normalizados los valores con respecto al control de carga, estos valores se normalizaron
al 100%, dandole al mayor valor de cuantificacion de un mismo blor el valor 100%. Se
puede observar que en algunos northerns normalizados al 100%, ninguna condicion

ensayada tiene el valor del 100%, esto es debido a que al hacer media entre los datos de
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cuantificacion obtenidos en las distintas réplicas esa condicion no siempre es el 100%.
En el caso de que, en las distintas réplicas de un mismo northern, una condicion
ensayada siempre tenga el valor 100%, esto implicara que para esta muestra la media

sea del 100% y que no tenga desviacion estandar o error estandar.

6.12. Southern blot

Para los experimentos de Southern blot se utilizé el kit Digoxygenin labeling
and detection (Roche), variando algunas de las recomendaciones del vendedor en los
casos en los que fue necesario. Fundamentalmente estas variaciones se refieren a los
tiempos y temperaturas de hibridacion, asi como a los lavados de las membranas, hasta

conseguir el optimo de senal en cada caso.

6.12.1. El gel de agarosa

Tanto en el caso de Southern blot de ADN genémico como plasmidico, el ADN
digerido con diferentes endonucleasas de restriccion se separd mediante electroforesis

en geles de agarosa (Véase geles no desnaturalizantes).

6.12.2. La electroforesis

(Véase geles no desnaturalizantes). Para determinar el peso molecular de los
distintos fragmentos se hicieron migrar, al mismo tiempo que las muestras, diferentes
marcadores de pesos moleculares marcados con digoxigenina,

Una vez realizada la electroforesis se fotografio el gel y a continuacién se

transfirio el ADN del gel a una membrana de nylon.

6.12.3. La transferencia

En las transferencias se utilizaron membranas de nylon (tamano del poro
0.45um) cargada positivamente (Roche) que se cortaron a medida y que se sumergieron
durante 5 minutos en una solucion de neutralizacion (Tris-HCI 0.5 M pH 7.8, NaCl 1.5

M) antes de realizar la transferencia.
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Se transfirio el ADN del gel a la membrana a una presion de vacio de 50 a 60
mBa durante 45 minutos y utilizando una solucion de desnaturalizacion (NaOH 0.4 M,
NaCl 0,6 M) que se afadio al gel durante los primeros 5 minutos de transferencia a
vacio, durante los 40 minutos siguientes se afiadio solucion de neutralizacion. Se retird
el gel, comprobandose en el transiluminador que todo el ADN habia sido transferido, y
se fij6 el ADN a la membrana con luz UV, aplicando mediante el dispositivo UV
CrossLinker 500 de Hoefer, una energia de 120 mJ/cm® de membrana o en un
transiluminador UV durante 5 minutos. Finalmente se etiqueté la membrana, se sell6 en

una bolsa de plastico y se conservo en la nevera a 4°C hasta la hibridacién.

6.12.4. Preparacion de las sondas

Las sondas se marcaron por el método del “random-primed” (cebadores
aleatorios) (Feinberg v Vogelstein, 1983) utilizando los reactivos suministrados en el kit
Dig DNA Labeling and Detection (Roche). Para ello, se disolvieron entre 0,5 y 3 ug de
ADN en |5 pL de agua, se hirvieron durante 10 minutos a 94°C para su
desnaturalizacion, y se enfriaron rapidamente en hielo o nieve carbonica. Al ADN

desnaturalizado se le afadio;

Mezcla de hexanucleotidos 10x 2ul

Mezcla de dNTPs 10x (ImMdATP, | mM dCTP,

I mM dGTP, 0,65 mM dTTP, 0.35 mM DIG-dUTP pH 7.,5) 2uL

Klenow 2U/uL 1 uL

H>O hasta V¢ 25 ML

Se mezcld bien y se incubd durante un minimo de | hora a 37°C. Una vez

transcurrido este tiempo, se paro la reaccion afadiendo 2 pul. de EDTA 0,2 M pH 8.0.
Posteriormente se precipité el ADN afadiendo 2,5 pL de LiCl 4 M , 75 L de etanol al
95%, dejandolo durante 30 minutos a -70°C o durante 2 horas a -20°C y
centrifugandolo en una microcentrifuga durante 15 minutos. A continuacion se lavo el

boton celular con 50 pL de etanol al 70%. se seco en una bomba de vacio y se disolvié

en 50 pL de IXTE (Tris-HCI | M pH 7,5, EDTA 0,5 M pH 8,0).
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6.12.5. Comprobacién del marcaje de las sondas

Para comprobar si el marcaje de la sonda habia sido bueno se realizé un Dot-
blot. Esta técnica consistio en dispensar a modo de punto, sobre una membrana de nylon
cargada positivamente (Roche), 1 uL de varias soluciones control: una solucion que
contiene un ADN no marcado con la digoxigenina (control -), una solucion que contiene
un ADN marcado con la digoxigenina (control +) y nuestra sonda recién marcada.
Generalmente se suelen hacer varias diluciones de los controles y de nuestra sonda. Los
controles los suministra el kit. Después de secar la membrana en la estufa a 37°C

durante 10-15 minutos se llevo a cabo la deteccion inmunologica.

6.12.6. Deteccion inmunolégica

LLa membrana se lavé con una solucion de lavado (Tris-HCI 1 M pH 7.5, NaCl
IM) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de incubarla durante 30
minutos a temperatura ambiente en una solucion de bloqueo (suministrada en el kit) y
otros 30 minutos con el anticuerpo conjugado Anti-digoxigenina-PA, se lavo dos veces
durante 10 minutos con solucion de lavado a temperatura ambiente. Posteriormente, se
equilibro la membrana durante 2 minutos en una solucion de deteccion (Tris-HCI | M
pH 9.5, NaCl I M, MgCl, | M) y se incubo con la solucion sustrato-color (NBT y BCIP
suministrada en el kit) hasta que se completd la reaccion (aproximadamente después de
16 horas). La membrana no puede agitarse durante la reaccion de color y tampoco
puede ser expuesta a la luz, solo durante pequefios periodos de tiempo para observar si
la reaccion colorimétrica finalizo. Cuando se visualizaron las bandas, se paro la reaccion
lavando la membrana durante 5 minutos con 50 mL de agua. Los resultados fueron

documentados mediante el fotocopiado o fotografiado de la membrana humeda.

6.12.7. Reacciones de hibridacion y lavado

Se introdujeron las membranas en botellas de hibridacion e inmediatamente
después de anadirle 20 mL de solucion de hibridacion (20xSSC pH 7,0, SDS 20%,
soluciéon de bloqueo), se dejo prehibridando | hora a 50-55°C en un horno de
hibridacion (Minihybridisation oven de APPLIGENE e Hybridization oven Model 1004

de SHEL-LAB) con el fin de eliminar posibles uniones inespecificas durante la
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hibridacién. Transcurrido este tiempo, se renové la solucion de hibridacion (5 mL) a los
que se afiadio la sonda marcada y desnaturalizada (50 puL) cuidadosamente para que no
tocase la membrana antes de que se diluyese en la solucion de hibridacion. La
hibridacion se realizo durante una noche a la misma temperatura. Al dia siguiente, por la
maiiana, se retiro la solucion de hibridacion y se procedio al lavado.

Tras la hibridacion se elimind la sonda no unida mediante una serie de lavados
con 20 mL de una solucion de lavado (20xSSC. SDS 20%) a 50-55°C. Por lo general, se
realizaron del siguiente modo: un lavado de 10 minutos a la temperatura de hibridacion,
seguido de un lavado de 10 minutos a temperatura ambiente.

Después de retirar la solucion de lavado, las membranas se sometieron a la

deteccion inmunologica (descrita anteriormente).

6.13. Inmunotransferencia (Western-blot)

Una vez realizada la electroforesis en SDS-PAGE (véase geles desnaturalizantes
SDS-PAGE) se lavo el gel en agua destilada para eliminar el tampon de electroforesis,
Posteriormente, se sumergio el gel en tampon de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192
mM, Metanol 20%) al igual que la membrana de nitrocelulosa (tamafo de poro 0,2 um).
Para la transferencia se utilizo un aparato Trans-Blot himedo (Bio-Rad), se colocaron
desde el polo negativo al positivo, una esponja, 2 trozos de papel de filtro previamente
embebidos en tampon de transferencia, el gel de poliacrilamida, la membrana de
nitrocelulosa, otros 2 trozos de papel de filtro, y finalmente una esponja. Las proteinas
se electrotransfirieron acoplando el trans-blot a una fuente de alimentacion. Las
condiciones de la transferencia fueron: voltaje constante de 100 V durante una hora. Al
finalizar la transferencia. se retiré la membrana de nitrocelulosa y se lavo con agua
destilada. A continuacion se tifio la membrana durante unos 10 minutos con Ponceau S
al 0,2% y acido tricloroacético al 3% para verificar la transferencia de las proteinas.
Seguidamente, se lavé con agua destilada hasta que se eliminé el fondo rojo y se
pudieron observar perfectamente las bandas polipeptidicas.

Para evitar las uniones inespecificas de anticuerpos a la membrana a la que se
transfirieron, las proteinas se incubaron durante 2 horas en tampon TBS (Tris-HC 0,3%
pH 8. NaCl 0,8%, KCI 0,02%) con Tween 20 al 0.2% y 5% de leche descremada. Se
incub6 la membrana con el primer anticuerpo: anti-His (C-terminal), Invitrogen, diluido

1:5000, durante 90-120 minutos con agitacion a temperatura ambiente.

113



MATERIALES Y METODOS

Tras la incubacion se lavo 5 veces con TBS Tween 20 0.2%. 5 minutos cada
lavado y a continuacion se trato con el segundo anticuerpo anti-lg de raton conjugado
con peroxidasa (Dakopatts) a una dilucion 1/1.600 en TBS Tween 20 al 0,2% durante
90 minutos. Se procedio a un nuevo lavado con TBS y se revela. El color de la reaccion
se desarrollo utilizando, como sustrato de la peroxidasa, H.O; al 0,03% en presencia de
diaminobencidina disuelta en Tris-HCl 50 mM pH 7,6 y cloruro de niquel al 0,03%,
durante 2-5 minutos. La reaccion se detuvo introduciendo la membrana en tampon TBS

o afadiendo abundante agua destilada.

7. TECNICAS ANALITICAS

7.1. Determinacion de proteinas de un extracto (método de Bradford)

El método de Bradford (1976) es un método colorimétrico que nos permitié
detectar pequenias cantidades de proteinas, hasta 1pg.

Se prepard 1 mL de la muestra problema convenientemente diluida, de ahi se
tomaron 800 uL y se llevaron a 1 mL con el reactivo Protean-assay de Bio-Rad. Las
muestras se agitaron vigorosamente con la ayuda de un vorfex y se incubaron durante 15
minutos a temperatura ambiente. Antes de transcurrida | hora se determind su
absorbancia a 595 nm. La recta de calibrado se elaboro con albimina de suero bovino
2,5 mg/mL (BSA) suministrada por New England Biolabs, en cantidades comprendidas
entre 1 y 25 ug. El blanco se preparé con 800 pL de agua destilada y se llevd a 1 mL
con el mismo reactivo.

Se empleo el programa informatico StatGraphics Plus para calcular la ecuacion
de la recta de calibrado y a partir de la ecuacion se determiné la concentracion de

proteina de cada extracto.
7.2, Determinacion de la actividad B-galactosidasa en levaduras

Los ensayos de actividad [3-galactosidasa se realizaron sobre levaduras de K.
lactis transformadas con el vector pPXW2 que posee la secuencia codificadora del gen

lacZ de E. coli y sobre levaduras de S. cerevisiae transformadas con el plasmido

YEpFLAGI-LAC4 que contiene el gen de la -galactosidasa de K. lactis.
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7.2.1.Determinacion cualitativa de la actividad B-galactosidasa

Se emplearon placas CM omitiendo el uracilo utilizado como marcador
auxotrofico (véase medios de cultivo) suplementadas con | mL por cada 500 mL de
placas del compuesto cromogénico X-Gal (5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-B-D-
Galactopiranosido) al 2% en dimetilformamida.

Las colonias que poseian actividad [-galactosidasa se identificaron por la

aparicion de color azul en el medio.

7.2.2. Determinacion cuantitativa de la actividad B-galactosidasa

Se emplearon dos métodos diferentes pero ambos estan basados en el método de
Guarente (1983). El primero que se describe a continuacion fue el empleado en el
apartado de la produccion de la fructosa-1,6-bisfosfato a partir de lactosueros. El

segundo se empleo para el estudio de las regiones promotoras de los genes KIFBAI y
KINDII.

METODO 1:

Este método se modifico para adaptarlo a los diferentes preparados enzimaticos
utilizados. La actividad enzimatica se midié siguiendo la liberacion de o-nitrofenol
(ONP) a partir del substrato sintético o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG).

Para medir la actividad en células libres, se dosifico en tubos de ensayo una
cantidad de suspension celular entre 1-5 mL. se centrifugé 5 minutos a 3.000 r.p.m., se
elimind el sobrenadante y se lavo el precipitado una vez con tampon Z (pH 7), cuya

composicion es la siguiente:

Na,HPO, 100 mM/L
NaH:PO, 40 mM/L
KCl 10 mM/L
MgSO4 1,6 mM/L
B-mercaptoetanol 2,7 mL/L

Posteriormente se resuspendio en 2 mL del mismo y se le afadieron 110 pL de
cloroformo y 170 pul de SDS al 0,1%. Se agito fuertemente en vorfex durante 15
segundos y se preincubo a 30°C durante 5 minutos al cabo de los cuales se afadieron

440 pL de la solucion de sustrato (4 mg/mL de ONPG en agua destilada) y se dejé que
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la reaccion se desarrollase, a la misma temperatura, en un bafo con agitacion hasta la
aparicion del color amarillo caracteristico del producto.

A partir de este momento, se sacaron dos alicuotas de | mL a intervalos de tiempo
controlados desde la adicion del sustrato. La reaccion se detuvo afadiendo dichas
alicuotas sobre 0,5 mL de carbonato sédico | M contenidos en un tubo Eppendorff.

La mezcla se centrifugdo a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos para separar las
células. En el sobrenadante, se determind espectrofotométricamente el o-nitrofenol
liberado, por medida de la absorbancia a 420 nm. La concentracion se calcula usando un
coeficiente de extincion molar de 4.500 L/mol x cm (Inchaurrondo et al., 1994).

Para la cuantificacion de la actividad en un medio sin células, se procedio del
mismo modo que para las células libres pero, en este caso, en lugar de la suspension
celular, se afadié un volumen de 100-300 pL de medio de cultivo libre de células
directamente sobre el tampon Z y se prescindio de afadir los agentes permeabilizantes
cloroformo y SDS.

Cuando en el presente trabajo se habla de actividad B-galactosidasa intracelular se
hace referencia a la actividad [}-galactosidasa del citoplasma y del periplasma (espacio
entre la membrana plasmatica y la pared celular) de la célula y cuando se habla de
actividad B-galactosidasa extracelular se hace referencia a la actividad f-galactosidasa
en el medio de cultivo.

Se definio la Unidad Enzimatica (U.E.) como la cantidad de enzima que libera un
ptmol de o-nitrofenol por minuto en las condiciones de ensayo. Las unidades se dan

como U.E./mL de medio de cultivo.

METODO 2:

Las células crecidas hasta una densidad optica a 600 nm de 0,5-0.6 (10°-10’
células/mL) se centrifugaron durante 5 minutos a 4.000 r.p.m. El sobrenadante (5-30
mL) se descarto, a continuacion se afadio | mL de tampon Z (Na;HPO; 30 mM,
NaH;POy 20 mM, KCI 10 mM, MgSO; | mM y 2-mercaptoetanol 2,7 mL en un
volumen final de 1 litro), 55 pL de cloroformo y 87.5 pL de SDS al 0.1%. Se agito
vigorosamente en vortex durante 15 segundos y se incubaron las muestras a 30°C
durante 5 minutos. La reaccion comenzo al afadirle 0,2 mL de ONPG (o-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido) 4mg/mL. Se dejo que la reaccion se desarrollase hasta la aparicion

de un color amarillo, en este momento se anoto el tiempo transcurrido y se pard la
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reaccion recogiendo | mL de la muestra y afadiéndole 0,5 mL de Na,CO;. Se
centrifugaron las muestras a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos y el sobrenadante se
empleo para medir su absorbancia a 420 nm frente a un blanco que contenia | mL de
tampon Z y 0.5 mL de Na,COs. Los valores de actividad [}-galactosidasa se expresan en
unidades calculadas segiin Adams et al. (1997) mediante la siguiente formula:
(A20/DOgooxVxT)x 1000 en donde:

Aj20nm: €s la absorbancia del producto o-nitrofenol.

DOsoonm: es la densidad optica del cultivo cuando se recogen las células para realizar el
ensayo.

V: es el volumen de cultivo empleado para hacer el ensayo expresado en mililitros.

T: es el tiempo que tarda en transcurrir la reaccion de color expresado en minutos.

En algunos casos, los valores de actividad p-galactosidasa se normalizaron al
100%, dandole al mayor valor de actividad B-galactosidasa obtenido de un mismo
experimento el valor 100%. Se puede observar que en los experimentos normalizados al
100%, ninguna delecion ensayada tiene el valor del 100%, esto es debido a que al hacer
media entre los datos de actividad p-galactosidasa obtenidos en las distintas réplicas
realizadas de una misma delecion, tan sélo una de las réplicas de la misma delecion es

la que va a dar el mayor valor que es el que se va a considerar como el 100%.
7.3. Determinacion de la lactosa/D-galactosa

Se utilizd un test comercial (Boehringer-Mannheim) basado en la medida
espectrofotométrica del NADH formado a partir de la D-galactosa, mediante las
siguientes reacciones enzimaticas:

La lactosa es hidrolizada a D-glucosa y D-galactosa en presencia del enzima [3-

galactosidasa.

Lactosa + HO_P-galactosidasa , D-glucosa + D-galactosa

La D-galactosa es oxidada por el dinucledtido de nicotinamida-adenina (NAD') a

acido galactonico en la presencia del enzima B-galactosidasa deshidrogenasa.
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B-galactosidasa

D-galactosa + NAD" deshidrogenasa  Acido galactonico +NADH+H’

Ll

La cantidad de NADH formada en la reaccion es estequiométrica con la cantidad
de lactosa y D-galactosa, respectivamente. El incremento de NADH se determina a
partir de su absorbancia a 340 nm.

La concentracion de lactosa y D-galactosa, en la muestra, debe estar comprendida

entre 0,05 y 0,5 g/L.

Procedimiento:

Se pipetearon, directamente en cubetas de | c¢m de recorrido optico, cuatro para
cada ensayo (blanco y muestra de lactosa, blanco y muestra de galactosa), 0,20 mL de
una disolucién de 5 mg/mL de NAD' en tampén citrato pH 6,6 con sulfato magnésico.

Se afadieron 0.05 mL de la suspension de P-galactosidasa en las cubetas
correspondientes al blanco y a la muestra de lactosa.

A continuacién se adicionaron 0,10 mL de la muestra, convenientemente diluida,
en las cubetas de lactosa y galactosa.

Se mezclaron y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, se afadio 1 mL de tampoén difosfato pH 8,6 tanto a las muestras como a
los blancos.

Las mezclas se llevaron, con agua destilada, hasta el mismo volumen final,
empleando para ello 2 mL vy 2,05 mL en los blancos de lactosa y galactosa,
respectivamente y 1,90 y 1,95 mL para las muestras.

Se mezclaron y tras dos minutos se leyo la absorbancia de las soluciones (A)).

A continuacion, se inicio la reaccion al adicionar 0,05 mL de la suspension del
enzima [3-galactosidasa deshidrogenasa a todas las cubetas.

Se mezclaron y aproximadamente a los 20 minutos, cuando la reaccion ya
finalizo, se leyo la absorbancia de las soluciones (A;).

Se determind la diferencia de absorbancias (A,-A;) para cada muestra y su blanco
correspondiente. A continuacion se resto el incremento de absorbancia del blanco del de
la muestra. Con los valores obtenidos se hicieron los calculos.

AALG=AA muestra lactosa = AA blanco lactosa
AA!’J:AA muestra D-galactosa = AA blanco D-galactosa
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Debido a que la muestra de lactosa puede contener ademas galactosa libre, para

calcular la concentracion de lactosa se utilizo la diferencia de absorbancias:

AAL = AALg- AAg
Concentracion lactosa o D-galactosa (g/L) = (V x Pm/ € x d x v x 1000) x ( AA; 0 AAg)

V = volumen final (3.30 mL)
Pm = peso molecular: lactosa (3423 g/mol)
D-galactosa (180,16 g/mol)
€ = coeficiente de absorcion molar del NADH a 340 nm (6,3 L/mmol . cm)
v = volumen de muestra (0,1 mL)
d = recorrido optico (1 cm)

7.4. Determinacion de etanol

Se utilizd un test comercial (Boehringer-Mannheim) basado en la medida
espectrofotométrica del NADH formado a partir del etanol mediante las siguientes
reacciones enzimaticas:

El etanol es oxidado a acetaldehido en presencia del enzima alcohol

deshidrogenasa por el dinucledtido de nicotinamida-adenina(NAD").

Alcohol
Etanol + NAD' deshidrogenasa Acetaldehido + NADH + H'
El equilibrio de esta reaccion tiende al lado del etanol y el NAD', pudiendo ser
completamente desplazado a la derecha en condiciones alcalinas y por atrapamiento del
acetaldehido formado. El acetaldehido es oxidado en presencia de aldehido

deshidrogenasa cuantitativamente a acido acético.

Aldehido )
Acetaldehido+ H.O + NAD" deshidrogcnasi Acido Acético + NADH+ H'

El NADH se determina a partir de su absorbancia a 340 nm.

Procedimiento:

Se disolvio una tableta que contiene 4 mg de NAD' y 0.8 unidades de aldehido
deshidrogenasa, en 3 mL de tampén difosfato potasico pH=9. La mezcla se pipeted
directamente en cubetas de | cm de recorrido optico, dos para cada ensayo (muestra y

blanco).
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En la cubeta correspondiente a la muestra se afadio 0,1 mL de la misma,
convenientemente diluida. En la cubeta del blanco, se sustituyé el volumen de la
muestra por agua destilada. Se mezclaron, se esperd aproximadamente 3 minutos a
temperatura ambiente y se leyo la absorbancia de las soluciones (A)) frente a un blanco
de agua destilada.

A continuacion se afadieron 0,05 mL de suspension del enzima, alcohol
deshidrogenasa, a cada cubeta. Se mezclaron, se incubaron de 5 a 10 minutos a
temperatura ambiente y, tras completarse la reaccion, se leyeron las absorbancias de las
soluciones (A»).

Se determino la diferencia de absorbancias (A>-A;) para muestra y blanco. A
continuacion se resto el incremento de absorbancia del blanco del de la muestra. Con el

valor obtenido se hicieron los calculos.

AA = AA muestra - AA blanco

Concentracion etanol =(V x Pm /e xd x v x 2 x 1000) x AA

V = Volumen final (3.15 mL)

Pm = Peso molecular del etanol (46,07 g/mol)

€ = Coeficiente de absorcion molar del NADH a 340 nm (6,3 L/mmol . cm)
v = volumen de muestra (0,1 mL)

d = recorrido optico (1cm)

7.5. Determinacion de glucosa

Se utilizo un test comercial (Sigma) basado en la medida espectrofotométrica de
la o-Dianisidina oxidada formada a partir de la D-Glucosa mediante las siguientes
reacciones enzimaticas:

La Glucosa es oxidada a acido gluconico y peroxido de hidrogeno por la glucosa
oxidasa:

Glucosa
Oxidasa )
D-Glucosa + H,0 + O3 —— 3 Acido D-Glucénico + H-0»

El peroxido de hidrogeno reacciona con la o-Dianisidina en la presencia de

peroxidasa para formar un producto coloreado:

Peroxidasa
H,O>+o-Dianisidina Reducida — . o-Dianisidina oxidada
(sin color) (marron)
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La o-Dianisidina oxidada reacciona con acido sulfurico para formar un producto
coloreado mas estable:

H-S0O,
o-Dianisidina Oxidada — g o-Dianisidina Oxidada
(marron) (rosa)
La intensidad del color rosa medida a 540 nm es proporcional a la concentracion

de glucosa original.

Procedimiento:

Se necesitaron tres tubos de 18 mm x 150 mm por cada ensayo (blanco, muestra y
control). El blanco consté de | mL de agua destilada, la muestra consto de 1 mL de la
solucion cuya concentracion de glucosa queriamos calcular y el control consté de 0,950
mL de agua desionizada y 0,05 mL de una solucion estindar de glucosa de
concentracion conocida.

A continuacion se inicio la reaccion anadiendo 2 mL de reactivo de ensayo (que
resulta de la mezcla de la o-Dianisidina con la Glucosa Oxidasa/Peroxidasa) a cada uno
de los tubos, blanco, muestra y control.

Se dejaron los tubos incubando a 37°C durante exactamente 30 minutos. La
reaccion se par6 afiadiendo 2 mL de H,SO,4 12N a cada tubo. Se mezclé cuidadosamente
cada uno de los tubos y se midio la absorbancia frente al blanco a 540 nm.

Con los valores de absorbancia asi obtenidos, se hicieron los siguientes calculos:

(AAsy muestra) (0,05)

mg de Glucosa =
AAsy control

7.6. Produccién y determinacion de la fructosa-1,6-bisfosfato (F-1,6-P,)

Las células de levadura crecidas en suero de leche fueron recolectadas por
centrifugacion y resuspendidas, hasta una concentracion de 500 g/L, en 40 mL de medio
de bioconversion, Las células se permeabilizaron por adicion de tolueno al 10% o etanol
al 70% con agitacion vigorosa de la suspension durante 1 minuto, para el caso del
tolueno, y agitacion moderada durante 5-10 minutos para el caso del etanol. La
suspension se mantuvo en agitacion moderada a 30°C durante toda la bioconversion sin
retirar el agente permeabilizante en el caso del tolueno al 10% y retirandolo mediante
centrifugacion y resuspension de las células en medio fresco en el caso del etanol al

70%. Las muestras de la suspension tomadas a diferentes tiempos se centrifugaron, los
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sobrenadantes se desproteinizaron afiadiendo | mL de acido perclorico IM a 1 mL de la
muestra y dejandolos 15 minutos en hielo, posteriormente se neutralizaron con 0,5 mL
de carbonato potasico 2.5 M durante 15 minutos en hielo. A continuacion, las muestras
se centrifugaron y los sobrenadantes se usaron para la determinacion de fructosa —1.6-
bisfosfato.

La F-1,6-P, se determind por el método de Michal y Hans-Otto Beutler (1974).
Este método sirve para la determinacion espectrofotométrica de la dihidroxiacetona
fosfato, la fructosa-1.6-bisfosfato y el gliceraldehido-3-fosfato debido a que usa la
misma reaccién. Los tres sustratos pueden ser determinados cuantitativamente en
sucesion por un tnico procedimiento. La fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa escinde la
fructosa-1,6-bisfosfato en gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y dihidroxiacetona fosfato
(DAP). La triosafosfato isomerasa (TIM) cataliza el equilibrio entre la GAP y la DAP.
La glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GDH) cataliza la reduccion de la DAP con el

dinucledtido de nicotinamida-adenina reducido (NADH).

Principio:

Aldolasa
(1) F-1,6-P,—— »DAP + GAP
-—

TIM
(2) GAP;:E DAP

= GDH

(3) DAP + NADH + H‘|—> Glicerol-3-P + NAD'

La sucesion de la reaccion procede rapidamente con un exceso adecuado de
NADH y concentraciones de enzima adecuadas. Este método mide el descenso en la
extincion a 340nm asociado a la oxidacion del NADH. Se oxidan 2 moles de NADH
por mol de F-1,6-P,. La inclusion de la reaccion triosafosfato isomerasa (2) incrementa
la sensibilidad de la determinacion. Uniendo las reacciones (1)-(3) se obtiene la

siguiente ecuacion:

(4) F-1,6-P> + 2NADH + 2H q——— 2-Glicerol-3-P + 2NAD’
Reactivos:

e (arbonato potasico (K,CO;) 2.5 M
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Acido perclérico 1 M

Tampén trietanolamina 0,4 M; pH 7.6

Dinucledtido de nicotinamida-adenina reducido (NADH-Nas)
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GDH)

Triosafosfato isomerasa (TIM)

Aldolasa

Procedimiento:

Se pipetearon, directamente en cubetas de 1 cm de recorrido 6ptico, 1,5 mL de
tampdn trietanolamina y 1,5 mL de la muestra desproteinizada, a continuacion se ajusté
a cero el espectrofotometro. Posteriormente se afiadieron 0,01 mL de la solucion de
NADH-Na,, se mezclo bien, se mantuvo a temperatura ambiente y se leyd la extincion
inicial E; dos 0 mas veces a intervalos de tiempo de 3 minutos. La primera reaccion
comenzo cuando se aiiadio 0,01 mL de la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, se
mezclo bien, se mantuvo a temperatura ambiente y después de que la reaccion termino,
al cabo de 5-7 minutos, se leyo la extincion E, varias veces a intervalos de 3 minutos.
En el caso de que se quisiera determinar la dihidroxiacetona fosfato (DAP). habria que

hacer los siguientes calculos:

AEpap = Ej - Ex

DAP (umol/mL) = AEpap x 0,324

DAP (mg/mL) = AEpap x 0,550

La segunda reaccion tuvo lugar cuando se afadieron 0,01 mL de la enzima
triosafosfato isomerasa, se mezclo bien, se mantuvo a temperatura ambiente y después
de que la reaccion termino, al cabo de 3-5 minutos, se leyo la extincion E; varias veces
a intervalos de 2 minutos. Si se desea determinar el gliceraldehido-3-fosfato (GAP) hay

que hacer los siguientes calculos:

AEgap=Ex - E;

GAP (pmolx’mL) = AE(_;,.\p x 0,325

GAP (mg/mL) = AEgap x 0,0552

La tercera y ultima reaccion comenzo al afadirle 0,01 mL de la enzima aldolasa,
se mezclo bien, se mantuvo a temperatura ambiente, y, después de que la reaccion
hubiese transcurrido, después de 6-9 minutos, se leyo la extincion Ey varias veces a
intervalos de 3 minutos. A continuacion, se realizaron los siguientes calculos para

determinar la fructosa-1.6-bisfosfato (F-1.6-P;):
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AEf. 6.p2 = Es— Es
F-1,6-P> (umol/mL) = AEg.; 6.p2 x 0,163
F-1,6-P> (mg/mL) = AE¢. 6.p2 x 0,0554

7.7. Determinacion de la actividad aldolasa

El test colorimétrico de Roe segun Richards y Rutter (1961) permitio detectar la
fructosa-1.,6-bisfosfato formada a partir de la dihidroxiacetona fosfato y el
gliceraldehido-3-fosfato en presencia de la aldolasa. Se preparé una mezcla que
contenia 25 pumoles de glicilglicina, 0.5 mg de BSA (seroalbiimina bovina), 2 umoles de
dihidroxiacetona fosfato, 0.7 umol de gliceraldehido-3-fosfato, 50 pmoles de acetato
potdsico y cantidades variables del extracto proteico en un volumen total de 0.5 mL. La
reaccion se inicid por la adicion del extracto proteico. Después de incubar la reaccion
durante | minuto a 25°C se paro aiiadiéndole 1,75 mL de HCI al 30%. A continuacion,
se afiadieron 0,25 mL del rectivo tiourea resorcinol (0,1% resorcinol y 0,25% tiourea en
acido acético glacial) resultando un volumen total de 2,5 mL. Las muestras se
calentaron a 80°C durante 10 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente. La
absorbancia a 520 nm fue medida utilizando como blanco un control no incubado y
frente a una recta patron de 0,015 a 0,15 pumol de fructosa-1.6-bisfosfato. Se empleo el
programa informatico StarGraphics Plus para calcular la ecuacion de la recta de
calibrado y a partir de la ecuacion se determind la actividad aldolasa de cada muestra.
La actividad aldolasa se expresé como los pmoles o nmoles de fructosa-1,6-bisfosfato

aldolasa producida en 1 minuto por pg de proteina en las condiciones de ensayo.

8. PURIFICACION DE PROTEINAS

Se realizo la purificacion de la proteina K/Fbalp de la levadura K. lactis
expresada en la cepa BL2/(DE3) de la bacteria E. coli basada en la afinidad existente
entre la secuencia de histidinas del vector pET2/d (que deben estar “in frame” con la
secuencia codificadora de la proteina a expresar) y un metal iénico inmovilizado
(generalmente Ni*"). El agente quelante mas empleado es el 4cido nitriloacético (NTA,
Novagen) que tiene cuatro sitios disponibles para la interaccion con los iones metalicos.
Para la preparacion de la resina Ni* -NTA4 se empleé aproximadamente 1 mL de resina

por litro de medio de cultivo bacteriano. La resina se centrifugd durante 30 segundos en
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la microcentrifuga, se elimin6 el sobrenadante y se lavo una vez con tampon de lisis
(50mM NaH,PO; pH8.0; 300 mM NaCl; 5 mM B-mercaptoetanol; inhibidores de
proteasas: Smg/mL Aprotinina, Smg/mL Antipaina. Img/mL Antipaina (sin EDTA) y
0.1% Triton X-100). El precipitado celular procedente de un litro de medio de cultivo se
resuspendio en 80-100 mL de tampon de lisis y se lisé empleando un sonicador. Las
células se centrifugaron a 15.000 r.p.m. durante | hora. El sobrenadante se filtro, se
retird una alicuota para su analisis posterior y se le afadio la resina. Se agito
suavemente durante | hora a 4°C. Posteriormente se afiadié la mezcla de lisado soluble
y resina a una columna y se recogio el sobrenadante. Se lavé la columna con 10 mL de
tampon [ (1M NaCl, 50 mM NaH,PO, pH8.0) v se recogi6 el sobrenadante. Se lavé con
tampon 11 (300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO, pH8,0) y se recogio el sobrenadante. La
proteina se eluyo con 2 mL de tampon de elucion E1 (20 mM Imidazol pH7,5; 50 mM
NaH;PO; pHB8,0; 300 mM NaCl). E2 (100 mM Imidazol pH7.5: 50 mM NaH,PO,
pI—IS:O: 300 mM NaCl), E3 (250 mM Imidazol pH7.5: 50 mM NaH,PO; pH8.,0; 300
mM NaCl) y E4 (500 mM Imidazol pH7.5; 50 mM NaH,PO; pH8,0; 300 mM NaCl).
Los sobrenadantes y eluidos recolectados se emplearon para la determinacion de la
actividad aldolasa o se guardaron congelados a -20°C en glicerol al 20% para la

realizacion de experimentos de cristalizacion,

9. CRECIMIENTO DE CRISTALES MEDIANTE EL METODO DE
LA GOTA COLGANTE

Este método se empled para el crecimiento de cristales a partir de la proteina
KiFbalp purificada. Se mezclaron, sobre un cubreobjetos (previamente silanizado con
diclorometilsilano al 2% en 1.1.1-tricloroetano y lavandolos con agua y metanol al
70%), 2,5 pL de la solucién proteica con un volumen igual de la solucién del reservorio,
con lo que la concentracion del precipitante en la gota es igual al 50% de la
concentracion optima para cristalizar la proteina. Es importante asegurarse de que no se
forman burbujas en la gota, ya que éstas pueden impedir la aparicion de cristales.
Rapidamente para evitar la evaporacion, se invierte el cubreobjetos (permitiendo que la
gota quede “colgando™) y se coloca sobre un reservorio de solucion precipitante,
sellando el conjunto con grasa de silicona. Como el precipitante es el soluto mayoritario

en la solucion del reservorio, la difusién de vapor en este sistema cerrado resulta en una
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transferencia neta de agua desde la solucion de proteina (gota) a la solucion del
reservorio, hasta que la concentracion del precipitante se iguala en ambas soluciones.

A medida que entre ambas soluciones se establece el equilibrio, la proteina pasa
gradualmente a condiciones de sobresaturacion en la gota, lo que le lleva a precipitar. El
tiempo necesario para que alcance el equilibrio entre las dos soluciones tiene una gran
influencia sobre el resultado final, que puede ir desde un precipitado amorfo o de
microcristales a la aparicion de un monocristal de buen tamario, asi como a una amplia
variedad de situaciones intermedias.

La proteina debe ser lo mas pura posible, ya que la presencia de contaminantes
puede inhibir la formacion del cristal, limitar su crecimiento o empeorar su calidad,
Preferentemente debe usarse a una concentracion de 10 mg/mL en un tampon en el que
sea soluble y estable. El tampon sera lo mas diluido posible para que afecte poco a la
concentracion salina final.

Las gotas han de examinarse cuidadosamente con una lupa binocular una vez al

dia durante la primera semana, y una vez a la semana en el tiempo posterior.

10. METODOS ESTADISTICOS: DISENO DE PLANES
FACTORIALES

Frente a los enfoques experimentales basados en la busqueda de condiciones
optimas por comparacion de las respuestas que se obtienen al realizar series de
experimentos variando en cada una de ellas los valores de solo una de las variables que
intervienen en el proceso, los disefios formalizados presentan no sélo la ventaja de
economizar experimentacion, sino también la de proporcionar una ecuacion que permite
describir cuantitativamente los efectos combinados y las posibles interacciones de las
diversas variables relevantes. En nuestro laboratorio y a lo largo del desarrollo del
presente estudio, se han aplicado disefios factoriales completos de primer orden a la
optimizacion de la produccion extracelular de B-galactosidasa por S. cerevisiae en
cultivos en suero de leche. Se estudio la influencia de cuatro variables (temperatura de
incubacion, aireacion del cultivo, concentracion de NaCl y tiempo de incubacion), y sus
interacciones sobre la respuesta. Una vez elegidas las variables, establecidos sus
ambitos experimentales (dominios) y codificados sus valores extremos como +/ y —/

(tabla M6), se construyé una matriz experimental en la que:
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I. El nimero de elementos de cada columna es igual al nimero de experiencias
(2", siendo H el nimero de variables).

2. Cada variable debe tomar tnicamente los valores extremos (+/ y —/) y. en
cada columna, el nimero de valores en +7 y —/ deben de ser iguales (es decir,
cada variable debe de presentar igual numero de valores en sus niveles

superior e inferior).

fad

Debe de cumplirse la condicion de ortogonalidad: el producto escalar de todos
los vectores columna ha de ser igual a cero.

Ademas de los experimentos implicados en dicha matriz, se realizaron asimismo
al menos cuatro réplicas del punto central (todas las variables en cero), a fin de
determinar la variabilidad intrinseca del sistema. A continuacién, los resultados
obtenidos se utilizaron para la determinacion de la ecuacion del sistema y el analisis de
su significacion mediante el médulo de disefio experimental del programa Srargraphics

Plus:

Tabla M6: Dominios experimentales de las variables y su codificacion. Ejemplo para un diseio de
tres variables

Valor codificado |’} V2 1’3
-1 Vin-dV o Van-dl o Vn-dl 0
0 Vin Ian Ve
! Vin+dV0 an - dl o Van dVo
Incrementos
! dVio dlo dVio

Codificacion: Ve = (Fn-lo) dVn

Descodificacion: Fn = Vot (di'm*lc)

Ve - Valor codificado

V' : Valor natural

Fo . Valor natural en ¢l centro del dominio experimental

dV'n : Incremento del valor natural correspondiente a un incremento unidad del valor codificado

La respuesta se visualiza representando la superficie definida por la ecuacion
(superficie de respuesta) a través de sus proyecciones sobre planos definidos por pares

de variables.

11. SOPORTE INFORMATICO

Ademas del Microsoft Office XP Edition 2002, se emplearon los programas

informaticos que se citan a continuacion.
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11.1. Andlisis de secuencias de ADN

DNAsis HITACHI". Programa utilizado para analizar secuencias de ADN
resultando de gran utilidad para realizar mapas de restriccion, busquedas de estructuras
secundarias o de regiones codificadoras.

CHROMAS version 1.45 (Conor McCarthy. School of Healter Science. Griffith
University, Gold Coast Campus, Southport Queensland, Australia). Programa empleado
para el analisis de los cromatogramas obtenidos en las reacciones de secuenciacion
automaticas del ADN.

PICDI (Rodriguez-Belmonte er al., 1996). Programa informatico que permite
calcular el uso de codones a través del indice ICDI (Intrinsic Codon Deviation Index)

sin necesidad de conocer los codones optimos de la especie.
11.2. Diseiio de oligonucledtidos sintéticos

OLIGO (Go-Oli-Go"™ versién 1.0. Pharmacia Biotech). Permite el disefio de
oligonucledtidos sintéticos para luego ser sintetizados y empleados como cebadores en

reacciones de secuenciacion y de PCR.
11.3. Analisis de homologias de secuencias de genes

NCBI (National Center for Biotechnology Information). Dentro de esta pagina
de internet se encuentra alojado PubMed, una base de datos de publicaciones que
permite hacer busquedas bibliograficas por tema. autor, palabra clave.... Esta pagina
permite ademas buscar secuencias de ADN, proteinas, ESTs (Expressed Sequence
Tags).... de diversos organismos y realizar analisis de busquedas de homologia y
alineamientos entre dichas secuencias y otras secuencias que nosotros le introduzcamos.

La direccion de internet de esta pagina es la siguiente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,

SGD (Saccharomyces Genome Database). Base de datos de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, permite consultar informacion acerca de cualquier gen de
esta levadura y hacer analisis de secuencias comparandolas con las de su base de datos.
Su direccion de internet es la siguiente: hup://genome-

www.stanford.edu/Saccharomvces/.
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GENOSCOPE. Base de datos del genoma de una gran cantidad de organismos,
entre ellos levaduras (Genolévures), donde se encuentra el de Kluyveromyces lactis. Su

direccion de internet es la siguiente: http: www . senoscope.cns. 1.

Candida DB. Base de datos de SGD donde se almacenan datos de interés acerca
de la levadura Candida albicans, al igual que en SGD, permite realizar anélisis
comparativos de una secuencia que propone el usuario con las secuencias de su base de

datos. Su direccion de internet es la siguiente: hitp: /genolist.pasteur.fr/CandidaDB/.

ExPASy (Expert Protein Analysis System). Servidor de biologia molecular del
SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) donde se encuentran alojadas una gran variedad
de herramientas para el analisis de proteinas. Algunas de las empleadas en este trabajo
son el ClustalW de EBI (European Bioinformatics Institute), ProtParam Tool, PSORT

I, iPSORT.,... Su direccion on line es la siguiente: hitp://us.expasy.org .

PDB (Protein Data Bank). Base de datos de proteinas donde aparecen
programas que permiten analizar la estructura secundaria de la proteina problema y
ofrecen la estructura tridimensional de la proteina mas homéloga a ella que haya sido

cristalizada y pertenezca a su amplia base de datos. El programa empleado en este

trabajo fue el 123D+. Su direccion de internet es la siguiente: http://'www.resb.org/pdby.

11.4. Bisqueda de secuencias consenso de factores transcripcionales

La prediccion de las secuencias consenso de union a factores transcripcionales

en promotores de genes se realizo empleando los siguientes programas informaticos:

TFSEARCH Search Result™. Su direccion en internet es la siguiente:

http://www.cbrc.jp/research/db/ TFSEARCH.html.

TRANSFAC™ Matlnspector version 2.2. Su direccion en internet es la

siguiente: http:/transfac.ebf.de/cgi-bin/matSearch/matsearch22.pl.

YEAST TOOLS. Su direccion en internet es la  siguiente:

http://www.ucmb.ulb.ac.be/bioinformatics/rsa-tools/.

11.5. Tratamiento de imagenes

Adobe®Photoshop versién 5.0. LE. Programa informatico que permite el

tratamiento de las imagenes escaneadas, en este trabajo se empled para las
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autoradiografias escaneadas de los experimentos de Northern blot y para las placas Petri
escaneadas en las que se habian resembrado las levaduras.

Kodack Digital Science 1D. Programa informatico que no soélo permitio
fotografiar el ADN 6 ARN de los geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio sino
que también permitié la cuantificacion del ADN.

ImageMaster Total Lab, ver.2.00. Programa informatico de Amersham

Biosciences que permitio realizar analisis de densitometria a partir de geles SDS-PAGE.

11.6. Analisis estadistico

StatGraphics Plus para Windows (Statistical Graphics Corporation) version
2.1. Programa informatico que permitio el analisis estadistico de los datos de
cuantificacion de los estudios de Northern blot y de los ensayos de actividad enzimatica
y determinacion de concentraciones proteicas. Ademas, permitié construir las matrices
experimentales de los planes factoriales y, a partir de los resultados obtenidos, elaborar
una ecuacion que definié el comportamiento del sistema estudiado, el ajuste del modelo
al sistema y crear una superficie definida por la ecuacion (superficie de respuesta).

GraphPad Instat. Programa informatico que permiti6 el analisis estadistico de

los resultados obtenidos.

11.7. Analisis grifico

Los programas informaticos empleados para el analisis grafico de los resultados

fueron el Microcal Origin version 5.0. y el FpWin version 2.2.a.
11.8. Anilisis cuantitativo de los niveles de expresion
Image Quant version 5.0. Programa informatico empleado para la

cuantificacion de los niveles de expresion de las pantallas de fosforo de los

experimentos de Northern blot radiactivos.
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1. Clonacion de genes a partir de una genoteca empleando la técnica de
DChyPCR

La estrategia que se describe a continuacion se ha desarrollado en nuestro
laboratorio (Diaz-Prado er al., 2004) para el aislamiento de clones de interés a partir de
una genoteca cuando solo se disponia de una parte de la secuencia. Realmente hemos
desarrollado esta estrategia porque otras técnicas clasicas de clonacion de genes como
son la hibridacion de colonias. la clonacion por complementacion o la clonacion por
PCR a partir de cebadores disefiados en base a las secuencias de genes homoélogos de
otros organismos, resultaron infructuosas previamente. Por ello, en nuestro grupo de
trabajo, surgio la necesidad de desarrollar un método o una estrategia nueva para poder
solventar este problema. En este sentido se desarrollo la estrategia (DChyPCR) que nos
permitio clonar de forma rapida varios genes que eran objeto de estudio.

Esta estrategia, denominada DChyPCR (discriminacion de grupos por PCR), es
una alternativa no radiactiva a la hibridacion de colonias. A partir de la implementacion
de la tecnologia del ADN recombinante, clonar genes de interés constituye el primer
paso crucial para su uso con fines basicos y aplicados. Si un determinado gen no puede
ser clonado por complementacion de un mutante o por técnicas de hibridacion usando
como sonda genes afines, entonces es esencial tener disponible alguna informacién
acerca de su secuencia, no obstante esta informacién puede estar restringida. Hoy en
dia, aunque todavia son pocos los genomas microbianos que han sido secuenciados
completamente, para la mayoria se esta usando la estrategia de secuenciar parcialmente
y al azar el genoma (Feldman, 2000), las bases de datos contienen abundantes RSTs
(“Random Sequenced Tags™). Generalmente las tnicas fuentes disponibles para clonar
genes son estos RSTs de los genes de interés o genes homologos de especies afines. Una
aproximacion clasica en estos casos es la hibridacién de colonias con sondas marcadas
de secuencias conocidas o de regiones conservadas. Sin embargo, esta técnica es tediosa
y con frecuencia da origen a muchos candidatos positivos que posteriormente resultan
ser falsos positivos.

La estrategia DChyPCR y la disponibilidad de una genoteca permite el
aislamiento de clones que contienen el gen de interés en menos de una semana.
Nosotros empleamos esta estrategia para genotecas de levaduras en plasmidos, en

concreto se empled una genoteca de la levadura K. lactis en el vector KEp6. pero este
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procedimiento puede ser generalizado a otros organismos y a otros tipos de genotecas.
Basicamente, usando la PCR, la presencia de un clon de interés se determina en grupos
de extraccion de ADN plasmidico a partir de un “pool” de colonias bacterianas que
portan los clones de la genoteca. En cada caso, el grupo que da una banda positiva por
PCR es seleccionado y luego los componentes de este grupo son usados separadamente
como moldes para nuevas reacciones de PCR hasta llegar al clon aislado de interés. Una
ventaja importante de este método es que no requiere una reamplificacion de la
genoteca, es decir, la genoteca se siembra en placa una vez y luego se analizan las
placas que se han replicado, esto es mejor que realizar varias veces aislamiento de ADN
plasmidico, analisis por PCR, diluciones seriadas y retransformacion. La efectividad del
método DChyPCR fue demostrada en nuestro grupo de investigacion llegando a aislar
hasta once clones de genes distintos (de los cuales he participando activamente en siete
de ellos) a partir de tres genotecas diferentes. Previamente se habian realizado intentos
para clonar varios de estos genes por otros procedimientos pero habian fracasado.

Para optimizar la técnica se realizo una transformacion de prueba por
electroporacion de la linea DHI0B de E. coli con 1 ul de ADN de la genoteca de K.
lactis en el vector KEp6. Esta transformacion sirvio para determinar la eficacia de la
transformacion y por tanto, el nimero de transformaciones que es necesario realizar
para conseguir los como minimo 20.000 transformantes que aseguran la presencia de al
menos una copia de cada uno de los clones representados en la genoteca (James et al.,
1996). A partir de los resultados obtenidos y, tras los calculos correspondientes, se
decidio llevar a cabo ocho transformaciones y cada una de ellas se sembro en cinco
placas. Posteriormente, una vez obtenidos los transformantes, se realizaron dos réplicas,
mediante la técnica del replica-platting, ver seccion materiales y métodos (Miller,
1992), de cada una de las placas.

Cabe destacar que en este método, es de gran importancia que las colonias crezcan
aisladamente dentro de la placa. tanto para que las réplicas sean representativas como
para que en dias posteriores la colonia de interés, es decir, la que porte el clon con el
gen que estamos buscando, pueda ser rescatada y aislada de la placa. Por este motivo, el
tiempo de crecimiento en placa después de la transformacion es el minimo necesario,
con el fin de evitar el solapamiento de unas colonias con otras. Las réplicas de la placa
se emplearon para llevar a cabo las sucesivas extracciones de ADN, guardando la placa
con las colonias originales en la nevera a 4°C para su posterior utilizacion. En la figura

1.1 se muestra un esquema de esta estrategia.
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I Es necesario empezar con una genoteca que contenga el gen de interés y un
par de cebadores disefados para amplificar por PCR una parte de la secuencia de este
gen. En este ejemplo, se empled una secuencia parcial de K. lactis que es homologa al
gen GLRI de S. cerevisiae para diseiar un par de cebadores que amplificaban una banda
de 789 pb. Esta secuencia esta disponible en la base de datos de nucledtidos (Nameros
de Acceso: AL429479, AL429280 y AL427879) sometida por Genoscope como una
parte del programa de secuenciacion al azar del genoma de la levadura K. Jlactis

(www.genoscope.cns.fr). La amplificacion tiene que ser especifica. La primera

precaucion es verificar si los cebadores hibridan en el vector usado para construir la
genoteca en cuyo caso se obtendrian bandas inespecificas por PCR (figura 1.1.1).
Ademas, se empled ADN gendémico como molde de una reaccion de PCR que se
utilizaria como control positivo. Adicionalmente. la banda del tamafio esperado que se
obtuvo por PCR cuando se empled la genoteca como molde se secuencio.

2 El primer dia la genoteca se amplifico para obtener colonias bacterianas
individuales. El nimero de colonias depende del tamaiio del genoma y de los insertos de
la genoteca. En este ejemplo, obtuvimos aproximadamente 40.000 colonias bacterianas
individuales por electroporacion, distribuidas en 40 placas Petri. El segundo dia las
placas Petri individuales que contenian las colonias bacterianas se replicaron dos veces
con terciopelos (Miller, 1992). El tercer dia se extrajo el ADN plasmidico -
minipreparacion (Sambrook ef al., 1989)- a partir del segundo conjunto de réplicas (C),
es decir, a partir del conjunto de colonias bacterianas encontradas en cada placa Petri.
Se realizo una minipreparacion de ADN plasmidico por cada placa Petri (figura 1.1.2).

3. Las alicuotas procedentes de cinco minipreparaciones se mezclaron y los
ocho grupos, cada uno de los cuales contienen las cinco minipreparaciones, se usan
como ADN molde en reacciones de PCR con los cebadores que amplifican
especificamente una parte de nuestro gen de interés. En este ejemplo, se obtuvo una
banda positiva del tamario esperado en el grupo 6 (figura 1.1.3).

4. Se realizaron nuevas reacciones de PCR con los mismos cebadores pero
usando como ADN molde las cinco minipreparaciones individuales que previamente se
habian mezclado en el grupo 6 y que habia dado la banda positiva. La minipreparacion
que dio la banda del tamafio esperado permitio la identificacion de la placa Petri que

contenia el clon de interés. En este ejemplo fue la placa Petri 6.4 (figura 1.1.4).
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5. El cuarto dia la placa Petri fue analizada por sectores, es decir, se dividio en
varias partes, a las cuales se les extrajo el ADN plasmidico, mezclando todos los clones
bacterianos de un mismo sector. La primera réplica (B) fue la que se usé para este
proposito. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando cada minipreparacion de
cada sector de la placa como ADN molde. La minipreparacion que dio la banda del
tamarnio esperado permitio la identificacion del sector de la placa Petri que contenia el
clon de interés. En este ejemplo, hemos dividido la réplica B de la placa Petri 6.4 en
cuatro sectores, la banda positiva se obtuvo en el sector 1 (figura 1.1.5).

6. Las colonias bacterianas individuales de este sector de la placa Petri original
(6.4 S1) se resembraron individualmente y se hicieron extracciones individuales de
ADN plasmidico. El quinto dia se realizaron reacciones de PCR utilizando el ADN de
estas minipreparaciones individuales como molde. La minipreparacion que dio la banda
del tamano esperado permitio la identificacion de la colonia bacteriana que contenia el
clon de interés. En este paso, si en el sector positivo de la placa Petri hay muchas
colonias, se sigue la estrategia de agrupamiento de minipreparaciones para las
reacciones de PCR. En el ejemplo, habia aproximadamente 200 colonias en el sector
positivo. La banda positiva se obtuvo en la minipreparacion de la colonia 22 (figura
1.1.6).

7. El paso final, que se realizo el sexto y séptimo dia. consistio en aislar
colonias (Miller, 1992) a partir del candidato seleccionado, posteriormente fue
verificado nuevamente por PCR y secuenciado. En este ejemplo, todas las colonias
aisladas a partir de la colonia 22 que fueron analizadas dieron la banda positiva por PCR
(figura 1.1.7). La secuenciacion de uno de estos clones confirmé que contenia el gen

que estabamos buscando: KIGLRI.

Durante la realizacion del presente trabajo, empleando este método, se han
aislado y secuenciado varios clones. En concreto he participado en la clonacion y
secuenciacion de los siguientes genes de interés que se han depositado en la base de

datos EMBL con los nimeros de acceso que se citan:

[1] El gen FBAI de K. lactis que codifica para la fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa. Clave de Acceso: AJ272114.
[2] El gen NDII de K. lactis que codifica para una NADH deshidrogenasa

mitocondrial interna (ubiquinona). Clave de Acceso: AJ496545.
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[3] El gen TRRI de K. lactis que codifica para la tiorredoxina reductasa. Clave
de Acceso: AJ504413.

[4] El gen XYL! de K. lactis que codifica para la xilosa reductasa. Clave de
Acceso: AJ504413.

[5] El gen NDEI de K. lactis que codifica para una NAD(P)H deshidrogenasa
mitocondrial externa. Claves de Acceso: AJ496546.

[6] El gen GLR! de K. lactis que codifica para la glutation oxidorreductasa.
Clave de Acceso: AJ504414.

[7] El gen RPS6 parcial de K. lactis que codifica para una proteina ribosomal S6

(40S). Clave de Acceso: AJ504414.

A continuacion, en la presente memoria, se abordara un estudio mas exhaustivo
de los genes KIFBAI y KINDI! que codifican para la fructosa-1.6-bisfosfato y para la
NADH deshidrogenasa mitocondrial interna (ubiquinona) respectivamente. En la
actualidad los genes KITRR!, KIGLRI! y KINDE! estan siendo objeto de estudio en

nuestro laboratorio.
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2. ESTUDIO DEL GEN FBAI DE Kluyveromyces lactis

2.1. Clonacion y secuenciacion del gen FBAI de Kluyveromyces lactis

La creciente utilizacion de la levadura K. lactis, en investigacion e industria, ha
generado interés por la obtencion de la secuencia completa de su genoma con el fin de
disfrutar de una base de datos como la que ya existe para S. cerevisiae. Pero ademas de
ello, nuestro interés por estudiar el gen de la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa radica en el
papel clave de esta enzima en el metabolismo respiro-fermentativo de las levaduras, asi
como en la posibilidad de interrumpir el gen, debido a que las caracteristicas
metabdlicas de la levadura K. lactis permiten bloquear pasos de la primera parte de la
via glucolitica sin comprometer la viabilidad celular. EIl bloqueo de la transformacion de
fructosa-1,6-bisfosfato en triosas, catalizada por la enzima aldolasa, permitiria la
acumulacion de este producto de grandes aplicaciones farmacologicas. La clonacion del
gen FBAI de K. lactis se abordo empleando la estrategia de la DChyPCR (Diaz Prado et
al., 2004) descrita en el capitulo anterior. Cuando se empezo este trabajo no
disponiamos de datos de la secuencia del gen de K. lactis pues todavia no se habia
puesto en marcha el proyecto Genoscope de secuenciacion al azar de genomas de
levaduras. Por tanto, en un primer lugar, se disefiaron dos cebadores (SCALD-UI y
SCALD-LI1, tabla M4 Materiales y Métodos) tomando como referencia la secuencia de
S. cerevisiae. Estos cebadores permitieron amplificar por PCR, empleando ADN
genémico de S. cerevisiae como molde, un fragmento del tamafio esperado, 826 pb, del
correspondiente gen FBAI de esta levadura, el cual ya habia sido clonado por
Schwelberger er al. (1989). Este fragmento se corresponde con una region interna de la
ORF (YKL0O60c). Estos cebadores también amplificaron un fragmento con un tamario
muy similar, 787 pb. cuando se empleé ADN gendmico de K. lactis como molde (figura
2.1). Los ADNs asi obtenidos se marcaron con digoxigenina y se utilizaron como sonda
en experimentos de Southern blot con ADN genomico de K. lactis digerido con
diferentes enzimas de restriccion. Una vez que se pusieron a punto las condiciones en
funcion del grado de estringencia, se comprobd que se producia una hibridacion
heter6loga especifica, lo que es indicativo de la existencia de homologia entre los genes
de ambas levaduras (figura 2.2). Este fragmento de 787 pb se cloné en el vector
comercial pGEM-T-Easy y se secuenci6. En la figura 2.3 se muestra la secuencia

nucleotidica de este fragmento clonado por PCR.
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Figura 2.1: Electroforesis en gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio y visualizado a la luz
UV 1y 4 son el marcador de pesos moleculares de
500 a 5000 pb de BioWhittaker Molecular
Applications. 2 es el fragmento de ADN de 826 pb
amplificado a partir de ADN genomico de la cepa
aGHI1 de S cerevisiae. 3 es el fragmento de ADN de
787 pb amplificado a partir de ADN genomico de la
cepa Y1140 de K. lacnhs

A 12345678 12345678

e e
gse7 b 8387 4500 pb
4361 pb 4500 pb 4361 p

Figura 2.2: Southern blots. En la hibridacion se utilizo una sonda de 826 pb correspondiente a
una region interna de la ORF del gen FBAI de la levadura S. cerevisiae en A y una sonda de 787 pb
correspondiente a una region interna de la ORF del gen FBA/ de la levadura K. lactis en B 1 es un
control positivo de la hibridacion (la sonda no marcada), 2 v 8 son ¢l marcador Il y XVII de pesos
moleculares marcados con digoxigenina de Roche. Del 3 al 7 ADN genomico de la cepa Y1140 de la
levadura K. lactis digerido con diferentes endonucleasas de restriccion, EcoR 1. BamH 1. Sal 1. Xho | y
Cla | respectivamente. Las sondas se marcaron empleando los reactivos suministrados con el kit Dig DNA
Labeling and Detection (Roche).

AAGTAGTCCTTCTTGTTCAAGACGTAGTCTCTGATACCGGACAAGTAAGCGAATTGACAGTCAGTAT
CCAAGTTGACCTTTACGACACCGAAATCGATGGCAGTATGGAAGTCCTTGGTGGAGGARCCGGAACC
ACCGTGGAAGACCAAGTACAATGGCTTGTCTTCTGCCTTCTTGTTTAATTGCTTAGCAGCGTAGTCT
TGGARAGTACCCAACAATTCTGGT TTTAGGGCAGCGGCGATCTTGTAAACACCGTGGACGTTACCGA
ANGCACTGGCAATGGAGAAGTTTGGAGAGATCTTGGACAAAGCTTCGTGGACAGAGAAAACAGTTTC
TGGAGTGGTGTAAAGTTTGTCGTTAGAAGTACCTTCGTTGTTGACACCATCTTCTTCACCACCGGTG
ATACCGATTTCCATTTCCAACCATTGGTGGATCTTGGCCATTCTGGTGAAGTATTTGACACATAGAC
CAATGTTTTCCTCATCAGTTTCTTCGGACARATCCAACATGTGGGAGGAGAACAATGGTTCACCGTG
CTTAGCGAAGTATTCTTCGTCAGCCTTTAGCATACCATCGAACCATGGTAGCAACTTCTTAGCACAA
TGATCGGTGTGTAGAACAACTGGGATACCGTAAGCTGGAGCAATGGATCTGATGTAGTGAGCAGCAG
CGATAGAACCTCTGATAGAAGCATTTTGGCCTTCGTTGGARACACCCTTACCAGCAAAGTAAGCAGC
ACCACCGTTGGAAGTTTGCAAAATGATTGGAGATTTGTTGTCTCTAGCAG

Figura 2.3: Secuencia del fragmento de 787 pb clonado (a partir de ADN genomico de una cepa
salvaje de K. lacnis) por PCR en el vector comercial pPGEM-T-Easy. En esta secuencia no se incluyen los
cebadores usados para la PCR pues son especificos de la levadura §. cerevisiae.

Con la secuencia obtenida se realizé un analisis de /BlastX en la base de datos
EMBL, obteniéndose un 77% de identidad y un 86% de positivos con la proteina
KIFbalp de S. cerevisiae. También se realizé un analisis de BlastN obteniéndose un

84% de homologia con el gen FBAI de S. cerevisiae y homologias elevadas con genes
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de la fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa de otros organismos como Schizosaccharomyces
pombe (70%), Euglena gracilis (67%). Newrospora crassa (69%) o Escherichia coli
(64%). Estos datos confirmaron que el fragmento génico clonado se correspondia a un
gen codificante de la enzima fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa de K. lactis que se
denomind KIFBAI. Ademas, dado el tamafio del gen en S. cerevisiae (1077 pb), se
estimé que dicho fragmento abarcaba alrededor del 75% de una region interna de la
ORF del gen KIFBAI de la levadura Kluyveromyces lactis. Esta secuencia se envio a las
bases de datos de EMBL/GenBank/DDBJ (Nimero de Acceso: AJ272114),

Esta ORF parcial del gen FBA! de K. lactis que se acababa de clonar, se emple6
como sonda en experimentos posteriores. En analisis de Northern blot, esta sonda
hibridd con una tnica especie de ARN mensajero de aproximadamente | kb
correspondiente al ARN de FBA! de K. lactis (figura 2.4). Se pudo observar también la
existencia de hibridacion cruzada entre esta sonda del gen FBA/ de K. lactis y ARN y
ADN gendmico de S. cerevisiae y entre una sonda del gen FBA! de S. cerevisiae de la
region equivalente y ARN y ADN genomico de K. lactis. El resultado mas destacado
del anilisis realizado empleando técnicas de Southern blot con ADN gendémico de K.
lactis fue que esta sonda hibridé con un unico fragmento EcoR I-EcoR 1 de 4,3 kb
(figura 2.2). Este resultado nos hizo pensar que era bastante probable que la enzima de

restriccion EcoR | no cortase dentro de la ORF del gen KIFBAI.

Figura 2.4: Northern blot. ARN total de
K. lactis hibnidado con una sonda de 787 ph
correspondiente a una region interna de la
ORF del gen FBAT de la levadura. La sonda
s¢  marcé empleando los  reactivos
suministrados con el kit Dig DNA Labeling
and Detection (Roche). 1 es el marcador |
de pesos moleculares marcado con
digoxigenina de Roche. 2 v 3 contienen 40
ug de ARN de la cepa Y1140 de la levadura
K. lacus crecida en medio YPD con glucosa
al 2% como fuente de carbono.

Durante nuestras investigaciones en el laboratorio para obtener un clon
genomico con el gen entero que codifica para la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de la
levadura K. lactis se emplearon varias técnicas diferentes que resultaron ser
infructuosas, entre ellas la hibridacion de colonias bacterianas (en la cual se llego a
emplear hasta seis genotecas diferentes de K. lactis), la PCR anclada (utilizando como

cebadores complementarios a los especificos del gen, secuencias del MCS "Multiple
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Cloning Site" o sitio de clonaje maltiple de los plasmidos de las genotecas), la sub-
clonacion en el vector pUCI8 de una banda tnica de 4.3 kb que se obtuvo mediante
experimentos de Southern blot empleando ADN genomico de la levadura K. lactis
digerida con la endonucleasa de restriccion EcoR | (figura 2.2) y la PCR para ampliar (a
partir de diferentes genotecas y utilizando como cebadores un oligo que anillaba dentro
del fragmento de 787 pb que acababamos de clonar y una mezcla de pequenos oligos
degenerados), el clon KIFBAI.

En enero de 2001, mientras se realizaba esta investigacion, y como resultado del
desarrollo del proyecto Genoscope de secuenciacion al azar (Bolotin-Fukuhara et al.,
2000), se liberaron dos RSTs (Random Sequenced Tags) de K. lactis (Numeros de
Acceso: AL425074 v AL428787) que presentaban una gran similitud con la ORF de
FBAI de S. cerevisiae (YKL060c). Solapando las tres secuencias parciales disponibles
de K. lactis, es decir, los dos RSTs y el fragmento de 787 pb que habiamos clonado, se
obtuvo una secuencia que contenia una region promotora de 288 pb, una ORF de 1086
pb y una region terminadora de 142 pb. En este momento fue de gran importancia el
hecho de disponer de la secuencia del fragmento de 787 pb pues nos permitié poder unir
los dos RSTs y obtener una secuencia continua del gen KIFBAI.

En la figura 2.5 se muestra un alineamiento de tres secuencias que se
corresponden con los dos RSTs ya solapados (ALs=AL425074+AL428787), el
fragmento de 787 pb del gen K/FBAI clonado en este trabajo mediante técnicas de PCR
y la ORF del gen ScFBAI.

Con los cebadores KLORFFBAIF, KLORFFBAIR, 5 GENFBAIl vy
3'GENFBAI1 (tabla M4 Materiales y Métodos) se amplifico, empleando ADN
genomico de K. lactis, la ORF completa de 1086 pb y la secuencia entera, incluida la
regién promotora y terminadora, de 1516 pb del gen KIFBAI. Ambas secuencias se
clonaron en el vector comercial pGEM-T-Easy (figura 2.6).

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR permite clonar genes de una
manera bastante rapida pero presenta un riesgo ya que las ADN polimerasas pueden
introducir errores. Por ejemplo, se ha estimado que la Tag, por término medio, introduce
un cambio de base cada 9.000 pb y un cambio en la pauta de lectura cada 40.000 pb, y
el nimero total de errores aumenta con el niamero de ciclos. Como consecuencia de
esto, y también para ampliar la secuencia del promotor y del terminador se decidio

clonar el gen a partir de una genoteca, empleando la estrategia de la DChyPCR (Diaz
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Prado et al, 2004) y dos cebadores (KLORFFBAIF y KLORFFBAIR, tabla M4

Materiales y Métodos) como se describe en el siguiente apartado.

ALs ATGCCAGCTOARGACGTATTGACES TCATTGTCGGTOACGATGTOANG &0

LB TOTCATCGTTRGTGAMGATRTCLAL &0

ALs S TAALGANCACAMGTT TGO CATTE e

PCR : e A : .

sc AACTTATTCAC TTACCCTAALGGANCACAAGTTCGC TATTCCAGCTATTAACGTCACCTCT 120

ALs Tcﬂ‘m1ﬁ“r-fﬂ-rmcrﬁmmcmcrmmcmnru ARTCATTTTG 180

L= T e T CTGCTAGAGACAACAMATCTCCAATCATTTTG 30

e TOTTCTALTGLD STCGCTOCTITAGAAGCTOCTAGASACAGCAAGTCCCEANTCATTTTG 180

sess bem 84 reeereberess

ALy TTCCAACGAAGGOCAN 2

PCR TTCCAMCGARGGOCAA

sc CTARC GAAGGTCA 7

ALs ANTECTTCTATCAGAGGTTC TATC GOTGC TGE TEACTACATEAGATCCAT TG TICAGET 500

PCR AATGCTTCTATCAGAGGTTC TATCGCTOCTOC TCACTACATCAGATECATTGCTCCAGET 152

8o AATECTTCCATE TGOCGCTECCCACTACATCAGATCCATTGOT
ssniasan asss an shess sibiasbssesnss e

Als TACGGTATCCCAGT TUTTC TACAC ACCOATCATTG THCTANGAAG TTGCTACTATGETTE

PR TACGGTATECCAGT TRTTCTACAC NCCOATCATTGTUCTAMGMG TTLCTAC CATGGTTC 113

sc = CATGGTTE

ALs TAAAGGC TGAL GANGAATAL TTCGC TAAGCACLETEAAC CATTOTTCTCE

FCH CTAMAGGE THAC TTCGC TANGE CATTGTTCTCC

Se TGGAMGE TOA T TTACT A CATTATTCTCC

ALs \'LC-"MAT&W-GATTT&TI A ACATTGGTCTATGTGTCAMA 4h0

PR TCce, COAAGAA ATTGGTC AMA 132

sc TCCCAI’_ATE‘ITEGITTTGYETWGM-GRTVMMAMETMTI‘U“ CAAG 480

ALs TACTTCACCAGAAT GOTCAAGATE CACCARTOOTTOCAMA TEOARATC GG TATCACCEGT 240

FoH TACTTCACCAGAAT A CEAATGGTTGGAMATEGARATCGOTATCACCLGT 532

sc TACTTCAAGAGAATGGCCGCTATGGACCANTGATTAGAAATRGARATCGGTATTALCGGT 540

ALs GOTGAAGARGATEG TOTCAACARC CAAGGTACTTC TAACGACAAACTTTACACCACTOCA 600

rep G TTCTAACGACAAMCTTTACACCACTCCA 452

se GGTOANGAAGAT GG T TTAACAACGARMC GCTGACAAGGANGAC TTOTACACCARGECA €00
ssaassesassssnsss senesesee A as ew & s sewadss  wes

ALs GAAACTGTTTTCTC TUTCUACGAAGETTTOTCCAAGATCTCTCCARAC TTC TECAT TGS €40

PR GAAACTGT T TTC TC TOTCCACGAAGCTTTO TECAAGATC TCTCCARACTTC TOCATTGED §12

L1 GAACAAGTT TACAACGTC TACAAGGCTTTGUACCCAATCTCTOCARBAC TTC TECATTOET 660
Gws maed 8. WAS 4N 4 SadsdE 4 Seistessiseesesvasise

ALn AGTGCETTCGGTAACGTCC - ACGGTUTTTACAAGATCGCCGCTRCCOTAMMAC CAGAATT 116

PR AGTECTTTCOGTAACGTCC - ACGGTGT TTACAAGATTGCC G TGO COTAAMACEAGAATT 571

se GETTTCGGT) i TUTC - ACGETITG TACCCTCATEACATCGCTTTGAGACCABANAT 719

Als GTTGGGTACTTTCC AAGAC TACGC TR0 TAAGCARTTAAAC AAGAA GGCAGAAGACAAGCT 179

PCR GTTGGLTACTTTCCAMGAC TACGL TG TARGCART TARMCAAGARGGCAGRAGACARGCT 611

e CTTGGCTGAACACCANMAGTACAC CAGAGAACAAGTTGOTTGCANGGAAGAA - - - AAGEE 176
vean s asen o aae s v san e wese beas  seans

Ala ATTGTACT TG TC TTCCAC GG TGO TICC GO TTCC TCCACCARGGAC TTCCATAC TRECAT 836

R ATTOTAL TTGGTC T TOCAC GG TRL TTOCGE TTCO TCCACCARGGACTTCCATACTGOCAT 631

3¢ ATTGTIC T T GG TC T TCCAC GOTOGTTOCGLTTC TACTGTCCAAGAAT TCCACACTGGTAT Bi6
fanes sasssrsssan e sesssaes 4 e o oew rass  es

ALs COATTTCGGTGTCOTAAMAGGTCAAC TTRGATACTGAC TOTCAATTCGCTTACTIGTCOGG. B5%

PCR COATTTCGGTGTCOTANAGGTCANC TIGAATACTGAC TOTCANTTCOCTTACTTGTECCE 751

s TEACAAL GG TGT TOTEANGGTCAAL TTCGACAC TRAC TGTCARTACGC TTACTTGACTGS #5¢
44 ssssss s4 ssssssssesssss ressssssreses sesisnases e ek

ALs urcmar.mmmc‘r?ﬁucmmw?mnm::cnr.rumucu'm 4%

BCR TATCAGAGACTACG T TTGAMCAAGARGGAL TALT T« = v v v e e e e 187

3c TATCAGAGAC TACGTCTTGAAL, ATAATOTCCOCAGTEGATARCTEAGA 35E

ALs :mmﬂﬂrmm“macmccmnmﬂmm Lol

PR NIRRT

3c 101

ALs Ty

PCR

sc 107e

ALa GGANTAS LoBe

PR -—-
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Figura 2.5: Alineamiento de tres secuencias nucleotidicas en donde ALs se corresponde con los
dos RSTs ya solapados (ALs=AL425074+AL428787). PCR es el fragmento de 787 pb del gen KIFBAI
clonado mediante técnicas de PCRy Sc es la ORF del gen ScFBAI
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Figura 2.6: Electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio v visualizado a la luz
U.V. 1 es el marcador XVII de pesos moleculares de Roche. 2.3 v 4 son fragmentos de ADN obtenidos
por PCR (empleando como molde de la reaccion ADN genoémico de la cepa Y1140 de la levadura K
lactis y las siguientes parejas de cebadores: KLALDO-UD y KLALDO-LI, KLORFFBAIR y
KLORFFBAIF. v 5'GENFBA1 v 3'GENFBAI respectivamente), clonados en el vector comercial
pGEM-T-Easy v digenidos con la endonucleasa de restriccion EcoR |. La banda de mayor tamaiio (3018
pb) se corresponde con el vector, las de menor tamano se corresponden con las distintas secuencias del
gen KIFBAT clonadas.

2.1.1. Aislamiento de un clon de K/IFBAI en la genoteca KEp6 mediante DChyPCR

Como paso previo, se comprobaron diferentes genotecas de K. lactis para
determinar si entre sus numerosos clones existia alguno que portase el gen KIFBAI.
Para llevar a cabo este estudio se procedio a realizar unas reacciones de PCR con los
cebadores especificos de KI/FBAI! mencionados previamente (KLORFFBAIF y
KLORFFBAIR). Las genotecas comprobadas estan construidas en los vectores pAB24
(cedida por Dr. Dikson), YEp24 (cedida por Dr. Zitomer), YEplac 195 (cedida por el
Dr. Grivell) y KEp6 (cedida por el Dr. Heinisch). Se demostro la presencia del clon en
la genoteca construida en el vector KEp6 (figura 2.7.1).

En primer lugar se realizaron 8 transformaciones de bacterias (DH-10B) con la
genoteca en KEp6, sembrando 40 (8x5) placas que se replicaron dos veces. A
continuacion, se extrajo el ADN de cada una de las placas réplica C y se realizaron
reacciones de PCR usando como molde la mezcla de cinco minipreparaciones
pertenecientes a una misma transformacion para comprobar la presencia del clon. Se

obtuvo un clon positivo en la mezcla nimero 6 (figura 2.7.3).
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Figura 2.7: Esquema de la estrategia DChyPCR, Discriminacion de grupos por PCR (Diaz Prado
et al., 2004), mostrando la clonacion del gen KIFBAI. Los productos de PCR fueron visualizados en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de ctidio. Se muestran también los candidatos negativos en los que no se
produjo reaccion. M es el marcador de 50 a 1000 pb de pesos moleculares de BioWhittaker Molecular
Applications en pares de bases excepto en ¢l apartado 4 en donde se empleo el marcador XVII de Roche
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Posteriormente se realizaron reacciones de PCR con las minipreparaciones
individuales pertenecientes al grupo que dio positivo en el paso anterior y se observo
que dio positivo en la placa 6.4. de un total de 5. La réplica B de la placa positiva del
paso anterior, se dividid en cuatro sectores y se realizo una minipreparacion de cada
uno, el ADN resultante sirvio nuevamente como ADN molde de una nueva serie de
reacciones de PCR y se comprobo que el clon positivo se localizaba en el sector S1 de
la placa 6.4. A continuacion se resembraron las colonias del sector S| y se realizaron
minipreparaciones de cada una de ellas que sirvieron nuevamente para realizar mas
reacciones de PCR y poder comprobar finalmente cual era la colonia que portaba el clon
con la ORF de KIFBAI. Para mayor seguridad se procedio a realizar un aislamiento de
colonias del candidato positivo, se extrajo el ADN plasmidico y se volvidé a comprobar
por PCR que todas las colonias aisladas daban positivo. Para ello se emplearon tres
parejas de cebadores que amplificaron tres fragmentos de 787, 1086 y 1516 pb (figura
2.8). También, basandonos en un mapa de restriccion del clon obtenido a partir de la
secuencia, se procedio a digerir los fragmentos de PCR con endonucleasas de
restriccion que ya se sabia que cortaban dentro, verificando una vez mas la presencia del

gen KIFBAI en el clon (datos no mostrados).

Figura 2.8: Comprobacion por PCR de que ¢l clon
positivo obtenido mediante la estrategia de la DChyPCR
(Diaz Prado er al., 2004) se corresponde con el gen KIFBAL |
es el marcador XVII de pesos moleculares de Roche. 2.3 y 4
son fragmentos de ADN obtenidos por PCR empleando como
molde de la reaccion ADN plasmidico del posible clon
positivo utilizando las siguientes tres parejas de cebadores:
KLALDO-Ul y KLALDO-LI. KLORFFBAIR vy
KLORFFBAIF., 'y  S5'GENFBAlI y 3'GENFBAI
respectivamente.

2.1.2. Digestiones enzim:iticas del clon KIFBAI y secuenciacion

Una vez que se aislo el clon de interés, se secuencio utilizando un cebador
marcado con fluorescencia que hibridaba dentro de la secuencia conocida. Esta
comprobacion fue completamente necesaria para asegurarse de que este clon contenia el
gen de interés. La prueba fue positiva y se realizdé con el cebador OMLKLFBAI-1
(tabla M4 Materiales y Métodos). También, con el fin de obtener informacion del
tamafio del inserto en el vector KEp6, se realizaron una serie de digestiones con

endonucleasas de restriccion EcoR I, BamH 1, Sal 1, Nhe 1, Sph 1 y digestiones dobles
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con Sal 1y Hind 1ll, Nco | 'y Cla |, Nhe |'y Sph 1y Nhe 'y Sal | Los resultados
obtenidos (datos no mostrados) sugirieron que el tamario del clon no era muy superior al
del clon ya disponible.

A partir de este momento, se comenzd a secuenciar el inserto completo
utilizando la técnica del DNA-walking y para ello se disefiaron una serie de cebadores
con el programa informatico OLIGO. Se secuencio el gen completamente por las dos
hebras, tanto la pauta abierta de lectura como las regiones promotora y terminadora. En
la figura 2.9 se puede observar el fragmento secuenciado con todos los cebadores
empleados para tal fin. Esta secuencia fue usada para actualizar la que se habia enviado
previamente a la base de datos EMBL Nucleotide Sequence Database (Clave de Acceso:
AJ272114).

Los resultados de la secuenciacion y las digestiones mostraron que el inserto del

clon positivo tenia 33 pb mas que el obtenido previamente por PCR.

GGCCGCGGGAATTCGATTATATGAAARARAAGTTGTTCGTGAATTTTCCT
CCATTCAATTCATATATAATAAGAACAATGAATTGCATACTTCCCARAT
CTTGATARATTCGTTTTAATATCTATCAGTAGTTGTTTATATTCAATTAT
ATCTTGTGTATACAARAACCATCATCCAARRAACCAATCCAAGTTTCGTTT
GACTTATAACCAATAGTACCAAAAATTAAACCTTAATTTTGAAGTACTT
TATAATTTAAACTTAATACGAATTAAACCAAARAACCCACAACACGTAR
AAGAAATTACAATGCCAGCTCAAGACGTATTGACCAGAARGACCGGTGT
CATTGTCGGTGACGATGTCAAGGCTTTGTTCGACTACGCTAAGGAACAC
AARGTTTGCCATTCCAGCTATCAACGTGACCTCTTCTTCCACTGTTGTTG
CTGCTTTGGAAGCTGCTAGAGACAACARAATCT
AACGGTGGTGCTGCTTACTTTGCTGGTAAGGGTGTTTCCAACGAA
GGCCARAATGCTTCTATCAGAGGTTCTATCGCTGCTGCTCACTACAT
y TATCCCAGTTGTTCTACACACCGATCA
TTGTGCTAAGAAGTTGCTACCATGGTTCGATGGTATGCTAAAGGCTGAC
GAAGAATACTTCGCTAAGCACGGTGAACCATTGTTCTCCTCCCACATGT
TGGATTTGTCCGAAGRAACTGATGAGGARAACATTGGTCTATGTGTCAA
ATACTTCACCAGAATGGCCAAGATCCACCAATGGTTGGARATGGAAATC
GGTATCACCGGTGGTGAAGAAGATGGTGTCAACAACGAAGGTACTTCTA
ACGACAARCTTTACACCACTCCAGAAACTGTTTT
‘AAGATCTCTCCAAACTTCTCCATTGCCAGTGCCTTCGGTAAC
GTCCACGGTGTTTACARGATCGCCGCTGCCCTARARCCAGAATTGTTGG
GTACTTTCCAAGACTACGCTGCTAAGCAATTARRCARGAAGGCAGAAGA
CAAGCCATTGTACTTGGTCTTCCACGGTGGTTCCGGTTCCTCCACCAAG
GACTTCCATACTGCCATCGATTTCGGTGTCGTARAGGTCAACTTGGATA
CTGACTGTCAATTCGCTTACTTIGTCCEGTATCAGAGACTACGTCTTGAA
CAAGAAGGACTACTTGATGACCCCAGTCGGTAACCCAACCGGTGAAGAC
TCTCCAAACAAGAAGTACTACGACCCARGAGTCTGGGTTAGAGARAGGTG
AARMAGACCATGAGCAAGAGAATCACTCAAGCTTTGGAAATCTTCCGTAC
TAAGGGTGCTTTGGAATAAAGTTCTTTTGTTTAGTACCATTATCCCAAA
CAATTTAACTTATAATTTTCTATATACAATTTAAATACCAGAACGCATG
AAATGATCAAATGARGACATCTGAACCATTAGTTACARAATGATTGGCA
GGGATCCGCTGTGCAATCACTAGTGAATTC

Figura 2.9: Secuencia completa del gen K/FBA/ con su promotor. la ORF (pauta abierta de
lectura) y ¢l terminador. A lo largo de toda la secuencia se muestran los cebadores (en diferentes colores)
utihzados para la secuenciacion. En negrita se representan los codones de inicio (ATG) y de terminacion
(TAA) de la traduccion
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2.2, Analisis “in silico” de la secuencia

La ORF del gen KIFBAI de 1086 pb se tradujo a proteina empleando el
programa informatico DNAsis (ver materiales y métodos). La proteina resultante
presentd un tamafio de 361 aminoacidos. Con la secuencia de la proteina K/Fbalp se
realizé una busqueda de homologia con el programa informatico BlastP que aparece en
la pagina de internet del NCBI/. El mayor indice de homologia se obtuvo con la proteina
que codifica el gen FBA! de S. cerevisiae (75% identidad y 86% positivos), pero
ademas también obtuvimos homologias elevadas con la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa
de Schizosaccharomyces pombe (66% identidad y 77% positivos), Euglena gracilis
(60% identidad y 73% positivos), Neurospora crassa (61% identidad y 74% positivos)

y Haemophilus influenzae (53% identidad y 71% positivos) entre otras (tabla 2.1).

Tabla 2.1: Porcentaje de identidad entre la proteina KlFbalp de K. lacnis y la de otros
organismos del BlastP

Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 75%
Khayveromyces lactis Schizosaccharomyces pombe 66%
Kluyveromyces lactis Neurospora crassa 61%
Kluyveromyces lactis Euglena gracilis 60%
Kluyveromyces lactis Aspergillus oryzae 56%
Kluyveromyces lactis Haemophilus influenzae 53%
Kluyveromyces lactis Escherichia coli 52%

La mayoria de los alineamientos se obtuvieron con la familia de aldolasas de la
clase II (figura 2.10). Esta familia esta formada por aldolasas bacterianas y de hongos
que unen zinc como cofactor. Los cuatro aminoacidos (His-108, His-111, Cys-112 y
His-142) que en la aldolasa de E. coli han sido identificados como los que forman el
sitio de unién a zinc (Berry y Marshall, 1993) estan conservados en las proteinas de K.
lactis y S. cerevisiae.

Mediante la aplicacion del programa de alineamiento maltiple ClustalW alojada
en ExPASy (ver materiales y métodos), se ha realizado un analisis comparativo multiple
de la ORF del gen KIFBAI traducida a proteina con las secuencias de las proteinas

aldolasas de otros organismos (figura 2.10).
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De esta proteina se pudo determinar ademas, mediante el uso de la aplicacion
ProtParam Tool de ExPASy (ver materiales y métodos) que su pl (punto isoeléctrico) es
5,91, su Pm (Peso molecular) es de 39,6 kDa y su vida media in vivo estimada es de mas
de 20 horas. El indice de uso de codones (JCDI “Intrinsic Codon Deviation Index ") es
bastante alto, 0,62 (Rodriguez-Belmonte et al., 1996), lo que sugiere que esta enzima
podria ser bastante abundante en células de tipo salvaje. Empleando el programa
ExPASy también se predijo que la proteina K/Fbalp es una proteina citoplasmatica con
una probabilidad del 94,1%.

En la figura 2.11 se puede observar la prediccion de la estructura secundaria de
KlIFbalp que se obtiene de la base de datos de proteinas cristalizadas en la pagina de
internet PDB (“Protein Data Bank”). En esta pagina hay un programa denominado
Structure Explorer que analiza la secuencia problema que se le introduce, definiendo su
estructura secundaria y posteriormente busca, dentro de su base de datos de proteinas
cristalizadas, cual es la que mas se puede identificar con la que se somete. En este caso.
la que aparece en primer lugar, con un 50% de identidad y 356 aminoacidos alineados
de los 361 aminoacidos totales (figura 2.12), es la aldolasa de clase 1l de E. coli (Blom

et al., 1996).

AW A A mm A AAAAAAAAAAAAAAA mh - AMAMNAAAAAAANA —_—
MPAQDVLTRKTGVIVGDDVKALFDYAKEHKFAI PAINVTSSSTVVARLEAARDNKSPIIL
- R AAAAAAAAABAAAAAAAAN — - AMA A
QOTSNGGAAYFAGKGVSNEGONASTIRGSTAAAHY IRSIAPAYGIPVVLHTDHCAKKLLPWE

AAMAA_ AAAAAAA A AMAAAAAAAAAAAAMAANAAAN b
DGMLKADEEYFAKHGEPLFSSHMLDLSEETDEENIGLCVKYFTRMAKIHOWLEMEIGITG
wa AN ANAAAAANAA - AA
GE‘.EDGVNNEGTSNDKLYTTPETVF-@VHEALSKISPNFSﬁSAFGNVHGVYKI LEPEL
AMAANAANAAANANAAAAA i - — AAAAAAN
LGTFQDYAAKQLNKKAEDKPLYLVFHGGSGSSTKDFHTAIDFGVVEVNLDTDCQFAYLSG
AN —— Ammp A AMAAAAAMANAAAMAA A
IEDYVLNKKDYLMTPVGNPTGEDSPNKKYYDPRVWVREGEKTMSKRITQALEIFRTKGAL

A
E

man Hélice a
s LAMiNa B

Figura 2.11: Estructura secundaria de la proteina K/Fbalp que predicen diferentes programas
informaticos alojados dentro de la pagina de internet del PDB (*Protein Data Bank ™).
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Figura 2.12: Estructura tridimensional de la proteina cristalizada mas parecida a la proteina
KiFbalp segun el programa informatico Structure Explorer que se obtuvo en la pagina de internet PDB
("Protein Data Bank "). Esta proteina es la aldolasa de clase 11 de la bacteria £ coli expresada en £ coli

2.3. Constatacion funcional del gen KIFBAI

2.3.1. Clonacién del gen KIFBAI de Kluyveromyces lactis en el vector pUK-S11 vy

posterior expresion en Kluyveromyces lactis

Una vez clonado el gen KIFBAI, el paso siguiente consistio en intentar
demostrar que este gen realmente codifica para la fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa de la
levadura K. lactis. Alefounder et al., (1989) y Schwelberger er al., (1989) entre otros,
sobre expresaron el gen que codifica para la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de clase 11
de E. coli y S. cerevisiae respectivamente. En ambos casos, empleando un vector de alto
numero de copias, los niveles de actividad aldolasa fueron mayores en la cepa
transformada con el vector conteniendo el gen a expresar que en la cepa que contenia el
vector vacio. En este sentido, se procedio a la clonacion del gen entero KIFBAI con su
region promotora y terminadora en un vector especifico para su posterior expresion en
la levadura K. lactis. El vector elegido fue pUK-S11 (Chen y Fukuhara, 1988). El gen
KIFBAI se obtuvo tras digerir la construccion pGEM-T-Easy+K/FBA con la enzima de
restriccion EcoR 1. Este fragmento se clono en el sitio de clonaje multiple EcoR 1 del

vector pUK-S11 (figura 2.13).
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2 3 4 5 6 Figura 2.13: Electroforesis en gel de

agarosa tefitdo con bromuro de etidio y
visualizado a la luz UV 1 es el vector pUK-
e ? S11y 2 es la construccion pUK-S11+ KIFBAT
& ambos digenidos con la endonucleasa de
1549 pb et

restriccion EcoR 1. 3 y 4 el marcador XVII de
e +— 928 pb pesos moleculares de Roche. 5 es el vector
pUK-S11 y 6 es la construccion pUK-S11+
. «— 423 pb KIFBAT ambos digeridos con la endonucleasa
de restriccion Hind 111

Una vez obtenida la construccion pUK-S11+K/FBAI, se utilizo para transformar
la cepa MW 190-9B de la levadura K. lactis. Como control, se utilizo el vector vacio
pUK-S11 para transformar la misma cepa de levadura. Al cabo de tres dias, se
recogieron los transformantes capaces de crecer en medio CM-URA vy se les extrajo el
ADN plasmidico. Este ADN plasmidico se digirio con diferentes endonucleasas de
restriccion hasta que se comprobo que contenian la construccion pUK-S11+KIFBAT o el
vector pUK-S11 (sélo en el caso del control). Las levaduras transformantes se
cultivaron en medio CM-URA. Este experimento se realizo por duplicado pero
recogiendo los cultivos a diferentes densidades opticas. De cada cultivo se realizaron
tres extracciones proteicas independientes; a partir de cada una de ellas se realizaron
determinaciones de concentracion de proteina y actividad aldolasa por triplicado. Los
valores obtenidos de las actividades aldolasa son los que se muestran en la tabla 2.2.

Tabla 2.2: Valores obtenidos de las actividades aldolasa expresados en pmol F-1.6-P./ug

proteinas x min como mediatdesviacion estandar en medio CM-URA. en donde n es el tamario de la
muestra (n” de repeticiones),

MW190-9B: pUK-S11 (CONTROL) MW 190-9B: pUK-S11+KIFBAT
. Actividad ; Actividad
Asooam Cultivo alditess n Agiiam Cultivo aldlase n
I’ 0.344 0,092+0,108 9 0.432 0.011+0,001 9
REPLICA : ¥ kg ’ )
2-
q
REPLICA 373 0.008+0,002 9 2.00 0.005+0,001 9

Al transformar la cepa MW190-9B de la levadura K. lactis con la construccion
pUK-S11+KIFBAI, era de esperar que el gen KIFBAI se sobre expresase y, por tanto,
que se obtuviese mayor actividad aldolasa que en el control. Pero como se observa en la

tabla 2.2, la actividad no se incremento por sobre expresion del gen.
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Debido a que al sobre expresar el gen K/FBAI no se pudo constatar su
funcionalidad, posteriormente se procedio a su clonacion en un vector de expresion en
bacterias con el fin de poder purificar la proteina K/Fbalp y verificar si tiene actividad
aldolasa. La funcionalidad de este gen se demostro mediante purificacion enzimatica y
no mediante ensayos de complementacion porque la obtencion de un haploide viable
con esta mutacion es muy dificil ya que es letal en S cerevisiae (http:/genome-

www.stanford.edu/Saccharomyces/).

2.3.2. Clonacion del gen KIFBAI de Kluyveromyces lactis en el vector de expresion

pET21d y posterior expresion en Escherichia coli

En la actualidad, ya se han purificado numerosas aldolasas de diferentes
organismos: las aldolasas de clase 1 de E. coli. Svnechocystis sp. (cianobacteria),
Spermophilus lateralis (mamifero) (Thomson er al, 1998; Nakahara er al., 2003;
MacDonald y Storey, 2002) y las aldolasas de clase Il de E. coli, Synechocystis sp.,
Thermus aquaticus (Plater et al, 1999: Nakahara ef al., 2003; Sauve y Sygusch, 2001)
entre otras. Muchas proteinas han sido purificadas con una secuencia sefial de seis
histidinas en el extremo C-terminal, entre ellas; la -galactosidasa de K. lactis (Kim et
al., 2003), la NADH:ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1) de Yarrowia lipolytica
(Drose et al., 2002), la NADH deshidrogenasa de E. coli (Bjorklof et al., 2000) o los
genes mf (esenciales para la fijacion del nitrogeno) de E. coli (Jouanneau er al., 1998).

En la presente memoria, para probar si el gen clonado expresa una proteina con
la correspondiente actividad enzimatica, K/Fbalp se expresd con una seiial de 6
histidinas en el extremo C-terminal adecuada para su purificacion mediante
cromatografia de afinidad en Ni-NTA (Novagen). Para ello, a partir de la secuencia
completa del gen que codifica para la proteina K/Fbalp, se disefiaron dos cebadores
(PFBA-R y EcopKIFBAL) que nos permitieron amplificar la ORF del gen KIFBAI con
dos sitios de restriccion en ambos extremos de la ORF, EcoR 1 y Xho 1. Como se
muestra en la figura 2.14, este fragmento amplificado por técnicas de PCR se clond en
el vector comercial pGEM-T-Easy y se digirié con las endonucleasas de restriccion
EcoR 1y Xho | para su posterior integracion en el vector pET21d(+) (Novagen). Este
vector se empled como vector de clonaje y expresion. Con esta construccion se
transformoé la cepa BL21(DE3) (Novagen) de E. coli que se usé como huésped para

expresar la proteina K/Fbalp. A los transformantes resistentes a la canamicina se les
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extrajo el ADN plasmidico que se analizo por técnicas de PCR y por digestion con las
endonucleasas de restriccion EcoR 1y Xho | para su confirmacion. Ademas también se
comprobd, por técnicas de secuenciacion empleando el cebador T7 PROMOTER (tabla
M4 Materiales y Métodos), que la ORF estaba en pauta de lectura con la secuencia senal
de 6 histidinas en su extremo C-terminal.

Para la expresion de la construccion pET21d-K/Fbalp en la cepa BL21(DE3)
(Novagen) de E. coli y con el fin de determinar en qué condiciones se obtiene mas
proteina K/Fbalp, se ensayaron cuatro condiciones de cultivo. Se estudio el efecto de
dos variables: concentracion de IPTG (Isopropil f-D-tiogalactopirandsido) y el tiempo
de induccion. Las condiciones ensayadas fueron las de la tabla 2.3, como control se

empled un cultivo sin inducir, es decir, sin afiadirle IPTG.

5409 pb
5403 ph
3018 pb

1098 pb 1086 ph

1080 pb

Figura 2.14: Electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y visualizado al UV,
1 ¢s la construccion pGEM-T-Easy-K{Fbalp digerida con las enzimas de restriccion EcoR 1y Xho 1.2y 5
son ¢l marcador XVII de pesos moleculares de Roche, 3 v 4 son el vector pET21d y la construccion
pET21d-KiFbalp digeridos con las enzimas de restriccion EcoR 1y Xho | Por tltimo, 6 y 7 son el vector
pET21d y la construccion pET2 1d-K/Fbalp digeridos con las enzimas de restriccion Ava 1y BamH 1. Las
bandas de mayor tamafio se corresponden con los vectores pGEM-T-Easy (3018 pb) y pET21d (5409 y
5403 pb). las de menor tamano se corresponden con la ORF (sin los codones ATG v TAA de inicio y
terminacion de la traduccion) del gen KIFBAL

Tabla 2.3: Condiciones de cultivo ensayadas para la expresion del gen KIFBAT de K. lacnis en la
bacteria £. coll.

, CONCENTRACION | TIEMPO DE TEMPERATURA DE
CONDICION IPTG INDUCCION INDUCCION
i I mM ih 30°C
) 0.1 mM ih 30°C
3 I mM 7h 30°C
n 0.1 mM oh 30°C

Células de la cepa BL21(DE3) de E. coli, transformada con el vector de
expresion pET21d-K/Fbalp se cultivaron en 100 mL de medio LB conteniendo 20 ug

de canamicina/mL a 37°C con una agitacion de 250 r.p.m. hasta que la D.O. a 600 nm
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fue de 0.6. En este momento se retiré una alicuota de ImL de cultivo (que sirvio de
control no inducido, sin tratar con IPTG) v se dividio el cultivo en cuatro cultivos
distintos cada uno de 25 mL. A cada uno de los cultivos se le ensayo una de las cuatro
condiciones de induccion, mencionadas en la tabla 2.3, y se continud la incubacion a
30°C durante 2 6 4 horas, segin la condicion ensayada. Bajo estas condiciones, y
mediante el analisis SDS-PAGE (figura 2.15), la fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa
recombinante de K. lactis fue expresada mayoritariamente en la cuarta condicion de
induccion, es decir, a una concentracion de IPTG de 0,1 mM durante 2 horas (figura

2.15 pocillo 4).

49,8 kDa
Klfbal

35,8 kDa

Figura 2.15: Electroforesis en SDS-PAGE. tefindo con azul Coomassie “Coomassie brilliant blue
(CBB)", de los distintos extractos proteicos crudos obtenidos a partir de las diferentes condiciones
ensayadas para determinar en qué condiciones se obtiene mas proteina K/Fbalp. | es el extracto crudo
obtenido del cultivo sometido a una concentracion de IPTG de ImM durante 4 horas, 2 sometido a 0.1
mM durante 4 horas, 3 sometido a | mM durante 2 horas, 4 sometido a 0.1 mM durante 2 horas. 5 es el
control sin inducir (sin [PTG) y 6 es el marcador de pesos moleculares de proteinas (Prestained SDS-
PAGE Standards Broad Range de Bio-Rad)

A continuacion se procedio a la expresion a gran escala de la proteina K/Fbalp
mediante su induccion a 0.1 mM de IPTG durante 2 horas. Para ello se inoculd, con las
células BL21(DE3) de E. coli transformadas con el vector de expresion pET21d-
KiFbalp, 1 litro de medio de LB conteniendo 20 pg de canamicina/mL. El cultivo se
realizé a 37°C con una agitacion de 250 r.pm. hasta que la D.O. a 600 nm fue de 0,6. En
este momento se retird una alicuota de | mL de cultivo (que sirvid de control sin
inducir) y se afadio IPTG a una concentracion final de 0,1 mM y se continud incubando
a 30°C durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo, se retird otra alicuota y se recogieron las células
inducidas mediante centrifugacion. Las células se rompieron mediante sonicacion y se

centrifugaron (ver materiales y métodos). El sobrenadante filtrado se empled para la
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purificacion de la enzima recombinante por cromatografia de afinidad empleando la

agarosa Ni-NTA (Novagen).

Purificacion de la proteina K/Fbalp como un polipéptido soluble que contiene una

secuencia de 6 histidinas en el extremo C-terminal

Durante los diferentes pasos del protocolo de purificacion se fueron retirando
muestras que posteriormente fueron analizadas por SDS-PAGE (figura 2.16). Como se
observa en esta figura, se obtuvo proteina recombinante en las cuatro fracciones eluidas
(Els, E2,, E3> ¥ E4; que son las que se observan en la figura) de las ocho totales (El,
El,, E2, E25, E3,, E35, E4, v E4,) aunque los eluidos E2,, E3> y E4 son los que
contienen mayor cantidad de proteina. El hecho de que se obtenga proteina purificada
en todos los eluidos puede ser debido a que se haya obtenido tanta proteina K/Fbalp que
la cantidad de agarosa Ni-NTA empleada no hubiese sido suficiente y que por tanto
tengamos mucha proteina que no pueda unirse a la columna. Esta hipotesis se ve
apoyada por el hecho de que en el segundo lavado de la columna (pocillo 6 de la figura
2.16), antes de recoger los eluidos de la proteina purificada, aiun sigue habiendo mucha
proteina K/Fbalp no unida a la columna, y también por el hecho de que, como se
expondrd mas adelante, al aumentar la cantidad de agarosa empleada disminuye la

cantidad de proteina no unida que sale en el lavado de la columna.

49,8 kDa —

358 kD2 ep

Figura 2.16: Electroforesis en SDS-PAGE, tefido con azul Coomassie “Coomassie brilliant blue
(CBB)". de los distintos extractos proteicos crudos y los distintos eluidos con la proteina K/Fbalp
purificada obtenidos a partir de los diferentes pasos realizados durante el protocolo de purificacion. 1 es ¢l
marcador de pesos moleculares de proteinas (Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range de Bio-
Rad). 2 es el control sin inducir (sin IPTG), 3 es el extracto crudo obtenido tras crecer las células a una
concentracion final de IPTG de 0,1 mM durante 2 horas, 4 es el sobrenadante (no filtrado) obtenido por
centrifugacion tras la sonicacion celular, 3 es el eluido obtenido tras ¢l empaquetado de la columna, 6 es
¢luido obtenido después del segundo lavado de la columna, 7 es eluido E1,, 8 es el eluido E2;, 9 es ¢l
eluido E3, y 10 es el eluido E4,.
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Los niveles de expresion de la fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa de K. lactis, como
proteina recombinante soluble en E. coli, se monitorizaron también mediante medida de
actividad aldolasa (tabla 2.4). Las ocho fracciones totales eluidas se utilizaron
directamente, sin concentrar y sin eliminar el imidazol de la muestra proteica, para
medir la actividad aldolasa (Richards y Rutter, 1961) de cada una de ellas. Los valores
de actividades aldolasa obtenidos se muestran en la tabla 2.4.

El eluido El, es el que mostrd tener una mayor actividad fructosa-1.6-bisfosfato
aldolasa especifica, a pesar de que la banda en el gel SDS-PAGE correspondiente a la
proteina K/Fbalp purificada es menos intensa que en otras fracciones. Este hecho puede
ser debido a que la proteina esté mas purificada en esa fraccion o a que el imidazol
tenga un efecto inhibidor sobre la actividad aldolasa. Este efecto inhibidor del imidazol
ya se ha demostrado en la actividad B-galactosidasa cuando el gen LACY de K. lactis,
que codifica para la B-galactosidasa, se expresa en la bacteria £. coli (Kim et al., 2003).
En este caso, la actividad B-galactosidasa desciende exponencialmente a medida que se
incrementa la concentracion de imidazol, en concreto, al cabo de 2 horas a una
concentracion 50 mM de imidazol desciende un 50% la actividad, al cabo de 8 horas a

150 mM y 3 horas a 200 mM se pierde completamente la actividad (Kim er al., 2003).

Tabla 2.4: Valores de las actividades aldolasa obtenidos en las diferentes fracciones eluidas de
la columna. Las concentraciones protéicas se estimaron mediante el método de Bradford (1976)

ACTIVIDAD ALDOLASA (nmol F-1,6-
ELUIDO
Py/pg proteina x min)

El; 345
El, 3.85
E2, 1.23
E2, 0.64
E3, 0.4
E3; 0,38
E4; 0

E4; 0

Empleando el programa informatico ImageMaster Total Lab, ver.2.00 de
Amersham Biosciences, se cuantifico la banda de la proteina purificada KiFbalp del
pocillo 7 de la figura 2.16 a partir de una imagen del gel mediante un analisis de

densitometria (figura 2.17).
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Figura 2.17: Analisis densitométrico del pocillo 7 de la figura 2. 16 que se corresponde con el
eluido E1; que es el que tiene mayor actividad fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa especifica

A partir del analisis densitométrico y de SDS-PAGE se pudo estimar que la
fraccion El, contiene la proteina K/Fbalp con un 93% de pureza y que la masa
molecular coincide con la masa molecular estimada a partir de la secuencia, 39.6 kDa.
Estos resultados confirmaron que el gen clonado K/FBAI codifica para una proteina
funcional fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa.

En la figura 2.18 se muestran los diferentes pasos del protocolo de purificacion
de la proteina K/Fbalp pero empleando una mayor cantidad de agarosa Ni-NTA para
hacer la columna. De hecho se observa que solo eluye proteina K/Fbalp en las
fracciones E3 y E4, ademas, en el eluido obtenido después del segundo lavado de la
columna, no se recupera tanta proteina porque la mayor parte de ésta esta unida a la

agarosa.
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A

49,8 kDa =
35,8 kD2l mup

49,8 kDa
35,8 kDa

Figura 2.18: A ¢s una electroforesis en SDS-PAGE. tefudo con azul Coomassie “Coomassie
brilliant blue (CBBY". v B es un Western-blot (hidridado con los anticuerpos anti-His de [nvitrogen y
anti-lg de raton de Dakopatts) los distintos extractos proteicos crudos y los distintos cluidos con la
proteina K/Fbalp purificada obtenidos a partir de los diferentes pasos realizados durante el protocolo de
purificacion. 1 es el marcador de pesos moleculares de proteinas (Prestamed SDS-PAGE Standards
Broad Range de Bio-Rad). 2 es el control sin inducir (sin IPTG). 3 es el extracto crudo obtenido tras
crecer las células a una concentracion final de IPTG de 0.1 mM durante 2 horas. 4 es el sobrenadante (no
filtrado) obtenido por centrifugacion tras la sonicacion celular, 5 es el cluido obtenido tras ¢l
empaquetado de la columna, 6 es eluido obtenido después del segundo lavado de la columna, 7 es eluido
El, 8 esel eluido E2. 9 es el eluido E3 y 10 es el eluido E4 de los cuatro eluidos proteicos totales

La proteina purificada se guardé congelada a -20°C para posteriormente realizar
experimentos de crecimiento de cristales (experimentos de cristalizacion de la proteina
KIFbalp). Para ello se estudiaron diferentes condiciones de sobresaturacion mediante la
adicion de agentes precipitantes y/o mediante la modificacion de otros parametros tales
como pH y temperatura, Los precipitantes usados fueron sales y polietilenglicoles
(PEG). Hay otros factores que influyen en el proceso de cristalizacion: la concentracion
de proteina, la temperatura, la presencia de cationes y de ligandos especificos que
estabilizan ciertas conformaciones de las proteinas, y por supuesto, la pureza de la
muestra. La presencia de contaminantes puede ser extremadamente importante para
impedir la obtencion de cristales adecuados para estudios de difraccion de rayos X. En
una primera aproximacion se ensayaron diferentes condiciones observandose en algunos
casos, (con una concentracion final en la gota y en el reservorio de 50 mM de Tris-HCI
pH 7.5, 3.5% PEG 4.000 y 2,5 mM de MgCl, y con una concentracion final en la gota y
en el reservorio de 50 mM de Tris-HCI pH 7.5, 3.5% PEG 4.000 y 2,5 mM de RbCl),
gotas transparentes que indican que no se ha alcanzado la sobresaturacion, es decir, la

concentracion del precipitante es demasiado baja o la gota ain no ha completado el
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equilibrio con el depésito. En un futuro se ensayaran mas detenidamente estas mismas
condiciones para poder cristalizar la proteina K/Fbalp y realizar estudios

cristalograficos.

2.4. Localizacion de las posibles secuencias reguladoras cis dentro de la region

promotora del gen FBAI de K. lactis

El resultado de la busqueda de posibles secuencias consenso para la union de
factores transcripcionales en el promotor del gen K/FBAI se muestra en la figura 2.19.
Estas regiones reguladoras se encontraron empleando los programas informaticos

TFSEARCH y TRANSFAC (ver materiales y métodos).

GGCCG CGGGAATTCG ATTATATEAA  .28)
-305 L 7
MATal

AAAAAGTTGT TCGTGAATTT TCCTCCATTC AATTQATATA|TAATAAGAAC AATGAATTGC ATACTTCCCA 2211
= ] ADRL TEAST sTE GONY GCRT

T GONa ROX1

AATCTTGATA ATTCGTTTTA TATCA GTAGTTGT‘I‘@MTG [TATA-AAARC  -141
NIT2 NIT2 N4 T2 MATal

CATCATCCAA AAACCAATCC AAGTTTCGTT CCAATAGTAC CAAAARTTAA ACCTTAATTT -71
MATa____ GONA
HAP2M YAP-
TGAAGTACTT [TRTAATTTAA ACTTAATACG AATTAAACCA AAAAACCCAC AACACGTAAA AGAARTTACA ATG
ADRI PHO4 ST
-70 -60 -50 -40 30 R -10 +

Figura 2.19: Posibles consensos encontrados para la union de factores transcripcionales en la
region promotora del gen KIFBAI con un thresold de 85 puntos. En rojo se sefialan las supuestas cajas
TATA

2.4.1. Fusion del promotor de KIFBAI al gen lacZ de E. coli

Para analizar la funcionalidad de la region promotora se construyé una fusion
del promotor entero y una serie de deleciones unidireccionales sobre el promotor de
KIFBAI mediante PCR (ver condiciones en materiales y métodos) que se fusionaron al
gen reportero lacZ para poder visualizar la actividad promotora mediante la medida de
la actividad [-galactosidasa. Para ello se eligieron cebadores que permitieron eliminar
progresivamente las distintas secuencias consenso de interés como se muestra en la
figura 2.21. Los cebadores utilizados para estas amplificaciones poseian colas con

secuencias de corte para las enzimas de restriccion Hind 111 y BamH 1 (tabla 2.5). En un
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primer lugar los fragmentos amplificados se clonaron en el vector comercial pGEM-T-
Easy (vector apto para el clonaje de productos amplificados por PCR), posteriormente
las construcciones resultantes se digirieron con estas dos endonucleasas de restriccion,
Se rescato la banda correspondiente al promotor delecionado y se clono finalmente en el
plasmido pXW2 (Chen ef al., 1992a) para su expresion en K. lactis, proporcionando el
ATG del gen KIFBAI y manteniendo la pauta de lectura con el octavo codon del gen
lacZ de E. coli del vector. Las construcciones se nombraron como PAFS, PAF1, PAF3 y
PAF2 (figura 2.20). Posteriormente, se secuenciaron todas las fusiones empleando los
cebadores 30LacZ y 70LacZ (tabla M4 Materiales y Métodos) que hibridaban dentro del
gen lacZ de E. coli, comprobando que la amplificacion por PCR habia sido correcta, que
no se habia producido ninguna mutacion en las secuencias consenso ni se habia variado

la pauta de lectura.

CEBADOR POSICION
KLPAFI FTW Tabla 2.5: Cebadores ulili{z.ldns para la
obtencion de las deleciones de la region promotora
KLPAF2 217 W del gen KIFBAI W es la hebra de Watson y Coes la
KLPAF3 55 W hebra de Crick la secuencia completa de los
- — cebadores se encuentra en la tabla M4 de Matenales
KLPAFS =305 W y Métodos
KLPAR -15C

10700 pb
3000 pb

500 pb 500 pb

217 pb 217 pb

Figura 2.20: Electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio v visualizado a la luz
U.V. 1y 12 son el marcador XVII de pesos moleculares de Roche. 6 es el marcador de 50 a 1000 pb de
BioWhittaker Molecular Applications. 2, 3, 4 y 5 son las deleciones PAFS, PAF1, PAF2 y PAF3
respectivamente clonadas en el vector pGEM-T-Easy y digeridas con las endonucleasas de restriccion
BamH 1y Hind 111 - 8,9, 10y 11 son las mismas deleciones clonadas en el vector pXW2 y digeridas con
las mismas endonucleasas de restriccion
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2.4.2. Estudios de expresion mediante fusiones al gen lacZ de E. coli

Con cada una de las cuatro deleciones y utilizando el vector pXW2 (Chen er al.,
1992a) como control negativo, se transformo la linea MW190-9B de K. lactis deficiente
en B-galactosidasa y Ura’, seleccionando los transformantes en placas CM-URA. A cada
uno de los transformantes se les extrajo el ADN plasmidico que se utilizo para
transformar la cepa DH-10B de E. coli con el fin de comprobar por analisis de

restriccion y técnicas de PCR que portaban la construccion deseada.

Medidas de actividad B-galactosidasa cualitativa

En una primera aproximacion, para valorar la actividad B-galactosidasa de las
levaduras transformadas con las distintas construcciones conteniendo las diferentes
deleciones del promotor, se resembraron tres transformantes independientes (para cada
una de las construcciones) en placas CM-URA con diferentes fuentes de carbono
(glucosa al 0,5% y 2%, etanol, glicerol y lactato al 2%). A estas placas se les adiciono el
compuesto cromogénico X-Gal (5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-B-D-Galactopirandsido).
Dicho compuesto proporciona una coloracion azul al ser hidrolizado por la B-
galactosidasa permitiendo, de este modo, realizar medidas cualitativas de la actividad -
galactosidasa entre los diferentes transformantes en las distintas fuentes de carbono.

Tanto para la construccion PAF1 como para la PAFS, que son las que contienen
un promotor de 287 y 305 pb, se observa que existe actividad P-galactosidasa en todas
las fuentes de carbono ensayadas. En las siguientes deleciones, PAF2 y PAF3, se
observa un descenso de la actividad. Como control negativo se ensayaron tres
transformantes independientes que contenian el vector pXW2 vacio y, por tanto, no
mostraron actividad p-galactosidasa, pues al no llevar insertado ningin fragmento de

promotor no se expresa el gen lacZ de E. coli (datos no mostrados).

Medidas de actividad B-galactosidasa cuantitativa

Para medir la actividad [P-galactosidasa se emplearon entre 3 y 5 transformantes

independientes de cada construccion (a su vez de cada transformante se realizo un
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triplicado de la medida) y tres transformantes con el vector vacio como control negativo
(también se realizé un triplicado de la medida de cada transformante).

Como se muestra en la figura 2.21 no hay diferencias significativas de actividad
entre una fuente de carbono fermentable y no fermentable. Este resultado se comprobo
posteriormente mediante ensayos de Northern blot que se expondran mas adelante en la
presente memoria y que confirman que la transcripcion del gen KIFBAI no esta

sometida a represion por glucosa.

UAS Actividad  p-galactosidasa  (U.E.)
Glucosa 2% Glicerol 2%
I MediatE.E . n MediazE.E . n
PAFS( {305 -lacZ )

= P 6927+3.59 12 - -

PAFJ( -287 -lacZ ) N
¥ 6244+297 14 5597:548 9

PAF3( -255 -facZ ) 2

= 0,74:0,02% 15 =
PAF2( -217-lacZ )

P ().69:001* 15 0.61+0,06* 15
CONTROL: pXW2 0.39:0,04* 9 0.65:007* 9

Figura 2.21: Analisis de las deleciones de la region promotora de KIFBAI EE. es el error
estandar y n el tamanio de muestra. * Indica una diferencia estadiscamente significativa con PAF1 en
glucosa. No hay diferencias estadisucamente significativas entre PAF3, PAF2 y el control en glucosa o
glicerol

Las fusiones que se extienden desde la posicion -305 hasta la -287 pb (PAFS y
PAF 1) no influencian significativamente los niveles de expresion. Delecionando los 32
pb siguientes hacia el extremo 3° (hasta -255 pb, delecion PAF3) se reduce
drasticamente la expresion hasta valores similares a los del control sin promotor. La
siguiente delecion que se extiende hasta la posicion -217 pb, que elimina el consenso
para el represor Rox1p mientras que se mantienen los dos supuestos sitios de union de
Gerlp y Raplp, no restaura los niveles de expresion. Los sitios de union de Raplp
(cajas RPG) en el promotor de genes glucoliticos de levaduras se encuentran con
frecuencia adyacentes a uno o mas sitios de union de Gerlp (cajas CT) y la presencia de
estos elementos ha sido relacionado con una activacion transcripcional eficiente
(Uemura et al., 1997; Lopez y Baker, 2000).

De hecho, la unica region UAS presente en el promotor del gen FBAI de S.
cerevisiae contiene sitios de union para la proteina multifuncional Raplp y dos cajas CT

(Compagno er al., 1991). Los homologos Raplp y Gerlp de K. lactis han sido aislados
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recientemente y se ha propuesto un mecanismo similar de regulacion de genes
glucoliticos para S. cerevisiae y K. lactis ya que las cajas RPG y CT también estan
presentes en el promotor de varios genes glucoliticos de K. lactis (Haw et al., 2001;
Neil ef al., 2004). Sin embargo, los sitios Gerlp de la region del promotor de KIFBAI
que tenemos no parecen ser funcionales. La causa podria ser que estan localizados cerca
de las cajas TATA, como va se ha relatado previamente para genes de levadura
relacionados (Stanway ef al., 1989,; Compagno ef al., 1991). Ademas, el sitio de union
de Raplp no esta adyacente al sitio de union de Gerlp sino que se localiza cerca del
ATG. Los datos anteriormente expuestos limitan una region reguladora positiva (UAS)
entre las posiciones -287 y -255 pb en el promotor analizado de KIFBA/. La secuencia
de esta region no contiene ni cajas RPG ni cajas CT, en contraste con el UAS del
promotor del gen FBAI de S. cerevisiae. Dicha region contiene, en su lugar, supuestos
sitios de union para factores transcripcionales implicados en la respuesta a feromonas
(STE12), control general (GCN4), ciclo celular (ECB), de-represion en ausencia de

glucosa (ADR1) y choque por calor (HSTF).

2.5. Expresion transcripcional del gen FBAIl de Kluyveromyces lactis en

condiciones seleccionadas

En el presente trabajo se estudio la expresion del gen FBAI de K. lactis bajo
diferentes condiciones. La disponibilidad de la secuencia completa de ADN de S.
cerevisiae y de un mayor niimero de datos del transcriptoma y proteoma en respuesta a
un amplio rango de condiciones experimentales esta contribuyendo a un mejor
entendimiento de los mecanismos reguladores de esta levadura. Asumir que los genes
de K. lactis tienen una regulacion similar a la de los genes homologos de S. cerevisiae
basandose solamente en la similitud de los consensos en las regiones promotoras no es
posible, puesto que ya se ha postulado la existencia de una regulacion divergente para
una serie de genes homologos en S. cerevisiae y K. lactis (Becerra ef al., en prensa;
Breunig ef al., 2000; Flores et al., 2000; Gonzalez Siso et al., 2000; Lamas-Maceiras et
al., 1999). Por ello, se ha realizado un analisis, mediante Nothern blot, de la regulacion
transcripcional del gen KIFBAI en condiciones seleccionadas sugeridas a partir de datos
disponibles de su levadura homaloga S. cerevisiae y/o por algunas supuestas sefiales
reguladoras encontradas en la region promotora del gen KIFBAI que hemos

secuenciado (figura 2.19).
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2.5.1. Influencia de la fuente de carbono en la expresion del gen KIFBAI

En la region promotora del gen KIFBAI se encontraron supuestos sitios de union
para los factores transcripcionales Hap2/3/4/5p y Adrlp. que en S. cerevisiae median la
des-represion de genes diana en ausencia de glucosa (Ramil et al., 2000; Young ef al.,
2002), siendo necesarios para inducir la transcripcion de un gran numero de genes
implicados en el metabolismo oxidativo en fuentes de carbono no fermentables. La
accion coordinada de Adrlp y Hap2/3/4/5p en la regulacion de la transcripcion génica
ya se ha descrito para el gen del citocromo b> (Ramil ef al., 2000). Sin embargo, en la
figura 2.22.A y B se observa que KIFBAI no muestra represion catabolica, puesto que
los niveles de expresion son similares en glucosa al 0.5% y glucosa al 2%. ni induccion
por lactato (fuente de carbono no fermentable).

El gen FBAI de S. cerevisiae tampoco esta regulado por la fuente de carbono
(Compagno et al, 1991), como hemos corroborado en nuestro laboratorio (figura
2.22.A y C), aunque los datos del analisis global del transcriptoma (Gasch et al., 2000)
mostraron un ligero aumento de la expresion en glucosa y un descenso en etanol. Los
resultados aqui expuestos apoyan la idea de que el gen KIFBAI parece escaparse del
control de los factores de transcripcion Hap2/3/4/5p y Adrlp. Esta misma conclusion se
extrajo tras determinar las actividades enzimaticas especificas fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa (tabla 2.6) mostrando también la ausencia de mecanismos de regulacion post-
transcripcional relacionados con la fuente de carbono. Ademas, en las deleciones del
promotor fusionadas al gen lacZ ensayadas no se encontro ninguna diferencia en la
actividad P-galactosidasa en glucosa (fermentable) versus glicerol (no fermentable)

(figura 2.21).

Actividad enzimatica
Covi _— F-1,6.8,aldolasa | "
KI Y1140 | Glucosa 0,5% 1,52240, 245 4 ",
Tabla 2.6: Actividades fructosa-
1.6-bisfosfato aldolasa (nmol
KIY1140 | Glucosa 2% 1,36520,365 2 Fructosa-1.6-bisfosfato/pg  proteina
RIY¥1140 x min, mediaterror estandar) de las
Lactato 2% 1,85£0,314 4 cepas salvajes aGH1 de § cerevisiae
¢ Y1140 de K lacus. No existen
Sc aGH1 | Glucosa 0,5% 1,82240,359 3 diferencias estadisticamenite
significativas entre las medias de la
misma cepa en las diferentes fuentes
Sc aGH1 | Glucosa 2% 2,6580,677 3 de carbono o de las dos cepas en la
misma fuente de carbono
Sc aGH1 Lactato 2% 2,77410,529 4
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A CULTIVOS EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO
8.5 4

8,0
7,59 0OSc aGH1 Glucosa 0,5%
7,0 0OSc aGH1 Glucosa 2%

6,5 ASc aGH1 Lactato 2%
6,0 K| Y1140 Glucosa 0,5%
©OKI Y1140 Glucosa 2%

OKI Y1140 Lactato 2%

ABSORBANCIA(600 nm)
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TIEMPO (horas)

B C
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae

ud u2% Lac2% 3
rARN25s Glu0,5%Gl Glu0,5%Glu2% Lac2%
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KB e s ScFBA1 G @D e

Cociente E.R. MediatD 5. n Cociente ER. MediatD.5. n
Glu 0,5%/Glu 2% 0,86510,351 T Glu 0,5%/Glu 2% 1,16110,286 ]
Glu 2%/Lac 2% 0,79610,344 7 Glu 2%/Lac 2% 1,29410,356 4

Figura 2.22: Influencia de la fuente de carbono en la expresion del gen FBAI. A: Curvas de
crecimiento de las cepa aGHI de S cerevisiae (Sc aGHI1) v la cepa Y1140 de K factis (K1 Y1140) en
glucosa al 0.5 v 2 %. y en lactato al 2%. Los cultivos se recogieron a una densidad 6ptica a 600 nm de 0.6
sefalado en la figura con una linea horizontal. B y C: influencia de la fuente de carbono en la expresion
del gen FBAI de K lactis (B) y de S. cerevisiae (C) en glucosa al 0.5% y 2% y en lactato al 2%. En las
tablas se representan los cocientes entre los valores relativos de expresion (E.R). D.S. es la desviacion
estandar v n el tamafio de muestra. Tanto en B como en C. rARN25s representa el control interno de
carga.

2.5.2. Expresion del gen KIFBAI en el mutante rag2

Para investigar la posible relacion entre la fructosa-|,6-bisfosfato aldolasa y la
actividad de la ruta de las pentosas fosfato en K. lactis, se ensayo la expresion del gen
KIFBAI en glucosa versus fructosa usando una cepa mutante rag?2, es decir, defectuosa
en la fosfoglucosa isomerasa, en comparacion con la cepa salvaje Y1140. La cepa
mutante rag?2 necesita la ruta de las pentosas fosfato para crecer en glucosa pero no en
fructosa (Gonzélez Siso er al., 1996a). Los niveles de transcripcion fueron similares

para cada cepa en ambas fuentes de carbono (figura 2.23.A y B).
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A CULTIVOS EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

OKI Y1140 Glucosa 2%
OKI Y1140 Fructosa 2%
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prar——

R

ABSORBANCIA(800 nm)

°o 2z 4 & 8 0 n
B TIEMPO (horas)

Y1140 PM5-2D
rARN25s Glu Z%Fm 2% Glu 2% Fru 2%

ede

KI FBA1

100
L I
ER. 50 ’r—’ 1
L ) 9 i
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Figura 2.23: Influencia de la fuente de carbono en la expresion del gen KIFBAT de K lactis en
una cepa salvaje (Y 1140) con respecto a una cepa mutante en la fosfoglucosa isomerasa (rag?) de K
lacus. A: Curvas de crecimiento de las cepas salvaje Y1140 y mutante PM5-2D de K. lactis en glucosa y
fructosa al 2%. Los cultivos se recogieron a una densidad optica a 600 nm de 0.6 sefialado en la figura
con una linea horizontal. B: Valores relauvos de expresion (ER.) del gen KIFBAI normalizados
(mediatdesviacion estandar de 4 muestras en 1. 3 muestras en 2. 3 muestras en 3 y 2 muestras en 4) en
glucosa y fructosa al 2%. rARN23s representa el control interno de carga

Esta misma conclusion también se extrajo de la determinacion de las actividades
especificas fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa mostrando también la ausencia de
mecanismos de regulacion post-transcripcional (tabla 2.7). Por tanto, no se ha
encontrado ninguna conexion entre la expresion del gen fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa

y la actividad de la ruta de las pentosas fosfato en K. lactis.

Actividad enzimatica Tabla  2.7:  Acuvidades

Ce Medio n . L
pa F-1,6-B,aldolasa fructosa-1,6-bisfosfato  aldolasa
(nmol Fructosa-1.6-bisfosfato/pg
KIY1140 | Glucosa 2% 1,36520,365 2 proteina  x min, mediaterror

estandar) de la cepa salvaje
KIY1140 | Fructosa2% 1,187+0,259 4 Y 1140 y de la cepa mutante PM35-
2D (rag2) de K. lactis en glucosa
versus fructosa al 2%. No existen

KIPM5-2D | Glucosa 2% 0,72410,118 4 e ; )
diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de

KIPM5-2D | Fructosa 2% 0,71810,114 4 la misma cepa en las dos fuentes

de carbono
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2.5.3. Influencia del calcio en la expresion del gen KIFBAI

La expresion transcripcional de KIFBAI no esta regulada por los niveles de
calcio (figura 2.24.A y B), al contrario de lo que ocurre en su homologa S. cerevisiae
que es ligeramente inducida durante la falta de calcio segun datos de transcriptoma

(Lombardia et al., 2002).

A CULTIVOS CON CALCIO
2,59

] OYNB4%-ScFYT3
20 *YNB4%-KIY1140

OYNB4%(-Ca)-ScFYT3
©YNB4%(-Ca)-KIY1140

0,51

ABSORBANCIA(600 nm)
E=3

0,0 T T T T T d

TIEMPO (horas)
B c

Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae

YNB YNBYNB YNB YNB YNB
-Ca +Ca -Ca +Ca

rARN25s

rARN25s % W .
e . o9 screa1 il @ @
*
100 [ I 100
ER. 50 ] 1 r ’ ' E.R. 50
|
0 0

Figura 2.24: Influencia del calcio en la expresion del gen FBA/ A Curvas de crecimiento de
las cepas salvajes FY73 de S. cerevisiae (Sc FYT73) ¢ Y1140 de K. lactis (K1 Y 1140) en medio CM con
YNB al 4% (YNB), con YNB al 4% sin calcio (en el que se sustituyo el pantotenato calcico por
pantotenato sodico) (YN B-Ca®") ¢ YNB al 4% con exceso de calcio (YNB+Ca®") que es el mismo medio
YNB al 4% crecido hasta una densidad optica a 600 nm de 0.6 que se sometio a un choque de calcio (con
cloruro calcico a una concentracion de 50 mM en el medio de cultivo) durante 45 minutos. En los tres
casos la fuente de carbono empleada fue glucosa al 0,4%. Los cultivos se recogieron a una densidad
Optica a 600 nm de aproximadamente 0,6 seialado en la figura con una linea horizontal. B: influencia del
calcio en la expresion del gen FBAI de K. lacns. C: influencia del calcio en la expresion del gen FBA/J de
S cerevisiae. Las graficas representan los valores relativos de expresion (E.R) normalizados (media+D S.
de 4 muestras en B y 2 en C). rARN235s representa el control interno de carga * Indica una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control (YNB)
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Segtin los resultados de S. cerevisiae obtenidos en nuestro laboratorio. se ha
observado una disminucion de la transcripcion en presencia de calcio que es
significativa si se aplica un rest de Student (figura 2.24.A y C). Esta misma conclusion
también se extrajo de la determinacion de las actividades especificas fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa mostrando también la ausencia de mecanismos de regulacion post-

transcripcional (tabla 2.8).

Actividad enzimatica

Cepa Madio F-1,6.B;aldolasa | " Tabla 2.8: Actividades fructosa-
1.6-bisfosfato aldolasa (nmol Fructosa-
KIY1140 | CMYNB 4% 2,89710, 479 4 |.6-bisfosfato/pg  proteina  x  min,
mediaterror estandar) de las cepas

CM YNB 4%- aluinise N RV .
KI Y1140 Cat 2,64310,305 4 salvajes Y1140 y FY73 de K lactis en
CM (YNB 4%). CM (YNB 4% sin
Kiyi140 CMYNB 1.9660,361 4 calcio) y CM (YNB 4% con choque de
4%+Ca? g ' i o : R
calcio No  existen  diferencias
:stadisticamente significativas entre las

Sc FY73 CM YNB 4% 2,31240,240 4 i ; d
medias de la cepa Y1140 de K lactis en
CM YNB 4%- los diferentes medios, pero si existe una
ScFY73 ca* s 4 diferencia significativa entre las medias
CM YNB de la cepa FY73 de 8. cerevisiae en CM

ScFY73 4%+Ca* 1,54410,288 4 YNB 4% y CM YNB 4%+Ca™’

2.5.4. Influencia de la temperatura en la expresion del gen KIFBAI

El gen FBAI de S. cerevisiae, cuyo promotor contiene cuatro supuestos sitios de
union de HSTF, se ha postulado que es un gen LOT (inducido por un descenso en la
temperatura) (Zhang et al., 2001). Se decidio estudiar con mayor detalle la influencia de
la temperatura de crecimiento en la expresion de K/IFBAI. En la figura 2.25.B se
muestran los niveles de mARN del gen KIFBAI después del descenso de la temperatura
(desde 30 a 14°C) y en la figura 2.25.C después del aumento de la temperatura (desde
30°C a 40°C).

Al contrario de lo que ocurre en S. cerevisiae, la transcripcion desciende
ligeramente durante 2-4 horas después del descenso de temperatura, pero después de 6-8
horas a 14°C los niveles de mARN del gen KIFBAI! no fueron significativamente
diferentes a los iniciales (figura 2.25.A y B). Por tanto, el gen K/FBAI no es un gen
LOT. Para el caso del choque a 40°C (figura 2.25.A y C), se produjo un descenso en los
niveles de expresion desde los 15 minutos de comenzar el choque térmico, llegando a

descender los niveles de expresion hasta 2,8 veces al cabo de 2 horas.
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Figura 2.25: Influencia del descenso y aumento de la temperatura de crecimiento en la expresion
del gen KIFBAI en una cepa salvaje (Y1140) de K lacus crecida en medio YPD a 30°C hasta una
densidad optica a 600 nm de 0.6, posteriormente se dieron dos choques térmicos, uno de 14°C durante 8
horas y otro a 40°C durante 2 horas. A: Curvas de crecimiento de la cepa salvaje Y1140 de K. lactis
crecida hasta una densidad dptica a 600 nm de 0,6 (1), momento a partir del cual se sometieron las
células al choque térmico. B: Valores relativos de expresion (ER.) del gen KIFBAI! normalizados
(mediatdesviacion estandar de 2 muestras) a diferentes tiempos después de descender la temperatura de
crecimiento hasta 14°C. C: Valores relativos de expresion (E.R) del gen KIFBAI! normalizados
(mediaterror estandar de 2 muestras) a diferentes tiempos después de aumentar la temperatura de
crecimiento hasta 40°C. Tanto en B como en C: * Indica una diferencia estadisticamente significativa con
el control (la muestra a tiempo cero) v rARN23s representa el control interno de carga

2.5.5. Influencia de la fase de cultivo en la expresion del gen KIFBAI

El gen FBAI de S. cerevisiae aumenta su expresion en la fase post-diauxica de

crecimiento (Gasch ef al,, 2000; Wang et al., 1997) por lo que se decidio ensayar la
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influencia de la fase de crecimiento en la expresion de K/IFBAI. En la region promotora
del gen KIFBAI se encontrd un supuesto elemento ECB (“early cell cyvele box) (Mai et
al., 2002). La figura 2.26 muestra que la expresion del gen K/FBA] es invariable hasta
una absorbancia a 600 nm de 2, en contraste con el homoélogo de S. cerevisiae los

niveles de expresion disminuyen a mayores densidades celulares.

Figura 2.26: Influencia de la fase de
ABOD crecimiento en la expresion del gen KIFBAT ¢n
0’9 2 5 85 9 una cepa salvaje (Y 1140) de K lacns crecida
rARN25s - en medio YPD. Desde Aq=8.5 a Ayw=9 las
. . . ‘ celulas estuvieron en fase estacionaria. En la
. grafica se muestran los valores relativos de
expresion (E.R.) del gen KIFBAT normalizados
KI FBA1 .- . L4 . (mediatdesviacion cgsla'mdar de 3 muestras) a
100 diferentes fases de crecimiento del cultivo. *
Indica una diferencia  estadisticamente
E.R. 50 w w8 significativa con respecto a Ag=0.9 vy Aun=2
v rARN25s representa el control interno de

5 e ] s

2.5.6. El gen KIFBAI no se induce por choque térmico, por estrés oxidativo ni por

ausencia de aminodacidos

En el promotor del gen K/IFBAI se han encontrado posibles consensos para la
unién de diferentes factores transcripcionales relacionados con el estrés. Entre ellos
destacan HSTF (factor de transcripcion por choque térmico, clonado en K. lactis por
Jakobsen y Pelham, 1991), Aplp (estrés oxidativo, activador transcripcional a través del
elemento de respuesta a Apl (ARE) cuando las células estan expuestas a H,;0,, clonado
en K. lactis por Billard er al., 1997), Gendp (ausencia de aminoacidos; Devlin ef al.,
1991: Natarajan ef al., 2001), Bas2p(Pho2p)/Pho4p (ausencia de fosfato; Bhoite et al.,
2002: Ogawa ef al., 2000), Raplp (implicacion en el control de la transcripcion mediada
por otros factores como Gendp o Bas2p: Devlin er al,, 1991: el homologo de RAP!/
clonado en K. lactis por Larson et al, 1994) y Nit2p (limitacion de la fuente de
nitrogeno: Marzluf, 1997). Como se muestra en la figura 2.27, la transcripcion del gen
KIFBAI no esta inducida por las siguientes condiciones de estrés ensayadas: choque
térmico a 45°C durante 30 minutos (en el promotor existen cuatro supuestos sitios de
union a HSTF), estrés oxidativo creado por la adicion de HO; (en el promotor existe un
supuesto sitio de union a Yap-1) y finalmente ausencia de los aminoacidos triptofano e

histidina (en el promotor hay cinco supuestos sitios de unién a Gendp), fosfato (en el
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promotor hay un supuesto sitio de union a Bas2p y otro a Pho4p) o amonio (en el
promotor existen tres supuestos sitios de union a Nit2p). Después del choque térmico o
la adicion de H,0,. se observo una ligera reduccion de la expresion de KIFBAI: las
medidas de actividad enzimatica especifica también mostraron este mismo
comportamiento (tabla 2.9). Para el caso del estrés oxidativo, los niveles de expresion
transcripcional descendieron 2.2 veces y los valores de las actividades enzimaticas 2.8
veces. Los resultados obtenidos contrastan con la presencia en el promotor de supuestos
sitios de union para factores transcripcionales que son reguladores positivos en
respuesta a varias sefiales de estrés y también con la verificacion de que varios de estos
factores reguladores existen en K. lactis. Esta ausencia de induccion por estrés es
compartida con el gen FBAI de S. cerevisiae como se extrae de los datos del proteoma y
transcriptoma (Gasch et al., 2000; Godon et al., 1998; Ogawa ef al., 2000). En concreto,
a pesar de que el promotor del gen FBA! de S. cerevisiae tiene cinco consensos Nit2p,
no es activado en carencia de fuente de nitrogeno (Gasch er al.,, 2000). De igual modo,
al adicionar 0.3 mM de H,O, se produce una ligera represion del gen FBAI de S.
cerevisiae (Gasch ef al., 2000).

Estas mismas conclusiones también se extrajeron de la determinacion de las
actividades especificas fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa mostrando igualmente la
ausencia de induccion por estrés que incluso causa un descenso de la actividad (tabla
2.9).

rARN25s B = i e ~

KIFBAT aeawe
100

| A

0 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2.27: Influencia de diferentes condiciones de estrés en la expresion de KiFBA/ en medio
sint¢tico completo (CM): el choque térmico (linea 2) se realizo, una vez crecidas las células hasta
Agonm=0.6 a 30°C, a 45°C durante 30 minutos: el estrés oxidativo (linea 3) por la adicion de H,0, a una
concentracion final de 2 mM durante 1 hora (Billard er @/, 1997) una vez crecidas las células hasta
Asoonm=0.6; ausencia de aminodcidos (linea 4: sin triptofano. linea S: sin triptofano y sin la base
nitrogenada adenina, linea 6: sin triptofano, sin histidina v sin la base nitrogenada adenina), ausencia de
fosfato (linea 7). ausencia de amonio (linea 8). La linea 1 es el control (células de K. lacris Y1140 en
medio CM a 30°C hasta Ayuuw=0.6). ER. son los valores de expresion relativos normalizados
(mediatD.S. de 2 muestras). * Indica una diferencia estadisticamente significativa con el control y
rARN2S5s es el control interno de carga
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Actividad enzimatica T . I JL e AR
Cepa Medio F.1,6.8,aldolasa | " o l:nhla 2.9: r\ulnld.:d_u fructosa
1.6-bisfosfato aldolasa (nmol Fructosa-1.6-
KI Y1140 cm 1,70£0, 13 4 hisfosfato/pg proteina x min, mediaterror
estandar) de la cepa salvaje Y1140 de A
Ki Y1140 f:c‘;‘:q':: 0,43£0,08 4 lactis somenda a diferentes condiciones de
s estrés: choque térmico (CM choque 45°C
KIY1140 | CM+H,0, 0,60£0,11 4 durante 30 minuos), estrés  oxidativo
(adicion de H,0, a una concentracion final
» illz 3 S PICL S »
KI Y1140 CM-trip 0614014 3 de 2 n!!\rll. Bl]].{:d u_a!__ _199?]_ ausencia de
aminodcidos (CM-trip: sin triptofano, CM-
KIY1140 | CM-rip-ade 0,49£0,08 4 trip-ade: sin triptbfono y sin aderios, CM-
trip-ade-his: sin triptofano, sin adenina y sin
Kiyiyap | CM-trip-ade 0,58£0,10 5 hlshdma].. ausencia Qc lu‘slatn ((_ M-Ios.lato]
-his y ausencia de amonio (CM-sulfato) Como
control se uso la misma ce ccida en CM

KIY1140 | CM-fosfato 0,51£0,14 2 i blpde s pil crecids cn
(medio sintético completo). En todos los
. casos existen diferencias estadisticamente

FYA1e || CMsusto 6.5710,%8 significativas con respecto al control

En resumen, el gen K/IF/BAIl se comporta como el homologo de S. cerevisiae, en
lo referido a la regulacion transcripcional en respuesta a la fuente de carbono, choque
térmico, dafio oxidativo y falta de nutrientes. Sin embargo, tampoco responde a otras
regulaciones operativas en el gen de S. cerevisiae: falta de calcio, choque térmico a

bajas temperaturas o fase estacionaria.
2.5.7. Regulacion del gen KIFBAI por oxigeno/hemo

Teniendo en cuenta la necesidad de la glucolisis para las vias de fermentacion y
respiracion, se ensayo la influencia de los niveles de oxigeno disuelto en la expresion de
KIFBAI (figura 2.28). EI ARN se extrajo de células cultivadas a diferentes proporciones
de oxigeno/nitrégeno obtenidas al cambiar de aerobiosis a hipoxia y viceversa. Nuestro
objetivo fue detectar la respuesta transcripcional de KI/FBA! durante la fase de
adaptacion ya que las células responden gradualmente a cambios en la tension de
oxigeno.

En el caso de K. lactis, aunque el ARN extraido de cultivos crecidos totalmente
bajo burbujeo de nitrogeno muestra niveles de expresion de KIFBAI similares a los
crecidos en condiciones totalmente aerobias (figura 2.28.A), la expresion génica
incrementa significativamente (entre 2,6 y 3.4 veces) después de 10-30 minutos de
burbujear nitrogeno en un cultivo inicialmente aerdbico (cuando los niveles de oxigeno
disuelto descienden desde 85 hasta 43-18%) y descienden a partir de entonces hasta casi

los niveles iniciales (figura 2.28.B). Parece como si la induccion del gen fuese causada
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por el cambio de oxigeno a nitrogeno. Del mismo modo, cuando la condicion inicial del
cultivo es hipoxica, la expresion génica de KIFBAI desciende significativamente
después de 20-90 minutos de burbujear aire (los niveles de oxigeno disuelto alcanzaron

el 62-71%) y a partir de entonces vuelve a incrementar (figura 2.28.C).

A

rARN25s

02 NZ

96,77+4,56 95,99+5,67

B 0 N

- 2
min 10 20 30 60 90 120
PO %) 85 43 28 18 7 3 1

rARN25s
KIFBA1 W
2649 68+6 88+12 90+10 42+5 477 52+11
* * *
N, 02
: sn 90 120
I t 70

p
rARNZSs..... e .
ol . A A A B |

100 50+5 24+4 1243 21x6 7+2 56+26

* * * *

Figura 2.28: A: Expresion del gen KIFBAT en condiciones aerobias (O;) e hipoxicas (N;) de la
cepa salvaje Y1140 crecida en fermentador y burbujeando el medio de cultivo con aire (Os) o nitrogeno
(N;). B y C: Expresion del gen K/FBA/I en respuesta a un cambio de condiciones aerobias (0;) a
hipoxicas (N,) y viceversa de la cepa salvaje Y1140 crecida en fermentador y burbujeando el medio de
cultivo con aire (O;) o nitrogeno (N,). En A, B v C se expresan los valores relativos de expresion
normalizados como mediatdesviacion estandar de 2 muestras en A, 3 en B y 2 en C. rARN25s es el
control interno de carga. * Indica una diferencia estadisticamente significativa con la condicion inicial
antes del cambio (en donde min expresa el tiempo en minutos y pO; (%) expresa ¢l porcentaje de oxigeno
disuelto en el medio de cultivo medido con un electrodo polarografico. Para A, B y C, las células
crecieron en una cubeta del fermentador de 2 litros (Biostat MD; Braun-Biotech, Alemania) con un
volumen de trabajo de 1.5 litros de medio YPD v una temperatura de 30°C. El flujo del aire fue de 180 I/h
esparcido a través del cultivo con una velocidad de agitacion de 300 r.p.m. El nitrogeno (con una pureza
del 99.95%, Carburos Metalicos, Espaiia) se burbujed a una presion constante de 0,15 bares. Las células
crecieron bajo flujo de nitrogeno o aire hasta una densidad optica a 600 nm de 0.3, posteriormente el aire
se reemplazo por nitrogeno v viceversa. Las muestras se tomaron a diferentes intervalos de tiempo hasta 2
horas para extraer ¢l ARN Para el crecimiento en condiciones hipoxicas se suplementd el medio con
ergosterol al 0.002%
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A pO2(%) 0 248 54 833 87 878 Figura 2.29: Valores de
ig] actividad [i-galactosidasa
401 (expresados como UE) de la
354 levadura MW 190-98 de K. lacns
304 : ; transformada con la construccion

que contiene ¢l promotor del gen
KIFBAI de 305 pb (PAFS)
fusionado al gen lac/Z de £ coli A

ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA
- A3
o o

103 El cultivo se crecio en fermentador
O: en medio CM-URA con glucosa al
Omin 10min 20min  1h 1h 30min 2h 2% como fuente de carbono y se
TIEMPO sometio  a un  cambio  de
condiciones hipoxicas a aerobias
B PO2t%) 1 58 453 364 33 316 30 B El cultivo se crecio en
v 457 . fermentador en medio CM-URA
o 407 con glucosa al 2% como fuente de
3 357 carbono y se sometio a un cambio
6 39 L de  condiciones  acrobias  a
< hipoxicas. FEn las graficas se
< 207 representan los  valores  como
3 mediaterror  estandar  de 3
210 muestras. * Indica una diferencia
=] estadisticamente significativa con
.?.' “omin 10min 20min 0min 1h 1h 30min2h respecto al control
- TIEMPO

Los valores de actividad P-galactosidasa del transformante que contiene el
promotor entero de 305 pb del gen KIFBAI (fusion PAFS) fusionado al gen lacZ
medidos en las mismas condiciones pero en medio CM-URA, también mostraron un
descenso significativo en la actividad después de 20 minutos de burbujear aire en un
cultivo inicialmente hipoxico cuando los niveles de oxigeno disuelto ascendieron desde
0% a 54% o mas (figura 2.29.A) y un incremento significativo de la actividad después
de burbujear nitrogeno en un cultivo inicialmente aerobio cuando los niveles de oxigeno
disuelto descendieron desde el 100% hasta el 30% (figura 2.29.B).

Este comportamiento no se observo para los genes glucoliticos RAGS
(hexoquinasa), RAG2 (fosfoglucosa isomerasa), GAPI! (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) y PGK (fosfoglicerato quinasa) de K. lactis. Como se observa en la
figura 2.30 existen algunas diferencias significativas de expresion en determinados
intervalos de tiempo en los cuatro genes ensayados pero en ningun caso se puede
concluir un aumento de actividad en respuesta al cambio de condiciones aerdbicas a

hipoxicas como el observado para KIFBA.
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Figura 2.30: Expresion de los genes glucoliticos RAGS (hexoquinasa). RAG2 (fosfoglucosa
1somerasa), GAP I (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y PGK (fosfoglicerato quinasa) en respuesta
a un cambio de condiciones acrobias (O;) a hipoxicas (N;) de la cepa salvaje Y1140 crecida en una
cubeta del fermentador de 2 litros ( Biostar MD; Braun-Biotech, Alemania) con un volumen de trabajo de
1.5 litros de medio YPD y una temperatura de 30°C. El flujo del aire fue de 180 I/h esparcido a través del
cultivo con una velocidad de agitacion de 300 rp.m. El mitrogeno (con una pureza del 99.95%. Carburos
Metalicos, Espaia) se burbujed a una presion constante de 0,15 bares. Las células se crecieron bajo flujo
de aire hasta una Ayun,=0.5 posteriormente el aire se reemplazo por nitrogeno. Las muestras se tomaron
a diferentes intervalos de tiempo hasta 2 horas para extraer el ARN. En las graficas se representan los
valores relativos de expresion. previamente normalizados como mediaterror estandar de 3 muestras en
RAGS, RAG2, GAP vy 2 muestras en PGK. La tabla expresa el porcentaje de oxigeno disuelto en el medio
de cultivo pOy(%) medido con un electrodo polarografico. * Indica una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control

Por tanto. en resumen. el gen KIFBA! es muy probablemente expresado por
igual en condiciones aerobias o condiciones hipoxicas a largo plazo pero hay una
respuesta transitoria a corto plazo que consiste en un descenso de la expresion cuando
incrementan los niveles de oxigeno disuelto y viceversa. es decir, un incremento de la
expresion al disminuir los niveles de oxigeno disueltos. La busqueda de elementos
reguladores implicados en este patron de expresion mostré el consenso TTCATTGTTC
para la union de Rox1p en la region promotora del gen KIFBAI. Roxlp, regula genes
que codifican para proteinas que son importantes durante la anaerobiosis (Ter Linde y
Steensma, 2002), es un represor transcripcional dependiente de hemo de genes

hipdxicos bajo condiciones aerobias (Zitomer y Lowry, 1992) en S. cerevisiae. Este
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consenso no se encontrd en el promotor del gen FBAI de S. cerevisiae. Para comprobar
si el sitio de union de RoxIp en el promotor de 305 pb del gen KIFBAI es funcional, se
transformaron dos cepas de S. cerevisiuze mutantes para el gen ROX/, la BY4741 rox/
(Y05484, mat a) y la BY4742 rox! (Y 15484, mat a) procedentes del Euroscarf
(“European Saccharomyces cerevisiae archives functional —analisis™) 'y las
correspondientes cepas salvajes, con la construccion que contiene el promotor del gen
KIFBA! de 305 pb fusionado al gen lacZ de E. coli en pXW2 y con el plasmido sin
promotor. Posteriormente se realizaron ensayos de actividad en medio CM-URA con
glucosa al 2%. Los resultados obtenidos (figura 2.31) revelaron que no existen
diferencias significativas en los niveles de actividad p-galactosidasa entre las cepas
salvajes y las mutantes transformadas con la construccion, Esto en principio podria ser
atribuido a que el fragmento de promotor disponible sea pequefio y que se necesite mas
secuencia para la union de otros factores transcripcionales (pues se sabe que la represion
génica dependiente de Rox1 requiere la presencia del complejo represor Tup1/Ssnb6, el
cual interacciona con otros factores de union a ADN (Ter Linde y Steensma, 2002:
Kwast ef al, 2002)). o tal vez sea necesaria la presencia de mas sitios de union para
Rox|1p. Recientemente se ha tenido acceso a una mayor region promotora (1098 pb) del
gen KIFBAI (Cedida por Dra. Bolotin-Fukuhara) y se ha podido comprobar que sélo
existe un posible sitio de union a Rox1p que se corresponde con el que previamente se
habia identificado en la region promotora de 305 pb. Ademas por el momento todavia
en K. lactis no se ha clonado ningin homdlogo de ROX de S. cerevisiae y en la base de
datos de Genoscope no existe ninguna proteina homologa entre las liberadas. Por ello
creemos poco probable que el sitio Roxlp presente en el promotor de KIFBAI sea
funcional.

Figura 2.31: Valores de actividad [i-galactosidasa
(expresados como UE) de las cepas salvajes v
mutantes para el gen ROXI de S cerevisiae
transformadas con la construccion que contiene el
promotor del gen KIFBAI de 305 pb (PAFS)
fusionado al gen lacZ de E coli y con el vector
vacio. 1y 2 son las cepas salvajes transformadas con
el wvector wvacio 'y con la  construccion
respectivamente. 3 y 4 son las cepas mulantes
transformadas con el wvector vacio y con la
construccion respectivamente. Los cultivos crecieron
en CM-URA con glucosa al 2%. En la grafica se
representan  los valores como mediatdesviacion
estandar de 6 muestras (2 transformantes
independientes) en | vy 3. 9 muestras (3

transformantes) en 2y I8  muestras (6
transformantes) en 4.

ACTIVRAR B1RALAGTQSIRASA
o =N Wwh
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Para estudiar si esta regulacion por oxigeno del gen KIFBAI era dependiente de
hemo o no, se ensayo su expresion en una cepa hemo-deficiente de K. lactis obtenida
por interrupcion del gen KIHEMI (Gonzalez-Dominguez ef al., 1997) en comparacion
con una cepa de S. cerevisiae mutante en el mismo gen y las correspondientes cepas
salvajes. El efecto negativo de hemo en la transcripcion de K/FBAI es evidente, como
se deduce de los datos obtenidos del mutante hem/ crecido a diferentes concentraciones
de ALA, en comparacion con el gen FBAI de S. cerevisiae que no es regulado por hemo
(figura 2.32). El gen FBAI de S. cerevisiae no ha sido incluido entre los genes diana de
RoxIp en los estudios del transcriptoma global (Becerra er al., 2002b: Ter Linde y
Steensma, 2002) y se ha relatado que es expresado por igual en condiciones aerobias y
anaerobias en glucosa (Ter Linde er al., 1999) pero inducido anaerébicamente en
galactosa (Kwast er al., 2002). En S. cerevisiae no tenemos conocimiento de que se
hayan realizado estudios de expresion en las condiciones semiaerobias producidas por
cambios en la disponibilidad de oxigeno que suelen ser frecuentes en el medio ambiente
natural de la levadura. Sin embargo, se ha postulado que las aldolasas glucoliticas de
eucariotas superiores se inducen por hipoxia (Kietzmann et al., 1996; Michiels et al.,

2002).

Klactis S.cerevisiae
—Abemi = _wt _Ahemi = _wt

05 100 05 100

87+10 30+3 3046 235 23+£3 2412
*

rARN25s

KI FBA1

Figura 2.32: Influencia del hemo en la transcripeion de KIFBAI. El mutante hem! se crecio en
Erlenmeyer hasta una A, =0.6 en medio CM (sin uracilo, CM-URA, solo en ¢l caso de K. lactis). pero
suplementado con acido 3-aminolevulinico (ALA). a 0.5 pg ALA/mL o 100 pg ALA/mL. para reproducir
condiciones hemo-deficientes y hemo-suficientes, respectivamente, como se ha descrito previamente
(Gonzalez Dominguez et al., 2000). La cepa wt es la cepa salvaje a partir de la cual se obtuvo el mutante
heml. crecida en medio sintético completo CM. Los valores relativos de expresion. previamente
normalizados se expresan como mediaterror estandar de 2 muestras en el caso de S cerevisiae y 4
muestras en el caso de K lactis. TARN25s es el control interno de carga. * Indica una diferencia
estadisticamente significativa con el resto de las condiciones. En S cerevisiae no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias.

En experimentos de PCR en Tiempo Real, también se pudo comprobar que

hemo ejerce un efecto negativo en la transcripcion del gen KIFBAI, que se expreso
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entre 1.7 y 3 veces mas en condiciones hemo-deficientes que hemo-suficientes (tabla
2.10).

Tabla 2.10: Expresion relativa del gen K/FBAT en la cepa salvaje y en un mutante KidAhem!
ambos de la levadura K. lacnis (crecida a diferentes concentraciones de ALLA) mediante experimentos de
PCR en Tiempo Real El andlisis de los datos se realizo empleando el método 27" (Livak y Schmitigen,
2001). Se emplearon dos controles, el gen de la actina y ¢l de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) de K. factis. En la tabla se muestra la media de 8 réplicas, 4 de ellas normalizadas frente al gen
de la actina y las otras 4 normalizadas frente al gen GAPDH. Para la amplificacion del gen KIFBAT se
emplearon los cebadores KLALDO-UT y KLALDO-L1 (ver tabla M4 de Materiales y Métodos)

Condicién ensayada Expresion relativa

Cepa salvaje (K7) en medio CM I

Mutante Kidhem ! en medio CM-URA 0.5 ALA 1.68+0.36

Mutante KlAhem!] en medio CM-URA 100 ALA 0.57+0,02

2.6. Produccion de fructosa-1,6-bisfosfato a partir de lactosa

Un mercado indiscutible para cualquier derivado obtenido por biotransformacion
de lactosueros es la industria farmacéutica. En los ultimos afos han empezado a
desarrollarse bioprocesos para la conversion de la glucosa en fructosa-1,6-bisfosfato.

La F-1,6-P, desempefia metabolicamente muchas funciones que la hacen
utilizable en Farmacologia en sus formas salinas de sodio, calcio y bario. Entre las
funciones farmacologicas atribuidas a este producto cabe destacar: a.- su papel como
inhibidor de la agregacion plaquetaria (Cavallini ef al, 1992), b.- activador de la
capacidad fagocitica del sistema reticulo endotelial (Markov et al., 1991), c.- protector
frente a la toxicidad causada por la ciclosporina A, habitualmente empleada en
tratamientos a enfermos transplantados (Hutcheson ef al., 1995, Cardoso et al., 1996),
d.- mejora de la contractibilidad miocardica (Munger et al., 1994), e.- protector hepatico
(Markov et al., 1991) , f- incrementa la preservacion hipodérmica del corazon (Niu et
al., 1999), g.- actiia como neuroprotector preservando la concentracion de ATP celular y
previene incrementos en los niveles de calcio durante la hipoxia (Donohoe et al., 2001
Romsi ef al, 2003), h.- atenia la formacion del edema pulmonar inhibiendo la
produccion de radicales libres de oxigeno (Markov er al. 2002), i.- disminuye los
efectos de la isquemia, de hecho, se ha empleado para la conservacion de oOrganos
(Ehringer et al, 2002; Sola et al., 2003). j.- actua como cardioprotector (Riedel ef al.,
2004) y como antiinflamatorio (Alves ef al., 2004).

Tan variadas funciones tienen seguramente su base molecular en el papel de la

F-1.6-P, en la transmision de sefiales (Loguercio et al., 1996; Markov et al, 1991:

179




RESULTADOS Y DISCUSION

Cavallini et al., 1992; Munger ¢t al., 1994; Hutcheson et al., 1995; Cardoso ef al., 1996;
Niu et al., 1999). Ademas de estas aplicaciones actualmente en desarrollo, podemos
encontrar F-1.6-P> en preparados comerciales a la venta en farmacias: medicamentos
contra vomitos acetonémicos como el SUGARCETON, tonicos y reconstituyentes
como el PLEON, o asociaciones antianémicas sin hierro como el HEPATOCOMPLET
B12 TRIPLE entre otros.

En este sentido se propuso la utilizacion de sueros lacteos empleando la levadura
K. lactis para la obtencion de F-1,6-P>. Las caracteristicas metabolicas de esta levadura
permiten bloquear pasos de la primera parte de la via glucolitica sin comprometer la
viabilidad celular, dado el importante papel que desempefia la via de las pentosas
(Jacoby et al, 1993: Gonzalez Siso et al., 1996a). De esta forma el bloqueo de la
transformacion de fructosa-1,6-bisfosfato en triosas, catalizada por la enzima aldolasa,
permitiria la acumulacion de este producto con grandes aplicaciones farmacologicas.

Con el fin de obtener un mutante para la fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa en la
levadura K. lactis, se desarrollaron tres construcciones que contenian un fragmento del
gen KIFBAI, interrumpido con el gen marcador URA3 y otra interrumpida con el gen
de la canamicina, clonado en el vector comercial pPGEM-T-Easy. Dos construcciones
consistieron en el fragmento de 787 pb del gen KIFBAI, clonado por PCR en el presente
trabajo, interrumpido con el marcador URA3 en el sitio de corte para la enzima de
restriccion Hind 111 sin eliminar ningiin nucledtido (dejando una secuencia para la
recombinacion de 307 pb hacia el extremo 5" y 480 pb hacia el extremo 3°), y en los
sitios de corte Cla | y Bgl 1l eliminando 202 pb (dejando una secuencia para la
recombinacion de 93 pb hacia el extremo 5° y 492 pb hacia el extremo 37). Otra
construccion contenia toda la ORF del gen K/FBAI interrumpida con el marcador
URA3 en los sitios Bgl 1l y Bal 1 eliminando 141 pb (dejando una secuencia de
recombinacion de 494 pb hacia el extremo 5°y 451 pb hacia el extremo 3°). La dltima
construccion consistio en el fragmento de 787 pb del gen KIFBAI interrumpido con el
gen de la canamicina en los sitios de corte Bal | y Bgl 11 eliminando 141 pb (dejando
una secuencia de recombinacion de 295 pb hacia el extremo 5" y 351 pb hacia el
extremo 3°).

Después de varios intentos fallidos de transformacion para la obtencion del nulo
por el método del One-Step (Chen et al., 1992b) se penso que el gen K/FBAI podria ser
esencial para la levadura K. lactis y que por ello no se hubiese obtenido ningiin nulo

hasta ese momento. Debido a ello, por un lado se construyo una cepa diploide de K.
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lactis, a partir de las cepas haploides ATCC 32143 W600B y ATCC 32144 WM37, con
el fin de interrumpir una sola copia y de este modo solventar el problema. Paralelamente
se clono el gen KIFBAI en el vector pUK-S11 y se transformo la levadura MW 190-9B
para mantener una copia extra del gen dentro de la levadura y poder anular asi la copia
genomica. A pesar de ello, todos los posibles candidatos a nulo obtenidos fueron falsos
positivos.

Una justificacion posible a la no obtencion del mutante en la aldolasa puede ser
debido a que las colas de recombinacion en las construcciones eran demasiado
pequefias. Ademas, ya se ha descrito que K. lactis, con relacion a la levadura tradicional
S. cerevisiae, tiene una menor tasa de recombinacion dificultando la interrupcion de
genes por recombinacion homoéloga (Wesolowski-Louvel er al., 1996, Becerra et al., en
prensa). Estos autores postulan la existencia de divergencia entre los genes relacionados
con la recombinacion en ambas levaduras.

Debido a la imposibilidad de obtener este mutante y. puesto que nuestro objetivo
inicial era la produccion de F-1,6-P; a partir de lactosueros, se ensayo la posibilidad de
producir este compuesto a partir de cepas recombinantes de S. cerevisiae.

Una de las vias de sintesis industrial de F-1,6-P> esta basada en la fosforilacion
enzimatica de la glucosa utilizando células de S. cerevisiae permeabilizadas como
fuente de las enzimas necesarias: hexoquinasa, 6P-glucosa isomerasa y
fosfofructoquinasa. Este proceso se ha puesto a punto a escala de laboratorio para la
utilizacion de melazas con un alto contenido en glucosa (Compagno ef al., 1992a y
1992b). La levadura S. cerevisiae no se puede utilizar directamente para el tratamiento
de sueros lacteos porque el principal azicar presente en los sueros es el disacarido
lactosa, y esta levadura carece de la actividad lactasa o f-galactosidasa necesaria para
escindirlo en sus monosacaridos componentes glucosa y galactosa. Los mismos autores
preocupados en la reutilizacion de melazas, pensaron que los sueros lacteos eran un
buen subproducto utilizable como sustrato para la obtencion de F-1,6-P, y desarrollaron
un sistema utilizando células de S. cerevisiae transformadas con el gen f-galactosidasa
procedente de la bacteria E. coli y permeabilizadas con tolueno a fin de que liberasen la
enzima al medio (Compagno ef al., 1993a). Estos autores lograron la utilizacion total de
la lactosa, aunque una parte importante se transformaba en etanol. La F-1,6-P; procedia
fundamentalmente de la glucosa, quedando parte de la galactosa sin transformar.

No solo para la obtencion de F-1,6-P;, sino también con otros objetivos

relacionados con la bioconversion del lactosuero en productos de interés comercial,
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varios autores han ensayado la construccion de cepas de S. cerevisiae que son capaces
de crecer en medios con lactosa (Sreekrishna y Dickson, 1985; Russell, 1986; Vanoni et
al., 1989: Jeong et al., 1991; Porro et al., 1992; Kumar et al., 1992; Compagno ef al.,
1993a; Rubio-Texeira et al., 1998; Adam et al., 1999; Domingues et al., 1999a 'y 1999b;
Tahoun et al., 2002). En este sentido, en nuestro laboratorio, Becerra er al.,(2001a y
2001b) transformaron diferentes cepas de S. cerevisiae con plasmidos que contenian la
[3-galactosidasa de K. lactis fusionada a distintas secuencias sefal de secrecion. Todas
las cepas transformadas resultaron ser capaces de metabolizar la lactosa mostrando
diferentes velocidades de crecimiento en medios con este disacarido como fuente de
carbono. El grado de utilizacion de la lactosa se correlaciond con los niveles de
secrecion de P-galactosidasa, ya que S. cerevisiae también carece de la lactosa-
permeasa, el transportador del disacarido al interior de la célula, con lo cual la hidrolisis
debe tener lugar en el medio de cultivo o en el periplasma, pues al periplasma la lactosa
puede entrar por difusion.

La cepa BJ3505/YEpFLAGI-LAC4 mostro los mayores niveles de secrecion de
[-galactosidasa y de consumo de lactosa, por ello fue la elegida para mejorar sus niveles
de secrecion obtenidos en permeado de suero de leche, y en consecuencia la utilizacion
de lactosa, en funcion de las condiciones del cultivo, asi como valorar la posible
utilizacion de dicha cepa para producir F-1,6-P; a partir de lactosueros, como una via
para el aprovechamiento de este subproducto. La expresion de proteinas a partir del
vector YEpFLAGI! utilizado en este trabajo no requiere la adicion de inductores,
cambio de temperatura o cambio de medio de cultivo. El promotor de la alcohol
deshidrogenasa de la levadura (ADH2) se reprime cuando la levadura huésped BJ3505
crece en presencia de glucosa. Las cepas recombinantes consumen lactosa y glucosa al
mismo tiempo. De hecho, no existe glucosa en el medio de cultivo y, como la expresion
tiene lugar cuando no hay glucosa, el promotor esta desreprimido. Los niveles de
expresion alcanzados son frecuentemente 10 mg de proteina fusionada a FLAG por litro
de cultivo de levadura o mayores. La eleccion del tiempo optimo del crecimiento del
cultivo y que medio usar para la expresion de proteinas fusionadas a FLAG a partir de la
cepa de levadura BJ3505, es una decision que se debe determinar experimentalmente

para cada proteina.
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2.6.1. Estudio del efecto de los factores medioambientales sobre la secrecion de B-
galactosidasa por cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae en permeado

de suero de leche

En levaduras, algunas proteinas son facilmente secretadas, mientras que otras
parecen no ser adecuadas para la secrecion. En este sentido Rossini er al., (1993)
estudiaron los efectos de varios parametros medioambientales en la secrecion heterdloga
de la B-galactosidasa de E. coli. proteina intracelular y dificilmente secretada mediante
la manipulacion del gen, por S. cerevisiae. Estos autores observaron que una mayor
temperatura de crecimiento, la utilizacion de medios ricos y la presencia de agentes
reductores mejoraban la secrecion de dicha enzima. En estas condiciones de cultivo, las

células en fase estacionaria fueron las que mostraron los mayores niveles de expresion.

Por otra parte, se ha descrito que la produccion extracelular de la proteina
hibrida B-glucanasa de Bacillus amyloliquefaciens por E. coli depende de distintas
variables. tales como la concentracion de sales (NaCl) y el suplemento de oxigeno
(Miksch er al., 1997). En cultivos en Erlenmever el grado de oxigenacion puede
modificarse en funcién del volumen del cultivo y la velocidad de agitacion (Miksch er

al., 1997).

Uno de los objetivos perseguidos en el presente trabajo consiste en la hidrolisis
del componente mayoritario del permeado de suero de leche. la lactosa, mediante la
enzima B-galactosidasa, la cual es secretada por la cepa BJ3505/YEpFLAGI1-LACA4. Es
de esperar, que cuanto mayor sea la cantidad de enzima que se libera al medio de
cultivo, mayor sera la cantidad de lactosa que se hidroliza a glucosa y galactosa. Se
realizd un estudio de la influencia de cuatro variables (temperatura, aireacion,
concentracion de NaCl y tiempo de incubacion) y sus interacciones sobre la produccion
extracelular de [-galactosidasa por dicha cepa en permeado de suero de leche
suplementado (Becerra et al., 2002a), mediante un disefio experimental consistente en
un plan factorial completo, cuyos dominios y criterios de codificacion se recogen en la

tabla 2.11.
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Tabla 2.11: Dominios experimentales de las vanables v su codificacion para el plan factorial en
permeado de suero de leche con cuatro variables.

coc‘i/i?il::do Valores naturales
Temperatura (T: Aireacion Concentracion Tiempo
5EY) (A:rp.m./mL) [ (C: % NaCl) (t: horas)
-1 23 100/50 = 2 0 30
0 30 200/50 = 4 | 51
+ 37 300/50 = 6 2 7

Los valores de actividad [B-galactosidasa extracelular determinados en el medio

de cultivo se recogen en la tabla 2.12. En la tabla 2.13 se muestra el analisis de la

varianza para la respuesta (actividad B-galactosidasa extracelular) en donde ya se han

eliminando los coeficientes no significativos.

Matriz experi

| A.E.

1 {pmol/min.mL)

-1 0

I 0.6

0.6

237

1.8

0,28

0 133

-1 0,01

| 1.04

-1 021

0 1.55

1 281

184

Tabla 2.12: Resultados del plan factonial en
permeado de suero de leche con cuatro variables. Se
muestra la matriz experimental y los valores de
actividad P-galactosidasa extracelular observados, de
acuerdo con el dominio experimental de la tabla 2.11.
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Tabla 2.13. Analisis de la vananza para la respuesta (actividad (-galactosidasa extracelular) del
plan factorial en permeado de suero de leche con cuatro variables. de acuerdo con ¢l dominio
experimental de la tabla 2. 11, y eliminando los coeficientes no significativos

Fuente Suma de cuadrados Grados de libertad Media de cuadrados Fraicutnds Valor P
T:Temperatura 7.96651 I 7.96651 155,39 0,0011
AAire 1.82926 | 1.82926 35,08 00,0094
C:NaCl 6.82516 I 6.82516 133,13 0,0014
1 Tiempo 18 9878 1 189878 370,37 0.0003
TA 3.75391 1 3,75391 73,22 0.0034
TC 203776 1 203776 39.75 00081
T 6.61776 1 661776 12908 10,0015
Al 193906 I 1.93906 37.82 00086
i 6.98281 I 698281 136,21 0,0014
TAC 3.46891 | 346891 67,66 00038
TAt 3.91051 I 3.91051 76,28 0,0032
TC 2,12431 | 2,12431 a1.44 0,0076
TACt 2,63251 1 26325} 51,35 0.0056
Falta ajuste 135166 3 0450555 879 0,0537
Error puro 0.1538 3 0,0512667
Total 70,5817 19

R=97.8671 %, R’ ajustado=93.2457 %, Ermor estandar estimado=0.50091. Error absoluto
medio=0,22385; Estadistico Durbin-Watson=2,43428

El sistema es susceptible de definirse mediante la siguiente ecuacion, en donde
todas las variables individuales y las interacciones temperatura-aire, temperatura-
concentracion de NaCl, temperatura-tiempo, aire-tiempo, concentracion de NaCl-
tiempo, temperatura-aire-concentracion de NaCl, temperatura-aire-tiempo, temperatura-
concentracion de NaCl-tiempo y temperatura-aire-concentracion de NaCl-tiempo

presentaron influencia significativa en la respuesta:

Actividad B-galactosidasa = 1,2455 — 0,705625.T — 0,338125.A - 0,653125.C + 1,08937.t +
0,484375.T.A + 0,356875.T.C — 0,643125.T.t — 0,348125.A.t — 0,660625.C.t — 0.465625.T.A.C +
0,494375.T.A.t + 0,364375.T.C.t - 0.405625.T.A.C.t

Algunas de las superficies de respuesta mas ilustrativas correspondientes a la

ecuacion obtenida estan representadas en la figura 2.33.

Como se puede observar en la figura 2.33, la respuesta aumenta en el dominio
experimental cuando el tiempo de incubacion se incrementa (coeficiente positivo) y la
temperatura, aireacion y concentracion de NaCl se reducen (coeficientes negativos). El

efecto del tiempo de cultivo es mayor cuando la temperatura, aireacion y concentracion

185



RESULTADOS Y DISCUSION

de NaCl son bajas. Del mismo modo, a los menores tiempos de cultivo ensayados no se

observa influencia sobre la secrecion por las otras variables analizadas.

C=0: =0 \=0: =0

Lactasy

Lactasa

| actasa
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I lempo

Tempo
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Figura 2.33: Superficies de respuesta obtenidas en los cultivos en permeado de suero de leche
realizados de acuerdo con el plan experimental con cuatro variables definido en la tabla 2.12. La
respuesta lactasa es la actividad [-galactosidasa extracelular. Los valores y nomenclatura de las variables
pueden verse en la tabla 2.11

2.6.2. Estudio de la produccién de fructosa-1,6-bisfosfato por cepas de S. cerevisiae

recombinantes a partir de lactosa

El siguiente objetivo del presente trabajo consiste en analizar la posibilidad de
producir fructosa-1.6-bisfosfato a partir de lactosueros por la cepa recombinante de S.
cerevisiae BJ3505/YEpFLAGI-LAC4 (Becerra er al, 2002a). En las mejores

condiciones determinadas segun el plan factorial (T=23°C, A=200 r.p.m., t=72h. y
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NaCl=0%) se realizaron tres cultivos de dicha cepa y tres cultivos de una cepa silvestre
de K. lactis NRRL-Y 1140 (utilizada como control dado que es capaz de metabolizar la
lactosa) en permeado de suero de leche. Una vez crecidas las células y antes de
introducirlas en el medio de bioconversion para la posterior produccion de la fructosa-
1 .6-bisfosfato, se determind que la actividad [-galactosidasa intracelular de la cepa
recombinante era de 888 U.E./mL. Esta actividad resulta no solo de la enzima que ha
sido secretada (y que permanece retenida en el periplasma) sino también de la enzima
citoplasmatica. La levadura puede crecer en lactosa gracias a que secreta parte de la
enzima al medio de cultivo. A su vez, la parte de esta enzima que queda dentro de la
levadura permite que una vez que las células se introduzcan en el medio de
bioconversion se pueda producir la fructosa-1,6-bisfosfato. Cada cultivo con la misma
cepa difirio en el tratamiento que recibieron las células para permeabilizarlas. En el
primer cultivo las células se permeabilizaron por adicion de tolueno al 10%, en el
segundo por adicion de etanol al 70% (0,4 mL/mg biomasa) y en el tercero las células
no se permeabilizaron. Se tomaron muestras de cada uno de los cultivos a diferentes
intervalos de tiempo para posteriormente determinar el consumo de lactosa y la

produccion de etanol, glucosa, galactosa y fructosa-1,6-bisfosfato.

La permeabilizacion con tolueno libera la enzima al medio. Un problema de la
utilizacion de células permeabilizadas con tolueno es que una parte de la fuente de
carbono se transforma en etanol, lo que ha sido comprobado con glucosa, lactosa y
sacarosa (Compagno ef al.. 1992a, 1992b y 1993a). Esto se traté de evitar en este
trabajo permeabilizando las células con etanol, pues se ha demostrado que las células de
Kluyveromyces lactis asi permeabilizadas hidrolizan la lactosa a glucosa y galactosa sin

fermentar los monosacaridos a etanol (Siso er al., 1992; Siso & Doval, 1994).

En la figura 2.34 se representan los resultados obtenidos con la cepa silvestre de
K. lactis NRRL-Y 1140. En esta figura se observa que la produccion de fructosa-1,6-
bisfosfato es 2 veces mayor en las células permeabilizadas con tolueno que en las
permeabilizadas con etanol. Aun asi, las células permeabilizadas con etanol producen 7
veces mas fructosa-1,6-bisfosfato que las células sin permeabilizar. Las células
permeabilizadas con etanol produjeron menores concentraciones de etanol y mayores
concentraciones de galactosa y glucosa que en los otros dos casos, lo que corrobora los
resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio (Siso ef al, 1992: Siso &

Doval, 1994). Sin embargo, los rendimientos de produccion de fructosa-1.6-bisfosfato
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en base a la lactosa consumida, calculados en el momento de maxima concentracion de
fructosa-1,6-bisfosfato, oscilaron entre el 6-8% para las levaduras permeabilizadas con
etanol y sin permeabilizar, alcanzando el 40% en el caso de las levaduras

permeabilizadas con tolueno.
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Figura 2.34. Consumo de lactosa y produccion de glucosa. galactosa, etanol y fructosa-1.6-
bisfosfato (g/L) por la cepa silvestre de K lactis Y1140, (A) células sin permeabilizar, (B) células
permeabilizadas con tolueno y (C) células permeabilizadas con etanol
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Figura 2.35: Consumo de lactosa y produccion de glucosa, galactosa, etanol v fructosa-1.6-
bisfosfato (g/L) por la cepa recombinante de S cerevisiae BI3505/YEpFLAGI-LAC4. (A) células sin
permeabilizar, (B) células permeabilizadas con tolueno y (C) células permeabilizadas con ctanol.

En el caso de la cepa recombinante de S.cerevisiae BI3505/YEpFLAGI1-LAC4
(figura 2.35), las células permeabilizadas con tolueno, al igual que ocurrié con la cepa
silvestre de K. lactis Y 1140, fueron las que produjeron una mayor concentracion de
fructosa-1,6-bisfosfato. Las células permeabilizadas con etanol rindieron menores

concentraciones de etanol que las células permeabilizadas con tolueno y las células sin
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permeabilizar, pero también los rendimientos en produccion de fructosa-1.6-bisfosfato
en base a la lactosa consumida fueron menores, no alcanzando el 2%, frente al 6%
conseguido con las células sin permeabilizar y el 35% con las células permeabilizadas
con tolueno. Compagno ef al. (1993a) lograron, optimizando las condiciones de la
bioconversion, un 54% de transformacion de lactosa en fructosa-1,6-bisfosfato con otra
cepa recombinante de S.cerevisiae. Este rendimiento fue inferior al conseguido con
cepas silvestres de la misma levadura en glucosa o melazas (Compagno et al., 1992a y

1992b).

Comparando ambas cepas, Y1140 y BI3505/YEpFLAGI-LAC4 sin
permeabilizar, se observo que a las 24 horas de cultivo era cuando mas cantidad de
fructosa- 1.6-bisfosfato existia en el medio, siendo la concentracion de este azicar
mayor en las células recombinantes de S.cerevisiae que en la cepa silvestre Y 1140. Este
resultado es de relevancia, ya que a partir de una cepa que no es capaz, en principio, de
crecer en medios con lactosa se ha obtenido casi 3 veces mas fructosa-1,6-bisfosfato que
con una cepa silvestre que si es capaz de crecer naturalmente en presencia de lactosa.
Este hecho puede explicarse en base a que la cepa recombinante secreta parte de la -
galactosidasa al medio de cultivo, con lo cual la hidrolisis de la lactosa es mas rapida
que en el caso de la cepa silvestre de K.lactis cuya enzima es intracelular debiendo ser

transportada la lactosa al interior de la célula para su hidrolisis.

En base a los resultados expuestos, la cepa recombinante de S. cerevisiae
construida en nuestro laboratorio y permeabilizada con tolueno, podria utilizarse para la
bioconversion de la lactosa de lactosueros en fructosa-1,6-bisfostato, obteniéndose 0,06
gL"'h"" de fructosa-1,6-bisfosfato frente a 0,36 gL ™'h™" obtenidos en la cepa salvaje de K.

lactis, si bien es necesario optimizar las condiciones a fin de mejorar los rendimientos.
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3. ESTUDIO DEL GEN NDII DE Kluyveromyces lactis

3.1. Clonacion y secuenciacion del gen NDII de Kiuyveromyces lactis

En este trabajo se planted la clonacion del gen que codifica para la NADH
deshidrogenasa interna de la cadena respiratoria mitocondrial de K. /acris con tres
objetivos: i) explicar las bases moleculares de la elevada capacidad respiratoria de la
levadura K. lactis frente a la levadura S. cerevisiae; ii) la conexion existente entre los
elevados niveles de actividad de la ruta de las pentosas fosfato y la necesaria actividad
de la cadena respiratoria; iii) para poder aportar nuevos datos que permitan explicar
mecanismos alternativos para la reoxidacion mitocondrial de los coenzimas.

La clonacién de la deshidrogenasa mitocondrial interna de K. /actis se abordo
mediante tres estrategias diferentes. En un principio. cuando se comenzo este trabajo y
mientras se realizaban las dos primeras estrategias de clonacion de este gen, no se
disponia de informacion del proyecto Genoscope de secuenciacion al azar del genoma
de la levadura K. lactis, por lo que no se conocia ningun fragmento de la secuencia de
este gen.

En una primera aproximacion, se intenté clonar el gen KINDI! a partir de una
genoteca de K. lactis mediante experimentos de complementacion de dos cepas de la
levadura S. cerevisiae mutantes para el gen ScNDII. Estas cepas procedentes del
Euroscarf (“European Saccharomyces cerevisiae archives functional andlisis™),
denominadas BY474 | ndil (Y06521, mat a) y BY4742ndil (Y 16521, mat @), tienen la
ORF YMLI20¢ que codifica para la deshidrogenasa mitocondrial interna | de S
cerevisiae reemplazada por el casete kanMX4. Estas cepas mutantes presentan un
crecimiento deficiente en lactato como fuente de carbono (Small y McAlister-Henn,
1998).

Las genotecas de K. lactis empleadas fueron las basadas en los vectores
YEplac195 y pAB24. Como paso previo, se transformaron las levaduras mutantes con
ADN plasmidico de los vectores YEplacl195 y pAB24 (ambos portadores del marcador
auxotrofico URA3) y se sembraron en placas CM-URA con lactato como fuente de
carbono. Esta transformacion sirvio para asegurarse de que los vectores por si solos son
incapaces de complementar la falta de crecimiento en lactato de los mutantes,

concluyendo que estos mutantes son aptos para su uso en experimentos de
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complementacion. Posteriormente se transformaron los dos mutantes con las dos
genotecas de K. lactis.

Los transformantes se crecieron en placas CM-URA lactato y, de todos los
transformantes que crecieron en lactato, se hizo una extraccion de ADN plasmidico de
levadura que a su vez se utilizo para transformar bacterias de E. coli competentes con el
fin de poder amplificar este ADN plasmidico. Los transformantes bacterianos se
analizaron por analisis de restriccion (para averiguar los tamaros de los insertos)
resultando ser todos iguales. Como ultima comprobacion. se re-transformaron los
mutantes y, ademas, también se realizaron estudios de eliminacion plasmidica para
asegurarse de que la capacidad de crecimiento en lactato era conferida por el plasmido.
De entre todos los clones obtenidos, se eligio el Y1G1C3, resultante de transformar el
mutante BY4742ndil (Y 16521, mat &) con la genoteca de K. lactis basada en el vector
YEplac195. A partir de los analisis de restriccion realizados, se pudo elaborar un mapa

de restriccion bastante aproximado del clon seleccionado que se muestra en la figura
3.,

Figura 3.1: Mapa de restriccion del
< candidato YIGIC3 que complementa la
falta de crecimiento en lactato del mutante
SeNDI: kanMX4. Los  tamaiios  son
aproximados

INSERTO

Y1G1C3

Se calculd que el tamano del inserto era de aproximadamente 3.100 pb. Se
procedio a la secuenciacion del inserto del clon utilizando la técnica del DNA-walking y
para ello se disefiaron una serie de cebadores con el programa informatico OLIGO que

son los que se recogen en la tabla 3.1,

CEBADORES SECUENCIA
REVERSE S'CAGGAAACAGCTATGACS
YIGIC3-RI STGGATATAGACATTCCAGACGACTCAAS
YIGIC3RR S'CAGCTCAAATTTCAGGAAGTAGAAGS”
YIGICIRRR S GCACATGAAAAAGATAGGGAAAGGAGY
YIGIC3-U1 SCGTACTTTTAGCAATGACGATCAGAATI
YiGiciuv S'GCAGCAGCTATCTATATGGCACTCS
UNIVERSAL S'CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTS

Tabla 3.1: Secuencias de los cebadores empleados para la secuenciacion del clon Y1G1C3
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Una vez finalizada la secuenciacion y traducida la secuencia a proteina, se
realizo una bisqueda de homologia con el programa informatico BlastX en la base de
datos EMBL. obteniéndose un 89% de identidad y un 94% de positivos con el gen que
codifica para el factor de inicio de la transcripcion (TFI/IB) de la levadura S. cerevisiae,
un 92% de identidad y un 92% de positivos con el gen que codifica para el factor de
inicio de la transcripcion (7F/IB) de la levadura K. lactis. Ademas. este inserto contenia
otro gen que presentd un 44% de identidad y un 55% de positivos con el gen que
codifica para una nucledsido difosfatasa (Yndlp) de la levadura S. cerevisiae y un 38%
de identidad y un 53% de positivos con el gen que codifica para una nucledsido
fosfatasa de la levadura S. pombe.

Posteriormente se emplearon los cebadores de la tabla 3.1 para comprobar
mediante técnicas de PCR que los otros clones obtenidos a partir de las genotecas de K.
lactis basadas en los vectores YEplac195 y pAB24 contenian la misma secuencia. Estos
resultados pusieron de manifiesto que transformando por complementacion dos
mutantes distintos para el gen ScNDII (mat a y mat a) con dos genotecas diferentes
(basadas en los vectores YEplacl95 y pAB24) y en diferentes ocasiones, siempre se
obtiene que los genes de K. lactis homélogos a ScYND/ y SeTFIIB complementan
reiteradamente la falta de crecimiento en lactato de los mutantes ndil de S. cerevisiae.
Nuestra hipotesis para explicar el hecho de que se clonase el gen KITF/IB mediante
complementacion del fenotipo de ausencia de crecimiento en lactato del mutante en el
gen SeNDII, consiste en que la sobre expresion de KITFIIB permitié la union y la
activacion de Adrlp y por tanto la activacion de genes, regulados a su vez por este
activador transcripcional. relacionados con el metabolismo del lactato como son JENT y
CYB2. JENI es una permeasa encargada de transportar el lactato al interior celular
(Bojunga y Entian, 1999; Alberti ef al., 2000) y CYB2 es la L-lactato ferricitocromo ¢
oxidorreductasa que cataliza la oxidacion del L-lactato (Young er al., 2003).

En la levadura S. cerevisiae, el activador transcripcional Adrlp es necesario para
la expresion del gen ADH2? (alcohol deshidrogenasa 2) bajo condiciones no
fermentativas (Chiang er al, 1996). También regula genes necesarios para el
metabolismo del etanol, el metabolismo del glicerol, el funcionamiento y biogénesis del
peroxisoma (Chiang et al., 1996; Young ef al., 2003). Adrlp es una proteina de union a
ADN. La presencia de cuatro 74Ds (dominios de activacion de la transcripcion) sugiere
que Adrlp puede establecer multiples contactos proteicos con cofactores

transcripcionales y/o con componentes transcripcionales del nacleo (Chiang er al.,
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1996). Estudios genéticos han implicado a varios factores generales de la transcripcion
como posibles mediadores de la funcion activadora Adrlp. Chiang et al. (1996)
demostraron que TFIIB podia unirse a los TADs I y IV a partir de su region C-terminal,

Mas tarde, al aplicar la técnica de la DChyPCR se pudo comprobar ademas que
el gen KINDII no estaba representado en las genotecas empleadas en los ensayos de
complementacion y que por tanto resultaba inviable clonarlo a partir de ellas.

Como una segunda aproximacion a la clonacion de la deshidrogenasa
mitocondrial interna de la levadura K. lactis, se procedio a la creacion de cepas de S.
cerevisiae dobles mutantes para la deshidrogenasa mitocondrial externa | y la
deshidrogenasa mitocondrial interna | y también para la deshidrogenasa mitocondrial
externa 2 y la deshidrogenasa mitocondrial interna 1. con el fin de poder encontrar
algin fenotipo asociado a estos dobles mutantes que nos permitiese clonar por
complementacion la deshidrogenasa mitocondrial interna de K. lactis. En este sentido,
para la creacion de los dobles nulos, se emplearon cuatro cepas mutantes para la
deshidrogenasa mitocondrial externa 1 y para la deshidrogenasa mitocondrial externa 2

de la levadura S. cerevisiae que son las que se recogen en la tabla 3.2.

CEPA GENOTIPO FUENTE
BY4741 ndel MATa hus3Al Tew2 A0 metf 380, urad A0 YMRIS5¢: kanMXA Euroscarf
(Y00726)
BY 4742 ndel MATe his3AL len2 A0, s 2AD, nra3 A0, YMRI45c kanMX4 Euroscarf
(Y 10726)
FLPZ013-0TB(A) MATa, ura3-32, HIN3, lew2Al, LYS2 rpl 363, YDLOSSw(4. 1635} kanMX4 Euroscarf
(FY nde2), (10194A)
FLPZ0O14-04D(AL) MAT e wra3-32, his3A200, LEC2 LYS2, TRPL, YDLOSSw (4, 1635) kanMX4 Euroscarf

(FY nde2), (10194B)

Tabla 3.2° Genotipo vy procedencia de las cepas empleadas para la creacion de dobles mutantes
para la deshidrogenasa mitocondnial externa | v la deshidrogenasa mitocondrial intemma | v también para
la deshidrogenasa mitocondrial externa 2 y la deshidrogenasa mitocondrial intema 1 de la levadura S
cerevisiae.

Como paso previo a la transformacion para la obtencion de los dobles mutantes,
se disefid una construccion que contenia el gen ScNDII de la levadura S. cerevisiae
interrumpido. Para ello, empleando los cebadores SCNDIIF y SCNDIIR (tabla M4
Materiales y Métodos) y ADN genomico de la levadura S. cerevisiae como ADN
molde, se amplifico por técnicas de PCR un fragmento de 1609 pb que se corresponde
con toda la ORF YMLI20c¢ del gen ScNDII. Este fragmento se clono en el vector

comercial pGEM-T-Easy, el cual se analizo por digestion con endonucleasas de
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restriccion y mediante secuenciacion. A continuacion, se digirio esta construccion con
la endonucleasa de restriccion Hind 111 que corta una tnica vez dentro de la ORF del
gen ScNDII y se interrumpié con el gen marcador URA3 obtenido tras la digerir el
vector YEp24 también con la enzima Hind 111 (figura 3.2). Esta construccion, asi
interrumpida con el marcador auxotrofico URA3, se usd como molde en reacciones de
PCR con los cebadores SCNDII F y SCNDII R, el fragmento amplificado de 2775 pb
se uso para transformar las cepas mutantes de la tabla 3.2, con el fin de obtener los

dobles nulos.

N N >
+ \*‘66 e’&b
| | | cromosoma
l ORF ScNDI1 I
718 pb
S N >
~ b\ ob\ g
o W N )
¥ ¥ e 9
| | A | | cromosoma
ORF ScNDI1 ORF ScNDI1
718+1.166= 1.884 pb

Figura 3.2: Esquema explicativo de como se realizo la interrupcion de la copia gendmica del
gen ScNDI en las diferentes cepas mutantes sencillas

Las levaduras transformantes se resembraron en placas CM-URA glucosa,
obteniendo transformantes con las cepas BY4742 nde! (Y 10726, mat a) y FL PZ013-
07B(A) (FY nde2, 10194 A, mar a). En ambos casos se obtuvieron candidatos buenos
que eran dobles mutantes en los genes ScNDEI 'y SeNDII y en los genes ScNDE2 y
SeNDI1, que fueron analizados no sélo por técnicas de PCR sino también por técnicas
de Southern'y Northern blot.

En los analisis de PCR usando los cebadores SCNDIIF y SCNDIIR y ADN
gendmico de los dobles mutantes y de los mutantes sencillos, se comprobo que con los
mutantes dobles se obtenia una banda de 2.775 pb (1.609 pb del gen ScNDII + 1.166 pb
del gen URA3 = 2.775 pb) y con los mutantes sencillos una banda de 1.609 pb
correspondiente a la ORF del gen ScNDI1. Ademas, los candidatos a dobles mutantes en
los genes ScNDE! y ScNDII, y en los genes ScNDE2 y SeNDII se comprobaron

sembrandolos en placas CM-URA lactato, pues como se ha mencionado anteriormente,
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el mutante sencillo en la deshidrogenasa mitocondrial interna | de S. cerevisiae presenta
un crecimiento defectivo en lactato como fuente de carbono (Small y McAlister-Henn,
1998). Como se observa en la figura 3.3, los tres candidatos a dobles nulos ScNDE! y
SeNDIIT chequeados no crecieron en lactato por lo que se analizaron posteriormente por
técnicas de Southern y Northern blot. Estos mismos resultados fueron obtenidos para el

caso del doble mutante ScNDE2 v SeNDI .

CM-URA GLUCOSA CM-URA LACTATO

DILUCIONES DILUCIONES

u (B LIS D00 |00 | |00 u i A L0 L0000 )]0

Y 00000
Y10726

Y 00000/
Y10726

Y6521
Candidato 1
Candidato 2

Y16521
Candidato 1
Candidato 2

Candidato 3 Candidato 3

Figura 3.3: Resiembra en placas CM-URA, con glucosa y con lactato como fuente de carbono.,
de los candidatos a dobles mutantes en los genes ScNDES y SeNDI. Y00000 es la cepa parental de
Y0726 e Y16521. Y 10726 es la cepa mutante para el gen SeNDE! e Y16521 es la cepa mutante para el
gen ScNDII. Los tres candidatos a doble mutante se obtuvieron transformando la cepa Y 10726 con la
construccion lineal SeND/I: URA3. Resultados similares fueron obtenidos con el otro doble mutante
ScNDE2y SeNDI 1

Para realizar los experimentos de Southern blot, se digirio el ADN genomico de
los candidatos a dobles nulos y el de la cepa mutante sencilla correspondiente con las
endonucleasas de restriccion BamH 1 y Xba | pues ambas cortan dentro de la ORF del
gen ScNDII como se muestra en la figura 3.2. A su vez la enzima Hind 111, enzima
empleada para la interrupcion del gen con el marcador URA3, corta en el medio de
ambas permitiendo reconocer la correcta interrupcion de la copia genomica. En este
sentido, los candidatos a dobles nulos, después de hibridar el blor con una sonda del gen

SeNDII marcada con digoxigenina, mostraban una banda de 1.884 pb que desaparecia

en el mutante sencillo para dar una banda de 718 pb (figura 3.4).
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Figura 3.4. Southern blor de los dobles mutantes ScNDEI kanMAX4, ScNDH ::URA3 (A) y
SeNDE2: :kanMX4, ScNDII::URA3 (B) hibridados con una sonda de 1.609 pb correspondiente a la ORF
del gen NDI1 de la levadura S cerevisiae. La sonda se marco empleando los reactivos sumimistrados con
el kit Dig DNA Labeling and Detection (Roche). En la parte A, | es un control positivo de la hibridacion
(ADN plasmidico de la construccion pGEM-T-Easy-Se ND/II:: URA3 empleada para la interrupcion), 2 es
un marcador 11 de pesos moleculares marcado con digoxigenina de Roche, del 3 al 5 son ADNs
genomicos de los candidatos a dobles mutantes ScNDE!: kanMX4, SeNDII::URA3 digenidos con las
endonucleasas de restriccion BamH 1y Hind 111 y 6 es ADN genomico de la cepa BY4742 nde /(Y 10726)
mutante sencillo para ¢l gen SeNDE! ‘kanMX4 digenida también con las endonucleasas de restnccion
BamH 1 y Hind 111. En la parte B, 1 v 10 son el marcador 11 de pesos moleculares v 11 es el marcador
XVII de pesos moleculares ambos marcados con digoxigenina de Roche. 2 y 9 son ADNs genomicos de
la cepa FLPZ013-07B(A) nde2 (10194A) mutante sencillo para el gen ScNDE2: ‘kanMX4 digenidos con
las endonucleasas de restriccion BamH |y Hind 111 y del 3 al 8 son ADNs genomicos de los candidatos a
dobles mutantes SeNDE2: kanMX4. SeNDI::URA3 digenidos con las mismas endonucleasas de
restriceion

Para realizar los experimentos de Northern blot, se extrajo ARN de los
candidatos a dobles nulos y de las cepas mutantes sencillas correspondientes. El blot se
hibridé con una sonda correspondiente al gen SeNDI/I! marcada radiactivamente y con
una sonda correspondiente a un fragmento del gen que codifica para el rARN 25S de la
levadura S. cerevisiae con el fin de rectificar la pequefia heterogeneidad resultante de

defectos de carga del ARN entre los diferentes pocillos del gel. En la figura 3.5 se
aprecia que los candidatos a dobles nulos (NDE2::kanMX4, NDI1::UURA3) muestran un
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transcrito pero de menor tamafio que en el mutante sencillo. El hecho de que el
transcrito no desparezca sino que tenga un menor tamaio es debido a que se ha
interrumpido el gen ScNDII en lugar de reemplazar totalmente su ORF. Este transcrito
pequeiio puede que de lugar a una proteina pero truncada y no funcional ya que las
cepas no crecen en lactato. Estos mismos resultados fueron obtenidos para el caso del

doble mutante NDE/ ::kanMX4, NDI1::URA3.

1 2 3 4 5 6 7

mes WS S S SO

Se NDII

Figura 3.5: Northern blot radiactivo, hibridado con una sonda de 1609 pb correspondientes a la
ORF del gen SeNDII de la levadura S cerevisige. La sonda se marco empleando los reactivos
suministrados por el kit Prime-a-Gene Labeling Svstem (Promega). | ¢s el ARN total de la cepa de S
cerevisige mutante al0194A (NDE2: kanMXY). que en este caso se empled como control. Del 2 al 7 son
el ARN total de diferentes candidatos a dobles nulos en S. cerevisiae (NDE2:-kanMX4, NDII::URA3).
rARN23s representa el control interno de carga. Resultados similares fueron obtenidos con el otro doble
mutante NDE!:-kan MX4.NDII:: URA3.

Posteriormente, una vez obtenidos y analizados los dobles mutantes, se
resembraron en distintas fuentes de carbono para ver si mostraban algiin fenotipo que
estuviese asociado a la doble interrupcion. El doble mutante ScNDEI!::kanMX4,
SeNDII::URA3, al igual que el doble mutante ScNDE2::kanMX4, ScNDII::URA3,
mostro un fenotipo claro que consistié en la ausencia de crecimiento en lactato (figura
3.3). Este fenotipo es conferido por la interrupcion ScNDII::URA3. Los dobles
mutantes se resembraron en otras fuentes de carbono sin observar diferencias de
crecimiento en las distintas fuentes de carbono entre el mutante sencillo ndi y los dobles
mutantes (figura 3.6). Estos mutantes no se utilizaron para clonar el gen KINDII pues
no mostraron ningtn fenotipo asociado facil de complementar pero se emplearan en un
futuro para realizar estudios fisiologicos.

En Enero del aiio 2001 al liberarse las secuencias del proyecto Genoscope de
secuenciacion al azar (Bolotin-Fukuhara er al., 2000) se encontré un RST “Random
Sequenced Tag” de K. lactis (Nimero de Acceso: AL427909) que presentaba una gran
similitud con la NDI1 de la levadura S. cerevisiae (YMLI120c) (figura 3.7).
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Figura 3.6. Crecimiento en placas CM con diferentes fuentes de carbono de seis candidatos
dobles mutantes para los genes SCNDE2: :kanMX4, SeNDI::URA3. Y0 es la cepa (Y00000) parental de
los mutantes sencillos Y00726 ¢ Y06521. Y1 es la cepa (Y10000) parental de los mutantes sencillos
Y 10726 ¢ Y16521 (tabla M2 Materiales y Métodos). C representa los diferentes candidatos dobles nulos
En la fotografia se muestran, de arriba a abajo y dentro de una misma placa petri, las diferentes diluciones
seriadas de los cultivos. Resultados similares fueron obtenidos con el otro doble mutante SeNDE!: kan
MX4, SeNDII::URA3

Tras realizar una busqueda de homologia con el programa informatico tBlastX
que aparece en la pagina de internet del NCBI se encontrd que este RST, traducido a
proteina, presentaba un 74% de identidad y un 87% de positivos con el gen SeND/!, un
54% de identidad y un 63% de positivos con una NADH deshidrogenasa mitocondrial
de C. abicans, un 44% de identidad y un 61% de positivos con el gen NDH2 de Y
lipolytica y, por tltimo, un 48% de identidad y un 72% de positivos con el gen ScNDE2.

Al disponer de una secuencia de un fragmento de la ORF del gen a clonar, se
abordé una tercera estrategia de clonacion que consistio en la discriminacion de grupos
por PCR (DChyPCR; Diaz Prado et al., 2004) empleando los cebadores: KLNDIF y
KLNDIR (tabla M4 Materiales y Métodos) especificos del gen KINDI!. Esta estrategia
nos permitié identificar los clones que contenian el vector con el gen KINDII o un
fragmento del mismo insertado. A continuacion se describen los pasos realizados para la

obtencion del clon genomico.
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Figura 3.7: Alineamiento de dos secuencias nucleotidicas en donde Genoscope se corresponde
con el RST AL427909 de 704 pb que presenta una gran similitud con la ND/J de S cerevisiae v SeNDI
¢s la ORF entera del gen NDI de S. cerevisiae.
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3.1.1. Aislamiento de un clon de KINDI/ en la genoteca KEp6 mediante DChyPCR

Como paso previo, se comprobaron diferentes genotecas de K. lactis para
determinar si entre sus numerosos clones existia alguno que portase el gen KINDI/.
Para llevar a cabo este estudio se procedio a realizar unas reacciones de PCR con los
cebadores KLNDIF y KLNDIR especificos de KINDII. Las genotecas comprobadas
fueron Chiron (basada en el vector pAB24, cedida por Dr. Dikson) y las basadas en los
vectores YEp24 (cedida por Dr. Zitomer), YEplac 195 (cedida por Dr. Grivell) y KEp6
(cedida por Dr. Heinisch), dando una banda del tamafio esperado en la genoteca
construida en el vector KEp6. En estos momentos fue cuando se pudo comprobar que
las genotecas que previamente se habian empleado para la clonacion por
complementacion no daban la banda del tamario esperado. Por tanto se decidio emplear
la genoteca de K. lactis creada en el sitio BamH 1 del plasmido KEp6 (figura 3.8.1).
Esta banda de 704 pb se cloné en el vector comercial pGEM-T-Easy y se secuencio,
comprobando que contenia un fragmento del gen KINDI/. Este fragmento asi clonado
se usé como sonda en experimentos posteriores.

En el apartado 1 de la figura 3.8 se puede apreciar que con los cebadores
especificos de KINDII se obtiene (empleando como ADN molde el obtenido a partir de
las genotecas basadas en los vectores KEp6, YEp24 v pAB24) una banda inespecifica
de aproximadamente 500 pb. Este problema se solventé migrando durante mas tiempo
las muestras en los geles de agarosa y dejando que los fragmentos amplificados por
PCR se separasen bien.

A continuacion (figura 3.8) se transformaron bacterias con la genoteca, se
replicaron las placas, se extrajo el ADN de cada una de las placas réplica C y se
realizaron reacciones de PCR usando como molde la mezcla de cinco minipreparaciones
pertenecientes a una misma transformacion para comprobar la presencia del clon en el
conjunto. Se comprobo que el clon positivo se obtuvo en la mezcla namero 3 de un total
de 8. Posteriormente se realizaron reacciones de PCR con las minipreparaciones
individuales pertenecientes al grupo que dio positivo en el paso anterior y se observo
que dio positivo en la placa 3.2. de un total de 5. La réplica B de la placa positiva del
paso anterior, se dividid en cuatro sectores y se realizo una minipreparacion de cada
uno, el ADN resultante sirvio nuevamente como ADN molde de una nueva serie de
reacciones de PCR y se comprobo que el clon positivo se localizaba en el sector $4 de

la placa 3.2.
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Figura 3.8: Esquema de la estrategia DChyPCR, Discriminacion de grupos por PCR (Diaz Prado

et al., 2004), mostrando la clonacion del gen KINDII Los productos de PCR fueron visualizados en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Se muestran también los candidatos negativos en los que no se
produjo reaccion. M es el marcador de 50 a 1000 pb de pesos moleculares de BioWhittaker Molecular

Applications en pares de bases
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A continuacion se resembraron las colonias del sector S4 que dieron positivo y
se realizaron minipreparaciones de cada una de ellas que sirvieron nuevamente para
realizar mas reacciones de PCR y poder comprobar finalmente cual era la colonia
positiva que portaba el clon con el inserto o con la ORF de KINDII. Para mayor
seguridad se procedio a realizar un aislamiento de colonias del candidato positivo, se les
extrajo el ADN plasmidico y se volvié a comprobar por PCR que todas las colonias

aisladas daban positivo.

3.1.2. Digestiones enzim:ticas del clon KINDI1

Con la intencion de obtener informacion del tamano del inserto en el vector
KEp6, se realizo una digestion tnica con la endonucleasa de restriccion BamH 1, enzima
empleada para la construccion de la genoteca de K. lactis en el vector KEp6. Ademas,
también se realizo una digestion doble con Sal 1 y Hind 111. Del estudio de los datos
obtenidos con la digestion de BamH 1 se dedujo que el tamaiio del inserto era de entre
4.500 y 5.000 pb, y de que al menos cortaba una vez dentro del inserto. Asimismo, se
pudo determinar que la digestion doble Sal 1y Hind 111 muestra un patron de restriccion
de cuatro bandas, una de ellas correspondiente al vector KEp6 y las otras tres al inserto,
por tanto, esta doble digestion produce dos cortes dentro del inserto ademas de los dos
sitios de corte tnicos que ya produce en el vector.

Se realizaron experimentos de Southern blot con el clon digerido con diferentes
endonucleasas de restriccion, tanto digestiones unicas como dobles. De los resultados
obtenidos se comprobo que con la digestion EcoR 1 se obtiene un fragmento de
aproximadamente 9.000 pb que podria contener toda la ORF del gen KINDII con su
region promotora y terminadora. Lo mismo ocurrio con la digestion Sph | obteniéndose
un fragmento de 6.000 pb y con la doble digestion Nhe 1y Sph 1 en la que se obtiene
otro fragmento de aproximadamente 5.000 pb (figura 3.9).
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Figura 3.9: Southern blots del clon KINDII en el vector KEp6 hibridados con una sonda de 704
pb correspondiente a un fragmento de la ORF del gen NDIJ de la levadura K. lactis, La sonda se marco
empleando los reactivos suministrados con el kit Dig DNA Labeling and Detection (Roche). En el
apartado A. | es un control negativo de la hibndacion (ADN plasmidico del vector KEp6). 2 es ADN
plasmidico de la construccion pGEM-T-Easy+KINDII 704 pb (sin digerir con edonucleasas de
restriceion): control positivo, 3 es el clon KINDII en KEp6 digerido con Cla 1 y Sal 1, 4 digerido con Nhe
Iy Sphl, 5 digerido con EcoR 1. 6 es el marcador Il de pesos moleculares marcado con digoxigenina de
Roche, 7 es el clon digerido con BamH 1. 8 digerido con Sally Hind 111 y 9 digerido con Bg/11. En
el apartado B, 1y 2 son los controles negativo y positivo respectivamente, 3 es el clon digerido con Pvu I,
4 digenido con Bal 1 (MIuN 1), 5 digerido con Sal 1, 6 digerido con Sph |, 7 digerido con Nhe |, 8 es el
marcador 11 de pesos moleculares marcado con digoxigenina de Roche, 9 es el clon digerido con Cla 1. 10
digerido con Bel 1, 11 digerido con Neo 1, 12 digerido con Ava | y 13 digerido con Py 11

3.1.3. Secuenciacion de KINDI1

Una vez que el clon de interés fue aislado, se secuencio con un cebador marcado
con fluorescencia que hibridaba dentro de la secuencia conocida. Esta comprobacion fue
completamente necesaria para asegurarse de que este clon contenia el gen de interés. La
prueba fue positiva y se realizo con el cebador OMLKLNDI1-1 (tabla M4 Materiales y
Métodos).

A partir de este momento, se comenzoé a secuenciar el gen completo utilizando la
técnica del DNA-walking y para ello se disefiaron una serie de cebadores con el
programa informatico OLIGO, Se secuenci6 el gen completamente por las dos hebras,
tanto la pauta abierta de lectura como las regiones promotora y terminadora. En la
figura 3.10 se puede observar el fragmento secuenciado y los cebadores empleados para
tal fin. El clon secuenciado consta de una ORF de 1.557 pb, una region promotora de
903 pb y una region terminadora de 1.117 pb. En la figura 3.10 se muestra un
alineamiento de la secuencia del RST (Numero de Acceso: AL427909) homdlogo a la
ORF del gen ScNDII (YML120c) y el clon entero del gen KINDI! secuenciado en el
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presente estudio. Esta secuencia se envio a la base de datos EMBL Nucleotide Sequence

Database con la clave de acceso: AJ496545.

GCCTTOO0G TCARMACACTGN

ATa
FAMRIACT
ITAGCAAGHTT

SUTTICTATCOTTICASCAN

Figura 3.10: Alineamiento de dos secuencias nucleotidicas en donde Genoscope se corresponde
con el RST AL427909 de 704 pb que presenta una gran similitud con la ND/I/ de S. cerevisiae y KINDI
es el clon entero secuenciado que contiene ¢l gen NDJI de K lactis con su region promotora y
terminadora. En negrita se representan los codones de nicio (ATG) v de terminacion (TAA) de la
traduccion. En color se muestran los diferentes cebadores empleados para la secuenciacion
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3.2. Analisis *in silico™ de la secuencia

La ORF del gen KINDII de 1.557 pb se tradujo a proteina empleando el
programa informatico DN Asis. Con la secuencia traducida de la ORF completa de 1.557
pb se realizo una busqueda de homologia con el programa informatico BlastP que
aparece en la pagina de internet del NCB/ (tabla 3.3). El mayor indice de homologia se
obtuvo con la proteina que codifica el gen NDI! de S. cerevisiae (72% identidad y 84%
de positivos) y con las proteinas que codifican los genes NDE/! (45% de identidad y
62% de positivos) y NDE2 (42% de identidad y 58% de positivos) de S. cerevisiae.
Ademas, también se obtuvieron homologias elevadas con las NADH deshidrogenasas
de C. albicans (48% de identidad y 63% de positivos), Y. lipolvtica (39% de identidad y
58% de positivos), S. pombe (40% de identidad y 57% de positivos) y Arabidopsis
thaliana (36% de identidad y 55% de positivos).

Tabla 3.3: Porcentaje de identidad entre la proteina KINdilp de K lactis v la de otros
organismos del BlasiP

) Kluyveromyces lactis Sarcha;omyce.f cerevisiae (NDI1) . 72%
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae (NDEI) 45%
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae (NDE2) 42%
Kluyveromyces lactis Candida albicans (NDET) 48%
Kluyveromyces lactis Yarrowia lipolytica (NDH2) 39%
Kluyyveromyces lactis Schizosaccharomyces pombe (NADH2) 40%
Kluyveromyces lactis Arabidopsis thaliana 36%

El gen KINDII codifica para una proteina precursora de 519 aminoacidos que
contiene una secuencia N-terminal de 25 aminoacidos (figura 3.12) que le sirve para el
importe hacia la mitocondria (probabilidad de importe a la mitocondria del 09167,
predicciones realizadas con los programas informaticos MitoProt 11 1.0 a 4, TargetP
V1.0 Prediction e iPsort Prediction de ExPASYy). En S. cerevisiae este gen codifica para
una proteina precursora de 513 aminoacidos y la secuencia de importe a la mitocondria
consta de 26 aminoacidos (de Vries ef al., 1992).

A partir de esta proteina se determind, mediante el uso de la aplicacion
ProtParam Tool de ExPASy que su pl (punto isoeléctrico) es 9,26, su Pm (peso

molecular) es 57.4 kDa y su vida media in vivo estimada es de mas de 20 horas, y con
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un indice de uso de codones (/CDI “Intrinsic Codon Deviation Index”) de 0.42
(Rodriguez-Belmonte er al., 1996).

Mediante la aplicacion ClustalW de EBI (European Bioinformatic Institule)
alojada en ExPASy, se realizo un analisis comparativo multiple de la ORF del gen
KINDI1 traducida a proteina con las secuencias de las proteinas NADH deshidrogenasas
de otros organismos de mayor homologia (figura 3.12).

En esta figura 3.12 se observa en azul dos consensos ricos en glicina
(GXGXXG, en donde X es cualquier aminoacido: Kerscher ef al., 1999) altamente
conservados entre las diferentes especies empleadas para la elaboracion del
alineamiento (prediccion realizada con el programa Superfamily 1.61 de ExPASy). Este
consenso aparece tanto en regiones de union a NAD(P)H como a FAD' (Matsushita ef
al., 2001). Aunque se piensa que el consenso mas cercano al extremo N-terminal es de
union a FAD' y el situado mas al centro el de unién a NAD(P)H, todavia no existen
datos experimentales que evidencien esta hipotesis (Matsushita er al., 2001). Estos dos
consensos también han sido encontrados en la proteina Ndilp de N. crassa (Duarte ef
al., 2003).

Ademas, también se realizo otro Clustal W multiple entre las regiones N-terminal
de las deshidrogenasas mitocondriales tanto de la levadura S. cerevisiae como de K.
lactis (figura 3.11). En €] se observa que las proteinas Ndelp y Nde2p de S. cerevisiae y
Ndelp de K. lactis poseen una extension N-terminal que esta ausente en la proteina
Ndilp de S. cerevisiae y K. lactis (Small & McAlister-Henn., 1998), indicando una vez
mas que Ndilp de K. lactis es una deshidrogenasa mitocondrial interna y no externa. En
la figura 3.13 se muestra otro Clustal W pero en este caso se realizo solo con ORFs que

codifican para deshidrogenasas mitocondriales internas.

Figura 3.11: Alineamiento entre las regiones N-terminal de las diferentes deshidrogenasas de la
cadena respiratoria mitocondrial de las levaduras K. lactis v S. cerevisiae en donde KENDE! y KLNDIH
son la deshidrogenasa mitocondrial externa y la deshidrogenasa mitocondnial interna de K lactis
respectivamente vy SCNDEI, SCNDE2 y SCNDI1 son las de S. cerevisiae.
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Figura 3.12: Alincamiento entre deshidrogenasas de la cadena respiratoria mitocondrial de
diferentes especies: SC (S, cerevisiae). KL (K. lactis), CA (C. albicans). YL (Y. lipolviica) y SP (S
pombe). En rojo se sefalan las secuencias sefial de importe a la mitocondria para las proteinas Ndilp de
K lactis y 8 cerevisiae y en azul se sefialan los dos consensos ricos en glicina altamente conservados.
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En la figura 3.14 se puede observar la presencia de dos hélices transmembrana
dentro de la proteina KINdilp de K. lactis situadas entre las siguientes posiciones
aminoacidicas, 61 hasta 78 y 478 hasta 495 (prediccion realizada empleando el
programa informatico TMMTOPI.1). El dominio de union al coenzima NADH se
localizaria dentro de la primera hélice por tanto quedaria dentro de la membrana.
Debido a ello se piensa que esta hélice transmembrana sea poco probable que exista, de
hecho es la que mostré menor probabilidad. En la figura 3.15 se muestra una prediccion
de la estructura secundaria de la proteina K/Ndilp. realizada en base a la proteina
cristalizada mas homologa (figura 3.16) que se obtiene de la base de datos de proteinas
cristalizadas en la pagina de internet PDB (*Protein Data Bank") siendo la que aparece
en primer lugar con un 17% de identidad y 171 aminoacidos alineados de los 519
aminoacidos totales, la NADH peroxidasa de los mutantes Cys42Ala y Cys42Ser de

Enterococcus faecalis expresada en E. faecalis (Mande et al., 1995).

MLSLSQTRNL AVRRLSSVSL AVRHSSTSTV HSAKDGSEVF AGSASFTTTH

LIENNADNKF

KEYNVSIVSE

PSTPVGTVDE YEAEATSINF DRNTVTIKSV 150 Figura 3.14:
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Figura 3.16: Estructura tndimensional de la proteina cristalizada mas parecida a la proteina
KMNdilp segun el programa informatico Structure Explorer que se obtuvo en la pagina de intermet /DB
(“Protein Data Bank "), Esta proteina es la NADH peroxidasa de los mutantes Cys42Ala y Cys42Ser de
Enterococcus faecalis expresada en E. faecalis (Mande er al.. 1995)

3.3. Constatacion funcional de la proteina K/Ndilp mediante ensayos de

complementacion a partir de los mutantes de Saccharomyces cerevisiae

Los mutantes de S cerevisiae que tienen una delecion en la secuencia
codificadora del gen NDII son incapaces de crecer o crecen muy poco en lactato,
piruvato o acetato (Small y McAlister-Henn, 1998). Se ha empleado el fenotipo de
ausencia de crecimiento o reduccion del crecimiento en lactato (fenotipo que no es
compartido por los mutantes NDE! y NDE2) para probar la funcionalidad de K/Ndilp
mediante complementacion heterologa.

Para este proposito. y en una primera aproximacion, se empleo el clon positivo
(conteniendo las secuencias codificadora, promotora y terminadora del gen KINDII)
obtenido de la genoteca de K. lactis basada en el vector lanzadera KEp6 (Wésolowski-
Louvel er al., 1988). Este clon y el vector vacio KEp6 se emplearon directamente para
transformar las cepas BY4741ndil (Y06521, mat a) y BY4742ndi! (Y 16521, mat «) de
la levadura S. cerevisiae carentes de la proteina Ndilp. Los transformantes con el clon
entero Ura’ fueron seleccionados en CM-URA con lactato al 2% como tnica fuente de
carbono. Los transformantes con el vector vacio Ura fueron seleccionados en CM-
URA con glucosa al 2% como tnica fuente de carbono. El vector KEp6, aunque no
tiene origen de replicacion para la levadura S. cerevisiae, puede transformar dicha
levadura. Lopez ef al. (2004) han empleado la genoteca de K. lactis basada en el vector

KEp6 para clonar genes de K. lactis por complementacion de mutantes de S. cerevisiae.
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A los transformantes Ura  que crecieron en lactato se les hizo una extraccion de
ADN plasmidico, este ADN se empleo para transformar la cepa DH-10B de la bacteria
E. coli con el fin de poder amplificar este ADN. Las colonias bacterianas resistentes a
ampicilina se resembraron y se les extrajo el ADN plasmidico que se empled para
digerir con endonucleasas de restriccion (figura 3.17) y poder comprobar que las
levaduras transformantes contenian el clon positivo entero obtenido de la genoteca de K.
lactis en KEp6 y por tanto demostrar que este clon, que contiene el gen KINDII, es
capaz de complementar la falta de crecimiento en lactato de los mutantes de S.

cerevisiae para el gen NDI /.

4324 pb
3675 pb
2323 pb

Figura 3.17: Electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y visualizado a la luz
U.V. Ensayo de complementacion funcional de la mutacion ndi/ de la levadura S. cerevisiae por el gen
KINDII en el vector KEp6. Del 1 al 4 y del 7 al 10 son los ADN plasmidicos extraidos de los
transformantes Ura™ que crecieron en lactato digeridos con las endonucleasas de restriccion Nhe 1+S5ph 1,
del 11 al 14 v del 17 al 20 son los mismos ADN plasmidicos pero digeridos con Sph I 5 v 15 son los
controles de la digestion del clon KEp6+KIND/I ! (obtenido de 1a genoteca) con las enzimas Nhe 1+S5ph | y
Sph 1 respectivamente. y por ultimo. 6 v 16 son el marcador de pesos moleculares de 702 a 8454 pb de
New England Biolabs

Dado que esta complementacion se realizé con un clon de 4.000-4.500 pb que,
ademas de contener el gen entero KINDII, podria contener otros genes anexos, a
continuacion se clono la secuencia codificadora del gen KINDII flanqueada por una
region promotora y terminadora de 400 y 532 pb respectivamente en el sitio EcoR 1 de
los vectores YEplac195 (vector episomico multicopia) e YCplac33 (vector centromérico
monocopia) (Gietz y Sugino, 1988). Los plasmidos resultantes (verificados empleando
técnicas de PCR, secuenciacion y analisis de restriccion) se introdujeron en las cepas
BY4741ndil (Y06521, mat a) y BY4742ndil (Y16521, mat a) de la levadura S.
cerevisiae carentes de la proteina Ndilp. Los vectores vacios se introdujeron en las

cepas salvajes BY4741 (Y00000, mat a) y BY4742 (Y 10000, mat a).

(5]
(3]
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Los transformantes Ura fueron seleccionados en CM-URA con glucosa al 2%
como unica fuente de carbono. Posteriormente se probo la capacidad de estos
transformantes de crecer en el mismo medio pero con lactato como fuente de carbono.
Todos los transformantes conteniendo el gen K/INDII, tanto en el vector con alto
nimero de copias como en el de bajo numero de copias, fueron capaces de crecer en
lactato, mientras que los transformantes conteniendo los vectores vacios no crecieron.

Ademas, se realizaron extracciones de ADN plasmidico a partir de los
transformantes capaces de crecer en lactato y se comprobo que contenian el gen KIND//
en el vector YEplac195 en un caso y en el vector YCplac33 en otro (figura 3.18).

Las células transformadas se crecieron bajo condiciones no selectivas para curar
a la levadura del plasmido, es decir, para permitir la pérdida del plasmido. Los dos
fenotipos (‘ura y 'lactato) fueron inestables como era de esperar para un fenotipo
basado en el plasmido pues aquellas colonias curadas del plasmido que no crecian en
CM-URA glucosa tampoco eran capaces de crecer en CM lactato (figura 3.19 Ay B).

Estos experimentos demostraron que el gen KINDII puede complementar la
mutacion ndil de S. cerevisiae in vivo y también que la region promotora de 400 pb del
gen KINDII es funcional en S. cerevisiae. Por tanto, hemos concluido que KINDII

codifica para una NADH:ubiquinona oxidorreductasa mitocondrial interna.

Figura 3.18: Electroforesis en gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio y visualizado a
laluz UV A Ensayo de complementacion funcional
de 1a mutacion ndi ] de la levadura S cerevisiae por ¢l
gen KINDIT en el vector multicopia YEplac195. Del 2
al 5 son los ADN plasmidicos extraidos de los
transformantes Ura® que crecieron en lactato digeridos
con la endonucleasa de restriccion FcoR 1 1 es el
control  de  digesion de la  construccion
5000 pb YEplac195+KIND/ | digerido con la misma enzima de
restriccion vy 6 es el marcador XVII de pesos
2500 pb moleculares de Roche. La existencia de un fragmento
de ADN de mayor tamaio que se observa en todos los
carriles con mayor o menor intensidad. se debe a una
digestion parcial de la enzima pues se corresponde
con una banda de aproximadamente 7500 pb. B
Ensayo de complementacion funcional de la mutacion
ndil de la levadura S cerevisiae por el gen KINDI I en
el vector monocopia YCplac33 1 es ¢l marcador
XVII de pesos moleculares de Roche. 2 es ¢l control
de digestion de la construccion YCplac33+KINDII
digenido con la enzima de restriccion EcoR 1y 3 es el
ADN plasmidico extraido de un transformante Ura’
que crecio en lactato digerido con la misma enzima
En ambos casos, A y B, el fragmento de
aproximadamente 5000 pb se corresponde con el
vector v el de 2500 pb con el gen KINDII

5000 pb
2500 pb
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Figura 3.19: Complementacion funcional de la mutacion ndi/ de la levadura S. cerevisiae por el
gen KINDII. En la parte A: complementacion en multicopia en donde Y00000-YEplacl95 es la cepa
salvaje transformada con el vector vacio e Y063521-YEplac195 es la cepa mutante ndi/ transformada con
el vector vacio, ambas se usaron como controles. Las colonias restantes son las cepas Y0652 1 mutantes
para la ndi/ transformadas con el gen KIND/! clonado en el vector multicopia YEplacl195. En la parte B
complementacion en monocopia en donde Y 10000-YCplac33 es la cepa salvaje transformada con el
vector vacio ¢ Y16521-YCplac33 es la cepa mutante ndi/ transformada con el vector vacio, ambas se
usaron como controles. Las colonias restantes son las cepas Y 16521 mutantes para la ndi/ transformadas
con el gen KINDI! clonado en el vector monocopia YCplac33
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3.4. Regulacion transcripcional de KINDI 1

Se estudio la regulacion transcripcional del gen

NDII de K. lactis por fuente de

carbono y diferentes condiciones de estrés. Para ello se han realizado ensayos de

actividad P-galactosidasa y, en algunos casos, de

Northern blot en condiciones

seleccionadas sugeridas a partir de algunas supuestas senales reguladoras encontradas

en la region promotora del gen KINDII.

En una primera aproximacion al estudio de la regulacion transcripcional del gen

KINDII, se procedio a la blsqueda de secuencias cis para la union de distintos factores

transcripcionales (figura 3.20). Para ello se emplearon dos programas informaticos:

TRANSFAC y TFSEARCH, cuyas direcciones de internet se indican en los materiales y

métodos.
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Figura 3.20: Posibles consensos encontrados para la union de factores transcripcionales en la
region promotora del gen KINDII con un thresold de 85 puntos. Se sefialan también los cebadores
empleados para la construccion de las deleciones seriadas de esta region promotora (PIF | al 8). En color
se indican los cebadores empleados para hacer las fusiones al promotor minimo PIF8 (PIF1-8, PIFA vy

PIFG). En rojo se sefialan las supuestas cajas TATA
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Como resultado de esta busqueda, se encontraron consensos para la union de
factores transcripcionales de regulacion por fuente de carbono como son Adrlp,
Hap2/3/4p. Gerlp y también por estrés como por ejemplo HSTF y NIT. Por ello se
decidio ensayar la existencia o no de esta regulacion mediante la construccion de
deleciones unidireccionales sobre el promotor de K/IND/I utilizando la técnica de la
PCR. Se escogieron cebadores (tabla 3.4 y figura 3.20) que permitieron eliminar
progresivamente las distintas secuencias consenso de interés. Los cebadores empleados
para estas amplificaciones poseian colas con secuencias de corte para las endonucleasas
de restriccion BamH 1y Hind 111. Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector
comercial pGEM-T-Easy. una vez digeridos con estas enzimas, se clonaron en el
plasmido pXW2 (Chen er al, 1992a) para su expresion en K. lactis (figura 3.21),
proporcionando el ATG de K/INDI! y manteniendo la pauta de lectura del gen lacZ de
E. coli. Las construcciones se nombraron como PIF1 hasta PIF8, PIF1-8, PIF A y PIF
G. Todas las fusiones se secuenciaron empleando los cebadores 30LacZ y 70LacZ
(tabla M4 Materiales y Métodos), que hibridan dentro del gen lacZ de E. coli del
plasmido, para comprobar que las amplificaciones por PCR habian sido correctas, que
no se habia producido ningin error en las secuencias consenso ni se habia variado la

pauta de lectura.

A

10700 pb

1000 pb

500 pb

Figura 3.21: Electroforesis en gel de agarosa tefitdo con bromuro de etidio y visualizado a la luz
U.V. Al 1y 12 son el marcador XVII de pesos moleculares de Roche. 2 es el vector pXW2 digerido con
las enzimas de restriccion Bamt |y Hind 111. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10 y 11 son las deleciones PIF1 al 8 vy
PIF1-8 respectivamente clonadas en el vector pXW2 y digeridas con las mismas endonucleasas de
restriccion. B: 1 es el marcador XVII de Roche v 5 es el marcador de 50 a 1000 pb de pesos moleculares
de BioWhittaker Molecular Applications. 2 es el vector pXW2 digerido con las enzimas de restriccion
BamH 1 y Hind 111.. 3 y 4 son las deleciones PIF A y PIF G clonadas en el vector pXW2 v digeridas con
las mismas enzimas
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Tabla 3.4: Cebadores utilizados para la obtencion de las deleciones de la regton promotora del
gen KINDII W es la hebra de Watson y C es la hebra de Crick. La secuencia completa de los cebadores
s¢ encuentra en la tabla M4 de Materiales v Métodos

CEBADOR POSICION
KLPIF1 -R66 W
KLPIF2 -B0S W
KLPIF3 =700 W
KLPIF4 600 W
KLPIFS -490 W
KLPIF6 408 W
KLPIF7 =300 W
KLPIFS 20T W
KLPIF1-8 DE -847 HASTA -806 Y -207 W
KLPIF A DE -800 HASTA -779 Y -207 W
KLPIF G DE -822 HASTA -801. DE -TM
HASTA 704 ¥ 2207 W
KLPIR -15C

3.4.1. Regulacion transcripcional de KINDII por fuente de carbono

Para comprobar si la transcripcion del gen KINDI/ esta regulada por la fuente de
carbono, se crecieron las levaduras transformantes portadoras de la delecion PIF1, de
866 pb, del promotor del gen KINDII en placas CM-URA en presencia de X-Gal y en
diferentes fuentes de carbono: glucosa al 0,5 y 2%, etanol, glicerol y lactato al 2%. Para
ello se sembraron 5 transformantes independientes en cultivos liquidos con las
diferentes fuentes de carbono. Cuando los cultivos alcanzaron una densidad optica a 600
nm de 0,6 se lavaron las células dos veces con agua bidestilada estéril, se sembro la
misma cantidad de células en cada placa y se incubaron estas placas a 30°C durante 2
dias. Como se observa en la figura 3.22.A, las colonias sembradas en glucosa al 2%
adquieren una coloracion blanca, las colonias sembradas en las otras fuentes de carbono
son azules pero en glucosa al 0,5% y lactato al 2% tienen una coloracion mas intensa.

En la figura 3.22.B se observan los valores de las actividades -galactosidasa de
la fusién que contiene el promotor entero en las distintas fuentes de carbono. Se observa
una menor actividad en glucosa al 2% ya que los valores en glucosa al 2% son
significativamente mas pequefios que en glucosa al 0,5%, lactato, glicerol y etanol al
2%. Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente en las medidas de
actividad cualitativa [-galactosidasa. Este descenso en la transcripcion de KINDII en
medio con glucosa al 2% se pudo comprobar mediante analisis de Northern blot y

mediante experimentos de PCR en Tiempo Real. El gen homélogo de la levadura S.
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cerevisiae esta sujeto a represion por glucosa (de Vries y Grivell, 1988). Los siguientes

experimentos se realizaron solo en glucosa al 0,5% y 2% y en lactato al 2%.

A Glucosa 0,5% X-Gal Glicerol 2% X-Gal

-

. T ﬁ Figura 3.22: Medidas de
actividad cualitativa (A) v

Glucosa 2% X-Gal Etanol 2% X-Gal cuantitativa (B) B-galactosidasa
de cinco transformantes
independientes portadores de la
delecion PIF1 en diferentes
fuentes de carbono. En la
grafica se representa el valor
medio en % normalizado de

Lactato 2% X-Gal

B - ensayos realizados por
£ 100 triplicado de entre 3 y 3
< T transformantes independientes
2 80 | 1 = O GLU0,5% y la desviacion  estandar
5 g0 | mGLU2% correspondiente. La
g 40 | ELAC2% normalizacion de los datos se
n OGLIZ2% realizo asignandole el valor
g 20 BETA2% 100% al mayor wvalor de
£ 0 | actividad B-galactosidasa
§ obtenido

PIF1

En el analisis de Northern blot se extrajo ARN de dos cepas salvajes, una de la
levadura S. cerevisiae (aGH1) y otra de la levadura K. /actis (Y 1140), crecidas en medio
YPD con glucosa al 0,5% y 2%. Como sonda se empleo un fragmento del gen KIND/]
obtenido por amplificacion mediante PCR a partir de ADN genomico de la cepa Y1140
de K. lactis con dos oligonucledtidos especificos. Esta sonda comprendio el 90% de la
secuencia codificadora desde el nucledtido +106 hasta +1513. Los resultados del
Northern blor mostraron que la glucosa al 2% causa un descenso de 2,26 veces en los
niveles de mARN del gen KINDII. Ademas, también se pudo comprobar la no
existencia de hibridacion heterdloga entre el gen KINDII y su homodlogo en S
cerevisiae puesto que no se aprecio la existencia de transcrito en el Northern blot (figura
3.23).

En los experimentos de PCR en Tiempo Real, también se pudo comprobar que la
glucosa produce un descenso de la transcripcion del gen KINDII. expresandose en
glucosa al 0,5% 4,3 veces mas que en glucosa al 2% y 1,7 veces mas que en lactato al

2% (tabla 3.5).
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ScaGHI KIY1140

Glu0,5% Glu2% Glu0.5% Glul%

Figura 3.23: Influencia de la fuente de
carbono en la expresion del gen NDI/ de §
cerevisiae v K. lacts. La grafica representa los
valores relativos de expresion (E.R) del gen ND//
de K lacns normalizados (mediatDS. de 2
muestras) en donde la linea | glucosa 0.5% y
100! linea 2 glucosa 2% rARN23s es el control

. interno de carga
ER. 50

0

rARN25s
KINDII

Tabla 3.5.: Expresion relativa del gen KINDI en la cepa salvaje Y1140 de K lacts en
diferentes fuentes de carbono mediante experimentos de PCR en Tiempo Real. El analisis de los datos se
realizo empleando el método 2" (Livak y Schmittgen, 2001). Se emplearon dos controles. ¢l gen de la
actina y el de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de K. lactis. En la tabla se muestra la
media de 12 réplicas. 6 de ellas normalizadas frente al gen de la actina y las otras 6 normalizadas frente al
gen GAPDH. Para la amplificacion del gen KINDII se emplearon los cebadores OFKLNDII-A y
OFKLNDII-11 (ver tabla M4 de Matenales y Métodos)

Fuente de carbono | Expresion relativa

Lactato 2% |
Glucosa 2% 0.406+0,05
Glucosa 0.5% 1,775+0,77

Como se observa en la grafica de la figura 3.24, los valores de actividad en
glucosa al 0,5% y en lactato al 2% son muy similares en las dos primeras fusiones, PIF1
y PIF2, y mayores que en glucosa al 2%. En este sentido es logico pensar que existe una
secuencia en PIF1 y PIF2 que eliminamos en PIF3 que es la causante de la menor
actividad existente en glucosa al 2%, ya que al acortar el promotor hasta el nucledtido -
700, aumentan los valores de actividad en glucosa al 2% y desaparece la induccion por
lactato con respecto a PIFI.

No existen diferencias importantes de la actividad p-galactosidasa en las
deleciones PIF3, PIF4 y PIF5. En estas tres deleciones se alcanzan valores de actividad
en glucosa al 2% y 0,5% similares a los valores de PIF1 en glucosa al 0.5%. A su vez,
los valores en glucosa son significativamente mayores que en lactato. Esto podria ser
atribuido a que ya en la delecion PIF3 se han eliminado la secuencia consenso de
Hap2/3/4p que funciona como activador cuando las levaduras crecen en fuentes de

carbono no fermentables (Ramil er al., 2000: Brons ef al., 2002) y cuatro secuencias
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consenso de union a Adrlp. activador transcripcional de genes requeridos para la
utilizacion de lactato, etanol, glicerol, y acidos grasos (Young er al., 2002; Grauslund et

al., 1999; Gancedo. 1998).

8

80 |
80
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60
50
40
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20
10

OGLUOD,5%
BGLU2%
OLAC2%

[=]

PIF1 PIF2 PIF3 PIF4 PIF5 PIF6 PIF7 PIF8 c

Deleciones

ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA(%)

Figura 3.24: Medidas de actividad p-galactosidasa obtenidas a partir de las distintas deleciones
seriadas del promotor del gen KIND// en las diferentes fuentes de carbono. En la grafica se representa el
valor medio en % normalizado de ensayos realizados por triplicado de entre 3 y 5 transformantes
independientes y la desviacion estandar correspondiente. La normalizacion de los datos se realizo
asignandole el valor 100% al mayor valor de actividad B-galactosidasa obtenido

En el promotor de KINDII, el complejo Hap2/3/4p podria ser el responsable del
descenso de la actividad B-galactosidasa en lactato al 2% a partir de la delecion PIF3 y
de la menor actividad en glucosa al 2% en las deleciones PIF1 y PIF2. Es decir, la
menor actividad en medios con glucosa al 2% puede ser debida a la ausencia de la
actividad del complejo Hap2/3/4p en esta fuente de carbono. De hecho, ya se ha
propuesto para S. cerevisiae que el control de la actividad del complejo Hap2/3/4/5p por
la fuente de carbono es asumida por la subunidad Hapdp. Se sabe que la glucosa
reprime la transcripcion de HAP4 y ya se ha propuesto que la region C-terminal
altamente acidica de Hap4p es la subunidad reguladora que proporciona el dominio de
activacion transcripcional del complejo. En presencia de glucosa, Hap4p podria estar
presente en muy poca cantidad para ser captado por el complejo Hap2/3/5p. Por ello la
subunidad Hapdp es al mismo tiempo la subunidad activadora y reguladora del
complejo pues es la unica subunidad que es regulada por la fuente de carbono (Ramil et

al., 2000; Brons et al., 2002). En K. lactis ya se han clonado tres componentes de este

complejo: KIHAP2, KIHAP3 y KIHAP4 (Bourgarel et al., 1999).
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Este complejo Hap2/3/4/5p regula un gran numero de genes en S. cerevisiae
(Gancedo, 1998). Se ha postulado que este complejo se une al ADN y hace contacto con
una secuencia consenso CCAAT comin en la mayoria de los genes de mamifero
(Gancedo, 1998: Zitomer y Lowry, 1992: Ramil et al., 1998). El promotor del gen
KINDII muestra esta secuencia consenso de union para Hap2/3/4p.

A partir de PIF3 hasta PIF8, las actividades en glucosa al 0.5% y 2% son
bastante parecidas aunque se observa que a medida que se elimina un fragmento mas
grande del promotor del gen. los valores de actividad (sobre todo en glucosa) van
disminuyendo progresivamente.

La delecion PIF6 corresponde con el promotor que complementa la mutacion del
gen ScNDII de S. cerevisiae en multicopia y en monocopia. En las deleciones PIF6,
PIF7 y PIF8 las actividades en glucosa y en lactato se igualan.

La delecion mas corta, PIF8. muestra una actividad similar en glucosa y lactato,
esta actividad esta a nivel con PIF6. Por tanto, se consideré que PIF8 era el promotor
minimo.

Si se comparan los resultados de actividad p-galactosidasa mostrados por las
deleciones unidireccionales con la posicion de las secuencias consenso para la posible
union de factores transcripcionales encontrados en la region promotora de KIND/I,
nosotros observamos que la region desde -866 hasta -700 pb. la cual parece ser
responsable de la menor actividad en glucosa al 2% y de la induccion por lactato, no
contiene sitios de union para represores sino que contiene, ademas de cuatro supuestos
sitios de unién para Adrlp y uno para Hap2/3/4p, uno para Raplp y uno para Gerlp.
Para probar la funcionalidad de estos sitios de union, hemos fusionado las
correspondientes secuencias a PIF8, es decir, las secuencias que aparecen en la figura
3.20 como PIF1-8 (en rosa), PIFG (en azul) y PIFA (en verde) son las que se fusionaron
a PIF8. En la tabla 3.4 se seialan los cebadores empleados para la construccion de estas
nuevas fusiones.

Se obtuvieron tres deleciones nuevas que se representan en la figura 3.25: PIF1-
8 (que contiene las dos primeras secuencias de union para el factor transcripcional
Adrlp presentes en la delecion PIF1, fusionadas al promotor minimo PIF8); PIF A (que
contiene las dos primeras supuestas secuencias de union a Adrlp de la delecion PIF2
fusionadas al promotor minimo) y la delecion PIF G (que contiene la secuencia
consenso para el factor transcripcional Raplp junto con la primera secuencia de union

de Gerlp de la delecion PIF2 fusionados al promotor minimo). Se realizaron, con estas

221



RESULTADOS Y DISCUSION

nuevas deleciones, medidas de actividad p-galactosidasa comparandolas con las
deleciones PIFI, PIF8 y con un control negativo que consistia en las células

transformadas con el vector pXW?2 vacio.

o H o a : o
[=% H a a a
© o o = 2
&  ordloR, [RArd | § AoRA (601 | [6oR 8 (8 :
ATG
—
PIF1-8 “g47 806 -207 1
— —
PIFA 800 779 207 1
PIFG . 822-801 724708  -207 +

Figura 3.25: Esquema explicativo de las deleciones PIF1-8, PIFA y PIFG construidas sobre el
promotor del gen K/INDI] en donde se muestran los consensos que contienen y las posiciones que ocupan

Como se observa en la figura 3.26, se obtuvo un incremento de la actividad en
lactato al 2% que iguala los valores de PIF1 en PIF1-8 respecto a PIF8 pero no en PIFA,
sugiriendo que los dos primeros consensos para la union de Adrlp en conjunto, podrian
ser los responsables de la induccion por lactato en PIF1. Por el contrario, los dos

primeros consensos Adrlp de PIF2 no parecen ser funcionales.
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Figura 3.26: Medidas de actividad f-galactosidasa obtenidas a partir de diferentes fusiones del
promotor del gen KINDII en lactato. En la grafica se representa el valor medio en % normalizado de
ensayos realizados por triplicado de 3 transformantes independientes y la desviacion estandar
correspondiente. La normalizacion de los datos se realizo asignandole el valor 100% al mayor valor de
actividad B-galactosidasa obtenido

Gerlp es un activador transcripcional. Pero este activador no suele actuar por si

solo sino que generalmente actia conjuntamente con Raplp. Gerlp y Raplp

constituyen los elementos UAS (“Upstream Activating Sequences™) de la mayoria de los
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genes glucoliticos (Haw et al., 2001: Uemura er al., 1997). El principal papel de Raplp
en los promotores de genes glucoliticos es facilitar la union de Gerlp (Drazinic ef al.,
1996: Uemura et al., 1997: Lopez er al., 1998). Los homologos RAPI y GCRI de K.
lactis ya se han aislado (Larson er al.,1994; Neil e al., 2004). K/Gerlp se une a la
secuencia CTTCC o CATCC (denominada caja-CT). En el promotor de KINDII se
encontraron dos supuestos sitios de union de Gerlp y un tnico sitio Rap1p (denominado
caja-RPG). Raplp suele estar adyacente a Gerlp y su secuencia consenso es
AYCYRTRCAYYW en donde R=A 0 G, W=A o T e Y=C o T (Larson et al., 1994;
Neil ef al., 2004). En el promotor de KINDII tenemos un solo sitio de union para Raplp
que esta degenerado, pues tenemos una C en lugar de una T como marca el consenso
aunque, segun Yu ef al. (2003) una de las multiples variantes de la secuencia consenso
de 13 pb para la union de Raplp seria ACACCCRYACAYM. Raplp desarrolla su
papel como regulador de la actividad transcripcional de dos formas distintas. Por un
lado, su union al ADN provoca la apertura local de la estructura de la cromatina en un
promotor favoreciendo la union al ADN de otros activadores y por otro lado ayuda o
facilita la union de Gerlp en un sitio adyacente en el promotor a través de interacciones
fisicas (Yu et al., 2003)

Pues bien, como se observa en la figura 3.27, las fusiones PIF1-8 v PIFA no
muestran ningun descenso de la actividad B-galactosidasa en glucosa al 2% frente a la
glucosa al 0,5%. Con la delecion PIF G se observa un aumento de la actividad tanto en
glucosa al 0,5% como al 2% con respecto a PIF8. En este sentido, el consenso para la
union de Raplp de la delecion PIF1 junto con el primer consenso de union de Gerlp de
PIF2 podrian actuar conjuntamente en la fusion PIF G aumentando los niveles de
actividad en glucosa al 0,5 y 2%.

Para probar la posible funcionalidad del consenso encontrado en el promotor del
gen KINDII para la union de Hap2/3/4p, se realizaron experimentos de PCR en Tiempo
Real con una cepa salvaje y una mutante (K/Ahap3) ambas de K. lactis en una fuente de
carbono no fermentable (lactato al 2%). Se esperaba que en el mutante desapareciese la
induccion por lactato y de hecho se observo que se producia un descenso pequeiio en la
transcripcion del gen KINDI! en dicho mutante con respecto a la cepa salvaje,
expresandose 1,43 veces menos en el mutante que en el salvaje en lactato al 2% (tabla
3.6). Por ello podria ser posible que los factores de transcripcion Adrlp (que
presuntamente se unirian al motivo contenido en la fusion PIF1) y Hap2/3/4p (que se

uniria al motivo contenido en la fusion PIF2) actien juntos en el promotor de KINDI!
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como ya se ha descrito para otros genes en S. cerevisiae (Ramil ef al., 2000), siendo los
responsables de la induccion por lactato existente en las fusiones PIF1 y PIF2. De
hecho, en las fusiones de la figura 3.24 en glucosa al 2% y lactato al 2%, se observa que
en PIF1 y PIF2 la actividad es mayor en lactato que en glucosa al 2% ya que hay
induccion por Adrlp y Hap2/3/4p. En PIF3, en donde ya se eliminan los motivos de
unioén de estos factores transcripcionales, desaparece la induccion por lactato siendo la

actividad en glucosa mayor que en lactato.
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Figura 3.27: Medidas de actividad -galactosidasa obtenidas a partir de diferentes fusiones del
promotor del gen KIND// en glucosa. En la grafica se representa el valor medio (expresado en unidades
calculadas segin Adams er al. 1997) sin normalizar de ensayos realizados por duplicado de 3
transformantes independientes v la desviacion estandar correspondiente. * Indica una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a PIFR

Tabla 3.6: Expresion relativa del gen KINDII en la cepa salvaje Y1140 y en una cepa mutante
KlAhap3 ambas de la levadura K. lacns (crecidas en lactato al 2%) mediante experimentos de PCR en
Tiempo Real. El analisis de los datos se realizo empleando ¢l método 2 (Livak y Schmittgen, 2001)
Se emplearon dos controles, el gen de la actina v el de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) de K. lactis. En la tabla se muestra la media de 18 réplicas, 9 de ellas normalizadas frente al
gen de la actina y las otras 9 normalizadas frente al gen GAPDH. Para la amplificacion del gen KINDII se
emplearon los cebadores OFKLNDI1-4 v OFKLNDII-11 (ver tabla M4 de Materales v Métodos).

Cepa ensayada Expresion relativa
Salvaje Y1140 1
Mutante KlAhap3 0.697+0.171

3.4.2. La transcripcion de KINDII no esti regulada por estrés

Entre las posibles secuencias c¢is en el promotor de KINDII se encuentra,
ademas, HSTF "Heat Shock Transcriptional Factor” (factor transcripcional de choque
térmico) y secuencias de union similares a las descritas para el factor transcripcional
Nit2p de N. crassa y factores de la familia NIT de S. cerevisiae relacionados con la

activacion transcripcional en condiciones de limitacion de nitrogeno (Van Helden e al.,
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1998). Para estos factores se han definido los consensos, GATAAG (Van Helden er al.,
1998) y TATCTA (Fu y Marzluf, 1990). Estas regiones de union son conocidas como
secuencias GATA. Por ello, con la fusion con el promotor entero se ensayaron
condiciones de choque térmico y limitacion de nitrogeno sin obtener, como se observa

en la figura 3.28, ningin incremento en la actividad.

100 —

80 BGLUO0S% |
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Figura 3.28: Medidas de actividad p-galactosidasa obtenidas a partir de la fusion PIFI del
promotor del gen AINDII en YPD con glucosa al 0,5%. En “SIN N no se le anadio al medio el sulfato
amonico para ensayar las condiciones de limitacion por nitrogeno. En “45°C/307 el cultivo se sometio a
un choque térmico de 45°C durante 30 min después de que las células alcanzasen una DO a 600 nm de
0.5 a 30°C. En la grafica se representa el valor medio en % normalizado de ensayos realizados por
triplicado de 5 transformantes independientes y la desviacion estandar correspondiente. La normalizacion
de los datos se realizo asignandole el valor 100% al mayor valor de actividad p-galactosidasa obtenido

Ademas, para corroborar la ausencia de activacion de la transcripcion y por tanto
que las secuencias consenso para los HSTF no son funcionales, se realizé un ensayo de
Northern blot en el cual se crecio la cepa salvaje Y1140 de la levadura K. /actis en
glucosa al 2% y 30°C hasta una densidad optica a 600 nm de 0.6. Posteriormente las
células se sometieron a un choque térmico a 40°C durante un maximo de 2 horas
recogiendo muestras a diferentes intervalos de tiempo. Como se observa en la figura
3.29 no existen diferencias en los niveles de mARN del gen KINDI/ a los diferentes
tiempos. También se realizo otro experimento de Northern blor pero sometiendo a las
células a un descenso en la temperatura. En este caso también se crecieron las células
hasta una densidad optica a 600 nm de 0.6 a 30°C y a continuacion se sometio el cultivo
a un choque a 14°C de hasta 8 horas. En este ensayo no se produce ningin aumento en
los niveles de expresion del gen KINDI!I (figura 3.29).

Davidson y Schiesti (2001) han postulado la implicacion directa de las
NADP(H):ubiquinona oxidorreductasas en el estrés oxidativo inducido por calor. Se ha

analizado la respuesta de la transcripcion de KINDI] al estrés oxidativo creado por un
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tratamiento con peroxido de hidrogeno. Para ello se realizo un ensayo de Northern blot

en el cual se crecieron dos cepas, Y1140 y PM5-2D (mutante rag?), de K. lactis en

glucosa y fructosa al 2% como fuente de carbono. Una vez que las células alcanzaron

una D.O. a 600 nm de 0.6, se afnadié H,O, al cultivo a una concentracion final de 0.4

mM durante 25 minutos.

Y1140

40 °C

14°C

Omin |Smin 30min |h 2h

rARN25s rARN25s

kinpn b KINDII
100 100

E.R. 50 E.R. 50
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Figura 3.29: Influencia del choque térmico en la expresion del gen KINID// en una cepa salvaje
(Y1140) de K. lacus. E.R. son los valores de expresion relativa normalizados de una tinmica muestra

rARN23s es el control interno de carga

La figura 3.30 muestra que la transcripcion de KINDI] no incrementa bajo estas

condiciones, pues aunque parece que existen diferencias en la cepa Y1140 entre el

control sin tratar y el tratado con H,O,, éstas no son significativas.
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a

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

Se ha puesto a punto una nueva estrategia basada en la PCR para el
aislamiento de clones de interés a partir de una genoteca cuando sélo se
dispone de la secuencia de un fragmento. Esta estrategia, denominada
DChyPCR (“discriminacion de grupos por PCR™), que es una alternativa no
radiactiva a la hibridacion de colonias, nos permitio el aislamiento de varios
clones conteniendo genes de interés a partir de una genoteca de K. lactis
construida en el vector KEp6.

El inserto del clon aislado conteniendo el gen KI/FBAI se secuencio
totalmente determinandose, mediante analisis “in silico™ de la secuencia que
consta de una regién promotora de 305 pb, una region terminadora de 158 pb
y una ORF de 1086 pb que codifican para la proteina fructosa-1.6-bisfosfato
aldolasa de clase Il de K. lactis. Esta proteina, cuyo peso molecular estimado
es de 39.6 kDa. consta de 361 aminoacidos y presenta un 75% de identidad y
un 86% de positivos con la proteina citoplasmatica fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa de S. cerevisiae.

Se ha comprobado la funcionalidad del gen KIFBA! mediante su expresion
en la bacteria E. coli y posterior purificacion por afinidad de la enzima
fusionada a una cola de histidinas. Mediante SDS-PAGE y analisis de
densitometria se estimo que la proteina tenia un 93% de pureza. La actividad
especifica fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa fue de 3.85+0.2 nmol Fructosa-
1.6-bisfosfato / pg proteina x min. Estos resultados confirmaron que el gen
KIFBAI codifica para una fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa.

Mediante ensayos de actividad p-galactosidasa realizados con la cepa
MW190-9B (deficiente en [-galactosidasa) de la levadura K. lactis
transformada con las deleciones unidireccionales del promotor del gen
KIFBAI fusionadas al gen lacZ de E. coli, se determind que la delecion que
se extiende desde la posicion -305 hasta la -287 pb no influencio
significativamente los niveles de expresion. Cuando se delecionaron los 32
pb siguientes hacia el extremo 3° (hasta -255 pb) se produjo un descenso
drastico en la actividad hasta valores similares a los del control sin promotor,
tanto en fuente de carbono fermentable como no fermentable. La region que

se extiende entre las posiciones -287 y -255 pb no contiene supuestos sitios
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de union para factores transcripcionales conocidos implicados en la
activacion general de la transcripcion de genes glucoliticos.
Mediante analisis de Northern blot se comprobo que el gen KIFBAI no esta
sometido a represion por glucosa ni a induccion por lactato. También se
pudo determinar que no existe ninguna conexion entre la expresion del gen
de la fructosa- 1,6-bisfosfato aldolasa y la actividad de la ruta de las pentosas
fosfato en K. lactis. La expresion transcripcional de K/FBAI no esta regulada
por los niveles de calcio ni inducida por estrés térmico, estrés oxidativo o
por la ausencia de aminoacidos. fosfato o amonio. Asimismo, el gen KIFBAI
no es un gen LOT (inducido por un descenso de la temperatura), tampoco se
induce por un incremento de la temperatura. La expresion de KIFBA/ es
invariable hasta una absorbancia a 600 nm de 2 disminuyendo
posteriormente a mayores densidades celulares. La medida de la actividad
especifica fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa mostré la ausencia de otros
mecanismos de regulacion post-transcripcional en estas mismas condiciones.
Ademas, se ha demostrado que el gen KIFBAI esta regulado por oxigeno,
pues se induce cuando se produce un cambio de condiciones iniciales
aerobias a hipdxicas. También se observa un descenso de la expresion
cuando se pasa de condiciones iniciales hipoxicas a aerobias. Esta regulacion
se produce solo durante la fase de adaptacion pues a largo plazo el gen
KIFBAI se expresa por igual en condiciones aerobias o condiciones
hipoxicas. Similares resultados se obtuvieron al medir la actividad p-
galactosidasa del transformante con el promotor de 305 pb del gen KIFBA/
fusionado al gen /acZ en las mismas condiciones. Esta regulacion por
oxigeno no se observo para otros genes glucoliticos como RAGS
(hexoquinasa), RAG2 (fosfoglucosa isomerasa), GAPI (gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) y PGK (fosfoglicerato quinasa) de K. lactis.
Mediante analisis de Northern blot y PCR en Tiempo Real se comprobo
que la regulacion por oxigeno del gen KIFBA! es dependiente de hemo, pues
la expresion es mayor en un mutante deficiente en la biosintesis de hemo.
Se ha producido fructosa-1,6-bisfosfato a partir de lactosa empleando una
cepa salvaje de K. lactis Y1140 y una cepa recombinante de S. cerevisiae
transformada con un plasmido de secrecion de f-galactosidasa. Tanto para la

cepa salvaje como para la recombinante la mayor concentracion de fructosa-
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1 ,6-bisfosfato se produjo en las células permeabilizadas con tolueno. La cepa
salvaje de K. lactis produjo un maximo de 0.36gL'h"' de fructosa-1,6-
bisfosfato frente a un 0,06 gL "'h"' de la cepa recombinante de S. cerevisiae.
En ambos casos también se produjo etanol.

El inserto del clon aislado conteniendo el gen KINDI!, que codifica para la
NADH:ubiquinona oxidorreductasa mitocondrial interna de la levadura K.
lactis, se secuencio pudiéndose determinar, mediante analisis “in silico”™ de
la secuencia, que consta de una region promotora de 903 pb, una region
terminadora de 1117 pb y una ORF de 1557 pb que codifican para una
proteina de 519 aminoacidos. Esta proteina tiene una secuencia N-terminal
de 25 aminoacidos que coincide con la sefial de importe hacia la mitocondria
y dos consensos para la union de coenzimas (NADH y FAD), su peso
molecular estimado es de 57,4 kDa y presenta un 72% de identidad y un
84% de positivos con la proteina NADH:ubiquinona oxidorreductasa
mitocondrial interna de S. cerevisiae.

Se ha comprobado la funcionalidad del gen KINDII en S. cerevisiae
mediante la complementacion in vivo de las cepas mutantes BY474]
NDI1::kanMX4 y BY4742 NDII::kanMX4, pues el gen KINDI] fue capaz de
complementar la falta de crecimiento en lactato de dichos mutantes tanto en
monocopia como en multicopia. Estos resultados confirmaron que el gen
KINDII codifica para una NADH:ubiquinona oxidorreductasa mitocondrial
interna. También se demostro que la region promotora de 400 pb del gen
KINDII es funcional en S. cerevisiae.

Mediante ensayos de Northern blot se pudo comprobar la no existencia de
hibridacion heterologa entre el gen KIND/I! y su homologo en S. cerevisiae y
que el gen KINDII disminuye su expresion en medios con 2% de glucosa.
Mediante ensayos de actividad [-galactosidasa realizados con diferentes
deleciones unidireccionales del promotor del gen K/INDI! fusionadas al gen
lacZ de E. coli se comprobo que las fusiones que comprenden desde -866 y
-805 pb del ATG muestran una menor actividad en glucosa al 2% y una
induccion por lactato que desaparecen en la fusion que comprende desde
=700 pb del ATG. A partir de esta tltima fusion y hasta la fusion considerada
como promotor minimo, las actividades en glucosa al 0.5% y 2% fueron

similares y superiores a la actividad en lactato, a medida que se eliminaba un
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fragmento mas grande del promotor del gen, los valores de actividad (sobre
todo en glucosa) disminuian progresivamente. En las fusiones que
comprenden desde -408, -300 y -207 pb del ATG, las actividades en
glucosa y lactato se igualaron,

La fusion al promotor minimo de los dos primeros consensos
encontrados en el promotor para la union de Adrlp mostré un incremento de
la actividad en lactato al 2% sugiriendo que dichos consensos podrian
intervenir en la induccion por lactato. Del mismo modo se observé un
aumento de la actividad en glucosa cuando se fusiono al promotor minimo el
unico consenso de union para Raplp y el primer consenso de union para
Gerlp, sugiriendo que podrian ser funcionales en esta fusion. Mediante
experimentos de PCR en Tiempo Real, se comprobd que la expresion
transcripcional del gen KINDII en lactato desciende 1,43 veces en una cepa
mutante K/Ahap3 con respecto a la cepa salvaje sugiriendo que el consenso
encontrado en el promotor de K/NDI] para la unién del factor transcripcional
Hap2/3/4p también podria ser funcional.

Con la fusion del promotor entero se pudo comprobar que el gen KIND/!
no esta regulado por choque térmico, por estrés oxidativo ni por limitacion

de nitrégeno.
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