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FE DE ERRATAS 

• Páginas 27, 35, 79, 83, 95, 129, 135, 139, 140, 166, 184, 185 y 198. Donde pone 

"Y 1140", debería aparecer "NRRL-Y 1140". 

• Página 78, línea 2 comenzando por abajo. Donde pone "esquema de la figura 4", 

debería apazecer "esquema de la figura 5". 

• Página 87, figura 9. La secuencia que debería apazecer es la siguiente: 

CCCTCAACTA TGCAGTGGAA GGCTTCAWAA ACTGCATACT CTTCTATAAC AGCACCGGTA
 

TGAACAACAT GTTCAGTTAT ATGGATGTGC TTTTGTCGCC CACCTGCTTG GACGTCGGAC
 

ATCGTGCTTT ACAGTTTATC GTTTGCCTAA TTTTGCGGGC TAAATGTGGC CCTTTAACAG
 

GTATGGGTGA ATCCCCAGCT ATAGGTAACC AAAATAACAC TGTTACTAGC AGCAGCGAAG
 

ATGAAACAGA CCAAATGAAG AGAGATTCAT CCCCATCTCC AGGAAACGTC CTTACAGATG
 

TCAGTCTGGA TGCAGGTGAA AACTTAGCCG AAGTTCTCCT CGCAAGAATG ATCTTATTTC
 

ACAAGTTGAC AAAACAAATC TCTGCCAAAT ATAACTATGC CGTAAGAATG ACGAAATCCA
 

CAGGTTTCTT TATCACTTTA CTTAAGAAAC CTTCCTCGAA ATCCAAAACT AACTCTAAAA
 

ACAAAAACCT ACCACGTTTG CATCAACATC CAAATATTGC AAATATGACG AGTTTCTTCA
 

AAAACGTTCC ATCATTGGTA CTTTCAGCAG GRGGGGATCA AATTAGACGT TGCCCGGTTT
 

ATCAGGACGC AGTTGGGTTT TTGCCTTCGA AAGTAACAAG CGGAACCTTC AACTCGATTT
 

TTCACTCCAC TGCTCCTCCT TCTTTCAACT CTGCCGTTAC ACAACAATTG CCCCCACTGA
 

ATATACAGTA TCAACCAATC ACTTTTAGGG ACACTTTAAG ACGCACATCA GATGTGAGAG
 

GTACTCCTGA AACTGCGAAA AGAAGGAAAG TAGACACCAC ATCTAAAAAC TTCTCTGAGC
 

AAAAAGTTGA AGTAAAGGTG GAAAATCCTC AAATATCTTT ACCACCTTCT CCAGCGCAGA
 

TTTCTGCGGT AACTCCCTTT GAGCCT
 

• Página 162, figura 52. Donde dice "analizar el consenso paza Gcrlp", debería 

apazecer "analizar el elemento rico en pirimidinas". 

• Página 163, tabla 16. Donde dice "deleciones D1 y D2", debería apazecer 

"deleciones D1, D2 y Q3". 

• Página 164, tabla 17. Donde dice "deleciones D1 y D2", debería apazecer 

"deleciones D1, D2 y Q3". 

• Página 167, tabla 19. Donde dice "construcción de las deleciones D1 y D2", 

debería apazecer "construcción de las deleciones Q2, Q4 y QS". 

• Página 168, figura 56. Donde dice "dos fuentes de cazbono: glucosa 0,5% y 

etanol-glicerol 2%" debería aparecer "tres fuentes de cazbono: glucosa 2%, glucosa 

0,5% y etanol-glicerol2%". 

• Página 192, figura 66. Debería apazecer la letra A a la altura de la gráfica 

correspondiente a ScSRB10 (esquema inferior) y la letra B a la altura de la gráfica 

correspondiente a KISRBI D (esquema superior). 
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DTT: ditiotreitol. 
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INTRODUCCIÓN
 



Introducción 

1.LA LEVADURA Kluyveromyces lactis 

Alrededor de los años 70, la levadura Saccharomyces cerevisiae fue empleada 

por primera vez en un experimento de biología molecular, y ya en los años 80 se utilizó 

para producir la vacuna contra la hepatitis B. En 1996, por vez primera en un organismo 

eucariota, su genoma fue totalmente secuenciado (Goffeau et al., 1996; Dujon, 1996). 

Muchas de las funciones celulares están altamente conservadas entre levaduras y 

mamíferos, y muchos genes de mamíferos, a menudo, pueden complementar 

mutaciones en levaduras. Este descubrimiento, junto con el conocimiento del genoma 

de S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996; Dujon, 1996), ha convertido a esta levadura en 

una referencia para comparar secuencias genómicas de otros organismos actualmente en 

estudio. Además, la facilidad de manipulación genética de las levaduras abre la 

posibilidad de estudiar productos génicos de otros eucariotas en este sistema. 

Kluyveromyces lactis está muy relacionada con S. cerevisiae tal y como 

manifiesta su nomenclatura inicial: Saccharomvices lactis. Estudiada desde el inicio de 

los 60 (Herman & Halvorson, 1963a; Herman & Halvorson, 1963b), su interés radica en 

sus diferentes propiedades fisiológicas comparadas con las de S. cerevisiae. Ambas 

levaduras per[enecen al grupo de los aerobios facultativos, caracterizado por la 

capacidad de metabolizar la glucosa por medio de vías oxidativas (metabolismo 

respiratorio, MR) y oxidorreduc[ivas (metabolismo fermentativo, MF). Sin embargo, la 

importancia de cada una de esas rutas es diferente según la especie. En condiciones 

aeróbicas, S. cerevisiae es principalmente fermentadora, mientras que K. lactis es 

respiradora (Gancedo & Serrano, 1989). Se denomina efecto Crabtree positivo al 

crecimiento mediante metabolismo fermentativo bajo condiciones aeróbicas (De Deken, 

1966) y es consecuencia de la inhibición de la respiración por los sustratos fermentables 

o de la saturación de la capacidad respiradora de algunas levaduras (Rieger et al., 1983; 

Káppeli & Sonnleitner, 1986). Siguiendo esta definición, K. lactis puede enmarcarse en 

el grupo de levaduras Crabtree negativas en oposición a S. cerevisiae (González-Siso et 

al., 1996; Kiers et al., 1998). La ausencia en K. lactis de represión por glucosa de la 

respiración está también en consonancia con su metabolismo (MR). Además a K. lactis 

se la considera una levadura petite-negativa (Bulder, 1964a; Bulder, 1964b). En medio 

sólido cuando la glucosa es un factor limitante, S. cerevisiae se caracteriza por producir 

de manera constante mutantes que son estables durante la reproducción vegetativa y que 

se caracterizan por un tamaño de colonia reducido (de ahí su nombre petite) (Ephrussi et 
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al., 1949). K. [actis por el contrario es incapaz de generar este tipo de mutantes, por ello 

es petite-negativa. 

Por otra parte K. lactis puede utilizar la lactosa como fuente de carbono, a 

diferencia de S. cerevisiae (Barnett et al., 1990). También tiene propiedades específicas 

como el sistema DNA killer que ha permitido explorar los mecanismos de competición 

microbiana (Stark et al., 1990). 

Actualmente exis[en técnicas moleculares que permiten manipular 

genéticamente a la levadura K. lactis casi al mismo nivel que la tradicional S. cerevisiae 

Además, al igual que sucedió en 1996 con S. cerevisiae, el genoma de K lactis, también 

ha sido completamente secuenciado (Doujon et al., 2004), lo que proporciona una ayuda 

más a la investigación con esta levadura. 

Por todos estos motivos, K. lactis presenta interesantes aplicaciones industriales 

como por ejemplo la producción de (3-galactosidasa y proteínas heterólogas como 

proquimosina de ternera, sero-albúmina humana e interleuquina-1(3 humana entre otras 

(Van der Berg et al., 1990; Fleer et al., 1991; Fleer et al., 1991). 

2.GRUPO HEMO 

2.1.Estructura 

La protoporfirina IX tiene una estructura molecular formada por cuatro anillos 

pirrólicos y que generalmente aparece, como grupo prostético, en hemos, corrinas, 

clorofilas y bilinas. Estos compuestos proceden de una ruta metabólica que se inicia 

con el ácido 5-aminolevulínico para finalmente rendir protoporfirina IX. La capacidad 

de los tetrapirroles macrocíclicos para quelar iones metálicos es ampliamente utilizada 

en los sistemas biológicos. El tetrapirrol más abundan[e es la clorofila que contiene 

magnesio. Se trata de un grupo esencial en los complejos recolectores de luz y de los 

centros de reacción fotosintética. En el caso del grupo hemo, el ion metálico central de 

la protoporfirina IX es el hierro (figura 1). 
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Figura 1 F.titructura del grupo hemo b(protoporfirina IX). 

En las cotrinas aparece como ion central cobalto, mientras yue las bilinas sem 

tetrapirroles lincales. 

2.2.Funciones generales 

H;I grupo hemo juega un papel central en la señaliración y utiliración dc oxígeno 

cn todos los seres vivos. No sólo sirve como grupo prostético en numerosas airimas y 

proteínas que utilizan y transportan oxígeno, sino que también rcgula varios procesus 

moleculares y celulares de sistemas que utilizan oxígeno (Padmanaban et nl., 19R9). Por 

ejemplo, estimula la diferenciación de las células eritroides, hepáticas y nerviosas 

(Sassa & Nagai, 1996). También promueve la transcripción de genes que codifican 

cadenas de globinas en células eritroides y en genes que codifican citocromos en c^lulas 

hepáticas (Charnay & Maniatis, 1983). Controla la síntesis de proteínas en reticulocitos 

a trav^s del inhibidor regulado por hemo (HRI) (Chen & London, 1995) y regula el 

ensamblaje y degradación de muchas proteínas y eniimas como la hemoglobina, hcmo 

liasa y S-aminolevulinato sintasa (SALA-S) (Padmanaban et nl.. 1989). En Ievaduras, cl 

grupo hcmo participa como sensor de los niveles de oxígeno y en la regulacibn de la 

transcripción en respuesta a cambios en su concentraci^ín (Kwast et nl., 199K). 

El grupo hemo es también necesario para el crccimiento de las Ievaduras en 

anaerobiosis, ya que actúa como cofactor de varias enzimas de la síntesis de ergosterol y 

de los ácidos grasos insaturados (Daum et nl., 1998) que son fundamentales para cl 

mantenimiento dc la estructura de las membranas celulares. Una deticiencia de hemo cn 
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anaerobiosis induce una auxotrofía para el ergosterol y los ácidos grasos insaturados y 

activa, de manera simultánea, los sistemas relacionados con la toma y utilización de 

esteroles prescntes en el medio (Wilcox et nl., 2002). 

Otra reacción importante en la que participa hemo es la activación de los genes 

responsables del transporte y acumulación del hierro y del cobre, de manera que una 

mutación en la ruta de síntesis de hemo conlleva una acumulación de hierro en las 

mitocondrias (Crisp et nl., 2003). 

Una deFiciencia en la síntesis del grupo hemo en humanos provoca la aparición 

de un grupo de enfermedades conocidas como porfirias que se caracterizan por la 

acumulación de intermediarios de la síntesis de tetrapirroles (Ellefson, 1982). Algunos 

de estos intermediarios son dañinos para los tejidos epidérmicos y el sistema nervioso 

debido a la reactividad de las porfirinas fotoexcitadas. 

3.GRUPO HEMO EN LEVADURAS. RETROSPECTIVA 

HISTÓRICA 

La historia de la ruta de biosíntesis de hemo en levaduras se relaciona 

estrechamente con el estudio del catabolismo de azúcares. Comenzó en 1876 cuando 

Pasteur observó que las células de levadura eran capaces de crecer bajo condiciones 

anaeróbicas, pero que para la misma cantidad de azúcar consumido, la masa celular 

producida cra mucho mayor si las células crecían en aerobiosis. Este fenómeno se 

produce porque la energía que proporciona la fermentación es mucho menor que la 

procedente de la respiración. Más tarde, gracias a los experimentos de Keiling en 1925 y 

Warbuig en 1928, se probó la participación de los citocromos (hemoproteínas) en la 

respiración. Se concluyó de este modo que dichos hemos respiratorios se sintetizaban en 

aerobiosis. 

Los experimentos posteriores se realizaron con células completas y se dedicaron 

a cuantificar los niveles intracelulares de citocromos y tetrapirroles, dándosele poca 

importancia al grupo hemo y a su estudio en las levaduras. Posteriormente se utilizaron 

extractos libres de células para detectar actividades relacionadas con la síntesis de hemo 

y en 1971 Labbe determinó, tras la realización de estudios de actividad enzimática en 

extractos de S. cerevisiae procedentes de cultivos aerobios y anaerobios, que esta ruta 

era funcional en ambas condiciones (Labbe & Labbe-Bois, 1990) 
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EI hecho de quc S. cererisine sea un aerobio facultativo hizo quc sc Ic 

considerase un mudelo biológico de gran intcr^s para cl aislamiento de mutantes 

respiratorios. Mediante el uso de diferentes m^todos de seleccicín, sc ohtuvieron 

tambi^n mutantes de cada uno de los pasos de la ruta dc biosíntesis dc hemo (Golluh et 

n/., I^)77: Urban-Grimal & Labbe-Bois, 1981). 

t;n el año 1986 se publica la clonación dcl gen NEMI correspondicnte a la 

primera cnrima de la ruta: S-aminolevulinato sintasa (Urhan-Grimal et nl., 1986), lo yuc 

constituyó la base de los estudios posteriores de caracterización de otros genes dc la 

síntcsis de hemo en S. cerevisíae y otras levaduras. 

4.GRUPO HEMO EN S. cerevisiae 

4.1.Biosíntesis de hemo 

La síntesis de hemo en S. cere^^isine se encuentra actualmente bastante bien 

caracterizada (Labbe & Labbe-Bois, 1990). Comicnza con la condensación de glicina y 

succinil-CoA (hgura 2), catalizada por la enzima S-aminolcvulinato sintasa Icodificada 

por cl gen HEMI) para rendir ácido-S-aminolevulínico. Seguidamente, dos moléculas 

de S-aminolevulínico se unen para f^ormar porfobilinógeno, paso catalirado prn^ la 

enrima aminolevulínico deshidratasa (HEM2). A continuación, la porfobilinógeno 

desaminasa (HEM3) cataliza la formación de proureígeno a partir de porf^ohilin6geno. 

En un cuarto paso, el prourógeno se cicla convirtiéndose en urógeno [II en presencia de 

la urógeno [II sintasa (codificada por NEM-l). Tras cuatro descarboxilacioncs 

consecutivas, el urógeno III se convierte en coproportirinógeno III; acción mediada por 

la uroportirinógeno descarboxilasa (HEM12). EI coproporfirinógeno [II se oxida a 

protoporfirinógeno IX mediante catálisis de la coproportirinógeno oxidasa (HEMI ^). 

En el siguiente paso el protoportirinógeno [X se transforma en protoporfirina IX cn una 

reacción catalirada por la protoporfirinógeno oxidasa (HEM14) y, finalmcntc, la 

ferroquelatasa (HEM15) incorpora hierro al macro ciclo pirrólico como íiltima etapa de 

la biosíntesis dc hemo. 

Los enr.imas que participan en la biosíntesis de hemo se localizan en la 

mitocondria y en el citoplasma, pero a diferencia de la compartimentación en 

mamíferos, donde la coproporfirinógeno oxidasa es mitocondrial, en levaduras es 

citoscílica. 
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4.2.Regulación enzimática de la síntesis de hemo 

Aunyue la ruta de biosíntesis de hemo es funcional en condiciones aerobias y 

anaerubias, la producción de hemo en las células de levaduras no se mantiene constante. 

La regulación más estudiada depende de dos factores: la fuente de carbono y la 

disponibilidad de oxígeno en el medio. 

a) Control de la actividad enzimática por hemo y oxígeno 

Dos de los pasos de la ruta de biosíntesis de hemo requieren oxígeno molecular 

como aceptor de electrones: la formación del protoporfirinógeno IX y la f•ormación de 

protoportirina [X. Debido a ello sc propuso que las concentraciones celulares de hemo 

reflejaban el contenido en oxígeno, actuando el grupo hemo como "sensor" de los 

niveles de oxígeno (litomer & Lowry, 1992), Pero para que este modelo de regulación 

resultase funcional, la etapa limitante de la síntesis de hemo debería ser dependiente de 

oxígeno, lo que sólo sucede a concentraciones muy bajas de O^. Efectivamente, en estas 

condiciones, la actividad de la enzima coproporfirinógeno III oxidasa (que utiliza 

oxígeno) es probablemente limitante (Miyake & Sugimura, 1968). Lo mismo sucede en 

cepas con defectos en la síntesis de hemo en varios puntos de la ruta (Labbe-Bois et nl., 

1980). 

En condiciones de aerobiosis, se produce una acumulación de ácido S­

aminolevulínico (S-ALA) como consecuencia de la baja afinidad por sustrato de la 

enzima aminolevulinato deshidratasa. Esto sugiere que en condiciones aerobias la etapa 

limitante se produce en el segundo paso de la biosíntesis, es decir para una enr.ima yue 

no utiliza oxígeno como aceptor. 

Tambi^n en condiciones anaeróbicas, el principal producto acumulado de la ruta 

de biosíntesis de hemo es el S-ALA generado tras la acción de la aminolevulinato 

sintasa. El resto de los tetrapirroles acumulados y presentes en estas condiciones 

proceden de la oxidación espontánea de los intermediarios de la ruta (Chestowska & 

Ritka, 1993). Ciertamente, en estas condiciones, la actividad de la enzima 

coproporfirinógeno III oxidasa (que utiliza oxígeno) es probablemente limitante y 

además, en condiciones próximas a la anoxia, aumenta su actividad oxidasa (Miyake & 

Sugimura, 1968). Lo mismo sucede en cepas con defectos en la síntesis de hemo en 

varios niveles de la ruta (Labbe-Bois et al., 1980). 
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b) Control de la actividad enzimática por fuente de carbono 

La importancia dc las rutas mctabólicas respiratorias ^^ersus fcrmcntadoras 

depende, en los organismos aerobios facultativos, de la naturaleza de la fuentc dc 

carbono utilirable y de la disponibilidad de oxígeno. Las i^uentes de carbono 

fermentables como la glucosa causan una inactivación de la ruta. F.n caso de crecer en 

fuenles no f^ermentables el ef^ecto es una inducción de la biosíntesis de hemo 

(Chestowska & Ritka, 1993). 

Se ha sugerido yue ayuellas enr.imas yue son limitantes para cl tlujo dc 

metabolitos a través de la ruta son buenas candidatas para ser puntos de regulación, 

como en el caso de la porfobilinógeno sintasa (PBG-S) cuya baja actividad resulta en 

una acumulación intracelular de su substrato S-ALA (Labbe-Bois & Volland, 1977; 

Hoffman et nl.. 2003; Borralho et nl., 1983; Borralho et nl., 1989). Tamhién se han 

propuesto a la porfobilinógeno desaminasa (PBG-D) y a la uroporfirinógeno III 

descarboxilasa (URO-D) que catalizan los dos siguientes pasos de la ruta, como 

posihles puntos de bloqueo en la formación de hemo, aunyue no ha sido conf^irmado por 

el momento (Hoffman et al., 2003). 

Diversos estudios concluyen que la actividad aminolevulinato deshidratasa está 

sometida a represión catabólica (Borralho et nl., 1983; Bon^alho et n/., 1989). Aunquc sc 

había sugerido que la protoporfirinógeno oxidasa era otro punto de inactivación por 

glucosa, posteriormente se demostró que existe enrima en presencia de glucosa, aunque 

con un nivel de actividad inferior al determinado en ausencia de glucosa. 

4.3.Regulación transcripcional de los genes de la biosíntesis de 

hemo 

En S. cerevisi^e, todos los genes de la ruta de biosíntesis de hemo han sido 

clonados y su regulación transcripcional estudiada en mayor o menor grado. 

La expresión de HEMI es constitutiva, pero esta expresión inalterada cn 

condiciones aerobias/anaerobias resulta de un control combinado de activación y 

represión, en este último caso atribuída al represor Buflp. Además se activa a través del 

complejo regulador multimérico Hap2/3/4/Sp yue es un activador en condiciones de 

crecimiento en fuentes de carbono no fermentables (Keng & Guarente, 1987). 

Analizando la secuencia promotora de HEM2 se ha encontrado que presenta 

posibles regiones de unión a proteínas reguladoras como son el sitio de unión de Abf^l p, 
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Ap I p, Reb 1 p, elemento de respuesta a AMP cíclico, sitio de unión a Rap 1 p y varios 

sitios de unión del complejo regulador Hap2/3/4/Sp, lo que sugiere un complejo 

mecanismo de regulación de HEM2 si todas estas interacciones resultan ser funcionales 

(Schlaepfer et nl., 1994). 

Diversos estudios han mostrado que la transcripción de HEM3 no se encuentra 

bajo la regulación de hemo, pese a que presenta en su región upstrec^m secuencias de 

unión del complejo Hap2/3/4/Sp (Keng et nl., 1992). 

Respecto a la regulación transcripcional de NEM4 no existen estudios 

individuales de su expresión y la información disponible se basa en la existente en las 

bases de datos derivadas de los estudios de transcriptoma que incluyen a todos los genes 

de la levadura. En este sentido los datos más notables son que el gen se reprime de 

forma leve y transitoria durante el shift diauxico, transición de un metabolismo 

fermentativo a respiratorio (De Risi e^ nl., 1997) y se induce durante la esporulación 

(Chu et nl., I 998). 

Investigando la expresión de HEM/2 se encontró que se incrementaba dos veces 

en fuentes de carbono no fermentables, de lo que se deduce que está regulado por la 

fuente de carbono. Sin embargo, a diferencia de otros genes de la ruta, no se encuentra 

bajo la regulación del complejo Hap2/3/4/Sp (DiFlumeri et al., 1993). 

El gen HEM13 es un punto clave en la regulación transcripcional de la 

biosíntesis de hemo en levaduras. Mediante análisis de expresión, se descubrió que en 

condiciones de abundancia de hemo, su transcripción se ve reprimida por acción de los 

reguladores transcripcionales Rox 1 p y Hap I p(Cyp 1 p) de una manera independiente. En 

cambio en condiciones de hipoxia, Cyplp activaba a HEM13 y reprimía a Roxlp 

(Amillet & Labbe-Bois, 1995). Además, se vio que su promotor contenía dos regiones 

con motivos similares al consenso de Roxlp que actuaban como sitios de represión bajo 

crecimiento en aerobiosis. Dos secuencias más actuaban como activadoras en 

condiciones de deficiencia de hemo. En conjunto, estos datos sugieren que la inducción 

hipóxica de HEM13 sucede en parte por liberación de la represión ejercida por Rox I p y 

Hap 1 p, y en parte por activación de Hap 1 p y otros factores desconocidos. Estudios 

recientes de la vía de respuesta a estrés HOG, han demostrado que HEMI3 está 

positivamente regulado por los niveles de AMPc (Bourdineaud, 2000j. 

La expresión del gen HEM74 ha sido analizada exclusivamente a nivel de 

estudios generales sobre el transcriptoma de la levadura y se induce durante la 

esporulación y el s/iift diauxico (Chu et nl., 1998; De Risi et al., 1997). 
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Kespecto a la regulación transcripcional dcl gen HEM/S de S. cererisiae, pese a 

yue los experimentos de northern binl indican una expresión menor en prescncia de 

glucosa, esta represión catah<ílica no parecc tener importanciu I^uncional. Es m^í^ 

probahlc una regulacibn de la cnzima por sus sustratos, cl ion fcrroso y la protoport^irina 

IX (Lahbe & Lahbe-Bois, 1990). 

MITOCONDRIA 1 1 CITOSOL 

Glicina + Sucdnil CuA Ác. 5-aminolevulínico+ Ác 5-aminolcvulínico 

^ 5-ominokw/ixfoHEMI 5-omino%w/ínico
sinfasa HEM2
 

dsslx^drofcsoi
 
Ácido 5-aminolcwlínico 

Portbhilinbecnr, 

HEM3 ^ Vorfobilinógero 
o^saminoso
 

Pruw^becno

Protoporfirinógeno IX (A+rigeno III
HEM4 sintasa
i
 
Uro^^rtirinógcno III 

VroporfirinógsnoHEMl2 ^ 
ducarboxilara 

oo^^P Copro^irtirinógeno 111 
^o 

H'igura 2. Fsqucma de la biosíntesis dc hemo en S. cererisine. 

4.4.Pape1 regulador de hemo en S. cerevisiae 

A excepción dc los anaerobios estrictos, todos los organismos dependcn dcl 

oxígcno y ticnen que desarrollar un sistema sensor para medir la disponihilidad dc 

oxígeno así como mecanismos para soportar los períodos de hipoxia (haja 
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disponibilidad de oxígeno) o anoxia ( anaerobiosis o ausencia total de oxígeno). La 

respuesta hipóxica de la mayoría de los organismos comprcnde un programa complejo 

que incluye la expresión diferencial de un gran número de genes (Hochachka et al., 

1996; Bunn & Poyton, 1996; Becerra et nl., 2002). De esta manera la disponibilidad de 

oxígeno afecta a los niveles intracelulares y a menudo a las actividades de un gran 

número de proteínas enzimáticas cn la mayoría de los organismos. Actualmente, los 

mecanismos de detección y señalización de la disponibilidad de oxígeno se han 

encontrado en diferentes grupos taxonómicos, sin embargo, existe un componentc que 

está presente en casi todos ellos: el grupo hemo ( Bunn & Poyton, 1996). 

En levaduras, la expresión de los genes relacionados con las funciones 

respiratorias es activada por la presencia de oxígeno en un proceso mediado por 

cambios en los niveles de hemo ('Litomer & Lowry, 1992). También se ha propuesto un 

modelo alternativo hipotético por el que algunos genes responden a la variación en la 

disponibilidad de oxígeno de un modo independiente de hemo y relacionado con 

cambios en el estado redox del grupo prostético presente en una hemoproteína 

reguladora (Verdiere et nl., 1991; Kwast et nl., 1998). En relación con este segundo 

modelo, se ha demostrado yue el monóxido de carbono ( CO) bloquea completamente la 

expresión inducida por anoxia de los genes hipóxicos OLEI y CYC7, bloquea 

parcialmente la inducción dc COXSb y no tiene efecto en la expresión de otros genes 

hipóxicos o aeróbicos. Se pueden clasificar así los genes hipóxicos en sensibles o 

insensibles a CO. Este descubrimiento apoya la existencia de una hemoproteína, capaz 

de ligar oxígeno o CO, relacionada con el control de la expresión de genes hipóxicos 

(Kwast et al., 1999). Por el momento la hemoproteína implicada no ha sido 

caracterizada. 

Dentro del grupo de genes regulados por hemo se puede hacer una segunda 

clasificación en genes activados o genes reprimidos por hemo. Los efectos que provoca 

el grupo hemo parecen estar mediados en parte por varios factores transcripcionales 

entre los que se incluyen: Haplp y el complejo Hap2/3/4/Sp que activan la transcripción 

de muchos genes aeróbicos, y Roxlp que reprime la transcripción, en condiciones 

aerobias, de muchos genes hipóxicos y anaeróbicos (Pinkham & Keng, 1994). La 

disponibilidad de oxígeno afecta a los niveles celulares de hemo y de esta manera a los 

niveles intracelulares o a las actividades de estos factores transcripcionales (Zhang & 

Guarente, 1995). 
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a) Regulación mediante Haplp y el complejo Hap2/3/4/Sp 

La proteína Haplp activada por hemo (Crcusot et aL, 198^) cs un regulador 

clave de la expresión de genes que se requieren para la respiracibn y para cl control dcl 

daño oxidativo. F,n ausencia de hemo, Haplp se encuentra asociado a las proteínas 

Hsp70p (Ssal p), Hsp90p, Ydj I p y Sro9p fonnando un complcjo de alto pcso molccular 

denominado HMC (Hon et nl., 1999; Hon et nl., 2001; Lee et nl., 2002). Tras la unión 

de hemo se produce un cambio conformacional que genera la activacicín de F^{apl p(Lee 

et c^l., 2003). 

Haplp contiene un dominio de unión a DNA con un motivo en dedo de zinc con 

6 cisteinas y un dominio de dimerización típico de los miembros de la familia Gal4 dc 

Icvaduras (Hach et nl., 2000). También tiene un dominio acídico de activación. 

La regulación por hemo de Haplp y de otras proteínas parece estar mediada por 

un peyueño motivo de unión de hemo denominado: motivo de respuesta a hemo (}{RM: 

Hen2e Responsive Motr^ ("1_hang & Guarente, 1995). Haplp contiene 7 HRMs de los 

cuales los HRM del 1 al 6 se localizan cercanos formando un cluster (Zhang ^ 

Guarente, 1995; Hon et al., 2000) y juegan un papel auxiliar en la activación por hemo 

(Hach et nl., 1999). EI motivo HRM7, se localiza cerca del dominio de activacicín y su 

papel en la aetivación por hemo es fundamental (Hon et al., 2000) ya yue en conjunto, 

la interacción con Hsp90p y la unión de hemo al HRM7 provocan un cumbio 

conformacional del HMC que permite la activación de Haplp (Lee et al., 2003). 

^ntre los genes activados por Haplp se encuentran los yue codifican para las dos 

isoformas de citocromo c (CYCI y CYC^, citocromo cl (CYTI), catalasa (C7Tl) y 

flavohemoglobina (YHB) (Buisson & Labbe-Bois, 1998; Guarente et nl., 1984; 

Guarente & Mason, 1983; Lodi & Guiard, 1991; Lowry &"Litomer 1988; Pfeifer et al., 

1987; Schneider & Guarentc;, 1991; Winkler et nl., 1988; 'Lhao et al., 1996). Haplp 

también activa la transcripción del gen ROXI tal y como se describe en el siguiente 

apartado (Lowry &'Litomer, 1988). Todos ellos se caracterizan por tener en su región 

promotora el consenso CGG NNNTAN CGG NNNTA. 

El complejo multimérico Hap2/3/4/Sp está formado por cuatro suhunidades de 

las cuales Hap2p, Hap3p y HapSp son suficientes para permitir la unión a los 

promotores dc los genes regulados por el complejo (McNabb et al., 1995), mientras quc 

Hap4p interacciona directamente con el trímero (McNabb et al., 1997) y no con el 

DNA. Hap4p constituye la clave para la regulación de la actividad del complejo en 
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respuesta a la fuente de carbono como se deduce del incremento de su transcripción al 

pasar de un medio con glucosa a otro con etanol o tras un crecimiento en fuentes de 

carbono no fermentables (Forsburg & Guarente, 1989; DeKisi et al., 1997). 

La unión a DNA se produce a trav^s del consenso ACCAA(T/C)NA 

denominado caja CCAAT (Olesen et nl., 1987). Entre los genes regulados por el 

complejo Hap2/3/4/Sp se encuentran CYTI (Oechsner & Bandlow, 1996), SOD2 

(Flattery-0Brien et n[., 1997) y COX6 (Wright & Poyton, 1990) entre otros. 

b) Regulación mediante Roxlp 

Hasta hace relativamen[e poco tiempo, Rox 1 p era el único factor transcripcional 

conocido de genes inducidos en anaerobiosis en S. cerevisrne (Kastaniotis & Z.itomer, 

2000). Se trata de una proteína de unión especítica a DNA que se encuadra dentro de la 

clase SOX de las proteínas HMG (Deckert et nl., 1999) y que se une a la secuencia 

consenso YYYATTGTTCTC en DNA bicatenario (Balasubramanian et nl., 1993). La 

represión dependiente de Roxlp requiere la acción del complejo co-represor Tupl-

Ssn6p (Deckert et al., 1999), el cual interacciona con un número de factores reguladores 

de unión específica a DNA (Smith & Johnson, 2000). La represión se propone que 

ocurre a través de dos mecanismos: o por cambio de t'ase del nucleosoma, o por 

interacción directa del complejo co-represor Tupl-Ssn6p con la mayuinaria 

transcripcional básica a través de SrblOp (Kuchin & Carlson, 1998). Aunque Roxlp no 

une hemo de forma directa, su transcripción es dependiente de hemo a través del efecto 

activador de Haplp sobre su promotor (Keng, 1992). De esta manera, mientras los 

niveles de oxígeno no caigan por debajo del límite que posibilita la biosíntesis de hemo 

(Labbe-Bois & Labbe, 1990), ROX] no dejará de transcribirse (Zitomer & Lowry, 

1992). Cuando los niveles de oxígeno disminuyan, los niveles de proteína Rox I p 

disminuirán también y los genes que regula serán desreprimidos ('Litomer et al., 1997). 

Muchos de los genes regulados por Rox 1 p codifican para proteínas relacionadas con las 

rutas dependientes de oxígeno, como la respiración, COXSb y CYC7 (Lowry & Zitomer, 

1988; Trueblood et nl., 1988), la biosíntesis de hemo, HEM13 (Keng, 1992), la 

biosíntesis de esteroles, HMG2, ERG11 y NCP1 (Thorsness et nl., 1989; Turi & Loper, 

1992), y la biosíntesis de ácidos grasos insaturados, ATFI y OLEI (Choi et al., 1996; 

Fujiwara et al., 1998). La expresión de casi todos estos genes regulados por Roxlp, 

incrementa a medida que las concentraciones de oxígeno caen a niveles próximos a la 
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anoxia (Kwast et nl., 1998). Su activación podría servir de este modo para mantcner o 

activar el tlujo de rutas esenciales incrementando los niveles de enzimas clavc, 

aumentando la eficiencia de uso del oxígeno, por ejemplo mediante la expresión de 

isoformas hipóxicas. Otros genes regulados por Roxlp son ACC3 y ANl31 (Sahova ct 

nl., I 993; Lowry et nl., 1990) o el factor transcripcional SUTI (Regnacq et ul., 2001). 

F.n general, Rox I p controla casi un tercio de los genes inducidos por 

anaerobiosis en las levaduras, incluyendo a muchos relacionados con el metabolismo de 

lípidos, isoprenoides y estingolípidos. Recientemente se han caracterizado otros 

reguladores relacionados con la respuesta a la disponibilidad de hemo. Por ejemplo 

Upc2p, juega un papel importante en el control del programa gen^tico que controla la 

respuesta fisiológica de S. cere^^i.rine frente a la carencia de oxígeno (Kwast et al., 200?; 

Becerra et al., 2002). 

S.REGULACIÓN DE GENES HIPÓXICOS Y SRBIO 

Recientemente se han encontrado algunos puntos de concxi<ín entm la 

regulación mediada por Koxlp y SrblOp ( Becerra et nl., 2002). SifilOp parece jugar wi 

importante papel en la represión de CYC7 en condiciones aeróbicas ya que fuc clonado 

en nuestro laboratorio por su capacidad de complementar una mutación en la yue se 

producía sobre-expresión de la construcción reportera CYC7/Incl (Cadahía, 1996). 

SrblOp está asociada con el complejo mediador de la RNA polirnerasa I[ (Liao et nl., 

1995) y forma un subcomplejo estable: SrbR/9/10/llp ( Borggref^e et cil., 2002; 

Samuelsen et nl., 2003). SrblOp está relacionada con la regulación transcripcional dc 

una amplia variedad de genes y ha sido implicada tanto en mecanismos de activación 

como de represión de la transcripción. Respecto al papel de SrblOp en los procesos de 

represión transcripcional, se ha demostrado in i^ivo la relación de SrblOp en el 

mecanismo de acción del complejo co-represor Tuplp-Ssn6p (Kuchin & Carlson, 199H; 

"Laman et nl., 2001; Sch Ŝ ller & Lehming, 2003) que es dirigido hacia los promotores 

hipóxicos por el factor transcripcional Roxlp ( Mennella et ril., 2003). Lu proteína 

SrblOp también participa en los mecanismos que desencadenan la degrudación de la 

proteína Msn2 que activa determinados genes como respuesta a estrós (Grcen & 

Johnson, 2004; Bose et nl., 2004). A este respecto cabe señalar que el gen CYC7, 

además de presentar elementos de respuesta a hipoxia presenta elementos dc respucsta a 

estrés (Evangelista et nl., 1996). 
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6.PAPEL REGULADOR DE HEMO EN Kluyveromyees lactis 

Como ya se ha comentado, las levaduras K. lacti.^^ y S. cerevisiae difieren en su 

metabolismo respiratorio y estas diferencias han sido atribuídas a varios factores 

(González-Siso et nl., 2000). Uno de ellos podría basarse en diferencias que afecten a la 

regulación de la síntesis de hemo o su degradación. Otro de estos factores pudiera ser el 

control que los factores transcripcionales relacionados con hemo ejercen sobre los 

promotores de los genes relacionados en este tipo de metabolismo en K. lnctis. 

Respecto a los estudios realizados sobre la regulación por hemo en K. lnctis de 

momento aparece limitada a un pequeño número de genes. En la región promutora de 

KlCYCI se han localizado dos secuencias, CCG(N)6CCG y TTGGTTTGTT, que 

muestran una alta homología con el consenso para Haplp y para Hap2/3/4/Sp 

respectivamente; se ha demostrado que este gen está regulado por hemo en K, lactis y 

responde a la activación por el factor Hap I p de S. cerevisiae (Freire-Picos et nl., 1995; 

González-Domínguez et nl., 2000). 

También en el caso de KlHEM7 se ha observado que la expresión de este gen se 

ve incrementada débilmente en fuentes de carbono no fermentables (González-

Domínguez et nl., 1997). Existe una fuerte regulación por oxígeno como se deduce del 

incremento de la expresión de K1HEM1 en condiciones de hipoxia, y una dependencia 

de hemo, ya que su expresión disminuye al añadir hemina al medio de cultivo en 

condiciones de hipoxia ( González-Domínguez et al., 1999). Estos resultados contrastan 

con los de ScHEMI cuya expresión es independiente de hemo (Keng & Guarente, 

1987). Además, el grupo hemo ejerce un papel inhibidor en el importe de la enzima S­

aminolevulinato sintasa (codificada por KIKEMI) hacia las mitocondrias (González-

Domínguez et nl., 2001). En resumen, KIHEMl se encuentra bajo una doble regulación 

por el producto final hemo, a nivel transcripcional y a nivel del importe de la proteína a 

la mitocondria (González-Domínguez et al., 2001). Del mismo modo, se ha analizado la 

expresión de KlHEM13 que codifica para enzima coproporfirinógeno oxidasa yue 

cataliza el sexto paso de la síntesis de hemo. Se observa una inducción en hipoxia que 

desaparece tras la adicción de hemo (González-Domínguez et al., 2000). 

También se ha analizado la regulación por hemo/oxígeno de los genes K1CYT1, 

KlQCR7, KlQCRS y KIACC que coditican respectivamente el citocromo cl (Gbelska et 

nl., 1996), la subunidad VII del complejo bcl (Mulder et a/., 1994c), la subunidad VIII 

del complejo bcl (Mulder et al., 1994b) y el transportador mitocondrial ADP/ATP 
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(Viola et al., 1995). F,l patrón de expresión de KICYT] coincide con el de KICYCI, de lo 

que se deduce que ambos genes están sometidos a una f^uerte regulación por oxígeno y 

hemo. Estos datos sugirieron que la alta capacidad respiradora de K. lactis cn aerobiosis 

no es tiimplemente el resultado de una alta expresión constitutiva de genes que codifican 

para f^unciones mitocondriales (González-Uomínguez et ol., 2(x)0). 

Con respecto a los factores coditicados por K1HAP2, KIHAP3 y K/HAP^ quc ya 

han sido clonados en K. lnctis, no parece que regulen de forma general cl sistema 

respiratorio de esta levadura en contraste con lo yue sucede en S. rere^^is^iue, ya yuc su 

delección no produce una deficiencia respiratoria (Nguyen et al., 1995; Muldcr et ul., 

1994a; Bourgarel et al., 1999). 
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Objetivos 

A fin de profundizar en el estudio de algunos de los genes implicados en la 

hiosíntesis de hemo y su regulación en la Ievadura Klu^^^^eronr^•ces lnctis se propusieron 

los siguientes ohjetivos concretos: 

Objetivo 1.- Clonar y caracterizar a nivel funcional algunos gcnes de K. lactis 

relacionados con la biosíntesis de hemo o con la regulacicín mediada por hemo. Sc 

seleccionó un gcn dc la ruta de hiosíntesis, K/HEMl2, un gen yue codifica para un 

factor transcripcional yue responde a hcmo, KIHAPI, r I^inalmente el gen KISRB/0 por 

cstar rclacionado con la respuesta transcripcional a hipoxia. 

Para conocer los mecanismos de regulación transcripcional que ufcctan a los 

genes de la ruta de biosíntesis dc hemo en K. lnctis se decidicí analizar la regulaci<ín 

transcripcional y los elementos cLs dc las regiones promotoras responsahles de dicha 

regulaci6n en los genes KlHEM12 y KIHEMI, previamentc clonado. Para cll<^ sc 

plantc<í: 

Objetivo 2.-Estudiar la regulación transcripcional de K/HEM/2 cn respuesta a hemo, 

estr^s oxidativo y a f^uentes de carbono fermentables y no fcrmentablcs. Para mcjor 

caracterización de la región promotora se consideró tamhién necesario determinar los 

puntos de inicio dc la transcripcicín y el análisis de la f^uncionalidad de detcrminadas 

regiones del promotor, detectadas por análisis i^i silicn, mediante delecciones y/o 

mutaciones. 

Objetivo 3.- Puesto que ya se sabía yue el gen KlHEMI presenta una regulación 

transcripcional en respuesta a hemo y a la fuente de carhono, se propuso tamhi^n 

caracterizar qué clementos del promotor están implicados en esta respuesta y deterrninar 

los puntos de inicio de la transcripción de este gen. 

Puesto que son todavía muy numerosas las inccígnitas sobre el papcl dc la 

proteina SrblOp en la regulación transcripcional y sus mecanismos de accicín parecen 

ser muy variados en respuesta a distintas señales, distintos reguladores transcripcionales 

y en distintos promotores pareció interesantc plantear un análisis comparativo dc las 

pmtcínas KISrbIOp y ScSrblOp, para cllo sc abordó el último ohjctivo: 

Objetivo 4.- Análisis comparativo de dominios altamente conservados en K/Srb10p y 

ScSrhlOp y estudio dc su papcl funcional. 
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Materiales v métodos 

1.MATERIAL BIOLÓGICO 

1.1.Líneas bacterianas 

A continuación se describen las líneas bacterianas de Eschc richin cnli empleadas 

en este trabajo para la amplificaci6n de los plásmidos manejados y de las construcciones 

creadas (tabla I ). 

Tabla L Listado de lati líneati bactenanas emplcadas. 

CEPA GENOTIPO REFERENCIA 

F mrrA d(mrr-lrsclRMS-ntr•rBCI ^Ocllur•Z dMlS 

DHIOB dlnrX7^ deoR recAl endAl nrnDl39 4(crrn, leu)7697 GihcoBKL 

,Knl U ,RnIK ^ rpsL nupG 

F nraDl39 d(nra-leu)7696 qnlElS gnlKló d(!nc)X7-l Casadaban & 
MC 1061 

rpsL (Str`) hsclR2 ( rA mr ) mcrA mc•rBl Cohcn, 1980 

rec•A/ endA/ ,g^^rA96 thi-l hsdR/7 supE44 relA/ lnc• Stratagene 
XL1-Blue 

/F'proAB lacl`' ZdMlS Tir10 (Tet`)J` Cloning Systems 

HB101 
supE44 /rsdS20 ( rB mB ) rccAl3 nrn-l4 proA2 lucYl Bolívar & 

gcclK2 rpsL20 x^•1-5 mtl-1 Backman, 197c) 

.JM1(19 
rec'A1 supE4^1 ertclAl hsclRl7 g^•rA96 relAl thi d(lnc­

^,^^^ 1 Ri 

Promega, 

!^1:uli^^^n ^V'l 

Las cepas bacterianas se conservaron habitualmente sembradas en estría en 

placas LB a 4°C tras habcr sido cultivadas a 37°C durantc un día. Sc rescmbraron 

periódicamente cada dos meses. Las ccpas transformadas con plásmidos yuc contcnían 

genes marcadores de resistencia a ampicilina se conservaron en placas de medio LB 

suplcmentado con ampicilina. 

Para el mantenimiento de las cepas a largo plazo, las bacterias se inocularon en 

los mismos medios líquidos y se dejaron crecer en agitación a 37°C, añadií;ndose al día 

siguiente gliceml estéril hasta el I S°Io y congelando inmediatamente las muestras en 

tubos de polipropileno dc I,S mL a-80°C. 
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1.2.Líneas de levaduras 

Las eepas de levaduras tanto de Sacrharom^^ces cerevisine (tabla 2) como de 

Kluy^^^erom^^ces lnctis (tabla 3), se conservaron 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 días. Se resembraron periódicamente cada dos o tres meses. 

Para el mantenimiento de las cepas de levaduras a largo plazo se inocularon en medio 

YPll o CM, se dejaron crecer en agitación a 30°C, se les añadió gliccrol estéril hasta un 

50^I y se congelaron a-80°C. 

Las cepas de levaduras empleadas son las descritas a continuación: 

'Cabla 2. Listado de cepas de S. cere,^isíne empleadas en e^te trabajo. 

Ce as de Saccharom ces cerevisiae 
MATnleu?- .^lrn?-l121,i.r-t-Sl9ndrl-100

BWG7a 
,n^n 3- 52 

Zhan &Guarente.l994. 
g 

1 PY22 
MAT n leu2- i leu2-1 /2 his4-S19 ndel-/00 

urn3-S2 ]IAPI4LEU2 CYCI4UAS2. 
Zhang & Guarente. 1994. 

aGHl MATn n^^1-289 leu2 .^ leu2-112 nUd/52. 7.han et nl., 1991. 

FY1679 
MAT a/aen-n 3-52/ur-n3-SZ trpl4ó ^/ut 

1eu24Urcr hi.r i^00%vt GAL2+/GAL2+ 
Winston et nl.. 1995 

^ 
MAT n trpl-901 leu2- ^, 112 urn3-52 hisj-200 

PJ69-4A gn144 gnl804 LYS2:: GALI -HIS ^ GA[,2- James et al., 1996. 
ADF.2 met2:: GAL7-lacZ 

Dra. Teresa Keng. Depnrtment of 

hemó-1B 
MAT n leu2-3 len2-l12 urn3-52 ndel-100 

his4-419] 
Mirrobinlogy nnd Imn,unolog^^, 

McGill Ur,iversih•, Montreal, 
Quevec H3A 264, Canada 

heml2-lA 
MAT? his341 Ieu240 LYS2 METlS urn^d0 

HEM/2::KAM 

Obtenida en el dexarrollo de la 
pretiente Tetiis mediante 

separación de tétradas de un 
di loide rocedente de Euroscarf. 

BY4741 ( Y00000) MATn his 341 1eu240 rnet1540 urn340 Obtenida de Euroscarf 

BY4741 Osrb10 
(Y02786) 

MATn his341 1eu240 met1540 urn340 
YPL042r. : knnMX4 

pbtenida de Euroscarf 

MATn/ahi.r.fdl/l,is341 /eu240/leu2d0 

BY4743 Ahem12 1^^s240/LYS2 METI S/metl 540 urn ^40/ Brachmann er nl., 1998 (Obtenida 
IY23983) nrn.ld0 YDR047^r::knnMX4/YDR047,ti de Euroscarf) 

7768 
MATa urn_i _521,is f_200 Ic u2- ^,-l l2 

rpbl_/87::H1S_^ srb10_/::hisG [L14(LE(I2 
Proporcionada por el Dr. Richard 

A. Young (Hengartner et nL, 
CEN RPB 1)] 1998 ). 

726 MATa ura_3-52 his3_200 /e„2-^,-112 
rpb l l 87:: H/S3_ 

Proporcionada por el Dr. Richard 
A. Young (Hengartner et nl., 

1998). 

Eurosearf http://weh.uni-frankfm-t.de/tblS/mikro/euroscurf/ 
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'rabla 3. Listado de cepas de K. lnctis empleadas en este trabajo. 

Ce as de Klu veroŜn ces lactis 
Proporcionada pur cl Dr. R.

Y 1140 MATn «^t "I_itomer 
Proporcionada por la Dra. 

Micheline Wesolowski-Luuvrl 
A1W 190-9b MATn Inc4-8 urnA Rng ` 

Ur,irersitc^ Claude Bernnrcí. 
L on. Francia. 

ATCC32143 
W600b MAT eznde leu Mas et nl.. 1974 

ATCC321d4 
WM37 MAT a his 

Mat er nl.. 1974 

Dra. Micheline Wexolowski 

PM5-3C MAT n urnA Rag' LouveL ih,ircrsitc^ Claurl,^ 
Hernnrd. L on. Fr.uicia. î 

M W 190hem1 i HEMI:: URA^MAT n hr4-8 urnA Rng 
Gonzálerpomínguez et al.. 

1997. 

SAY529 
MAT andeí trpl leu2 metAl urnAl 

„e'í:: hisG. 

Proporcionada por el Dr Sydn^ , 
Carter. 

h1WH7302-D1 
hap3::I,EU2 

MAT n leu2 uraA trpl mcrAí nde2 kis2-2 
hn^ 3:: ScLF.i12 

Proporcionadu por el Dr I.. 
Grivell 

b1W2711-7b MAT n Ic u2 urnA metAlOl KUi Billard cl al.. 1996. 

MW98-SC MAT a rn,Kl rn,q? urnA merAl nr,qA Kilíc^r Bianchi cl nl., 1989. 

2.MEDIOS DE CULTIVO 

Seguidamente se describen los medios utilirados para el crecimiento de bacterias 

y levaduras. Para la preparación de medios sólidos se adicionb I,S'7^ de Bacto-Agar al 

correspondiente medio líquido. Las soluciones se esterilizaron cn autoclave durante 20 

minutos a 121"C y 2Ba de presión. 

2.1.Medios de cultivo para bacterias 

LB (Luria-Bertani). 

Se trata de un medio general para crecimiento de bacterias y se compone de: 

1% Bacto triptona 

0,5% Extracto de levadura 

O,S% Cloruro Sódico 

0,1 ^/o Glucosa 
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LBA (Luria-Bertani suplementado con ampicilina) 

Se trata de un medio suplementado con una solución de ampicilina (6-[D(-)­

alpha-Aminophenylacetamido]-penicillanic acid sodium salt. Etoche Diagnostics 

Corporation) para el crecimiento de bacterias transformadas con plásmidos que les 

proporcionan la resistencia a este antibiótico gracias a que son portadores del gen que lo 

permi te. 

La solución de ampicilina se prepara a una concentración final de 40 mg/mL con 

agua destilada estéril y se conserva en alícuotas a una temperatura de -20°C. La 

concentración tinal de ampicilina en el medio LBA es de 40 Ng/mL. 

El gen yue contiere la resistencia a este antibiótico coditica para un enzima yue 

es secretado al espacio periplásmico de la bacteria, donde cataliza la hidrólisis del anillo 

(3-lactámico del antibiótico provocando la destrucción de la toxicidad de esta droga. 

LBA/ X-Gal/IPTG 

Son placas LBA suplementadas con X-Gal e IPTG (Roche Diagnostics 

Corporation). Para su preparación, tras esterilizar en el au[oclave el medio LBA, se le 

añaden 2 mL de una solución 20 mg/mL dc X-Gal en N,N-dimetil-formamida y 400 µL 

de una disolución de IPTG 0,23 mg/mL en agua destilada estéril (Rose & Botstein, 

1983). Fstas placas fueron empleadas para la selección de colonias bacterianas 

transtbrmadas con las construcciones del promotor de KIHEMI y de KlHEM12, de 

modo yue aquellas que Ilevaban el promotor in frame con el gen IncZ, aparecían con 

una coloración azul. Este suceso se debe a que la actividad de la beta galactosidasa 

hidroliza el X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactósido) dando lugar a un 

precipitado de color azul índigo muy peculiar. El IPTG (isopropil-beta-D-galactósido) 

es un inductor de la producción de beta-galactosidasa en bacterias. Se trata de un 

análogo químico de la galactosa que no puede ser cortado por el enzima beta­

galactosidasa. De este modo sirve como inductor de la actividad del operón lac de E. 

coli. 
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S()C 

Sc trata de un medio líquido empleado para la obtención de hacterias 

compctcntcs. Su composición es: 

2°Ic Bacto triptona 

O,S^k Extracto dc Icvadura 

O,OS84^I NaCI 

0,0186% C1K 

2.2.Medios de cultivo para levaduras 

Medio de esporulación 

F.s un medio que se empleó para provocar la esporulación dc las crlula, dc 

levadwas. Se compone de: 

1 ^I^ Extracto de levadura 

2^Ir Bacto peptona 

2^I^ Acetato potásico 

2^/ Bacto agar 

YPD
 

Consiste en un medio general para el crccimiento de levaduras. Su composición 

cti: 

I% Extracto de levadura 

O,S% Bacto peptona 

2% Dextrosa 

YPD-Geneticina (Medio YPD suplementado con geneticina) 

Consiste en un medio YPD al que le ha sido adicionado por cada litro de medio, 

I,5 mL de una solución de geneticina (G 481)(Koche Diagnostics Corporation) 

40mg/mL preparada con agua destilada estéril y conscrvada en alícuotas a una 

tempcratura de -20°C. Este antibiótico se caracterira por ser inhibidor ribosomal dc 

muchas células eucariotas. 
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YPD-Hemina (Medio YPD suplementado con hemina) 

Se trata de un medio YPD suplementado por cada litro de medio con 2,5 ml de 

una solución de hemina (Sigma`^) 20mg/ml. F.sta solución stock se prepara con los 

siguientes compuestos: 

Hemina 100 mg 

NaOH 0,2 N 2 mL
 

H^O 2,5 mL
 

Tris-HCl 0,5 mL
 

Tras mezclar bien, se pasa la suspensión por un filtro de acetato de celulosa 

(ALBET^^) con un diámetro de poro de 0,2 µm y se mantiene a 4°C y en oscuridad 

(cubierta con papel de aluminio) ya yue se trata de un compuesto yue se degrada con la 

luz. La hemina es un precursor del grupo hemo, lo que una vez añadida a un medio de 

cultivo, permite yue aquellas cepas que sean mutantes en la ruta de biosíntesis de este 

grupo prostético, puedan crecer con normalidad. 

YPD-Hemina-metionina ( Medio YPD suplementado con hemina y metionina) 

Sc trata de un medio YPD-hemina suplementado con un 0,2% de metionina. 

Y PD-He mi na-Geneticina 

Consiste en un medio YPD al yue se le ha añadido por cada litro de medio, 2,S 

mL de solución de hemina 20mg/mL y I,5 mL de una solución de geneticina (G481) 

40mg/mL. 

CM (Medio Completo) 

También Ilamado SC (Synthetic Complete). Se preparó según Zitomer & Hall en 

1976. Se trata de un medio sintético preparado de diferente modo en función de la 

selección que se vaya a realizar. De este modo, un medio CM-Ura es un medio sintético 

completo al yue no se le añadió uracilo. Habitualmente la fuente de carbono empleada 

fue glucosa al 2% aunyue ocasionalmente ésta fue sustituida por glucosa al 0,5^^ u otras 

fuentes dc carbono distintas de la glucosa pero también a una concentración final del 

2% (glicerol, etanol-glicerol, lactato, lactosa, galactosa, fructosa). Para un volumen de I 

litro, se compone de: 
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Glucosa 20
 

Mezcla de aminoácidos (2011X) 5 mL 
YNB* 67 mL 

Histidina, Leucina, Uracilo, 40 mg cada unt^
Adenina, Tirosina** 

"I'ri tófano 30 mg 

* Se añade, en condiciones etitériles, detipués de la esterilización del resto de los componentes, cuandu cl 

medio de cultivo alcanza una icmperatura de 60°C'. 

** Se omiliG el uminoácido utiliiado cumo marcador auxotrófico. 

L1 m0'I,C^a dtr ammOáCl(lOS 2OOX (7al'a Un VO^nmen (iC Un ^Itl'O, Se COn1^OnC (^l': 

Ar inina, Metionina, Treonina 2^ cada un<^ 

Isoleucina, Fenil-alanina 1 ^^ cada uno 
Lisina x g 

El YNB (Yenst Nin•ogen Bnse) se compone para un volumen cle I litro de: 

Mezcla de vitaminas 3UOX 50 mL 

Sales traza 150X 100 mL 
Sulfato amónico* 75 

KH,POa 15 
M SOa 7,S ^ 
NaCI 1,S ^ 

CaCIZ I,5 ^ 

*Se añadió despuéx de disolver el resto de los componentes ya que tarda más en resuspenderse. 

Mezcla de vitaminas 300X Sales Traza 150X Para 1 
Para 1 litro: litro: 

Biotina 0,6 m^ Acido bórico 75 m T 

Pantotenato Cálcico 120 m* Sulfato cú rico 6 m^ 

Acido Fólico 0,6 m^ Ioduro otásico I 5 m* 
Inositol 600 m Cloruro férrico 30 m^ 
Niacina 120 me Sulfato man anoso 60 m^ 

-Aminobenzoico 60 m Molibdato sódico 30 m^ 
Piridoxina 120 m Sulfato de zinc 60 m^ 

Riboflavina 60 m * 
Tiamina 120 m 
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CM anaerobiosis 

La es[imulación de la toma de esterol es vital para la supervivencia de las células 

en anaerobiosis ya que la entrada de los esteroles externos se encuentra eficientemente 

bloyueada en el crecimiento en aerobiosis por una síntcsis normal de hemo y por un 

mecanismo denominado exclusión aeróbica de esterol (Trocha & Sprinson, 1976). Pero 

la toma de lípidos como suplemento del crecimiento es complicada debido a su 

hidrolbbicidad, es por ello por lo que en los cultivos de laboratorio se emplcan 

detergcntes no iónicos a una baja concentración para incrementar su solubilidad (p.e.: 

Tween, Nonidet P-40, Tyloxapol). 

La preparación del medio de cultivo para anaerobiosis es idéntica a la del mcdio 

CM, pero debe ser suplementado con ergosterol y con Tween 80 (Verduyn et nl., 1992) 

tal y como se describe a continuación: 

- F.rgosterol (5, 7, 22-P:rgostatrien-3^3-01; provitamin D^. Sigma^^) a una 

concentración final del 0,002%. Se prepara un stnck con una concentración de 2mg/mL 

en etanol al 100%. Conservación a 4°C. 

- Tween 80 (Polyoxyethylenesorbitan Monoolea[e. Sigma^) a una 

concentración tinal del 0,5%. Se prepara un stock con una concentración del 20^I^ en 

agua bidestilada estéril. Conservación a 4°C. 

Para generar un ambiente anaerobio, se realizaron los cultivos en jan^as cerradas 

hennéticamente en las que se introdujeron bolsas de ácido ascórbico de OXOID 

AnaeroGenTM. Mediante este sistema, el oxígeno presente fue rápidamente absorbido 

con una generación simultánea de dióxido de carbono. La comprobación de las 

condiciones anaeróbicas se llevó a cabo empleando el Indicador Anaerobio OXOID 

(BR55). 

3.­ MÉTODO PARA LA REPLICACIÓN DE PLACAS (Replica 

Platting)(Miller, 1992) 

Se colocó la placa con las colonias a replicar sobre un terciopelo (sin presionar, 

sólo apoyándola), a continuación se retiró y en su lugar se coloc6 una placa fresca 

repitiendo el mismo procedimiento y se cultivó el tiempo necesario. 
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4. ESPORULACIÓN Y SEPARACIÓN DE TÉTRAUAS 

4.1.Inducción de la esporulación 

Se preparó un cultivo cn placa YPD para el mutante heml2 diploide dcrivado de 

BY4742 y se incubó durante 2 días a 30°C para tener un cultivo fresco en el comienzo 

dc la esporulación. Transcurridos los dos días se semhrcí en placati de esporulaci^ín. l^;n 

concreto, en este experimento el medio de esporulación utilirado Ilevaha acetato como 

f^uente de carhono para provocar altos niveles de respiraci8n yuc induce a las células 

diploides a esporular. 

EI período de incubación osciló entre 7 y) días a 30°C. Durante este periodo, 

cada núcleo diploide sufre una meiosis típica generando 4 núclcos haploides, cada uno 

de los cuales se encapsula en una espora. Las cuatro esporati permanecen dentro de lo 

que era la pared de la célula diploide y que ahora pasa a denominarse asca. ('ada cspora 

recihe el nomhre de ascóspora y el conjunto de las cuatro tétrada. 

4.2.Degradación de la pared celular 

A fin de obtencr las csporas en forma libre y proccder a su separaricín, sc 

degradb enzimáticamente la pared de la Ievadura mediante la actuación de la enzima ^3­

glucuronidasa (Roche®). Se emplearon 2S0 unidades de en^imu durante R minutos a 

temperatura amhiente. Para detener la reacción se añadió I mL dc agua dcstilada y sc 

colocó cl tubo cn hielo. 

4.3.Separación de las tétradas 

Para rcalizar la scparación dc las ascósporas de cada tétrada sc utilizó un 

micromanipulador: Singer MSM, adosado a un microscopio: Singer MSM. HI ohjetivo 

utilizado fue de 20 aumentos (20x) y el hinocular de IS aumentos (1Sx) dando un total 

de 300 aumentos (300X). 
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5.­ VECTORES DE CLONACIÓN Y MARCADORES DE TAMAÑO 

MOLECULAR 

S.1.Vectores de clonación empleados 

pGEM®-TEasy (Promega). Conticne el promotor y parte del gen lacZ, AmpK y 

el ori bacteriano. Está cortado con la enzima de restricción EcoRV y presenta una 

timidina en ambos extremos 3", resultando útil en la clonación de productos procedentes 

de PCR amplificados por la DNA polimerasa Taq, ya yue esta polimerasa añade una 

adenina al extremo 3' del fragmento ampliticado (figura 3). 

YEplac195 (Gietz & Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la 

(3-galactosidasa de E. coli (/acZ) (Sambrook et al., 1989), Amp^, URA3, 2,[vn de la 

levadura y el ori bacteriano (figura 3). Es un vector lanzadera que frecuentemente se 

emplea para la construcción de genotecas. En el presente trabajo se empleó para la 

realización de ensayos de complementación. 

YCplac33 (Gietz & Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb dcl gen de la 

(3-galactosidasa de E. coli (lacZ) (Sambrook et nl., 1989), AmpH, URA3, CEN4 y ARS1 

de la levadura y el ori bacteriano (figura 3). En el presente trabajo se empleó para la 

realización de ensayos de complementación. 

YIp1ac204 (Gietz & Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la 

(3-galactosidasa de E. coli (lacZ) (Sambrook et al., 1989), Amp^, TRP/ y el ori 

bacteriano (figura 3). 

pXWl (Chen et al.. 1992). Plásmido lanzadera empleado para el análisis de 

promotores fusionados al gen lacZ de la (3-galactosidasa de E. coli. Presenta el marcador 

de selección bacteriano Ainpk, el ori bacteriano, el Sl1 para la replicación en K. lactis, 

el marcador de selección en levaduras URA3, y los genes lacY, lacA y lacZ yue 

coditican para una permeasa, una tiogalactósido transacetilasa y para la (3-galactosidasa 

de E. coli, (figura 3). 

pSKI (Prior et al., 1993). Vector lanzadera yue presenta dos marcadores de 

selección en bacterias, AmpK y TetK, el ori bacteriano, el Sll para la replicación en K. 

[nctis, 2fan para la replicación en S. cerevisiae y el marcador de selección en levaduras 

URA3 (figura 3). Vector empleado para la construcción de genotecas. 

pAB24 (Botstein et al., 1979). Vector yue presenta el 2,um para la replicación en 

S.­ cerevisiae, los marcadores de selección en ]evaduras LEU2-d y URA3 y los 
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marcadores de selección en bacterias AmpK y Tetk (tigura 3). Vector empleado para la 

construcción de genotecas. 

pGAD-C2 (Jamcs et nl., 1996). Vector de expresión para ensayos de dohlc 

htbrida Contiene el promotor y el terminador de ADH/ tlanyueando al dominio dc 

activación de GAL,4. Posee también el origen de replicación en bacterias ori y el 

marcador de resistencia a ampicilina para selección en hacterias AmpK. Lleva cl 

marcador de selección en levaduras LEU2 y el origen dc replicación 2,um para 

Snccllaromyces (figura 3). 

pGBD-C2 (James et al., 1996). Vector de expresión para ensayos de doblc 

híbrido. Contiene el promotor y el terminador de ADHI flanyueando al dominio dc 

unión a DNA de GAL4. Posee también el origen de replicación en bacterias nri y el 

marcador de resistencia a ampicilina para seleccicín en hacterias Ampk. Lleva el 

marcador de selección en levaduras TRP1 y el origen dc replicaciún 2,um para 

Sacchnranl•ces (figura 3). 

5.2.Marcadores moleculares 

Para calcular los tamaños de los fragmentos de DNA digeridos, emplcamus 

como marcador el DNA del fago lamhda digerido con la enzima de restriccibn B.r^F,ll 

(Daniels et al., 1983) (BioLabsT^) (figura 3). 

6.­ CONSTRUCCIONES Y GENOTECAS DE PARTIDA 

Genoteca de K. lactis (Chiron Library) 

Esta genoteca fue construida por Anthony B^ake a partir de DNA gen6mico de 

la cepa Y1140 de K. lnctis, parcialmente digerido con la enrima Snu3A paia ohtener 

fragmentos de un tamaño aproximado de 9 Kb. Dichos fragmentos fueron clonados en 

el sitio BnmH1 de la porción pBR322 del vector pAB24 tal y como describen Mylin & 

col.­ (1991). Fue amablemente cedida por el Dr. Rohert Dickson (Dcpartamentu de 

Bioyuímica de la Universidad de Kentucky) y por Jeffrey R. Shuster (CHIRON 

Corporation). 
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Construcción YI-11 

Para la construcción de las delecciones del promotor de KIHEMI, se utilizó 

como molde para las reacciones de PCR, la construcción YI-11 que se caractcriza por 

tener insertado el promotor de HEMI (946 pb) de K. Inctis en el vecror integrativo 

Y[p3S6R entre los puntos de corte de los enzimas KpnI y SphI (González-Domínguez, 

1999 ). 
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Figura 3. Esquemas de los vectores empleados y del marcador de tamaño, moleculares de DNA. 
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7.­ MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

7.1.Extracción de DNA en bacterias 

7.1.1.Extracción de DNA plasmídico de E. coli (Sambrock et al., 

1989; Ausubel et al., 1995). Extracción mediante el método de 

la lisis alcalina 

Para la obtención de UNA plasmídico a pequcña (mii^iprep) y a gran escala 

(nu^.riprep) se empleó el mismo procedimiento, partiendo de un cultivo de I mL en el 

primer caso y de 2S mL en el segundo. Los volúmenes de las disoluciones utilizadas se 

adaptaron en cada caso a la escala de extracción. 

Para un cultivo de 25mL: 

Las células se inocularon en 25 mL de medio adecuado contcniendo el 

antibiótico apropiado y se dejaron crecer toda la noche a 37°C con agitaci<ín. Cuando el 

cultivo alcanzó una OD^o^ aproximada de 0,8, las células se precipitaron a 8.000 r.p.m. 

durante 5 min. Se eliminó cl sobrenadante y se resuspendió el sedimento en I,5 mL dc 

Solución I agitando en el vortex. Se incubó 5 min a temperatura ambiente con cl tutx^ 

abierto. Tras este tiempo, se añadieron 3 mL de la Solución [I y se mezcló invirtiendo el 

tubo de S a 6 veces. Se incubó S min en hielo para seguidamente, añadir 2,S mL dc 

Solución [II. Se mezcló de nuevo el tubo mediante agitaciGn en el vortex y se dej^í 

durante S min en hielo. Posteriormente se centrifugó a 12.000 r.p.m. dwante 10 min, se 

recogió el sobrenadante y se transfirió a un tubo limpio. Para la eliminación de protcínas 

se añadieron 5 mL de PCIA (mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamílico), se 

mezcló en el vortex y se centrifugó a 8.000 r.p.m. durante 5 min. Se recogió la fase 

superior acuosa y se pasó a un tubo nuevo al que sc le adicionaron 10 mL de ctanol al 

95% para precipitar el DNA. Se agitó el tubo en el vortex y se incubó a-20°C durantc 

10 min para seguidamente centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 15 min. Se lavó cl 

precipitado con 10 mL de etanol 70% y se centrifugó a 13.000 r.p.m. durante otros I S 

min. Para finalizar, se secó el sedimento al vacío y se resuspendió en 2S0 µL de agua 

bidestilada. 
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Soluciones empleadas: 

Solución I 

Glucosa SO mM 

EDTA 10 mM 

Tris-HCI pH 8 25 mM 

Se esterilizó en cl autoclave y se conservó a 4°C. 

Solución II 

Na( )H 0,2 M 

SDS 1 ^/c 

Se preparó en el momento de ser utilizada a partir de soluciones estériles de 

NaOH 0,2M y SDS al 20'I . 

Solución Ill 

Acetato 
60 mL 

potásico SM 

Acido acético 
11,5 mL 

glacial
 

Agua 28,5 mL 

Se esterilizó en el autoclave y se conservó a 4°C. 

PCIA 

Se mezcló fenol líquido en una proporción 1:1 con cloroformo y se equilibró con 

I xTE en una proporción 3: I agitando vigorosamente durante varios minutos, tras los 

cuales se dejó la mezcla a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se separó la 

fase acuosa completamente. La fase acuosa se retiró por aspiración y se repitió e 

proceso 2-3 veces. Tras el último equilibrado se añadió 1/25 volumen de alcohol 

isoamílico a la mezcla. Se conservó en oscuridad a 4°C. 
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7.1.2.Extracción mediante columnas de QIAprep® (kit comercial 

suministrado por Quiagen) 

Las células se inocularon en 5 mL de medio LB suplementado ron cl antihiótico 

adecuado y se dejaron crecer toda la noche en agitación a 37°C. F.I cultivo se repartió en 

tuhos Eppendorff^. Se centrifugó durante 2 min a 4.(x)0 r.p.m. y se eliminó el líyuido. 

Las células se resuspendieron en 250 µL de huff^er Yl agitando en cl vortex y 

posteriormente se añadieron 250 µL de buffer P2. Se mezcló el tuho por inversieín y se 

añadieron 350 µL de buffer N3 para agitar nuevamente en el vortex. Seguidamente sc 

prccipitaron las células durantc 10 min a 13.000 r.p.m. Fl sohrcnadantc fuc transfcrido a 

la columna del kit para centrifugar a 13.0(^ r.p.m. durante I min. Se eliminó el líyuido 

residual, y se lavó la columna con I mL de b^^ffer PB. Tras una centrifugación de I min 

a 13.000 r.p.m. y eliminación de nuevo del líquido restante, se añadieron 7S0 µL dc 

hnffer PE. Centrifugación dc I min a 13.(>UO r.p.m., eliminación del buŜfer residual y 

nucva centrifugación de I min a 13.0(x) r.p.m. para descartar los restos de huf/^er. Las 

columnas se colocaron sobre un Eppendorff limpio y se añadicron 50 µL de agua. Tras 

2 min de cspera, se centrifugó 1 min a 13.000 r.p.m. y se recogió la suspensión de UNA. 

7Z.Extracción de DNA en levaduras 

7.2.1.Extracción de DNA plasmídico de levaduras (Método 

modificado de Adams et al., 1997) 

Para la extracción del DNA plasmídico, se inoculó un cultivo de S mL en medio 

selectivo y se dejó toda la noche en agitación a 30°C. Se precipitaron I,S mL dc las 

células a 3.000 r.p.m. durantc 3 min. Postcriormentc las células sc lavaron con 1 mL dc 

Sorbitol 1 M y se centrifugaron nuevamente en las mismas condiciones. Se resuspendió 

el botón celular en 800 µL de Solución I y se añadieron 50 µL de liticasa (Sigma")(S 

mg/mL) para, seguidamcntc, incuhar a 37°C durantc 4S min. Transcurrido cstc ticmpo, 

se centrifugó durante 5 min a 3.000 r.p.m. y el sobrenadante fuc eliminado. Se adicionó 

al sedimento S00 µL de Solución II y se agit6 en el vortex. Se dcjcí a continuación 

durante 20 min a 65°C y se enfrió en hielo. Se añadieron I(xl µL de acetato potásico 3M 

a pH 4,8 y se incubó a-20°C un mínimo de 2 horas. 

Se realizó una centrifugación de 5 min a IS.000 r.p.m. para separar cl 

sobrenadante, al que se le agregaron 0,4 mL de etanol 959^. Se dejó precipitar a-20°C 
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durante al menos 5 min, se centrifugó y se lavó con etanol al 70%. Se centrifugó de 

nuevo y se secó el sedimento al vacío, para disolverlo finalmcnte en 0,4 mL de IxTE. 

Se extrajo el DNA con PCIA con el fin de eliminar los restos de proteína, y se 

centrifugó durante 5 min a 8.000 r.p.m. Se precipitó nuevamente con etanol según el 

procedimiento hahitual, se secó el precipitado al vacío y se resuspendió en 10 µL de 

1 xTE cuando ya estaba seco. 

Soluciones empleadas: 

Solución I 

Sorbitol 0,9 M 

NaPOa SO mM pH 7,5 

14 mM 
Mecaptoetanol 

(dil I/1000) 

Solución II 

EDTA 50 mM pH 8,0 

SDS 0, 3 ^c 

7.2.2.Extracción de DNA plasmídico empleando perlas de vidrio 

Este método se empleó para obtener peyueñas cantidades de DNA plasmídico, 

para ello se partió de un cultivo de 1,5 mL de levaduras transformadas creciendo en 

medio selectivo o también, en ocasiones, se partió directamente de masa celular 

eyuivalente 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 µL de una 

solución 2,5 M LiClz, 50 mM Tris-HCl pH 8, 4% Tritón X-100 y 62,5 mM EDTA. A 

continuación se Ics añadió a las células igual volumen dc PCIA y 0,2 g de perlas de 

vidrio de 425-600 micrones, se agitaron vigorosamente en vortex durante 2 minutos y se 

centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante 1 minuto. La fase acuosa se transtirió a un tubo 

Eppendorff limpio y se le añadió 100 µL de isopropanol y 10 µL de acetato sódico 3 M, 

se incubó durante 5 minutos en hielo y se centrifugó a 14.000 r.p.m. durante 10 

minutos. El precipitado se lavó tres veces con etanol al 70%n y finalmente se secó en una 

bomba de vacío. El DNA plasmídico se resuspendió en 5 µL de agua destilada y fue 
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empleado para transformar bacterias de E. cnli mediante electroporacicín para ohtener 

un mayor número de transformantes. 

7.2.3.Extracción de DNA de alto peso molecular de levaduras 

Fiste método modificado de Adams et ^il. (1^J97) se emplcó para ohtener altas 

concentraciones de DNA genómico. Las células de un cultivo de 10 mL en f^ase 

estacionaria se centrifugaron a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos y sc lavarun con una 

solución I M de sorbitol y 0,1 M EDTA. 

Las células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 3 min y se lavaron con I mL 

de Sorhitol 1 M, EDTA 0, I M. Se precipitaron a 5.000 r.p.m. durante 5 min y se 

resuspcndió el pellet en I mL de la solución de extracción (Sorbitol 0,9 M, I^;UTA 50 

mM. NaH^PO^ 50 mM pH 7,5, 14 mM ^3-mercaptoetanol). A la mezcla se Ic añadieron 

0,05 mL de liticasa, previamente disuelta a una concentraciGn de 5 mg/mL en agua 

estéril y se agitó suavemente dwante 30 min a 30°C. Tras este período de incubación, se 

añadió SDS hasta una concentración final del I°Ir^ y se mezcló suavemente. Se incuh6 

durante 20 min a 30"C sin agitación y se hizo un lavado con 1,5 veces el v^ilumen de 

PCIA, agitando suavcmente, para evitar roturas cn el DNA. Las f^ases se scpararon por 

centrifugación a 5.000 r.p.m. durante 10 min para conseguir una fase acuosa lo más 

limpia de proteínas posible. Para completar la extracción de proteínas, la tase acuosa se 

incubó durante 2-4 horas en hielo con acetato potásico 5 M(pH 4,8) en una proporción 

1:5, tras lo cual se centriFugó 15 min a 10.000 r.p.m. Se recogió el sobrenadante, 

descartando así el posible precipitado que se produce cuando yuedan restos de proteína. 

Una vez purificado, el DNA genómico se precipitó con 1,5 volúmenes de etanol al 95^Io, 

mezclándolo suavemente. Se dejó en hielo unas dos horas y transcurrido este tiempo se 

centrii^ugó a 5.000 r.p.m. durante 5 min. EI DNA se lavó con etanol al 70'7^ para 

eliminar los restos de sales y tras una nueva centrifugación de 2 min a 5.000 r.p.m. se 

secó el precipitado a vacío y se resuspendió en agua estéril. 

7.2.4.Extracción rápida de DNA genómico de levaduras 

Se empleó el método de Hoffman & Winston (1987) cuando f^ue necesario 

obtener pequeñas concentraciones de DNA gen6mico en el menor tiempo posihlc. Para 

ello se partió de un cultivo de 10 mL de levaduras crecidu durante una noche. Se 

centrifugó 5 minutos a 4.000 r.p.m. y se eliminó el sohrenadante. Las células se 
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resuspendieron en 500 µL de agua y se transfirieron a un tubo Eppendorff: Se 

centrifugaron durante 10 segundos a 13.000 r.p.m., se climinó el sohrenadante y se 

rompicron las células agitando en vortex brevemente. Posteriormente se resuspendieron 

las células en 200 µL de tampón Brenking (2% v/v Tritón X-100, 1% v/v SDS, 100 mM 

NaCI, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA pH 8) y 3 µL de RNAsa 50 mg/mL 

(suministrada por Qi^ingen). Se añadieron 0,3 gramos de perlas de vidrio, 200 µL de 

fenol-cloroformo y se agitó en vortex durante 3 minutos a baja velocidad. Se añadicron 

200 µL de tampón I xTE (10 mM Tris-HCl pH 7,5 y 1 mM EDTA) y se agitó en el 

vortex brevemente. Se centrifug6 5 minutos a 13.000 r.p.m. a temperatura ambiente, y 

se transfirió e] sobrenadante a un tubo Eppendorff limpio. Después de añadir 1 mL de 

etanol al 100^Ir se mezcló por inversión y se centrifugó durante 3 minutos a 13.000 

r.p.m. a temperatura ambiente. Se elimin6 el sobrenadante, se secó el DNA en w^a 

bomha de vacío y se resuspendió en 20-100 µL de 1 xTF,. 

7.3.Extracción de RNA en levaduras 

7.3.1.Método para los experimentos de northern blot 

La extracción de RNA total se realizó según el método de 'Litomer & Hall 

(1976), el agua con la que se prepararon las soluciones fue previamente tratada con 

DEPC (Dietil pirocarbonato) como describen Sambrook et al. (1989). Del mismo modo, 

todo el material empleado, tanto plástico 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 partió de cultivos de levaduras de 100 mL, crecidos en distintas condiciones 

hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm entre 0,6 y 0,8. Una vez alcanzada la 

densidad óptica requerida, los cultivos se pararon rápidamente en hielo para impedir la 

degradación del RNA y asegurar el cese del crecimiento y de la transcripción. Todos los 

procesos posteriores se realizaron en frío. 

La células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos, y se lavaron con 50 

mL de 1 xRE (Tris-HCl 0, I M, LiCI 0,1 M y EDTA 0,1 mM pH 7,5 ). En este punto, las 

células fueron utilizadas inmediatamente para la extracción o congeladas a-20°C 

durante no más de 24 horas, para su posterior utilización. F,1 precipitado celular se 

resuspendió en 1,5 mL de 1 xRE y se procedió a la rotura de las células por adición de 
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perlas de vidrio de 2 mm de diámetro hasta aproximadamente 2/i del volumen linal. Se 

realizaron 9-10 pulsos de agitación vigorosa en vortex de 20 scgundos, alternados con 

incubaciones de 20 segundos en hielo, para impedir yue la muestra se calentase por la 

fricción. 

A continuación se añadieron 2 mL de 1 xRb' con un 1'% de SllS, se mezcló hien 

y se realizaron las extracciones necesarias con 7,x mL de PCIA saturado con I xRE para 

la eliminación de proteínas, agitando en vortex y centrifugando 10 minutos a 10.O(H) 

r.p.m. para separar las fases. 

El RNA contenido en la fase acuosa se precipitó con 2,3 volúmenes de etanol al 

9S^I y 1/10 del volumen de acetato sódico 3 M, incubando unas horas a -20°G Sc 

centrifugó a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos y se lavó I-2 veces con etanol al 70'/. 

Una vez seco al vacío, el RNA se resuspendió en agua tratada est^ril fría y se congeló a 

-xo°c. 

7.3.2.Método para los experimentos de primer extensioii 

Se siguió el m^todo explicado por Chomcxynski & Sacchi en 19x7 con alguna, 

modificaciones. Se inocularon 200 mL de medio de cultivo yue se mantuvo a^0°C y cn 

agitación hasta que alcanró una OD^,^w de O,x-l. A continuación se precipitaron las 

células durante S minutos a 5.(>UO r.p.m. Se eliminb el sobrenadantc y se resuspendib el 

pellet en 1 mL del mismo medio de cultivo al quc se le añadicron perlas de vidrio de 2 

mm de diámetro hasta aproximadamente 2/3 del volumen final. Sc llevaron a cabo 1 S 

pulsos de 20 segundos de agitación vigorosa en el vortex para romper las células. Entre 

pulso y pulso, se mantuvieron los tubos cn hielo durante 20 segundos. 

Seguidamente se añadieron 10 mL de Trizol (TRIroI^"' Reagent. Life 

Technologies) y se agitó la mer.cla durante I minuto en el vortex, para lucgo mantener 

otros S minutos a temperatura ambiente. Fntonces se agregaron 2 mL de cloroformo 

para a continuación agitar 15 segundos en el vortex y mantener entre 3 y 10 minutos a 

temperatura ambiente. 

Se centrifugó durante S minutos a 10.000 r.p.m. y se transtirió la fase acuosa 

superior a un nuevo tubo teniendo cuidado de no llevar nada dc la interfase en la quc se 

encuentra el DNA y las proteínas. Se añadieron 5 mL de isopropanol, se mezcló en el 

vortex y se mantuvo durante 10 minutos a temperatura amhiente, tras lo cual sc 

procedió a una centrifugación de 10 minutos a 10.000 r.p.m. Se eliminó cl sohrenadantr 
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con cuidado, y se lavó con 2 mL de etanol al 70% en agua. Se centrifugó de nuevo en 

las mismas condiciones y se repitió el proceso una vcz más. 

A continuación se resuspendió el pellet en 500 µL de agua tratada con DF.PC, se 

transfirió a un tubo Eppendorff, se añadieron 500 µL de Brrff^er LiCI (4M LiCI, 20mM 

Tris-CIH pH 7,5) y se mantuvo durante una noche a-20°C. 

Al día siguiente se centrifugó a 13.0(x) r.p.m. durante 30 minutos a 4°C. Se lavó 

dos veces con etanol al 70% el precipitado, se secó al aire rápidamente y se resuspendió 

en 80 µL de agua tratada. 

7.4.Medida de la concentración de ácidos nucleicos 

7.4.1.Medida de la concentración de DNA 

Se tomaron 5 µL de la preparación de DNA, libre de RNA, y se Ilevaron a un 

volumen final de 1 mL con agua bidestilada. Se eligió siempre esta dilución para 

facilitar los cálculos posteriores pues de este modo el valor de absorbancia obtenido se 

multiplicó por un fac[or de 10 para expresar así la concentración en µg/µL. Las 

mediciones se efectuaron en un espectrofotómetro Cecil CE 2041 utilizando cubetas de 

cuarzo de 1 mL. Se midió la absorbancia de las muestras a dos longitudes de onda, 260 

y 280 nm. La concentración real se calculó estableciendo la equivalencia entre una 

unidad de A^6o y una concentración de 50 µg/mL de DNA de doble hebra. 

La relación A^^/A280 es un índice del grado de impurezas que contiene la 

muestra. La relación ideal se ajusta a un valor aproximado de 1,8 (Sambrook et al., 

I 989). 

La concentración de aquellas muestras que contenían RNA fue estimada en geles 

de agarosa teñidos con bromuro de etidio, comparando la intensidad de tluorescencia dc 

las bandas de las muestras con un marcador de concentración conocida. Se empleó para 

ello el programa Quantity One^ de BIORAD. 

7.4.2.Medida de la concentración de RNA 

Las medidas de la concentración de RNA se realiraron del mismo modo que las 

de DNA, utilizando 4 µL de muestra llevados a I mL en agua bidestilada estéril y 

teniendo en cuenta que una unidad de A^^^ equivale a 40 µg/mL de RNA. La relación 

óptima A^^/A^80 toma, en este caso, un valor de 2(Sambrook ej al., 1989). 
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7.S.Purificación de DNA a partir de geles de agarosa 

Los fragmcntos de DNA plasmídico geneiados por la actuación de las 

endonucleasas de restricción, fueron migrados en un gel dc agurosa 1-1,5°l0 (según el 

tamaño del fragmento a rescatar). Una vez desarrollada la elcctrof•oresis, se purif^icaron 

las íracciones dc DNA empleando el kit Ultrnfree^'-DA de Mil/ipore. 

7.6.Concentración de DNA a partir de PCR o de rescate de gel 

Para ayuellos casos en los yuc cl DNA rescatado iha a ser empleado para su 

clonación en un vector, tras purificar el DNA con los tubos Ultrnfi•ee`R'-DA de Millipore, 

se emplearon los tubos Microcon® PCR de Millipore para concentrar el volumen 

obtenido en 20 µL de agua bidestilada. Tambií;n fucron empleados los tubos 

SpinClenrlT`^ PCR PuriFicntion Kit de Mbiotech Inc. 

7.7.Manipulación enzimática del DNA 

7.71.Digestiones enzimáticas 

Tanto el DNA plasmídico como el genómico fueron digeridos con 

endonucleasas de restricción de diversas casas comerciales siguicndo sus 

recomendaciones en cuanto al tampón y a la temperatura utilizadas. Los tiempos de 

digestión variaron entre las 2 y 14 horas según la cantidad de DNA a digerir y las 

enzimas empleadas. 

7.7.2.Reacciones de ligamiento 

Se emplearon la DNA ligasa T4 de Roche", GibcoBRL e Invitrogcn^^^, con cl 

tampón suministrado con la enzima. Los ligamientos se realizaron en un volumcn de 10 

µL añadiendo un volumen variable de DNA (gencralmente una proporci^ín I:10 dc 

vector e inserto a clonar} y 1 U de ligasa. Se incubó 2-4 horas a temperatura ambicnte o 

toda la noche a 4°C cuando el ligamiento era de extremos cohesivos. Cuando el 

ligamiento era de extremos romos se incuhó a 14-18°C toda la noche. 

Para clonar productos de PCR se empleó el kit comercial pGEM`^^-TEns.^^ Vector 

Sy°steni de Promega. El ligamiento sc realizó en un volumen final de 10 µL, añadicndo 3 

µL del producto de la PCR, S µL del rnpid tampón 2x dc la UNA ligasa T4, I µL del 

vector pGEM"'-TEasy (SO ng/µL) y 1 µL de la DNA ligasa T4 (3U/µL). Se mczcló la 
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reacción con la micropipeta y se dejó incubar durante toda la noche a 14°C o a 

temperatura ambiente durante 1 hora. Como el vector posee el gen IncZ que codifica 

para la ^3-galactosidasa de E. coli, cuando se clona el inserto se interrumpe el gen y por 

tanto, sólo las colonias de color blanco que aparercan en las placas de transformación 

(placas LBA suplementadas con el substrato cromogénico X-Gal y el inductor [PTG del 

gen lnc^ serán las yue contengan el producto de PCR clonado. 

7.7.3.Tratamiento con RNAsa 

Para las reacciones de PCR de reconocimiento de clones y para la visuulivación 

de las reacciones de digestión en un gel, el DNA empleado fue tratado con 0,4 µL de 

RNAsa (25 mg/mL) por cada 20 µL (concentración aproximada 0,5-0,8 Ng/NL) de 

DNA. Se dejó actuar la enzima durante 5 min a temperatura ambientc. 

La dilución de la RNAsa se prepar6 a partir dc un stock 100 mg/mL de RNAsa 

A de Quingect mediante una dilución con buffer IxTE (Tris O.SM, O,O1M EDTA). Se 

mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso. 

7.7.4.Amplificación de ácidos nucleicos por PCR 

Consideraciones generales sobre la técnica 

EI principio de la PCR se basa en utilizar de manera repetitiva una de las 

propiedades de las DNA polimerasas: la capacidad de sintetizar una hebra 

complementaria de DNA a partir de un iniciador o DNA cebador y un molde de hebra 

simple. Para ello se utilizcí Tnq DNA polimerasa^. 
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Productos empleados 

Mc^cla dc PCk: 

32 µL de H^O destilada 

5 µL de buffer de la Tay Polimerasa l Ox 

2 µL de MgCI^ 25mM 

4 µL de mercla de dNTPs 2,5 mM 

2 µL de DNA molde (las extracciones de DNA de cada caso) 

2,S µL de cada cchador 0,01 nm/µL 

O,S µL de Tay DNA polimerasa de Roche. 

Los programas empleados para realiTar las amplificaciones de DNA por PCR 

variaron tanto en la temperatura de hihridacicín como en el tiempo de elongaciiín 

dependiendo de: 

•­ La temperatura de fusi6n de los oligonucle^ítidos emplcados. 

•­ La longitud en pares de bases del fragmento a ampliticar: se toma como 

referencia 1 minuto por cada I(^0 pares de hases. 

Hl esyuema general de los ciclos fuc el siguicnte: 

Ciclos de PCR: 

1 ciclo 9S°C 3 minutos desnaturalización inicial 

30 ciclos 9S°C 30 se^undos desnaturalización 

X°C 4S segundos hibridación cehador-llNA moldc 

72°C 2 minutos elongacibn 

I ciclo 72°C 10 minutos elongación final 

12°C inf^inito 

8. IDENTIFICACIÓN DE CLONES POR PCR 

Aunquc todavía son pocos los gcnomas microbianos yuc han sido secucnciados 

completamente, para la mayoría se está usando la estrategia de secuenciar el gcnoma 

parcialmente y de modo aleatorio (Feldman, 2000). Las bases de datos conticncn 

abundantes secuencias RSTs ("Rnndoni Sequenced Tngs") que se puedcn utilirar para 

clonar genes completos. Una aproximacibn clásica en estos casos cs la hihridaciún de 

colonias, sin emhargo esta técnica es tediosa y con frecuencia da lugar a muchos 
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candidatos positivos que posteriormente resultan ser falsos positivos. La estrategia 

DCh^^PCR (Díaz-Prado et nl., 2004) y la disponibilidad de una genoteca de K. lnctis en 

el vector de clonación pAB24, conocida como genoteca Chiron (materiales y métodos), 

permite la identificación del clon de interés en una semana. La técnica consiste en la 

identificación de un clon por PCR en un "pool". 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. 

Para optimizar la técnica se realizó una transformación de prueba por 

electroporación de la línea DHIOB de E. coli con 1 µL de DNA de la genoteca de K. 

lnctis en el vector pAB24. Esta transformación sirvió para determinar la eficacia de la 

transforn^ación y por tanto, el número de transforn^aciones que era necesario realizar 

para conseguir los como mínimo 20.000 transformantes que asegurasen 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 cálculos correspondientes, se 

decidió llevar a cabo ocho transformaciones y cada una de ellas se sembró en cinco 

placas. Posteriormente, una vez obtenidos los transforrnantes, se realizaron dos réplicas, 

mediante la técnica del replicn-plntting, ver sección 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 días posteriores la colonia de interés, es 

decir, la que porte el clon con el gen que se está buscando, pueda ser rescatada y aislada 

de la placa. Por este motivo, el tiempo de crecimiento en placa después de la 

transformación debe ser el mínimo necesario, con el fin de evitar el solapamiento de 

unas colonias con otras. Las réplicas de la placa se emplearon para Ilevar a cabo las 

sucesivas extracciones de DNA, guardando la placa con las colonias originales en la 

nevera a 4°C para su posterior utilización. 

Descripción de la técnica paso a paso 

l. Es necesario empezar con una genoteca que contenga el gen de interés y un 

par de cebadores diseñados para amplificar por PCR una parte de la secuencia de este 

gen. La amplificación tiene que ser específica. La primera precaución es verificar si los 

cebadores hibridan en el vector usado para construir la genoteca en cuyo caso se 
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obtendrían handas inespecíficas por PCR. Además, se empleó DNA genómico comu 

molde de una reacción de PCR yue se utilizaría como control positivo. 

2. F.l primer día la genoteca se amplificó para obtener colonias bactcrianas 

individuales. El número de colonias depende del tamaño dcl genoma y de los inscrtos dc 

la genoteca. En este ejemplo, se ohtuvieron aproximadamente 40.000 colonias 

hacterianas individuales por electroporación, distrihuidas en 40 placas Petri. El segundo 

día las placas Petri individuales que contenían las colonias bacterianas se replicaron dos 

veces con paños de terciopelo (Miller, 1992). El tercer día se extrajo cl DNA plasmídico 

-minipreparación (Sambrook et al., 1989)- a partir del segundo conjunto de réplicas (C), 

es decir, a partir del conjunto de colonias hacterianas enconuadas en cada placa Petri. 

Se realizó una minipreparación de DNA plasmídico por cada placa Pctri. 

3. Las alícuotas procedentes dc las minipreparaciones se mezclaron en ocho 

grupos yue se utilizaron como DNA molde en reacciones de PCR con cebadures 

específicos. Se identilicó de este modo el grupo portador del clon de intcrés. 

4. Se realizaron nuevas reacciones de PCR con los mismos cebadores pero 

usando como DNA molde las minipreparaciones individuales que previamentc se 

habían mezclado en el grupo que había dado la banda positiva. La minipreparación yue 

dio la banda del tamaño esperado permitió la identificación de lu placa Petri quc 

contenía el clon de interés. 

5. F.l cuarto día la placa Petri fue analizada por sectores, es decir, se dividió en 

varias partes, a las cuales se les extrajo cl DNA plasmídico, mezclando todos los clones 

bacterianos de un mismo sector. La primera réplica (B) fue la que se usó para estc 

propósito. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando cada minipreparación de 

cada sector de la placa como DNA molde. La minipreparación que dio la handa del 

tamaño esperado permitió la identificación del sector de la placa Petri quc contenía el 

clon de interés. 

6. Las colonias bacterianas individuales de este sector de la placa Petri original 

se resembraron individualmente y se les hicieron extracciones individuales de DNA 

plasmídico. EI quinto día se realizaron reacciones de PCR utilizando cl llNA de estas 

minipreparaciones individuales como molde. La minipreparacibn quc dio la banda del 

tamaño esperado pcrmitió la identificación de la colonia bacteriana que contenía cl clon 

de interés. 

7. El paso final, consistió en aislar colonias (Miller, 1992) a partir del candidato 

seleccionado, posteriormente fue verificado nuevamente por PCR y secuenciado. 
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9. MÉTODO DE PRIMER EXTENSION
 

El método de primer extensión se emplea tanto para realizar un mapa y 

cuantificar la región terminal 5' del RNAm como para detectar precursores e 

intermediarios del procesamiento del RNAm. El RNA a analizar es hibridado con un 

exceso de oligonucleótido en presencia de ;`Pa-dATP y posteriormente se emplea una 

transcriptasa reversa para extender a partir de este cebador la molécula de 

DNAcomplementario (DNAc) al moldc dc RNA. La longitud resultante del DNAc, se 

mide por electroforesis en un gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes junto 

con una reacción de secuenciación del gen a estudio realizada con el mimo cebador. De 

esta manera, se refleja la distancia existente entre el nucleótido final marcado del 

cebador y el extremo 5' terminal del RNA, determinando de este modo el punto de 

inicio de la transcripción. 

9.1.Síntesis de DNAcomplementario (DNAc) a partir de 

RNAmensajero (RNAm) 

Se empleó este protocolo para la obtención de DNAc para experimentos de 

primer extension. 

Tras la obtención de RNA por el método de TRI7.OL, se mezclaron 12 µL de la 

suspensión que contenían aproximadamente 60 µg de RNA total, con 2 µL del 

oligonucleótido específico (500 ng). Se incubó la mezcla durante 10 minutos a-70°C. 

Se enfrió brevemente en hielo durante 10 minutos y se añadieron 6 µL de buffer 

1"strn^rd SX de Invitrogen rM, 3 µL de DTT 0, I M, I mL de mezcla de nucleótidos 

(16mM dCTP, dGTP, dTTP y 100 µM dATP), 5 µL de ^^Pa-dATP (50 µCi) y 2 µL 

(200U) de SuperScript^'"' l/ Reverse Trnnscripta.re de InvitrogenT^. Se incubó a 43°C 

durante 1 hora. A continuación se sometió la mezcla a un proccso de hidrólisis alcalina 

del RNA restante añadiendo I µL de SDS al 1%, 1 µL de EDTA O,SM pH 8,0 y 3 µL de 

NaOH 3M. Se incubó durante 30 minutos a 65°C y durante I S minutos a temperatura 

ambiente. Se añadieron a continuación 10 µL de Tris-HCl pH 8,0 1 M y 3 µL de HCl 

2N. Seguidamente, se precipitó el DNAc agregando 5 µL de NaOAc pH 5,3, 5 µL de 

RNA transferente 10 mg/mL (favorece el proceso de precipitado del DNAc) y 60 µL de 

isopropanol. Se mantuvo durante 2 horas a-80°C y se precipitó a 13.000 r.p.m. durante 

30 minutos. Se resuspendió el pellet de DNAc en 10 µL de agua bidestilada. 
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9.2.Secuenciación manual de la región promotora del gen 

AI mismo ticmpo, cmplcando cl mismo oligunuclr^ítido yuc cn cl apartado 

anterior, se procedió a realizar una reacción de sccucnciaciún del promotor en estudio. 

Se empleó cl m^todo de Sangcr (Sangcr et nl., 1977), utilirando Seyuerinse Version 2.0 

DNA Sequeiicing Kit de USB corporation. Se utiliró DNA plasmídico cxtraído con las 

columnas de Qingen. A continuación se siguieron las indicaciones del kit para Ilevar a 

cabo la secucnciación empleando el nucleótido marcado a'^P-dATP dc Amci:tiham Lif^e 

Science Inc. 

F.l producto final Fue desnaturalixado durante 5 minutos a 6S°C antes de ser 

cargado en un gel de poliacrilamida en un sistema de secuenciaci6n manual dr 

BI()RAD. 

9.3.Electroforesis en gel de acrilamida 

Se preparó una disolución de acrilamida y his-acrilamida al 4S`I yuc sc mantuvo 

como stock en oscuridad y a 4°C. A partir de ella se preparó la mezcla dcl gcl al 7^/ yue 

sc mantuvo cn las mismas condicioncs. La composición de las solucioncti cmplcadas fuc 

la siguientc: 

Disolución stock al 45% (S00 mL) 

Acrilamida 217,5 g
 

Bis-Acrilamida 7,5 g
 

IOxTBE (500 mL) 

Tris (900mM) S4 g 

Ácido bbrico (900mM) 27,5 g
 

EDTA (40mM) 7,4 g
 

Mezcla de ^el al 7% (S00 mL)
 

Urea 210 g
 

Disolución stock al 45°^r 78,1 mL
 

IOxTB1= SO mL
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Se tomaron 80 mL de mezcla del gel al 7% y se añadieron RO NL de TEMED 

(Sigma^') y 360 NL de una solución al 10^1> de APS (Sigma`"') para catalizar la 

polimerización. La mezcla resultante se inyectó entre dos cristales separados una 

distancia de 0,4 mm, uno de los cuales estaba tratado con una disolución al 5% de 

dicloro-dimetil-silano en clomformo. Una vez polimerizado, el gel se montó en el 

sistema de secuanciación BIORAD y se sometió a una pre-electroforesis (sin carga de 

mucstra) durante 30 minutos a I.500 V, hasta que se alcanzb una temperatura entre 50­

55°C. Antes de comenzar con la carga de las muestras, sc limpiaron los pocillos con el 

buff^er empleando una pipeta Pnsteur para eliminar la urea precipitada. Se conectó de 

nuevo la fuente de alimentación y se dejó que la electroforesis se desarrollase hasta la 

salida por la parte inferior del gel de la segunda banda del arul de carga (3-4 horas). 

Terminada la electroforesis, se separaron los dos cristales con cuidado, de 

manera que el gel se quedó adherido al cristal que no estaba silanizado. 

9.4.Transferencia, exposición y análisis 

Una vez separados los cristales, se colocó un papel de filtro encima del gel de 

poliacrilamida para que se pegase a él. De este modo se pudo despegar el gel del cristal 

sin que se rompiese. Seguidamente se colocó sobre una nueva hoja de papel de filtro, y 

se sometió a secado durante I hora a 80°C en un desecador de geles a vacío. llespués de 

terminar la transferencia, el gel se introdujo en una funda de plástico y se expuso 

durante 3-4 días a una pantalla de fósforo del sistema Pltosphnr/mager SI^M. 

Transcurrido este periodo de tiempo, las pantallas fueron escaneadas en el 

Pliosphorlmnger S/^M Scanninq /r^rstrument 425 de Moleculcrr D^^namics, y las imágenes 

capturadas con el sofnti^are Image Quant versión 5.0. de Moleci^lnr D^^n^mrc•s. 

10. NORTHERN BLOT 

10.1.Condiciones de extracción de RNA 

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

este problema se tomaron las siguientes precauciones: 

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

(DEPC) de Sigma^, al 0,1 ^70, se agitaron toda la noche a 37°C y, al día 

siguiente, se esterilizaron en autoclave para eliminar el DEPC remanente. 

Alguna solución, como el tampón Tris^^^-EDTA^'^, no se trató con DEPC ya 
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que éste modificaría covalentementc los grupos amino que c<+nticne. Se 

preparó directamente usando agua tratada y reactiv^is lihres de RNAsas. EI 

SllS^^', que no puede ser esterilizado en autoclavc, se preparó de igual mod Ŝ ^. 

•­ El material de plástico se enjuagó en cloroformo aclarándolo p^^stcriormente 

con agua tratada. 

•­ Se usaron guantes en las operaciones de extracción de RNA, ya yue las 

manos son la mayor fuente de RNAsas contaminantes. 

•­ Todas las operaciones de extracción sc realizaron a 4"C. 

( I)­ Tris-HCI: 2-Amino-2(hidroximetill-I-3-propanodiol equilibrado con ácido clorhídrico. 

(2)­ EDTA: Ácido etilenodiamino Ŝ etraacético. 

(3)­ SDS: Dodecil Sulfato Sódico­

10.2.Extracción de RNA de levaduras 

La extracción de RNA total se realizó según el mítodo de "l.itomer & Hall 

(1976), véase extracción de RNA de levaduras en cl apartado dc extracción de ácidos 

nuclcicos. 

10.3.E1 gel de agarosa 

Para preparar el gel de agarosa al 1,5'I^ se pesar^m I,R g dc agarosa y sc 

mczclaron con 6 mL de tampón 20xMOPS (ácido 3-[N-MorF^^lino^-propano-sulfónico 

0,2 M, acetato sódico 0,05 M pH 7, EDTA 0,01 M, conservado en oscuridad) y 94 mL 

de agua tratada con DEPC al 0,1%. Se disolvió la agarosa en un microondas y se dejó 

enfriar en un baño a 65°C. Justo antes de verterla en la base de la electroforesis, se 

añadieron 20 mL de formaldehído al 37%, se mezcló y tras verter, se dejó 30 minutos 

en una campana de extracción para eliminar los vapores tóxicos del fonnaldehído. Una 

vez polimerizado el gel, se guardó en la nevera o cámara fría hasta el momento de scr 

utilizado evitando así que se resecase. 

10.4.Las muestras de RNA 

Se mezclaron 20-40 µg de RNA (en un volumen final de 10 µL), c<in 20µL de 

buffer muestra ( 1,44 mL de formamida desionizada, 225 µL de tampón 20xMOPS, 576 

µL de formaldehído al 37%, 160 µL de agua tratada estéril). Se desnatwalizó la mezcla, 
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incubando 5 minutos a 65°C y enfriándola rápidamente en hielo, se le añadió I,5 µL de 

tampón "azul de carga" ( glicerol 50%, azul dc hromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25%) 

y se mantuvo en hielo hasta cargar el gel. 

10.5.La electroforesis 

La electroforesis se llevó a cabo en una cubeta de electroforesis HE100 Super 

Snb^`" Hori:ont^! Unit de Hoefer que posee un circuito de refrigeración para evitar la 

degradación térmica del RNA y un sislema de mezcla del tampón de electroforesis que 

permite una separación uniforme de las muestras. El tampón de electroforesis fue 

1 xMOPS. 

Después de cargar las muestras, se conectó la fuente a 100-1OS V durante unas 

2-3 horas, hasta que el primer frente (azul de bromofenol) recorrió aproximadamente 10 

centímetros. Se tiñó el gel con bromuro de etidio (1/10) durante 5 minutos y se aclaró, 2 

veces, durante 10 minutos en agua tratada y en agitación moderada. Se fotografió el gel 

y a continuación se transfirió a una membrana de nylon mediante vacío. 

10.6.La transferencia 

h'n las transferencias, se utilizaron membranas de nylon (tamaño del poro 

0,45µrn) con cargas positivas (Roche°) que se cortaron a medida y que, inmediatamente 

después de humedecerlas en agua tratada, se sumergieron en una solución de IOxSSC 

(NaCI I,5 M, citrato sódico O,1S M) durante 10 minutos antes de realizar la 

Iransfcrencia. 

Se transfiri6 cl RNA a la membrana utilizando una solución de IOxSSC a una 

presión de vacío de 50 a 60 mBa durante I hora, se retiró el gel (comprobándose en el 

transiluminador que todo el RNA había sido transferido) y tras un lavado rápido de la 

membrana en IOxSSC pa^a eliminar los fragmentos de agarosa y el exceso de sales, se 

fijó el RNA a la membrana con luz UV, mediante el dispositivo UV Cross Linker S00 

de Hoefer, aplicando una energía de 120 mJ/cm` de membrana o, alternativamente, en 

un transiluminador UV durante 5 minutos. Finalmente se etiquetó la membrana, se selló 

en una bolsa de plástico y se conservó en la nevera a 4°C hasta la hibridación. 
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10.7.Preparación de las sondas 

Las sondas se marcaron por el método del "i•andom-primecl" (cebadores 

aleatorios) (Feinberg & Vogelstein, 1983) utilizando los rcactivos suministrados en cl 

kit Prime-a-Gene Lnbeling S^^stem (Pron^egn). Para cllo, se disolvicron entre 30 ng y 

3µg de DNA en 14 µL de agua, tie hirvieron durante S minutos para su 

desnaturalización, y se enfriaron rápidamente en hielo. AI 1)NA desnaturalizado sc le 

aiiadió: 

Mezcla de marcaje 7 µL 

a'`P dATP* 3 µL 

Klenow SU/µL I µL 

H^O hasta V, =2S µL x µL 

* Suministrado por la casa comercial Amershnm Phnnnacin Biotech. 

Mczcla de marcaje: Tampón de marcaje 5x* 300 µL 

dCTP (1,5 mM ) 20 µL 

dGTP ( I,S mM ) 20 µL 

dTTP ( I,5 mM ) 20 µL 

BSA^"(10 mg/mL) 60 µL 

*Tampón de marcaje Sx: (Tris-HCI 250 mM pH 8,0, MgCI. 25 mM, DTT 10 mM, HF.PES"' I M pH 6,6, 

26 unidades de A,fi,^mL de hexadesoxirribonucleótidos aleatorios). 

( l ) BSA: Seroalbúmina bovina. 

(2) HEPF,S: Ácido(4-(2-Hidroxictil)-1-piperazina-etano-.tiulti5nico). 

Se incubó durante un mínimo de I hora a 37°C. 

Para rectificar la pequeña heterogeneidad resultante de defectos de carga del 

RNA entre los distintos pocillos del gel, se hibridaron posteriormente los filtros con una 

sonda del gen del RNAr 25S, constitutivo en las condiciones de ensayo (o 

alternativamente SNR17A). Se sintetizó una sonda oligonucleotídica (5'-

CTCCGCTTATTGATATGC-3') a partir de la secuencia de DNA que codilica el RNAr 25S 

y se marcó mediante marcaje terminal con y^^P-ATP (Lillehaug & Kleppe, 1975) 

utilizando T4 polinucleótido quinasa. 
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En este caso se mezclaron en un volumen final de reacción de 15 µL: 

- 5-10 pmol del oligonuclcótido 

- lµL de tampón lOx (Tris-HCl 500 mM, MgCI^ 100 mM, F:DTA 1 

mM, DTT 50 mM, espermidina 1 mM, pH 8,2) 

- l µL de y3`PATP* 

- lµL de T^-polinuclcótido quinasa IOU/µL (Roche) 

* Suministrado por la casa comercial Amershnm Phnrnrnc•in Bioterk. 

Se dejó incubando la reacción a 37°C durante 30 minutos y se añadió 

posteriormente a la solución de hibridación. 

10.8. Separación y cuantificación de la incorporación de isótopo 

Para poder valorar la incorporación de isótopo en el DNA, se prepararon 

columnas de exclusión con Sephadex G-50 saturado con STE (Tris-HCl IOmM pH 7,5, 

EDTA 0, I mM y SDS 1^Io). Una vez empaquetada, se equilibró la columna con STE, se 

añadió el DNA marcado y se recolectaron 6 fracciones al final de la columna en tubos 

Eppendorff; haciendo pasar por la columna 400 µL de STE para la primera fracción y 

luego cinco veces 200 µL de STE para las siguientes. El isótopo no incorporado se 

quedó retenido en las columnas. 

A continuación, se localizaron las fracciones con mayor incorporación de 

radioactividad con el sensor de un contador Geiger (mini-mottitor G-M tulie serie 900 

de Morgat^), posteriormente, se determinaron las cuentas por minuto (cpm) de cada una 

de estas fracciones utilizando un contador de centelleo de radiaciones ^3 (Wnllac S^stem 

1410t M liquid scintillation counter de Phannacic^) y se recogieron ayuellas muestras dc 

DNA con cl mayor número de cuentas. 

10.9.Reacciones de hibridación y lavado 

Se introdujeron las membranas en botellas de hibridación e inmediatamente 

después de añadir 20 mL de solución de hibridación (NazHPO^ 1 M a pH 7,2, SDS 20^Io 

y EDTA O,S M) (Church & Gilbert, 1984), se dejó prehibridando I hora a 60-65°C en 

un horno de hibridación (Minihybrrdisntion oven de APPL/GENE e H^•bridi^ation oven 
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Moclel 100-1 de SHEL-LAB) con cl tin dc eliminar posihles uniones inespecíficas 

durante la hihridación. Transcurrido estc tiempo, se renovó la ^olución dc hihridación 

(10 mL) y se añadi<í la sonda marcada y dcsnaturalirada (400 µL) cuidadrnamcntc para 

que no tocase la membrana antes de yue se diluyese en la solucicín dc hihridación. La 

hihridación se realizcí durante una noche a la misma temperatura. Para las hihridaciones 

con la sonda de RNAr 25S se procedicí de la misma manera cxccpto yue la tempcratura 

dc hibridación fue de 42°C. 

Al día siguiente, por la mañana, se retiró la solución de hihridación y se proccdicí 

al lavado. Tras la hibridación se eliminó la sonda nu unida mediante una scric dc 

lavados con 20 mL dc una solución dc 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 

hihridación, seguido de dos lavados de 10 minutos a temperatura amhiente; aunyue el 

número y duracicín de los lavados varió dependicndo del grado de cmisión de las 

mcmbranas. Para la sonda oligonucleotídica dc kNAr 25S los lavados sc hicicron a 

42°C. 

Después de retirar la solución de lavado, las memhranas radioactivas se 

introdujeron en una bolsa de plástico para poder exponerlas a la pantalla de fósforo del 

sistema Phosphorlmnger SI^M en unos casos y en oU•os a las películati de 

autorradiografía, para su análisis postcrior. 

Las membranas ya hibridadas con una determinada sonda se lavaron, en algunos 

casos, con una solución 0,1 xSSC y SllS 0,1 % durantc 2-3 horas a 80°C para proccdcr a 

una nucva hihridación con una sonda distinta. 

10.10.Cuantificación de los niveles de expresión 

Para analizar las señales radiactivas de hihridación sohre la memhrana dc nylon 

se usó un escáner (P/^osphorlmnger S/^M Scnnning [nstrument 425 de Mo/ec•n/nr 

D^^namics) para el caso de las pantallas de fósforo y un densitómctro Personul 

Densitometer S/^M (Moleculnr D^^namics) para las películas de autorradiografía. Las 

cuantificaciones de las señales se realir.aron empleando el programa informático Image 

Quant versión 5.0. de Molecular D^^n^mics. Las señales correspondientes a loti RNAm 

se cuantificaron y se normalizaron los valores ohtenidos respecto a la carga relativa 

inicial. 

S7
 



Materiales y métodos 

11.INTRODUCCIÓN DE DNA EN LAS CÉLULAS. MÉTODOS DE 

TRANSFORMACIÓN 

11.1.Técnicas en bacterias 

11.1.1.Preparación de células competentes y transformación. 

Método con cloruro de rubidio (Kushner, 1978) 

Preparación de bacterias competentes 

Se inoculó medio SOC (vcr medios de cultivo) con un volwnen adecuado de 

preinóculo. Se recomienda empezar añadiendo 1/100 del volumen del medio, por 

ejemplo 3 mL de preinóculo en 300 mL de medio SOC. Se mide la OD6^ en el 

espectrofotómetro. 

Se incubó el cultivo a 37°C y agitación (300 r.p.m.) hasta alcanzar la Oll 

deseada (OUbo^ ^ 0,5-0,6). En ese momento, se introdujo el cultivo en hielo durante 10 

min para detener la división celular. Transcurrido ese tiempo, se vertió el cultivo en 

tubos de centrífuga estériles y previamente cnfriados y se realizó una precipitación 

durante 7 min a 5.000 r.p.m. en una centrífuga refrigerada. Es importante yue en todo 

momento las células se encuentren en un medio frío, por lo que se mantuviemn en un 

baño dc hiclo. 

Descartado el sobrenadante, se añadió una pequeña cantidad de solución TFB-1 * 

en cada tubo de centrífuga. Se resuspendieron las células hasta que no se observó 

ningún grumo y se completó el volumen de TFB-1 hasta los 40 mL. Se mantuvo la 

suspensión en hielo durante 5 min para permitir la actuación del TFB-L Transcurrido 

este tiempo, se centrifugó a 5.000 r.p.m. durante 7 min. Se descartó el medio dejándose 

únicamente las células y se añadió una pequeña cantidad de TFB-2** (también 

previamente enfriado). Se resuspendieron las células hasta que no quedaron grumos y se 

completó el volumen con el TFB-2 restante. 

Finalmente se repartió la mercla celular en alícuotas de 100 µL en tubos 

Eppen^%rff (previamente enfriados) yue se mantuvieron en hielo seco hasta su 

almacenamiento definitivo a -80°C. 
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• HO ml dc TFB-1 compuesto por: 

CIzRb 0,)64 g 

CI^Mn 0,7t^8 g 

CH3COOK 0,232 g (pH 5,2i> 

CIzCa 0,1 I 6 g 

Glicerol 12 mL 

Enrasar a 80 mL con agua bidestilada. Esterilizar en cl autoclave. 

** 1 S ml dc TBF-2 compucsto por: 

ClzRb 0.02 g
 

CIzCa o.2 g
 

Glicerol 2,28 mL 

Enrasar a 15 mL con agua hidestilada. F,sterilizar en el autoclave. 

Transformación de las células 

La transf^ormación sc llcvó a caho utilizando alícuotas dc 100/20U µL dc células 

competentes recién descongeladas a las que se añadi6 el volumcn necesario de DNA 

plasmídico y se incubamn a 0°C durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se someticron 

a un choque térmico a 42°C durante S min para luego añadirles 1 mL de medio LB e 

incuharlas a 37°C durante I hora. Pasado este tiempo, las células se precipitaron a 6.0(x) 

r.p.m. durante 3 min, se eliminó el sobrenadante y sc resuspendieron en un vulumcn de 

100 µL de LB para semhrar finalmente en placa selectiva LBA. 
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11.1.2.Preparación de células electrocompetentes y transformación. 

Método de electroporación 

Preparación de bacterias electro-competentes 

Se inocularon 10 mL de medio LB con las células bacterianas y se dejó crecer en 

agitación a 37°C durante una noche. Al día siguiente se inoculó I litro de LB con ese 

pre-inóculo y se incubó en agitación hasta alcanzar una OD^o ^ 0,5-0,6 para que el 

cultivo se encontrase en la fase logarítmica de crecimiento. 

En ese momento, se in[rodujo el cultivo en un recipiente con hielo durante 10 

min para detener cl crecimicnto. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las células a 

5.000 r.p.m. durante 5 min para lavarlas a continuación con 50 mL de agua estéril fría. 

Se centrifugaron de nuevo y se volvieron a lavar de modo que se eliminasen todos los 

restos de medio de cultivo o sales que pudieran interferir en la electroporación 

provocando descargas eléctricas y la muerte de las células. 

Se realizaron dos nuevos lavados en glicerol al 10% frío. Finalmente se 

resuspendieron las células en 2 mL de glicerol al 10^h. Esta suspensión celular fue 

repartida en alícuotas de 50 µL en tubos Eppeirdorff previamente enfriados, y que se 

mantuvieron en hielo seco hasta su almacen^uniento definitivo a-80°C. 

Transformación de las células electro-competentes 

La transformación se Ilevó a cabo tomando una alícuota de 50 µL recién 

descongelada a la que se le añadió el volumen de la suspensión de DNA transformante. 

Se mezcló suavemente y se introdujeron las células en una cubeta especial para el 

electroporador (Electroporation Cuvette lmm. EQUIBIO). La cubeta se introdujo en el 

electroporador GENE PULSER® de BIORAD y se sometieron las células a un pulso 

eléctrico en las siguientes condiciones: 

Voltaje 2,5 KV 

Capacitancia 2S µF 

Resistencia 200 S2 

Tiempo 4,8 mseg 

Tras lo cual se añadió 1 mL de LB y se incubaron durante 30 min a 37°C. 

Transcurrida la incubación, se centrifugaron las células a 6.000 r.p.m. durante 10 min se 

eliminó el sobrenadante, se resupendieron en el volumen deseado de LB (100 µL por 

placa de siembra) y se sembraron en placas selectivas LBA. 
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11.2.Técnicas en levaduras 

11.2.1.Método de acetato de litio 

Para la transformación de levaduras por este método (Ito e^ nl., 1y83), se tomó 

un cultivo de 10 mL a una OD^,^o ^ 0,6 y se centrifugó a 5.(H)0 r.p.m. durante 3 min. Las 

células precipitadas se lavaron con S mL de agua estéril y se centrif•ugaron de nuevo. F,l 

sedimento se resuspendió en 1 mL de buffer LiAc-1 xTE 0, I M(preparado a partir de 

soluciones stock 1xT)~ y LiAc 1M pH 7,5) y se pasó a un tubo Eppenclorff estéril. Se 

centrifugó IS segundos a 13.0(X) r.p.m. y las células se resuspendieron en un volumen 

adecuado (100 µL - 1 mL) de buffer TN-LiAc. 

Para cada transformación se preparó la siguicnte mercla: 

100 µL de células resuspendidas en TN-LiAc 

5 µL de DNA de salmón ( carrier) sonicado de Sigma a una conccntración de 10 

mg/mL 

30 µL de DNA transformante 

Se mezcló todo en el vortex y se añadieron 600 µL de una solución estéril dc 

PEG 4000 al SO% (P/V). Se agitó nuevamente en el vortex y se incuhó 30 min a^(l°C y 

con agitación. Transcurrido este tiempo se efectuó una nueva incubacicín de 15 min a 

42°C sin agitación para inducir un choque térmico. Se precipitaron las c^lulas mediante 

centrifugación y se lavaron en I mL de agua est^ril. Se centrifugó nuevamcnte para 

climinar el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 100 µL de agua bidestilada 

estéril para ser sembradas en las placas selectivas adecuadas. 

En el caso de la transformación para la obtención dcl nulo de KIHEMI2, el 

protocolo fue modificado añadiendo un período de incubación en medio no selectivo 

durante 6 horas, antes del sembrado final en placa selectiva. 

Preparación del buffer LiAc-1xTe 0,1 M: 

1xTE estéril 9 mL 

Acetato de Litio 1 M a 

pH 7,5 
1 mL 
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12.MEDIDAS DE ACTIVIDAD BETA-GALACTOSIDASA 

12.1.Consideraciones iniciales 

El gen lncZ de E. coli, primero del operón lac, codifica la beta-galactosidasa, que 

hidroliza de manera natural a la lactosa para rendir glucosa y galactosa. Comúnmente, 

también se emplea en biología molecular para la hidrólisis de una amplia variedad de 

beta-D-galactósidos que incluyen a los sustratos cromogénicos sintéticos incoloros que 

dan lugar a un producto coloreado cuando son hidrolizados. 

Los genes de levaduras cuyo producto natural no es fácilmente medible, a 

menudo son fusionados con una porción funcional del gen lncZ de modo yue se pueda 

observar cuantitativa o cualitativamente la regulación de la expresión del gen en 

cuestión. Como sustrato cromogénico se emplea el o-nitrofenil-(3-D-galactopiranosido 

(ONPG) (Sigma®), compuesto incoloro que tras la hidrólisis rinde galactosa (también 

incolora) y o-nitrofenol, de color amarillo. Hl incremento de la absorbancia a 420 nm 

con el tiempo es una medida de la actividad dcl gen. 

F,xisten dos métodos básicos para los ensayos in vitro de beta-galactosidasa en 

levaduras, y se diferencian principalmente en el método de preparar el material para el 

ensayo. En un procedimiento se prepara un extracto crudo de proteínas y la actividad se 

normaliza respecto a la proteína total ensayadu. En el otro, las células son 

permeabilizadas para permitir yue el substrato penetre en ellas, y la actividad se 

normaliza respecto del número de células utilizadas. Ya yue en este trabajo se han 

empleado ambas técnicas, se realiza una descripción de cada una de ellas. 

12.2.Ensayo con eXtracto crudo ( Rose & Botstein, 1983) 

Se preparó un cultivo de 10 mL de las células a analizar, se dejó crecer en 

agitación y a 30°C hasta una OD a 600 nm de 0,8. Seguidamente se centrifugcí durante S 

minutos a 4.000 r.p.m. Se mantuvieron los tubos en hielo desde este punto en adelante. 

A continuación se lavó el precipitado con 1 mL de tampón "L (Na^HPO^ 60 mM, 

NaH^P04 40 mM, KCl 10 mM, MgSO^ 1 mM y^3-mercaptoetanol 50 mM) y se 

centrifugó de nuevo. Posteriormente se añadieron 250 NL de tampón 7, y 0,5 gr de 

perlas de vidrio (Acid-Washed Glass Bends, 425-600 microns. Sigmá ), se realizaron 

tres pulsos de 30 segundos en el vortex manteniendo los tuhos medio minuto en hielo 

antes del siguiente pulso. Se recogió el sobrenadante con una pipeta Pnstenr y se pasó a 

un tubo Eppendorff; se lavaron con 750 NL de tampón Z las perlas empleadas y se 
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añadió este volumen a los 2S0 NL anteriores. Se centrif^ugaron a 4°C durante 5 minutos a 

4.000 r.p.m. Se tomó el sobrenadante y se centrifugó a 4°C durante 5 minutos a 13.000 

r.p.m. Se transfirió de nuevo el sobrenadante a otro tuho. El extracto proteico ohtenido, 

se mantuvo en hielo hasta la medida de la actividad beta-galacrosidasa. 

12.2.1.Medida de la concentración de proteína ( Bradford, 1976) 

Sc preparó para cada medida, un tubo Eppendorff con 990 NL de a^*ua y se 

añadieron 10 NL del extracto obtenido. Se retiraron 400 NL de la mercla y se agreguron 

2(x) NL de reactivo colorante (Bio-Rad Protein Assay. Dye Rcagent Conccnt^ate: 

Phosphoric acid and Metanol. Bio-Rad`"'). Se midió la absorbancia de la mercla a una 

longitud de onda de S95 nm. 

Para preparar la recta patrón se emple6 una solución de protcína dc 

concentración conocida: Sero-albúmina Bovina (Sigma`^') 1 mg/mL. Se prepararon una 

serie de tubos a concentraciones de 2,5 - S- 7,5 - 10 - I2,5 etc... Ng/mL añadiendo 2,S ­

5- 7,5 ... NL de solución proteica en 997,5 - 99S - 992,5 ... NL de agua. Se trataron los 

tubos del mismo modo que los del extracto experimentado. h'inalmentc se representb en 

una gráf`ica los valores obtenidos de absorbancia a S95 nm f^rente a las concentraciones 

conocidas. Se obtuvo además una recta de regresión que permite conucer las 

concentraciones de las muestras a partir de su valor de absorbancia. 

12.2.2.Medida de la actividad beta-galactosidasa 

Se preparó un tubo de ensayo por cada muestra en el quc se añadicron 900 ó 950 

NL de tumpón Z, junto con 100 ó 50 NL de extracto, según la actividad esperada sca 

baja o alta (es aconsejable realizar una prueba inicial con las dos cantidades para decidir 

cual de ellas es la más apropiada para el experimento). Se añadieron 400 NL dc ONPG 

(4mg/mL en tampón "L,) y se introdujeron los tubos en un baño a 30"C con agitación 

moderada. Se incubaron de este modo hasta observar un cambio en la tonalidad de la 

mezcla que pasó de transparente a amarillenta. Se anotó el tiempo transcurrido en 

minutos. En este momento se paró la reacción de hidrólisis mcdiante la adicción de 4(x) 

NL de Na^CO; 1,25 M. Se midió la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de 

420 nm. 
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12.2.3.Expresión de la actividad enzimática
 

La actividad enzimática se calcula por la siguiente fórmula:
 

^ A.,^„ nmol ONPG 
Actividncl eir.im^ítirn = ^ x 161 

0,0045 x T x P x V ^ mg Proteinn x min ^ 

Dondc: 

A,^Za: es el valor obtenido de la medida a 420 nm 

T: es el tiempo transcurrido en minutos desde que se introduce el tubo a 

30°C hasta que se detiene la reacción con NazCO;. 

P: es el valor de concentración de proteína total. 

V: es el volumen ensayado para la medida en mL (50 ó 100 NL 

normalmente). 

12.3.Ensayo con células permeabilizadas (Guarente, 1983) 

Se preparó un pre-inóculo de la levadura deseada y se dej6 crecer toda la noche. 

AI día siguiente, se inocularon 11 mL de un nuevo cultivo y se dejaron crecer a 30°C y 

con agitación hasta una OD a 600 nm de 0,8-1. 

Se tomó 1 mL de células para medir con un espectrofotómetro su OD a 600 nm; 

sc anotó y conservó esta medida. 

12.3.1.Medida de la actividad beta-galactosidasa 

Los 10 mL restantcs se centrif^ugaron a 4.000 r.p.m durante S minutos. Se 

eliminó el sobrenadante y se lavó el precipitado con I mL de tampón I(Na^HPOa 60 

mM, NaH^P04 40 mM, KCl 10 mM, MgSOa 1 mM y R-mercaptoetanol SO mM). Se 

centrifugó dc nuevo 5 minutos, se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron las 

células en 2 mL de tampón. Se añadieron I 10 NL de cloroformo y 175 NL de SDS al 

0,1%. Se agitó fuertemente en el vortex durante 15 segundos. A continuación, se 

incubaron los tubos a 30°C con agitación, de S a 10 minutos. Seguidamente, se 

añadieron 440 NL de ONPG (4 mg/mL en agua bidestilada). Se dejó transcurrir el 

tiempo hasta que se observó un ligero cambio de tonalidad hacia el amarillo; se tom6 

en este momento una muestra de 1 mL yue se vertió en un tubo marcado como T1 que 

contenía 500 NL de Na^CO^ 1M para detener la reacción de hidrólisis del ONPG. 
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Cuando se observó un cambio mayor de coloraciún, se tomó una ugunda medida 

marcada como T2. 

Sc centrifugaron a continuación los tubos TI y T2 durantc 5 minutcis a 13.(xx) 

r.p.m y se transfirió el sobrenadante a un tuho limpi^^. Se midió la dentiidad cíptica a 420 

nm para cada tuho. 

12.3.2.Expresión de la actividad enzimática 

La actividad enzimática queda expresada por la siguiente fórmula: 

i^ni ONPG 1^a ^o
Actividcid e^^,.imúticc^ _ 
OD,,,,,, xV xT ^^ mLx min 

Uondr. 

DAŜ ,^zo: es el incremento de absorbancia por wiidad de tiempo (min^^) 

T: es el ticmpo de reacción en minutos 

V: es el volumen de cultivo en mL (10 mL). 

13.TÉCNICAS DE SECUENCIACIÓN 

13.1.Secuenciación automática empleando oli^onucleótidos 

sintétieos mareados "cebadores calientes" 

Para la secuenciacicín automática empleando cehadores marcaduti sc utilizó el ki^ 

comercial 7-dea^n-cf-GTP de Amer.rhnm 0 Biosciences. En este caso se prepararon 4 

tuhos (A, C, G y T) por cada muestra a secuenciar y se añadi<í a cada tuhc^ 2 µL de cada 

una de las mezclas A, C, G y T y 6 µL de una mercla compuetita por 8 µg de UNA y I,5 

µL del cebador marcado con una concentración de 1,2 pmol/µL, completada cun agua 

destilada hasta un volumen final de 26 µL. A continuación, estos 4 tuhos sc somctieron 

a una reacción de YCR empleando el siguicnte programa: 

• I ciclo ^ 3 min a 95°C (desnaturalizaci<ín inicial). 

•­ i0 ciclos ^ 30 scg a 95°C (desnaturalización). 

30 seg a X°C (hibridación). 

30 ^eg a 72°C (elongación). 

• I ciclo -^ mantener a 4°C (hasta añadir solución de parada) 

65
 



Materiales y métodos 

En donde "X" es la Tm (meltirig tempernture o temperatura de fusión) específica 

y calculada según la secuencia de los cebadores. Finalmente se le añadieron 4 µL de 

solueicín de parada ( formcunide londirr,q clt•e") 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 Rencls^ rni.r gel, A.L.F. rM grade al 6^I^^ de una mezcla de 

acrilamida/bisacrilamida proporcionado porArnershnrn-Phnrmncin-Biotech. 

13.2.Secuenciación automática empleando oligonucleótidos 

sintétieos no mareados "cebadores fríos" 

Para la secuenciación automática empleando cebadores no marcados se empleó 

el kit comercial Termo Seyuenase rM Cv rM 5 Dti^e Terniinator Ki^ de Amershnm0 

Biosciences. En esta técnica en vez de utilizar oligonucleótidos marcados se emplearon 

desoxinucleótidos marcados. La mezcla general de secuenciación contenía: 

4-5 pmol de cebador 

3,5 µL de tampón I SO mM Tris-HCl pH 9,5, 35 mM MgClz 

2-4 µg de DNA 

1 µL de seyuennse l0U/µL 

agua dcstilada hasta completar un volumcn dc 27 µL 

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

cada muestra a secuenciar en los que se añadió: 

0,4 µL de la mezcla de nucleótidos de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cada 

uno a una concentración final de l,l mM 

1,4 µL de agua destilada 

0,2 µL del ddNTP correspondiente a cada tubo 
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El programa dc la PCR dc sccucnciación fuc el siguicntc: 

•­ 30 ciclos 30 scg a 95°C (desnaturalización). 

30 seg a X°C (hibridación). 

80 seg a 72°C ( clongación). 

En donde "X" es la T,,, cspecífica previamente calculada. Una vez finalizada la 

reacción, se le añadió a cada tubo: 

2 µL dc AcNH^ 7,5 M 

2 µL de solución de glucógeno l0 mg/mL 

30 µL de etanol al 100^Io frío 

Se mantuvo durante una noche a-20°C. AI día siguiente se centrifugaron los 

tubos a 13.000 r.p.m. durante 1S min. Hl precipitado se lavó con 200 µL de ctanol al 

70°Ir; frío y se volvieron a centrifugar durante 5 min a 13.000 r.p.m. EI precipitado se 

dejó secar a temperatura ambiente durante 10- I S min y se resuspendiú cn 8 µL dc 

solución stop y se mantuvo a-20°C hasta el momento en que las tnuestras sc 

desnaturalizaron a 72°C durante 2 min para ser cargadas en un gcl de secuenciación de 

poliacrilamida Rendr rni.z gel, A.L.F.'M grade al 6^I^ de una mezcla de 

acrilamida/bisacrilamida proporcionado por Arnersham-PhannncicrBiotech. 

Las secuenciaciones automáticas descritas se Ilevaron a cabo a U-uvés de los 

Servicios Generales de Apoyo a la Investigación de la Universidad de A Coruña. Hn 

algunos casos se acudió directamente a la empresa Sistenuis Genómicus (Patenui-

Valcncia). 

13.3.Oligonucleótidos empleados 

Los oligonucleótidos cspecíficos empleados en los distintos cxperimcntos 

aparecen descritos a lo largo del apartado de resultados de la presente Tesis. 

Para secuenciar los insertos de la genoteca de K. lnctis presentes en el vector 

pAB24 (materiales y métodos) se diseñaron los oligonuclcótidos Tetral 

(GCTTCGCTACTTGGAGCCACT) y Tetra2 (GCTTCGCTACTTGGAGCCACT) quc hibridan 

específicamente en las posiciones +242 y+372 de dicha secuencia. A partir de estc 

momento las posiciones de todos los cebadores se describen en relacibn al ATG, 

considerando como posición +I la A. 
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Para la secuenciación de las construcciones de las deleciones del promotor en el 

vector pXW 1 se diseño el oligonucleótido 70LacL (TCGCACTCCAGCCAGCTTTCC) que 

hihrida en la posición +227 del gen lacZ de dicho vector. 

14.TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS 

14.1.Preparación de los geles de agarosa 

Pura el análisis de los productos de PCR y de las digestiones se prepararon gelcs 

de agarosa de SERVA a porcentajes entre I-1,2 ^/^ en buffer 1xTAE (Tris-Acetato Q04 

M, EDTA 0,1 mM y Ácido Acético 30 mM). Tras añadir a las muestras 1/10 del 

volumen de azul de carga, éstas se cargaron con el gel sumergido en el tampón de 

electroforesis (1xTAE). El voltaje utilizado fue de 80-100 V y el tiempo de migración 

dependió de la concentración del gel y de su tamaño. 

Azul de carga 

1 xTAE 7 mL 

Glicerol 3 mL 

Azul dc bromofenol 2,5 mg 

Xilen-cianol 2,S mg 

14.2.Tinción de los geles y visualización de los mismos 

Para observar el DNA se procedió a la tinción de los geles con bromuro de etidio 

(10 mg/mL) y a la visualización tras exposición a lur ultravioleta en un uansiluminador 

Vilber Lounnat. Las fotografías de los geles fueron obtenidas con una cámara digital 

Kodak DC40. EI análisis de la imagen para su cuantiticación se hizo mediante el 

programa Kodak Digital Science 1 D. 
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IS.SOPORTE INFORMÁTICO
 

Se utiliraron los siguientes programas como apoyo al diseño de cxperimentos y 

^inali,i^, dc rc.,ultados. 

15.1.Análisis de secuencias 

DNAsis HITACHI^^"' 

Utilizado para analirar secucncias de DNA resultando de gran utilidad para 

rcalizar mapas de restricción, búsyuedas de estructuras secundarias o de regiones 

codificadoras. 

CHROMAS versión 1.45 

(Conor McCarthy, School of Healter Scicnce. Griftith University, Gold Cuast 

Campus, Southport Queensland, Australia). 

Programa empleado para el análisis dc los cromatogramas obtenidos en las 

rcacci^mes de secuenciación automáticas del DNA. 

15.2.Diseño de oligonucleótidos sintéticos 

OLIGO(Molecular Biology Insights Inc. Colorado-USA) 

Permite el diseño de oligonuclcótidos sint^ticos para luego ser sintetirados y 

empleados como cebadores en reacciones de secuenciación y dc PCR. 

También se utilizaron las siguientes hases de datos y accesos a páginas de 

análisis. 

15.3.Análisis de homología de secuencias de genes 

NCBI (National Center for Biotechnology [nformation) 

http:Uwww.nchi.nlm.nih.^ov/ 

Dentro de esta página de Internet se encuenu•a alojado PuhMed, una basc dc 

datos de publicaciones que permite hacer búsquedas bibliogiáticas por tema, autor, 

palabra clave,... Esta página permite además buscar secuencias de I)NA, proteínas, 

F,STs (E.rpressed Sequence Tags).... de diversos organismos y realizar análisis de 

búsquedas de homología y alincamientos entre distintas secuencias. 
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SGD (Saccharomyces Genome Database) http://^enome­

www.stanford.edu/Saccharomyces/ 

Base de datos de la levadura S. cerevisine, permite consultar información acerca 

de cualquier gen de esta levadura y hacer análisis de secuencias comparándolas con las 

de su base de datos. 

GENOSCOPE http://www.Qenoscope.cns.fr/ 

Base de datos de genoma de distintos organismos, entre ellos levaduras 

(Ge^iolé^^ures), donde se encuentra el de K. lnctis. 

ExPASy (Expert Protein Analysis ^stem) http://us.expasv.orgl 

Servidar de biología molecular del S[B (SH^iss lnstitute of Bioi^^fonnntics) donde 

se encuentran alojadas una gran variedad de herramientas para el análisis de secuencias. 

Algunas de las empleadas en este trabajo son el CLUSTAL W de El3I (European 

Bioii^formntics Instrtute) (Thompson et al., 1994), PredictProteitt (Rost, 1996). 

15.4.Búsqueda de secuencias consenso de factores transcripcionales
 

La predicci<ín de las secuencias consenso de unión a factores transcripcionales
 

en promorores de genes se realizó empleando los siguientes programas informáticos: 

MATCH www. ê ne-regulation.com/cgi-bin/^ub/programs/match/match.c^ 

TFSEARCH Search ResultTM http://www.cbrc.jp/research/dbfTl~'SEARCH.html 

TRANSFACTM MatInspector versión 2.2. ^ f•de/c^i­http://transfac. h

bin/matSearch/matscarch22.p1 

RSA T^^LS http://www.ucmb.ulb.ac.be/bioinf^irmatics/rsa-tools/ 
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15.S.Tratamiento de imágenes 

Kodak Digital Science 1 D 

Programa informático que no sólo permitió fotograf^iar cl DNA ú RNA dc l^i^ 

geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio sino yue tambiin permitió la 

cuantificación del llNA. 

Quantity One® versión 4.5.2 

Sotfi^^are informático de análisis dc imagcn de BIORAD Laboratoric5 [nc. 

Permite adquirir imágenes, editarlas y cuantiticar bandas y ubjetos. 

15.6.Análisis cuantitativo de los niveles de expresión 

Image Quant versión 5.0 

Programa informático empleado para la cuantificación de los nivcles de 

expresi^ín obtenid^^s tras escanear las pantallas de fGsforo de loti experimentos de 

northerri hlot radiactivos. 
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CAPÍTULO 1: 
CLONACIÓN Y CARACTERIZACIÓN 

DE LOS GENES KlHEM12, KIHAPl y 
KlSRB10 



Clonación y caracterización de los genes K/HEM12, KIHA^'1 y KI.tiKB10 

1.INTRODUCCIÓN 

Como primer objetivo de esta Tesis de doctorado se propuso clonar una serie de 

genes de Kli^^^veromyces lactis que reunían dos caiacterísticas. La primera de ellas es 

yue estuviesen relacionados con la biosíntesis de hemo o su regulacicín. La segunda es 

yue su clonación pudiese Ilevarse a cabo partiendo de inf•ormación parcial de sus 

secuencias, disponible por ayuel entonces, en las bases de datos. }:n el año 2.000 se 

publicó la primera información sobre la secuencia parcial de una seric de genes de K. 

lnctis obtenida mediante secuenciación al arar (Bolotin-Fukuhara et nl., 2000). hata 

fucnte de información incentivó y permitió a Silvia llíaz Prado, que en esos momentos 

desatrollaba su investigación en el laboratorio de Bioyuímica y Biología Molccular dc 

la Universidad de A Coruña, a poner a punto una est^ategia de clonación, quc resultó 

muy útil para nuestros propósitos. Esta técnica ha sido posteriormente publicuda con la 

denominación de DCb^•PCR y se describe en la sccción de materiales y métodos (Uíaz-

Prado et al., 2004). 

Entre los genes seleccionados para su clonación en este trabajo se encucntra 

KlHEM12 de la ruta de biosíntesis de hemo. De los genes restantes, KlHEMI ya haMía 

sido previamente clonado en el laboratorio (Gonzáler-Domínguez et nl., 1997) y de los 

otros 6 no existían datos sobre su secuencia. Como potencial regulador dc la biosíntesis 

de hemo se seleccionó al gen K1HAP1 que es un regulador transcripcional yue responde 

a hemo (`Lhang & Hach, 1999). Se incluyó también KlSRB10 ya yue se sabía quc cl gen 

SRB10 de Saccharontyce.r cerevisine codifica para una yuinasa dependicntc de ciclina 

(Liao et nl., 1995) yue interviene en distintas rutas de regulación transcripcional. 

Además, datos de nuestro laboratorio lo habían relacionado con la regulación hipóxica 

(Cadahía-Rodríguer, 1996; Becerra et c^l., 2002). 

2.CLONACIÓN DE KlHEM12 

El grupo hemo tiene una gran importancia en las funciones hiológicas 

dependientes de oxígeno. Existen numerosas proteínas encargadas dcl transportc de 

oxígeno, prevención del daño oxidativo y del [ransporte de electroncs, yue utilir.an 

hemo como grupo prostético. Además, el grupo hemo también regula la cxpresión de 

varios genes a través de su acción sobre factores transcripcionalcs de regulación 

específica (7.itomer & Lowry, 1992; Pinkham & Keng, 1994). 
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La biosíntesis de hemo en levaduras no convencionales, como K. lnctis, no está 

todavía completamente estudiada. A continuación se describe la clonación del gen 

KIHEMI2 que no había sido previamente caracterizado. 

2.1.Descripción de la clonación de KZHEMI2 mediante la técnica de 

DCbyPCR 

En S. cerevisiae, la enzima uroportirinógeno descarboxilasa (URO-U) está 

coditicada por el gen HEM12 (YDR047W) y cataliza el quinto paso de la síntesis de 

hemo, conviriiendo el w-oportirinógeno III a coproporfirinógeno [II. Se encuentra 

localizado en el brazo derecho del cromosoma IV a una distancia de 4.232 nt del gen 

ScHEMl3, que codifica la enzima implicada en el siguiente paso de la ruta de síntesis 

de hemo. El creciente interés por la levadura K. lnctis, ha generado la aparición de 

numerosos trabajos relacionados con esta levadura. Entre ellos destaca el proyecto 

Genoléracres, cuyo ohjetivo ha sido la obtención de la secuencia completa del genoma 

de varias levaduras no convencionales, entre ellas K lactis. En las primeras 

publicaciones relativas a este proyecto (Bolotin-Fukuhara et nl., 2000) se encontraron 

dos secuencias de K. lnctis homólogas a la de ScHEM12, de 854 y 767 pb 

respectivamente, (BAOAB029H03 y BAOABOlIA07) y yue se solapaban. 

Superponiendo ambas, se obtuvo una secuencia de I.391 pb que no contenía una región 

codificadora completa (ver figura 4) pero que resultó útil como molde para el diseño de 

los cebadores ECV76 y F,CV77, cuya secuencia aparece descrita en la tabla 4 y su 

posición señalada en la f^igura 4. 

Estos cebadores amplifican por PCR un f^ragmento de 489 pb a paitir de DNA 

genómico de K. lactis y se utilizaron en todas las reacciones de PCR que se describen en 

el esquema de la tigura 4. La temperatura de hibridación elegida entre el DNA molde y 

los cehadores fue de 4S°C. 
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TGAGGT
 

GAAGAATGGT CG
 

AATTCTT GTGCCAACAG
 

G
 

Figura 4. Secuencia parcial de KIHEMl2 obtenida tras unificar las secuencia^ parciales BAOA6029H03 

y BAOAB01IA07. EI oligonucleótido ECV76 aparece en negrita y ECV77 (ucuencia complemrntaria) 

aparece en negrita y subrayado. 

Tabla 4. l.itilado de los oligonucleótidos emplcados para el método de DC^^t^PCR y secucnciarión 

mediante Primer Wnfki^rg del clon pA62dKlLIEMl2. 

Nombre Secuencia 5' -> 3' Hebra 

ECV76 TGAGGTGAAGAATGGTCG Watson 

ECV77 CCTGTTGGCACAAGAATT Crick 

ECV106 TTGATCGCTCCAAGTTCG Watson 
ECV107 CTGGTAAATAACGTCCAGCCT Crick 

ECV108 GAAGATTACTGACGTTGCGGT Watson 
ECV109 GGGATCATGGTACGCACTAGA Watson 
ECV112 TAAACCAGCCTGGTTCGG Watson 
ECV112-bis GATGAATCGTTGAAAACGTCC Watson 

ECV113 TGCAAAGAAGAAAGGATCTCAT Crick 

ECV113-bis CAATCATAGACGTACAAGTCATTC Crick 

ECV126 GCTCAAAGAAGTGTGGATTCC Watson 

ECV144 TTGATTCAATGGGCATTCA Crick 

ECV145 CCAAGAATTTTTCGGGGC Watson 

Mediante el uso de la técnica DCb^^PCR (Díar-Prado et nl., 2004) descrita con 

detalle en la sección de materiales y métodos, se Ilegó a la obtención de un clon de 

K1HEMl2. Como material de partida se empleó una genoteca de K. lc^ctis construida a 

partir de DNA genómico de la cepa Y1140 en el vector pAB24 y que se denominb 

genoteca Chiron (matcriales y métodos). 
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.m.l,. ^,^^a,:,.,..,,, . 
Paso L Comprobación de yuc la genoteca empleada
 
es portadora de un clon de KIHF.M12. Se emplean r
 
oligonucleótidos específicos de manera que ^^
 
amplifiquen únicamente la banda deseada y no ^ r,^
 
hibriden en el vector pAB24. 

l:en^dir'a 1-hiriin 

4:k1r„^K.,^índePaso 2. Ampltt^caclon dc la ^enoteca (8
t hw^lerlx. F.. rnl^ 

transformaciones) y realización de réplicas (3 de cada ^, _^^^•p;; ^^ 
placa). Extracción de DNA plasmídico del conjunto J"""id^"'`'` '; ~^; N)^^; ' ̂ 

de réplicas C 1 
k'xlrvccinn :\II\ 

pla.widir^^^ 

Paso 3. PCRs con grupos de prcparacioncs 
correspondientes a todas las réplicas C de cada 1 z' ^°'"'"""" " 
transformación. EI clon buscado, KIHE'M12, está ^ 
presente cn varios grupos, pero se continuó la ^^^^^^-^^^ 
comprobación únicamen[e con el número I. 

1 2 1 J . fi 7 N^:rn..^ ^. 

Paso 4. PCRs con las rniniprep.r de las ocho placas 
del grupo I. Resultado positivo en la placa 5. Como _̂ 
control: DNAgenómico. .ru+++.+.y^.+++r^ 

Paso 5. Sectorización de la placa 5 de la ^1 .: ,^ ., ^•.,.,:".^. : 
si sz ­

transformacicín número I y extracción de DNA de
 
cada sector para comprobar por PCR la presencia del s^ ^ _
 
clon. ^ ^ -"^
 

^x ^'^ xo si^:,^,,.,m aPaso 6. Siembra de la totalidad de las colonias 
pertenecientes al sector 3, miniprep individual de ^ 
cada una y comprobación por PCR. EI clon positivo -^ 
está en la colonia número 80. ^^`^r^^ll^ 

1 2^ J 5 6 7 8 9 10 11 12 ^: i. 
Paso 7. Aislamiento de colonias del candidato ^ 

positivo. Comprobación mediante PCR. 
^.. ^^^^^r^ 

Figura 5. Esquema de la estrategia DCl^^PCR mostrando la clonación del gen KIHEMl2. Lo^ productos 

de PCR fucron visualizados en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Como marcador de 

tamaños de los fragmentos tie emplcó el DNA del fago ^ digerido con Bs1ElI (Lambda DNA-BstE q 

digest de BioLabs citado en Daniels et nl.. 1983). 

l~I clon obtenido fue denominado pAB24KIHEMI2 y el procedimiento seguido 

para su aislamiento e idcntificación aparece esquematizado en la figura 5. 
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Las dos hebras del clon pAB24KIHEMI2 fueron secuenciadas emplcando la 

estrategia de prinier ic^lkiiig (Mcl3ride et cil., 19H9) por secucnciación automática 

utilizando el método de Sanger (Sanger et n/., 1977) hasta obtcner una secuencia dc 

KIHEMl2 completa. Dicha sccuencia, de 2.939 ph, f•ue enviada a la hase de dato^ dc 

EMBL con el número de acceso AJ496574. Contiene una reeicín coditicadora de I.I 10 

ph, una regicín 5' de 989 pb y una región 3" de 840 ph (figura 6). 

Mediante [3LAST2 sequences (Tatusova & Madden.,1999), sc rcalirarun análisis 

de la región codificadora traducida a proteína quc revelaron una alta similitud con utrat 

proteínas URO-U. Los mcjores resultados se cxponen en la tahla S. Se oh^crva yuc la 

URO-D de K. lnctis no sólo es similar a otras URO-0 de hongos, sino tamhi^n de 

vertebrados, aunque la similitud más alta (82^7^) la presenta al compararla con la de S. 

cerevisiae, tal y como se pucde ver en la tabla 5. 

'I'abla 5 Homología entre URO-U de Kluireroirnres lac^i.r y otras URO-D de diferenles orígcnes. 

Fuente Proteína Solapamiento % °Ic 
Identidades Positivos 

Saccharont^•res 
URO-D 359 82 90 

c•erei^isine
 

Neuros orn crnssn OIZh' hi otética 363 Sy 74
 
Schi^.osncchnrom)•ces
 

probable URO-D 371 S4 71
ontbe 

Dn^iin rc rio URO-D 359 54 69 
Honto sn ^irns URO-D 367 5O 6R 

Ot^i.ti c^rie.c URO-D 3SS S I (iti 
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Clonación y caracterización de los genes KlHEM12, KIHAPI y KlSKB10 

GACACCATTA GCAGAATCAT CAGATACCTC AATAAACTTT GACTTTTTCG ATATCTGCTC -930
 

GACTCTTTGC AACAAATAGT CATGTACATT ATCATTGAAA TGAGAAGTGT AAGGATGAGG -870
 

TTTCTCGGTA ATGACTTGTA AATCATGCCA AGCTGCATCT AACAATGAAT TTGATGACTT -810
 

ATCATCTGGT AAGTTTGACT TATATTTATT AGCATCGAAC CATGTCAGTA TACTAATAAC -750
 

CAAAACAGTA AGCACAAACA AGGTGCTAAC GGTGGTCTTC CTAAACTTGA AAGTAGACCG -690
 

AAAATAATTG GCCATCATTA TAGTTGGACC AGGGAAAGAA AGAGCAGCCC TGAACGATCA -630
 

CCCGCTAATT TCTAAGAAAT TGTAGGTGCT TGTCAAACAC TTATTAATAA AACGAATGGA -570
 

ATAATACCTC TCTTTATCAG TTCTATTGAT TTATTGTGAC TGAAAACCCT TAAGTCTGTT -510
 

TTGGTTTTAA TTGTACATAT TTCGATTATA CTCATCTTCT CGAATGATAA CTAGATAAAG -450
 
AAAACGTACA TATACACAGA GAAAAGGGCA TTGACGAAGC TTTGCAGCCT TTAAAAGTCT -390
 

CCAATAACAG AGTATTCATT AATCATAGGT ATGTGCGTGT TCTACTCTTG TCTATCCTGT -330
 

AGCTCATCCT TATTCCTTCT CGAGCATGTA TTGGCGTCTT ATTTGAAGAA CTCACGTGCC -270
 

GAGAAAGAAA TTATGTTACC CTGAAAATAG ATACTGGAGA GGAAAACATC AAACCCGTGC -210
 
ATGGTGATAA CAGATGTGCC ATGCAAATTT CCTCGAGACC TTTTGGGGAC AATAGTTCAT -150
 

GCATATACGA CCTGCATGGA CGTTCTTAAT AACAACGATT ATCTGTACCA TTGAAATTTG -90
 
CTCTTCTACA TTCAGGTCTT AGTAGTTTTC TTTTCGGTTA AGAGTGCAGG TTTACTGAAA -30
 
AGTGAAACAT ACAAAGACTC GTCGTCAAGA TGCAAGTACA GAATGTTGAT CGCTCCAAGT +31
 

TCGCTCCAAT GAAGAATGAT TTGATGCTCA GAGCAGCTTT AGGTGAGAAG GTTGAAAGAC +91
 

CACCATGTTG GATTATGAGA CAGGCTGGAC GTTATTTACC AGAATACCAT GAGGTGAAGA +151
 

ATGGTCGTGA CTTTTTCGAG ACATGTCGTG ATGCAGAAAT TGCTTCAGAA ATTACTATTC +211
 

AGCCCGTGAG ACGTTACGCC GGTTTATTGG ATGCAGCCAT TATCTTCAGT GATATTCTTG +271
 

TGATCCCTCA GGCCATGGGT ATGAAAGTTG AGATGGTTGA GGGGAAAGGC CCTCATTTCC +331
 

CGGAACCGTT GAGAACTGAA GAGCAACTAC AAAAGGTATT GGRTTATAAG GTCAACGTTT +391
 

TAGACGAACT AGAATGGGCC TTTAAAGCTA TCACTATGAC TCGTACTAAA TTGGACGGCC +951
 

AAGTGCCTTT GTTAGGTTTC TGTGGTGCTC CATGGACGTT ATTGGTTTAT ATGACCGAGG +511
 

GTGGTGGATC GCGTTTATTC AGATTCGCTA AGCAATGGTT AAACGAATCG CCAGAATCAT +571
 

CGCATAAATT ATTACAGAAG ATTACTGACG TTGCGGTCGA ATTCTTGTGC CAACAGGTAG +631
 

TTGCTGGTTG TCAGATGCTT CAAGTGTTTG AAAGTTGGGG TGGCGAGTTA GGCTCTCGTG +691
 

ATTTCGACGA GTTCTCTTTA CCGTACCTAA AGCAAATTGC GGAAAGAGTT CCACCAAGGT +751
 

TAAAGCAGCT GGGTATCGAA GAACGTGTTC CAATGGTAGT ATTCGCCAAG GGATCATGGT +811
 

ACGCACTAGA CAAACTATGT GACAGTGGCT ATAATGCAGT TTCTTTAGAT TGGTCATGGG +871
 

ACCCTGCAGA GGCAGTAAAG ATCAACAGTG ACCGTGTTAC CTTACAGGGT AATTTGGACC +931
 

CTGGTGTAAT TTACGGTTCG GATGAGATTA TTACCAAGAG AGTCACTGAA ATGGTTCATG *991
 

GTTTCGGCGG AGGTAAGCAA CATTACATTG TAAACTTTGG ACATGGTACC CATCCATTCA +1051
 

TGGATCCAGA GAAGATCAAA TTCTTTTTGC AGGAATGTCA CAGAGTCGGT AGTCAATAAA +1111
 

TCTATCAAAA ATCGGAAATA GACTACTACC TTTCTGCATC CAATTTATTT CATGTATATA -1171
 

CCATTTCATT CTGTTTAATA CATACTGATG TCAGTAAATC CATTTTTTTA CCC'GCTTAG +1231
 

TTGATCAAGT CTGGTCATGT ATGGTTTTTT ACTTCAATGT ACTTTATTTA TAGTGAAACC t1291
 

TTGATATTTC AAAGTTTGTT ACTTCAATAA ATCTTCTTCA TTCATGAAAA CTTGCCATCA +1351
 

CACAGTGAAA CGTTTTAAAA GAGGTGTTAA AGAGCTCAAA GAAGTGTGGA TTCCCTGAAC +1411
 
TGATGTCCGA CAGAATACAA AAGAATGACT TGTACGTCTA TGATTTGTCT GATGAGATCC +1471
 

TTTCTTCTTT GCAGTTGATA TCTTTCGACT CTGATATGAA TGAGGTTAAA GTGGTCCATT +1531
 

CTGATGTAGA AATCGAAAAC AAAAAGGAAA TTGAGGTTAA AACAGTACCT TCATGTGCTT +1591
 

CATGTGGTAT TAATGCATTT CCTAATGATA ATTCTGATCC TCGATATCAT TTTAAAACTG +1651
 
ATTTACACAA ATTCAACATA AAAAGAAGAG TTTACGGTTT ATCTCCAGTC GATGAGCAAG +1711
 

AGTTTAGGCA GTTGATTAAA AGTAAAGAAA CAGCCACTGC AGAAGATTCT GACAGTGATT +1771
 

CTTTATCTGG TGAGGATGAT GAGACAGATG AAATAGAAGA AGATGATATT TCTACAAGAG +1831
 

GAGGAGAGCA GTTGACAGCA ATTCTCGAGC ATGAACTCCA GGATTTGATG ATCAATGACA +1891
 

ACCAAACGGG ACCCGTTTCT CATTTAAACA CACAATCTCC TTTAATATTC ATGCATTCT +1951
 

Figura 6. Secuencia de KIHF_Ml2 enviada a la base de datos con el número de accetio AJ496574. Los 
codones de inicio y terminaci6n aparecen resaltados en negrita y subrayados. 
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Clonación y caracterización de los genes KIHF,M12, KIHAPI y KI.SRR/0 

En figura 7 se recoge un alinamiento CLUSTAL W(Thompson e^ nl., 1994) 

entre la proteína URO-ll de S. cerei^isiae y la regiún codificadora de KIHEM/2 

traducida a sccucncia de aminoácidos 

MGNFPAPKNDLILRAAKGEKVERPPCWIMRQAGRYLPEYHEVKNNRDFE'QTCR 53
 

K1Hem12p
 

ScHeml2p
 

MQVQNVDRSKFAPMKNDLMLRAALGEKVERPPCWIMRKAGRYLPEYHEVKNGRDFE'ETCR 60
 

ScHeml2p DAEIASEITIQPVRRYRGLIDAAIIFSDILVIPQAMGMRVEMLEGKGPHEPEPLRNPEDL 113
 

K1Hem12p DAEIASEITIQPVRRYAGLLDAAIIFSDILVIPQAMGMKVEMVEGKGPHFPF.PLRTEEQL 120
 

ScHeml2p QI'VLDYKVDVLKELDWAFKAI'TMTRIKLDGEVPLFGFCGGPWTLMVYM^I^E.G(dG5k1.FRFA 1^73
 

K1Hem12p QKVL.DYKVNVLDELEWAFKAITMTRTKLDGQVPLLGFCGAPWTLL.VYMTEGGG:^^ItLFRFA 180
 

KQWINMYPELSHKLLQKITDVAVEFLSQQVVAGAQILQVFESWGGELSSVDFDEF'SLPYL 233
 

KIHem12p­ KQWLNESPESSHKLLQKITDVAVEFLCQQWAGCQMLQVFESWGGF.LGSRDFUEE'SLPYL '290
 
..+.« .+ ..«+«,«..+++..^« .+..+. ^...««...+^.. « ..«..,....
 

ScHeml2p
 

ScHeml2p RQIAERVPKRLQELGIMEQIPMIVFAKGSWYALDKLCCSGFDVVSLUWSWDPREAVKINK 293
 

K1Heml2p KQIAERVPPRLKQLGIEERVPMVVFAKGSWYALDKLCDSGYNAVSLDWSWDPAEAVKINS 300
 

ScHeml2p NRVTLQGNLUPGVMYGSKEVITKKVKQMIEAFGGGKSRYIVCdFGHGTHPFMDPDVIKE'F'L 353
 

K1Hem12p DRVTLQGNLDPGVIYGSDEIITKRVTEMVHGFGGGKQHYIVNFGHGTHPFMDPEKIKFE'L 360
 

ScHeml2p EECHRIGSK 362
 

K1Hem12p QECHRVGSQ 369
 

Figura 7. CLUSTAI. W f"Thom^son c^t al., 1994) entre las tiecueneiax proteínicas de Sclirml2p ( URO-1) 

de S. cere^'rsinr) y K/Hcml?p ( URO-0 de K. hctis). 

2.2.Subclonación de KlHEM12 

La secuenciación realizada permitió conocer que el clon pAB24KlHEMl2 

contenía, además del gen KlHEMl2, otras regiones adyacentes, por ello sc decidib 

subclonar una región de 2.665 pb, que incluyese la región codilicadora, promotora y 

terminadora, en otros vectores que fuesen útiles para el análisis funcional dcl gen. La 

subclonación se Ilevó a cabo mediante PCR. Se utilizaron los oligonucleótidos ECV 16R 

(CATCATTATAGTTGGACCAGG) y ECV 169 (ATAAGCCCCGAAAAATTCTTG) quc hibridan 

en las posiciones -678 y+1.987. La temperatura de hibridación seleccionada fuc de 

50°C. 

Tras realizar una PCR con estos oligonucleótidos empleando Taq DNA 

polimerasa de elevada fidelidad y como molde de la reacción, DNA genómico dc la 

cepa Y1140, el fragmento amplificado fue clonado en el vector comercial pGEM"'-

TEasy denominándose a esta construcción TEasyKlHEM12. A partir de este plásmido, 
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se liberó el clon de K1HEM12 mediante una digestión con SpeI y NotI que cortan en cl 

MCS dcl vector pGEM^-TEasy. El fragmenro liberado fue clonado (ver materiales y 

métodos) con posterioridad en los sitios Nhel y XmnIII (compatible con Notl) del vector 

pSKI vector de expresión en K. lnctis y en S. cerevisine, denominándose a esta 

construcción pSKK1HEMl2. 

2.3.Análisis funeional de K1HEM12 en Saccharon:yces cerevisiae. 

Complementación de mutaciones hem12 de distintas cepas de 

S. eerevisae 

Ya que el porcentaje de similitud entre las proteínas URO-D de S. cereti^isine y 

K. lactis era tan alto, se decidió comprobar la funcionalidad del gen KlHEM12 en S. 

cere^^isine. Para ello sc tomaron dos cepas de S. ceret^isine mutantes en laeml2. Se trata 

dc hemb-lB con una mutación puntual y heml2-lA con el gen delccionado y sustituido 

por el marcador Kan^. Esta última fue obtenida en nuestro laboratorio a partir de la cepa 

diploide de HUROSCARF BY473 (MATn/a his341/his341 leu2d/1eu24 1^^s2d/LYS2 

METIS/rnetl5d urn3d/ur^34 KEM12/HEM12::KanN) mediante esporulación y 

disección de tétradas. Ambos mutantes eran incapaces de crecer en un medio no 

suplementado con hemina (precursor de hemo). Se procedió entonces a la 

transformación mediante el método del acetato de litio, de cada w^o de los mutantes con 

el clon pSKK1HEM12, seleccionando posteriormente en medio CM-Ura sin hemina 

añadida. En ambos casos el clon fue capaz de complementar la mutación tal y como se 

observa en la figura 8. 

Figura S. Complementacibn de doti mutaciones heml2 (puntual: hemó-!B y nulo: heml2-IA) de S. 
r^^re risine con cl clon en pSKKIHEMl2. 
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También cuando se procedió a realizar las mismas transformaciones con cl clon 

original en pAB24 se obtuvo el mismo resultado (datos no mostrados). Además, en este 

caso particular y para demostrar que la recuperada capacidad de crecimiento en ausencia 

de suministro de hemina cra dependiente del plásmido, se someticí a las Icvaduras 

transformadas a un proceso de curacián (pérdida del plásmido). Se mantuvicron los 

transformantes en crecimiento en medio no selectivo (CM .tiuplementado con hemina a 

una eoncentración tinal de SO Ng/mL) durante I semana para favorecer la pérdida del 

plásmido. Transcurrido este ticmpo, se sembraron algunas colonias en medio CM con 

hemina y se hicieron r^plicas en CM-Ura con hemina y en CM sin hemina añadida. 

Todas las colonias incapaces de crecer cn CM-Ura con hemina (habían perdido el 

plásmido) también se veían imposibilitadati para crecer en medio sin hemina añadida. Sc 

demostraba de este modo que el fenotipo era dependiente del plásmido portador del 

clon. 

3.CLONACIÓN DE KIHAPl 

Se ha demostrado yue el grupo hcmo, cuya ausencia mimctira la deficicncia en 

oxígeno, y quc precisa de oxígcno molecular para su síntesis ( Labbe-F3ois & Labbe, 

1990), es el mediador de la regulación por oxígcno de algunos promotores a través del 

factor transcripcional Haplp (Cyplp) ( Hon et nl., 2003). 

El gen HAPI de S. cerevisine (YLf22S6W) fue identificado inicialmcntc como 

CYPI en una búsqueda de mutaciones responsables de un incremento dc la actividad de 

la enzima iso-2-citocromo c(Clavilier et nl., 1969). Posteriormente, se identilicó como 

HAPI en la búqueda de genes responsables de la rcgulacidn dc la expresieín del gen yue 

codifica para la iso-l-citocromo c(Guarente et nl., 1984). Años más tarde se concluyó 

que se trataba dcl mismo gen ( Verdiere et al., 1986) y la denominaci6n HAPI pasó a 

hacerse más común. El gen ScHAPI se localira en el brazo derecho dcl cromosoma X[I. 

(~;n S. cerevisiae, la proteina Haplp, activada por hemo, jucga un papel 

importante en la activación de genes que codifican para proteínas requcridas en la 

respiración y en el control del daño oxidativo como respucsta al oxígeno y a hemo 

(Creusot e^ nl., 1988; Pfeifer et nl., 1989; "l.hang & Hach, 1999). Los genes activados 

por Haplp incluyen a CYCI (iso-l-citocromo c), CYC7 (iso-2-citocromo c•), CYTI 

(citocromo cl), C7T/ (catalasa) y YHBI (tlavohemoglobina) ( Buisson & Labbc-Bois, 

1998; Guarente e^ nl., 1984; Guarente & Mason, 1983; Lodi & Guiard, 1991; l^e^wry & 
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7.itomer, 1988; Pfeifer et nl., 1987; Schneider & Guarente, 1991; Winkler et nl., 1988; 

"Lhao et nl., 1996). Haplp también activa la transcripción del gen ROXI (Lowry & 

Litomer, 1988) que codifica para la proteína Roxlp que reprime la expresión acrohia de 

genes de función asociada con el crecimiento en hipoxia o anaerobiosis, como es el caso 

de ANBI (Ushinsky & Keng, 1994). Además, en ausencia de hemo, Haplp participa en 

la represión de ERG11 yue está relacionado con el metabolismo de esteroles (Verdiere 

et nl., 1991; Defranoux et al., 1994). En ausencia de hemo, Haplp está asociado con 

chaperonas formando un complejo de alto peso molecular (HMC) (Zhang et nl., 1998). 

Hap I p forma un gran complejo inactivo con los factores Ssap (Hsp70), Ydj I p y Sro9p. 

Tanto las actividades dc unión a promotores como de regulación de transcripción 

mediadas por Hap I p están reprimidas en es[e complejo. La activación se produce en 

presencia de hemo tras la unión del complejo con la chaperona Hsp90p (Fytlovich et nl., 

1993; 7.hang & Guarente. 1994; Lee et nl., 2003; Lan et al., 2004). La presencia de 

hemo provoca cambios conformacionales, de manera que se rompen estas interaciones 

inhibitorias de las chaperunas sobre Hapl en cl HMC. Fn consecuencia, Haplp puede 

unirse como dímero al DNA diana con una alta afinidad lo que activa la t Ŝanscripción. 

Además, Haplp puede actuar también como represor transcripcional en ausencia de 

hemo. La formación y disociación del HMC son eventos clave en la regulación mediada 

por Hap 1 p en respuesta a hemo (Hon et al., 1999). 

Haplp se une como dímero a dos tipos diferentes de elementos reguladores en 

los promotores, de los que podemos considerar como ejemplos los elementos UAS 1 

(Upstream Activntion Sequence) del promotor del gen CYCI (UASUCYCI, 

CGGGGTTTACGGACGAC) y el UAS del promotor de CYC7 (UAS/CYC7, 

CGCTATTATCGC"I'ATTA) (Pfeifer et nl., 1987; Schneider & Guarente, 1991). 

3.1.Clonación de KIHAPl mediante la técnica de DCbyPCR 

Gracias a la técnica de DCb^^PCR, a partir de la genoteca Chiron ya descrita, se 

obtuvo un clon parcial del gen HAP1 de K. lactis, KlHAP1, en pAB24 que se denominó 

pAB24KlHAP1. El proceso de obtención de dicho clon aparece esquematizado en la 

figura 10. Para las PCKs rcalizadas con el fin de reconocer e] clon en cuesticín, se 

diseñaron los oligonucleótidos ECV70 y ECV71 (tabla 6) que daban lugar a la 

amplificación de un fragmento de 892 pb a partir de la secuencia parcial 

BAOAB037D04 de 926 nt (figura 9) resultante de un proyecto de secuenciación al azar 

86
 



Clonación y caracterización de los genes KlHF,MI2, KlHA/'1 y KlSR[3/0 

del genoma de K. /ncti.r (Bolotin-Fukuhara et nl., 20(x)). La temperatura de hihridacibn 

seleccionada para las reacciones de PCR fue de 50°C. 

TGAGGT
 

GAAGAATGGT CG
 

AATTCTT GTGCCAACAG
 

G
 

Figura 9. Secuencia parcial de KIHAPI con'espondiente a la xecuencia BAOAB037D04 F"I 

oligonucleótido ECV70 aparece en negrita y ECV71 aparece en negrita y subrayado. 

Tabla 6. Listado de los oligonucleútidos empleados para el método Je DCb^PCR, secuenciación 

mediante primer icniking y comprobación del clon /iI11APl. 

Nombre Secuencia 5" -> 3 Hebra 

ECV70 CAACTATGCAGTGGAAGGCTTC Watson 
ECV71 CGCTGGAGAAGGTGGTAAAGAT Crick 

ECV101 TTTCATCTTCGCTGCTGC Crick 
ECV102 GCGGAACCTTCAACTCGA Watson 

ECV117 AATAATGATGGCTTGAACGAA Watson 
ECV118 CAGAAGGGTCATCAGCC Watson 
ECV122 AAAACAAAGCTCTTGTGGTGG Crick 

ECV123 TTACCTCCGCTTTCACTTACA Watson 

ECV124 CCGACGAATGATGTTGTCAAT Crick 

ECV211 TGAACATCAAGTGAGACAATA Crick 

ECV212 ACTACGTTTAATTCAATTTCC Watson 

ECV218 GCCCCTCGATGTTGTAGC Watson 

ECV219 CGGGAACGCTTTCTCATAA Crick 

ECV222 TTTCGTCAATTTTTTTAACTA Watson 

ECV223 TTCGCGAAACCATTTGAT Crick 

ECV227 TGGATTTGACAAGACAGTTC Watson 
ECV228 ACATCTCCGGCACTACACT Crick 

ECV235 CGATGCTATACTGATGCTC Crick Î 
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Yaso 1. Comprobación de que la genoteca empleada '^^'°°,,.,.„ "" "-^"^^^,n_, ..^,..,o,. ^.,,,^„^. 
es portadora de un clon de KIHAPI. Se emplean ^ 
oligonucleótidos especíticos de manera que ^ ^ ^^ 
amplifiquen únicamente la banda deseada y no ^ ^ ^ 
hibriden en el vector pAB24. 

^.r^,u.., w.,,n 

Paso 2. Amplificación de la genoteca ( 8 "^^1niá^^•r^^^^r n«^1 « m, e..,,r 
transformaciones) y realización de réplicas (3 de cada t,;^^,;-;, 
placa). Extracción de DNA plasmídico del conjunto ^""^""`" ̂  ^` ^^ ^^^^ ^^ ^^ 
de réplicas C. ^ 

4'.vlnrcu^n ^1)V 
pla.míA{r^^ 

Yaso 3. PCRs con los grupos de preparaciones 1:^: ^, ,^ <:.,, ,. 
correspondientes todas réplicas C de cada _ ^ 
transformación. EI clon buscado, K/HAPI, está en el __ r^ 
grupo 7 entre otros. 

Yaso 4. PCRs con las minipr-eps de las seis placas del 1'! ^^ fi ̂ I^s^•^r^ ^ 
grupo 7. Resultado positivo en placas l, 3 y 6. Como ^ ^ 
controles: DNA genómico y DNA correspondiente a .^ ^ ^^r­
transformación 7 (mezcla). 

Yaso 5. Sectorización de la placa 1 de la `1 "- ^' ""^^^ a 
transformación número 7 y extracción de DNA de ^; ^: ^ 
cada sector para comprobar por PCR la presencia del ^ ^ 
clon. \ ^ ^ ^ 

Yaso 6. Siembra de la totalidad de las colonias , , . , , , . „, , ^ ..,. 
pertenecientes al sector 3, miniprep individual de ^' ^
 
cada una y comprobación por PCR. EI clon positivo 1r^. 11` 
está en la colonia número 16 . 

Yaso 7. Aislamiento de colonias del candidato ^ 
positivo. Comprobación mediante PCR. ^^^^^^ ^ 

Figura lo. Esquema de la estrategia DCU^^PCR. Discriminación de grupos por PCR (Díaz Prado er nl., 
2004), mostrando la clonación parcial del gen KlHAP1. Loti productos de PCR fueron visualizados en 

geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Como marcador de tamaños de los fragmentos se empleó 

el DNA del fago ^ digerido con BsrEll (Lambda DNA-B.rrEll digest de BioLabs citado en Daniels et n/., 
1983). 

Tras los análisis por secuenciación del clon pAB24K/HAP1 se concluyó que 

contenía aproximadamente un 50^7^ de la ORF de K/HAPI, correspondiente a la región 
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próxima al terminador. HAPI es un gen de gran tamaño en S. cerevisiae, y ya yuc 

faltaha la mitad inicial de la URF así como su regicín prornotora, se ahord6 de nuevo la 

clonación dc esta regicín para completar el gen. 

3.2.Clonación parcial de KIHAPI a partir de DNA total de levadura 

Se sabe que la sintenia, ordenamiento secuencial coinci^entc dc los ^cncs de ^o.ti 

especies próximas evolutivamente, es un hecho bastante frecucnte en Ievaduras (Fischcr 

e! nl., 2(x)I ). Suponiendo la existencia de sintenia entre S. cererisine y K. lnt•^is en las 

regiones cromosbmicas dondc se localiza el gen HAPI cn ambas Ievuduras, se decidicí 

aprovechar esta característica para la clonación del gen. Para ello se amplilicó a partir 

de DNA gencímico un fragmcnto de YCR utilirando un cebador localizado en cl clon 

parcial y otro basado en la ORh^ situada en posicibn 5' respecto dc HAPI en S. 

cerevia•ine. Hsta alternativa era necesaria para poder obtener el clon completo ya yue .tic 

pudo comprohar yue no existían otros clones parciales solapantes con el ohtcnido cn las 

distintas genotecas Je K. lnctis disponiblcs en el laboratorio. h:n la región 5' de HAPI 

en S. ceret^isiae se encuentra la ORF YLR253W cuya f^uncibn molecular y hiolbgica son 

aún dcscomxidas (f•igura 1 1). 

YLR257W 
YLR256W-r1 YLRWdeltal3 

SYM1 yLR253W
SSP120 YLR252W HRP1 

YLRWTy1-3 YLRWSi ^na3 
RWdelta^4 

64Ó ^^ ^ ^ • 1 ^ 660 

NDL1 YLR255C ta(RGC^L 

Figura 11. Mapn físico del gen Sr/lAPI y nlrededores. YLR253W se toma como molde para cl diseño de 
un oligonucleótido dextinado a clonar la región 5' de KIHAPI. 

A fin de diseñar un cebador que se localirase en una regicín conservada de 

YLR2S3W, sc analizcí por un BLASTP (Gish & Statcs, 1993) las similitudcs dc esta 

ORF de S. cerevisiae con otras secuencias disponihles dc hongos y levaduras. Las 

mayores se encontraron para Neurosporn crassn (40^10) y Schi,.osnccharomyces pnrnhe^ 

(4S^1^). A continuacibn se Ilevó a caho un alineamiento múltiple tipo CLUSTAL W 

(Thompson et nl., 1994) entre estas tres secuencias para luego huscar ayuellas conas 

más altamente conservadas; se diseñó de este modo el oligonuclecítido ECV 140 (figwa 

12) yue hibrida en la posieión 1.267 de YLR253W de S. c•erc^t^isiae y que está orientado 

hacia la ORF rJc HAP1. 
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Clonación y caracterización de los genes K1HEM12, KIHAPI y KlSRB10 

S.pambe 

S.cerevisiae 
N.crassa 

TATT-AATTTCAACGAAAAGAACTTAAAATTTTATGCTAAAAAAGTAGCCAATGTTI'CCG 1339 

IAITCGACAAGGACCAGACAAAAAIGAAGAAGTATGCCAAAGGATTCGCAAACATCACCG 1243 
CATC-GACGGGGACATCCCCAAGATGAAACGCTACGTGCACGAAGTCGCCGGCATCGGGG 1455 

S.pombe 

S.cere^^isiae 

Aí^;;AGAA^t^1^I1CCTATCTTTGCGACTC,'^IAi1A.(^AGG GAt;C;CCTTATAAAAGCT---T 

A^:.GAVCAGT7'iC'CCCTTTTAGCGGCTGCAATTACGGGCCGTAGCATTGATGCTGCT---T 

1394 

1300 

H,CV t4o 

N.CrasSa AAGACAA^_TT^'CCTCTTTTTGCTAGTG^:^'A.TCACCGGCCGCGACTTTATCAATGTCGTCT 1525 

S.pombe GAAAAGTTTACCA-ATTGGCGGCCCTAATCAC'c_AA(^AAC;FlC;^'A^;AAA AAATTTATAT i^l'^^^i
 

S.cerevisiae TGAATTACGACAT-TTCAACGAGTCGAA-CA^' AAC:.A?.í^A.A.A]-C^^;AC ^-GTCATGGCAA !^'^^3
 

N.crassa CTGCCACCGACAGCGGAGGCGTCCTGAAAC'CGAA.AGAt;^,c'A'['c;r;AA.'AAAAGTCCATGi I`^F','
 

Figura 12. Alineamiento de la secuencia nucleotídica de YLR253W de S. cererisiae y suti homólogos en 
N. rrnssn y S. pombe Diseño de ECV l40 para la clonación de la región S'del gen Kl//API. 

Asimismo, se diseñó el oligonucleótido ECV 122 en la hebra complementaria de 

la región clonada en pAB24KlHAP/. De esta manera, empleando como molde DNA 

genómico de la cepa diploide W600B/WM37 de K. lnctis, se amplificó por PCR un 

fragmento de 5.300 pb que contenía la región 5' de la ORF y el promotor. La 

temperatura de hibridación seleccionada fue de 50°C. El fragmento amplificado fue 

clonado en el vector de clonación pGF.'M®-TEasy y se sometió posteriormente a 

reacciones de secuenciación, de modo que se pudo determinar la secuencia que fal Ŝ aba 

para completar la ORF de KlHAP1 completa y la región 5'. Se denomincí a este nuevo 

clon TEasyKIHAPI. Solapando las secuencias de ambos clones parciales (la de 

pAB24KlHAPJ y la del TEasyKIHAP/) se obtuvo la secuencia completa de la ORF de 

KlHAP1. Un problema inesperado se reveló al analizar dicha secuencia ya que aparecía 

interrumpida por una ORF correspondiente a una transposasa bacteriana. El origen de 

esta secuencia pudo haber sido la recombinación con algún DNA contaminante del kit 

del pGEM^^-TEasy. También podría ser que el gen en la cepa de la que se tomó el DNA 

genómico para la construcción estuviese ya interrumpido de esta manera. 

Una vez conocida la secuencia total de K1HAP1, ésta fue enviada a la base de 

datos quedando registrada bajo el código AJ577612. l,a proteína codificada presentaba 

una similitud del 46% con Hapip de S. cerevisine mediante BLASTP (Gish & States, 

1993). En la figura 13 se muestra un alineamiento CLUSTAL W(Thompson et al., 

1994) de estas dos secuencias. 
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Clonación y caracterización de los genes K/HF'M/2, /í/HAPI y/^"l.SR6/ll 

m r o r_ o_
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Figura 13. Alineamiento mediante CLUSTAI. W de la xecuencia obtenida para K/Haplp frente a 
SrHaplp. Presentan una homología del 46`'l^­
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Clonación y caracterización de los genes KIHF.'M12, KlHAPI y K1SRB10 

3.3.Comparación de la secuencia de KIHAPl obtenida frente a la 

del proyecto Genolévures 

Los diversos problemas surgidos en la clonación de KlHAPI que se acaban de 

comentar retrasaron la consecución del primer objetivo que era clonar el gen para 

posteriormente poder estudiarlo y caracterizarlo. Al mismo tiempo diversos laboratorios 

f^ranceses estaban implicados en el proyecto Genoléi^^aes de seeuenciación al azar de los 

genomas de varias especics de levaduras, entre ellas K. lactis. Unos meses después de 

remi[ir la secuencia completa de KlHAP1 a la base de datos, se tuvo también acceso 

públieo a la secuencia del genoma de K. lnctis obtenida por Genolévures (Sherman et 

nl., 2004) y se pudieron comparar ambas observándose una coincidencia del 1007c. Un 

alineamiento CLUSTAL W entre la secuencia obtenida en nuestro laboratorio y la 

liberada por Ger^nlévures se muestra en la figura 14 
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Clonación y caracterización de los genes KIHF.M12, KIHAPI y KlSKBIII 

Genolewres AT'GAGCTCTATTACCTCACC'fGGAACAGGCACCCCGCAGCAGAAGCGGAAGAGAAACAGA 60
 

ATGAGCTCTATTACCTCACCTGGAACAGGCACCCCGCAGCAGAAGCGGAAGAGAAACAGA 60
 
.++..«.....+.....,....+....«,......«.««..«,..«a.......«.....
 

GTACCCCTGAGCTGTACAATATGTCGAAAGAGGAAAGTTAAGTGTGACAAAGGACGGCCT' 120
 

GTACCCCTGAGCTGTACAATATGTCGAAAGAGGAAAGTTAAGTGTGACAAAGGACGGCCT 120
 
.:..+«+.a..=.++.:........+« ......................«..........
 

CAGTGCCAGCAATGTGTCAAGACTGGTGTTGGTCATCTAI'GCCA'CTATATGClAACAGACG 180
 

CAGTGCCAGCAATGTGTCAAGACTGGTGTTGGTCATCTATGCCATTATATGGAACAGACG 180
 
..._.::::........:.:.: ......................................
 

TGGGCTGAAGAAGCCGAGAAAGAGCTGTCGAAGGATTCGGAGTTGAAGCAGCTTAGAGAA 240
 

TGGGCTGAAGAAGCCGAGAAAGAGCTGTCGAAGGATTCGGAGTTGAAGCAGCTTAGAGAA 240
 
.«.«..a...,+++.+.....,+..+..:_:_++.........«..+..:.,,._.....
 

CGTGTGAAGTCTTTGGAAGAAACTCTTTCAAAAGTTCA'fGCCACTACGACGAA'1'CCTATG 300
 

CGTGTGAAGTCTTTGGAAGAAACTCTTTCAAAAGTTCATGCCACTACGACGAATCCTATG 300
 
..,:.:.: .........................................«.......«..
 

ACCAGTGCTAACCAGAGTCCAGCGTCAGATGGTTTGAATGTCGGTTGTCCTCATGCAGGT 360
 

ACCAGTGCTAACCAGAGTCCAGCGTCAGATGGTTTGAATGTCGGTTGTCCTCATGCAGGT 360
 
.k^a..,.,..^.....«..x+.....++«.+.+..k.:+=......+........++::..
 

GGCAGTACTCAACGGCTGTTATCCGGATCCAATGGAAATTCACCTATTCTAAGTACGGAA 420
 

GGCAGTACTCAACGGCTGTTATCCGGATCCAATGGAAATTCACCTATTCTAAGTACGGAA 420
 
...............:............................^^a......«......
 

CAAACGCCATCCAATGAGAATAAGTATGATAACGATGAGTTGGATTTGACAAGACAGTTC 480
 

CAAACGCCATCCAATGAGAATAAGTATGATAACGATGAG'CTC;GATTTGACAAGACAGTTC 480
 
.................:..........«««...+a...«,........«.....+....
 

GATATGTTACATTTGAAAAATAATGGTACTGTGCATCTTGGAGCTACCCATTGGTTGGCA 540
 

GATATGTTACATTTGAAAAATAATGGTACTGTGCATCTTGGAGCI"ACCCATT'GGTTGGCA 540
 
.^.:++...xi,.,+..:......«:.........R.:.:..:....: .............
 

ATAATGAAAGGTGATCCTTACTTAAAACTTCTCTGGGGTCATATCTT'CACAT'CAAGAGAG 600
 

ATAATGAAAGGTGATCCTTACTTAAAACTTCTCTGGGGI'CATATCTTCACAT'PAAGAGAG 600
 
.....«.,..+..^,,...«...:.....,.,..« ..................«..+...
 

AAGCTCACGGAATGGTATTCTCAGAAACGGAAATCTAGTACCGTCTCCGCPGGTGCAGGT 660
 

AAGCTCACGGAATGGTATTCTCAGAAACGGAAATCTAGTACCGTCTCCGCTGGTGCAGGT 660
 
....+.........«+ ...............«.«.........._._...,.,..,....
 

ACATGTCCCGTCATTCATGGCTCAATACAACAATCCAAATGTCCAGTTGCACATGCAACT^"120
 

ACATGTCCCGTCATTCATGGCTCAATACAACAATCCAAATGTCCAGTTGCACATGCAACT 720
 
...::........:: ...............a.........«,..+......^..^.....:
 

AGGAACGTTGCAGAGAGACCGAAGAGCTCTGAGTCACGTTGCCCTGTAGCACATGCTCCT 780
 

AGGAACGTTGCAGAGAGACCGAAGAGCTCTGAGTCACGTTGCCCTGTAGCACATGCTCCT 780
 
+....««...+ .............+.:.....«.........,,........:::...«.
 

AGGCCCGAGAAAAACTCCACACAAAAATGCCCTGTTGACCATAGTGCTTTCATCGGTTCT 840
 

AGGCCCGAGAAAAACTCCACACAAAAATGCCCTGTTGACCATAGTGCTTTCATCGGTTCT' 840
 
...+ .....................+........,+........«.,.............
 

GCTAGCTCGGGTCAATGCCCCGTGGCACATACCGTTGTCAAGGAAGAAGTTGACGCAACT 900
 

GCTAGCTCGGGTCAATGCCCCGTGGCACATACCGTTGTCAAGGAAGAAGTTGACGCAACT 900
 
....+....r..«a«......+.^+.....«««..++ .......................
 

ACTTCTGGATGTCCAATAGACCACACAAAGTTTTCCTCTATGGAAGGTTCTCCTGATCCT 960
 

ACTTCTGGATGTCCAATAGACCACACAAAGTTTTCCTCTATGGAAGGTTCTCCTGATCCT 960
 
.....:....: ..............r.....::.................,........:
 

GCAGCTAAGGGAAAGCTTCCGGCTTTGCCGTCTTTCCAAAATTTGACAGCGAAATGTCCA 1020
 

GCAGCTAAGGGAAAGCTTCCGGCTTTGCCGTCTTTCCAAAATTTGACAGCGAAATGTCCA 1020
 
^.a^^t^...+......:.+..+++«,^«,.^^..^.+.^aa........a.«rk......•
 

ATGCTTCGCGAGGGAACTCCAACCCCAACGTTGAACAGCCAGGAATCTGGGCATAATTCG 1080
 

ATGCTTCGCGAGGGAACTCCAACCCCAACGTTGAACAGCCAGGAATCTGGGCATAATTCG 1080
 
...........:.:....+.....,::::::.::.«..:.+..«+.::............
 

AAACGCACTAGTGTAGTGCCGGAGATGTCATCAGAGCAGGCCACTGATGCCATAAGCAAG 1140
 

AAACGCAC'CAGTGTAGTGCCGGAGATGTCATCAGAGCAGGCCACTGATGCCATAAGCAAG 1140
 
..........+....a..^....+:....^........^a.^........^....,.....
 

GCCTTGCCACCAAAAAAAATCGTATTCCTTTTCATGGATAAATTCTTTAATCACATTTAC 1200
 

GCCTTGCCACCAAAAAAAATCGTATTCCTTTTCATGGATAAATTCTTTAATCACATTTAC 1200
 
..:..+..........:.«........_.«+...:.:_......++....:.........
 

CCAATCGTACCTATACTTGATGAGCAGACCTTCAAACTACAGG'PAAATCAAATTTTGCAA 1260
 

CCAATCGTACCTATACTTGATGAGCAGACCTTCAAACTACAGGTAAATCAAATTTTGCAA 1260
 
......+ .....................................................
 

ACAAATAATA.A^^A.A.4CAA.'^TGTCA.A.ATTGACGAAGCCGTTAGATGCTTGTGTTTTGGGG 1320
 

ACAAATAAI^?^.P.^.'._A^l.,"í^Fd'T^ITCAAA^i`I'GACGAAGCCGI'TAGATGCTTGTGTTTTGGGG 1320
 
++.....+ ..............«+...............«.«.,....:a..,«......
 

Figura 14. Comparación de las secucncias de KIEIAPI obtenidas en nuetitro laboratorio y en el proyeclo 

Genohl^ure.r­
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Clonación y caracterización de los genes KIHF,M12, KIHAI'1 y KlSRB10 

Genolew res AATACCGAGAGATTGAAACATACATGGAGGAAAACCTGGTTCTTTATTGTCTCAC'ITGAT 1860
 

K1HAP1 AATACCGAGAGATTGAAACATACATGGAGGAAAACCTGGTTCTTTATTGTCTCACTTGAT 1860
 

Genolew res­ GTTCAACAGTCTCTATCAC'rAGGTACACCCAGATTATTACGTAATCTAAATGACTTCAGT 1920
 

KIHAPI	 GTTCAACAGTCTCTATCACTAGGTACACCCAGATTATTACGTAATCTAAATGACTTCAGT 1920
 
....................+......,........,.++......+_.+.........+
 

Genolevures GACACTAAACTTCCCTGTGCATCGAAGATCGATTATGTGAACAATATCAAGGAACTCATC 1980
 

KIHAPI GACACTAAACTTCCCTGTGCATCGAAGATCGATTATGTGAACAATATCAAGGAACTCATC 1980
 
:.:...+:..+ .............+......+..«+.«.+,...................
 

Genolevures­ CTGGTCAAGAATTTCAAATTGTTCTTCCAAATTGACTTATGTATCATCTCTGTTTTGAAT 2040
 

A"1HAP1	 CTGGTCAAGAATTTCACATTGTTCTTCCAAATTGACTTATGTATCATCTCTGTTTTGAAT 2040
 
................ ..a..:.,..........,.......,......,...«+.«..
 

Genole w res CATATTTTGAATGTTTCTCTTGCAAGGACAGTTAGAAAATTTGAGCTTGACCAACTAATA 2100
 

K1HAP1 CATATTTTGAATGTTTCTCTTGCAAGGACAGTTAGAAAATTTGAGCTTGACCAACTAATA 2100
 
...._......+.......«.r...:.........+...x.+«^x.x.+.........:.
 

Genolew res CAAAGCTTAGGT.W^ACTACGTGATGGTGTTACTCCGACGAATGATGTTGTCAATGATCTT 2160
 

h"1HAP1 CAAAGCTTAGGTAAACTACGTGATGGTGTTACTCCGACGAATGATGTTGTCAATGATCTT 2160
 

Genolew res GTTAATAAAGGCCTATTATTTACCACAGAAGGAAC^Pr,'fGCT1'Tl^^;^;ACCA.4AACCCAGAG 2220
 

KIHAPI GTTAATAAAGGCCTATTATTTACCACAGAAGGP.P.C";^GT;C:TT?GG.a^""?..4AA:'SCAGAG 2220
 
......................................<......,..,.........««
 

Genole w res­ CATTCCTATTCGTTACCATCCTTAACATCCGTTCTTTCAACAGTAGA'IAAAAGCTCTTCA 2260
 

K1HAP1	 CATTCCTATTCGTTACCATCCTTAACATCCGTTCTTTCAACAGTAGATAAAAGCTCTTCA 2280
 
.r ..................«+.:........+...+...,..........«,...«..«
 

Genolevures GAAGAAAAGGAAAAGAAACTCAGTCTCGCCCACGAATCCACCACAAGAGCTTTGTTTTTC 2340
 

KIHAPI GAAGAAAAGGAAAAGAAACTCAGTCTCGCCCACGAATCCACCACAAGAGCTTTGTTTTTC 2340
 

Genole w res TCAAAACATGTCACAATTAGCATGCTACAATATTTGTTAAACI'ACA'PCTTATTCACGCAT 2400
 

K1HAP1 TCAAAACATGTCACAATTAGCATGCTACAATATTTGTTAAACTACATCTTATTCACGCAT 2400
 

Genolew res TACGAACCGTTAGGTAACGAAGACCCCGGCACAAGAATTTTAGCTAAAGATTATGCACAA 2460
 

K1HAP1 TACGAACCGTTAGGTAACGAAGACCCCGGCACAAGAATTTTAGCTAAAGATTATGCACAA 2460
 
.+.^...,..+.,.+.« .................++..+..+...«++.........+..
 

Genolew res­ GAAGCCCTCAACTATGCAGTGGAAGGCTTCAAAAACTGCATACTCTTCTATAACAGCACC 2520
 

K1HAP1 GAAGCCCTCAACTATGCAGTGGAAGGCTTCAAAAACTGCATACTCTTCTATAACAGCACC 2520
 
......:..«....:,.......,.+.:.,.«+,.,.......:.:....:.:.......
 

Genolevures GGTATGAACAACATGTTCAGTTATAT'GGATGTGCTTTTGTCGCCCACCTGCTTGGACGTC 2580
 

K1HAP1 GGTATGAACAACATGTTCAGTTATATGGATGTGCTTTTGTCGCCCACCTGCTTGGACGTC 7580
 

Genolevures GGACATCGTGCTTTACAGTTTATCGTTTGCCTAATTTTGCGGGCTAAATGTGGCCCTTTA 2640
 

K1HAP1 GGACATCGTGCTTTACAGTTTATCGTTTGCCTAATTTTGCGGGCTAAATGTGGCCCTTTA 2640
 
.x.«.«,++...+ .............+.+..+.+...+.+.+^.+...+++.......r.
 

Genole w res ACAGGTATGGGTGAATCCCCAGCT'ATAGGTAACCAAAATAACACTGTTACTAGCAGCAGC 2700
 

K1HAP] ACAGGTATGGGTGAATCCCCAGCTATAGGTAACCAAAATAACACTGTTACTAGCAGCAGC 2700
 

Genolevures GAAGATGAAACAGACCAAATGAAGAGAGATTCATCCCCATCTCCAGGAAACGTCCTTACA 2760
 

K1HAP1 GAAGATGAAACAGACCAAATGAAGAGAGATTCATCCCCATCTCCAGGAAACGTCCTTACA 2760
 

Genolevures GATGTCAGTCTGGATGCAGGTGAAAACTTAGCCGAAGTTCTCCTCGCAAGAATGATCTTA 2820
 

K]HAP1 GATGTCAGTCTGGATGCAGGTGAAAACTTAGCCGAAGTTCTCCTCGCAAGAATGATCTTA 2620
 
.....................+++.+.^.+...+^+k«+.ak«..k...+...:.i..+.
 

Genolevures TTTCACAAGTTGACAAAACAAATCTCTGCCAAATATAACTATGCCGTAAGAATGACGAAA 2880
 

K1HAP1 TTTCACAAGTTGACAAAACAAATCTCTGCCAAATATAACTATGCCGTAAGAATGACGAAA 2880
 

Genole w res TCCACAGGTTTCTTTATCACTTTACTTAAGAAACCTTCCTCGAAATCCAAAACTAACTCT 2940
 

KIHAPI TCCACAGGTTTCTTTATCACTTTACTTAAGAAACCTTCCTCGAAATCCAAAACTAACTCT 2940
 

Genolew res AAAAACAAAAACCTACCACGTTTGCATCAACATCCAAATATTGCAAATATGACGAGTTTC 3000
 

K1HAP1 AAAAACAAAAACCTACCACGTTTGCATCAACATCCAAATATTGCAAATATGACGAGTTTC 3000
 

Genolevures TTCAAAAACGTTCCATCATTGGTACTTTCAGCAGGAGGGGATCAAATTAGACGTTGCCCG 3060
 

Kl HAP 1 TTCAAAAACGTTCCATCATTGGTACTTTCAGCAGGAGGGGATCAAATTAGACGTTGCCCG 3060
 

Genolew res GTTTATCAGGACGCAGTTGGGTTTTTGCCTTCGAAAGTAACAAGCGGAACCTTCAACTCG 3120
 

K1HAP1 GTTTATCAGGACGCAGTTGGGTTTTTGCCTTCGAAAGTAACAAGCGGAACCTTCAACTCG 3120
 
......,.+...++.«.««,...:....+..+......,+..+...._..+.......^.
 

Genolew res­ ATTTTTCACTCCACTGCTCCTCCTTCTTTCAACTCTGCCGTTACACAACAATTGCCCCCA 3180
 

K7HAP]	 ATTTTTCACTCCACTGCTCCTCCTTCTTTCAACTCTGCCGTTACACAACAATTGCCCCCA 3180
 

Figura 14 ( continuación). Comparación de lax secuencias de KIHAPI obtenidax en nuestro laboratorio y 
en el proyecto Gcnolévin-es. 
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Clonación y caracterización de los genes KlHF,M12,1ŜIHAP1 y KLSKRIO 

3.4.Clonación de KIHAPI completo a partir de DNA genómico de la 

levadura K. lactis 

Como se carecía de un clon completo útil para análisis f^uncionalcs, y la 

secucncia obtenida mediantc solapamiento dc los clones parciales presentaha una 

interrupcián por el gen de una transposasa hacteriana se decidió obtener un clon 

completo a partir de DNA genómico de la cepa Y1140. Precisamente la ccpa utilizada 

en el proyecto Cenoléi^ures (Souciet et nl., 2(H)0). Para ello se desarroll^í la estrategia 

que se describe a continuación. 

Se procedió al diseño de dos oligonucleótidos ECV248 y h:CV249 

(GGGGTCGACAGAATGCCAGAACGCTTGC y CGCAGATCACATCTTCAATT('CCAAACTTCG) 

quc se caracteriran por hibridar en las posiciones -1.690 y+4.750 de K/HAPI. La 

tcmperatura de hihridación elegida fue de SR°C. ^I DNA amplif^icado por PCR, 

utilirando como molde DNA genómico de la cepa Y I 140, se digirió con las enzimas 

Xhn[ y EcuRI con sitios de reconocimiento en las posiciones -1.205 y en +4.544 de la 

secuencia de K/HAPI. El fragmento de 5.749 pb se clonó en el vector YEiplacl95 

denominándosc la construcción YEp19SK/HAPI. 

Conocicndo los antecedentes en la clonaci6n de este gen, sc plante6 la duda de si 

pese a clonar de nuevo el gen a partir de una cepa silvcsu^e, Y1140, tamhién se 

presentaha interrumpido por una transposasa, lo cual invalidaría estudios posteriores. 

Para comprobar este hecho, se Ilevumn a cabo una serie dc reacciones de PCR con 

oligonucleótidos que hibridan en distintas posiciones de la ORF de KIHAPI, de manera 

que se pudo comprobar que los fragmentos amplificados corrcspondían a los tamañus 

reales del gen y ninguno presentaba un aumento de tamaño consecuencia de una 

inserción (figura IS). Cuando se emplearon cehadores que hihridan en el gen de lu 

transposasa, no se observó producto de PCR. Los oligonucle^ítidos seleccionados fucron 

ECV222/I;CV228 cuya amplificación correspondc a 1.190 ph; F.CV227/}:CV223 yuc 

amplifican 1.056 pb en caso de estar presente la transposasa bacteriana; 

ECV227/ECV21 1 que rinden 1.409 pb; ECV227/I-:CV 101 con 2.255 ph; 

ECV70/ECV71 con 892 pb; ECV 102/F:CV235 con 950 ph. Por tanto cl gcn parecía 

estar completo y sin inserciones. 
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Figura 15. Comprobación mediante f CR de la no interrupción del clon YEp195KIHAPI por inserciones. 
Los númrrus encima de cada líneu indican lati parejas de cebadores empleados. Como marcador de 
tamaño. moleculares se empleó el fago lambda digerido con BsrEll (Daniels er nl., 198±) del que se 
señalan los lamaños dc algunax dc las bandas. 

psta construcción fue verificada también mediante análisis de restricción y 

secuenciación, tras lo cual se procedió a comprobar si este clon de K. lnctis era capaz de 

complementar una mutación hapl en S. cerevisine. 

3.S.Ensayos de complementación de cepas mutantes hapl de S. 

cerevisiae por K1HAP1 

a) Curvas de crecimiento 

La mutación liapl provoca un fenotipo dc deficiencia en la respiración, por lo 

que los mutantes desarrollan un fenotipo peculiar de crecimiento denominado petite, 

que consiste en la formación de colonias de menor tamaño en medios de cultivo en los 

que la fuente de carbono i•ermentable es limitante (Ephrussi et nl., 1949). AI contrario 

que S. cerei^isine, que produce de forma espontánea mutantes petite a una alta tasa, la 

mayoría dc las espccies de levaduras son petite negativas. No dan lugar a células petite, 

incluso tras un tratamiento con bromuro de etidio que convierte de forma masiva las 

células de S. cere^^isiae rho+, con DNA mitocondrial, en rhó , sin DNA mitocondrial. 

Una de las formas de comprobar si el gen KIHAPI es funcional en S. cerevisine 

consistía en demostrar si era capaz de revertir por complementación el fenotipo petite de 

una mutación hapl de S. cerevisiae. Para ello se transformó la línea LPY22 (MATa 

leu2-2, /12 his4-519 ndel-]00 urn3-52 /iap14::LEU2) que posee el gen HAP1 

interrumpido por el marcador LEU2 con el clon YEp195KlHAPI seleccionando los 

transformantes en placas CM-Ura. 
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EI estudio de la morfología de las colonias en la placa de transformacitín no 

indicaba la complementación del fenotipo petite. Para verif•icar si existía en cierta 

medida una complementación de la mutacicín, se Ilevtí a cabo un estudio de crecimicnto 

en medio líquido (figura 16). Para este estudio se utilizó la cepa BWGI-7a (MATn Ieu2­

2, ll2 his4-519 adel-100 urn3-52) como control silvestre, la cepa LPY22 mutante en 

hapl y la cepa mutante LPY22 transformada con el clon Yl~p195KlHAPl. EI mcdio de 

cultivo elegido fuc CM etanol-glicerol 2°1^ ya quc la mutación hapl afecta a la 

respiración, y en este medio, solo aquellas levaduras quc puedan respirar crecerán con 

facilidad. Hn primer lugar se iniciaron unos pre-cultivos de 10 mL para cada Icvadura. 

Una vez alcanzada una OD6^ de I-2, se preparó un cultivo de 100 mL a una ODt,,x Ŝ 

inicial de 0, I. Postcriormente se realizaron medidas de Ollt,rrr, a distintos tiempos. 

Curvas de crecimiento 

t BWG7a -^ LPY22 -^ LPY22/KIHAPI 

7 

6
 

ó 5
 
^D
 

^ 4

O
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0 50 100 150 200 250
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Figura 16. Curvas de crecimiento correspondienteti a la cepa silves Ŝ re BWG7a, la cepa mut.rnte cn 

ScHAPI LPY22 y la cepa mutante transformada con el clon de KlHAPI. KlHAPI es incapar dc 

complementar la nwtaci6n hapl en Sacchai•or^ryces. 

Los resultados obtenidos indicaron la incapacidad de complementación por purte 

dcl clon YEp195KlHAP/de la mutación hcrpl en la cepa LPY22 de S. ceret^isrcie. 
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b) Estudio de complementación mediante análisis de la expresión 

de un gen regulado por Haplp 

Otro modo de comprobar la complementación fue mediante el estudio por 

riorthern blot de la expresión del gen ScCYCI. En condiciones de suficiencia de hemo, 

Haplp activa una serie de genes relacionados con la respiración, como es el caso de 

CYCI que codifica para una de las dos isoformas de citocromo c existentes en S. 

cere^^isine (Creusot et nl., 1988; Pfeifer et al., 1989). Cepas de S. cere^^isiae mutantes 

hnpl presentan una disminución de la expresión de CYCI ( Mattoon et nl., 1990). Se 

llevaron a cabo 3 extracciones de RNA total dc las cepas BWG7a, LPY22 y 

LPY22/KIHAPI tras un crecimiento en medio CM y empleando el método del fenol 

(ver materiales y métodos). Para amplificar por PCR la sonda de ScCYCI se diseñaron 

los oligonucleótidos F,CV259 (GACTGAATTCAAGGCCGGT) y ECV260 

(TTACTCACAGGCTTTTTTCAAGTAG) que hihridan a una temperatura de 50°C en las 

posiciones +2 y+330, ampliticando un fragmento de 328 bp. La temperatura de 

hibridación elegida para el northern blot fue de 60 °C. 

Como resultado de estos análisis (bgura 17) se confirmaron los datos obtenidos 

mediante el estudio de las curvas de crecimiento. F,n el caso de la cepa silvestre 

BWG7a, se observa una alta expresión de ScCYCI como era de esperar ya que es un 

gen activado por HAP1. La expresión de ScCYCI disminuye drásticamente (dcl orden 

de 10 veces) en el caso del mutante LPY22 como consecuencia de la mutación de su 

activador HAP1. Finalmente, en el caso del mutante transformado con el clon de K. 

lnctis no se observa ninguna diferencia con respecto a la cepa sin transformar, lo que 

pone en evidencia la incapacidad de KIHAPI para complementar la actividad de 

ScHAPI como regulador transcripcional en S. cerevisine. 
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Expresión de ScCYCI 

BW G7a 

BWG LPY LPY22
 
7a 22 KIHAPt
 

12
 

ScCYCl ^ 

ScU3 
LPV22
 

LPY22 pryAPt
 

Fi^ura 17. Medidas de la expresión del gen SrCYCI regulado por SrHAP/ en la cepa silvestre BWG7a, 

la mutante en Scl/API LPY22 y la mutante tranxfonnada con el homólogo de HAPI en K. Inctis KIIIAP/ 

no eti capaz de complementar la mutación en S. c^erc^ri.rine. La hibridaeión con ScU^ fue utilir.ada como 
control de carga- Los datos fueron normaliraJu^ frrnte a la señal obtenida con el control Sr(Li 

IsnkNA17A). Después de la normalizaci^ín y cuantificacibn de la intensidad de la señal de cada banda, la 
intensidad más baja fue considerada como valor I en unidades arbitrarias y se empleó comu referencia 

pura las ou'as seciales. 

3.6.Análisis in silico de la secuencia de KIHAPI 

AI realirar una búsqueda de similitudc^ mediante BLASTP (Gish & Statcs, 

1993) de la secuencia obtenida para KlHaplp, se observó yue las secuencias más 

semejantes eran las de S. cerevisine, con un 53`^^^ de similitud, y Ashli^^ci goss.tpii con un 

61% (figura 18). 

Fn S. ceret^isine, la proteína Haplp contiene 1.483 aminoácidos que forman un 

número interesante de motivos: dominio en dedo de zinc (del resíduo 55 al 95 j, dominio 

de dimcrización (DD)(del residuo 105 al 244), dominio de activación (resíduos 1.309­

1.4R3), siete motivos de respuesta a hemo (HRMI(278-283), HRM2(297-302), 

HRM3(323-328), HRM4(347-352), HRMS(389-394), HRM6(414-419) y HRM7( I.192­

1.197) y tres módulos de represión (RPMI(245-278), RPM2(1.061-I.1R5) y 

RPM3(204-244) (Hach et nl.,1999 & 2000; Vuidepot e^ nl., 1997). 

AI Ilevar a cabo un alineamiento múltiple de las tres secuencias (figura 1R) se 

pudo comprobar el alto grado de conservación de una serie de dominios. Ya que la 

mayor parte de los estudios estructurales sobre la proteína Haplp se han realirado cn S. 

c•eres^isine, su secuencia se empleó como base para un estudio comparativo entrc 

KlHaplp y ScHaplp- Todos los dominios determinados experimentalmente en ScHaplp 

se conservan en KlHaplp (ver figura 19). 
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Se realizó un análisis comparativo mediante el programa BLAST2 seguences 

(TaWsova & Madden.,1999) de KlHaplp y ScHaplp. Con este análisis se ohtuvo el 

porcentaje de identidades y sustituciones equivalentes (positivos) entre las regiones 

conservadas (ver tabla 7). Es destacable que en todas ellas se alcanzó un valor bastante 

alto, lo que pone de manifiesto la importancia de dichas regiones. 

Tabla 7- Porcentajes de homología de lus dominios conservados señalados entre lati secuencias 
proteínicas de K/Haplp y ScHaplp. Los resultados fueron obtenidos empleando el programa BLAST2 
reyueru^es (Tatusova & Madden.,1999). 

Identidades Positivos 
Dominia 

% 9r 

Dedo de zinc á8 90 

Dimerización 44 S9 

RPM3 81 97 

RPM I 84 87 

HRMI -


HRM2 83 83 

HRM3 80 80 

HRM4 83 100 

HRMS 66 83 

HRM6 16 Ŝ 3 

HRM7 71 100 

RPM2 d6 68 

Activación SS 67 

^ O^) 



Clonación y caracterización de los genes K1HF.M12, KIHAPI y KlSKB10 

K1Haplp -----------­ MSSITSPGTGTPQQ-------------KRKRNRV 21 

AgHaplp - ----MSSP---TASS----^ KRKRNRV 15 

ScHdplp MSNTPYNSSVPSIASMTQSSVSRSPNMHTATTPGANTSSNSPPLHMSSDSSKIKRKRNRI 60 

K1Haplp PLSCTICRKRKVKCDKGRPQCQQCVKTGVGHLCHYMEQTWAEEAEKELSKUSELKQLRER 81 

AqHaplp PLSCTICRKRKVKCDKTRPHCNQCTKTGVAHLCHYMEQTWAGEAEKELSKDAELKHLRER 75 

ScHaplp PLSCTICRKRKVKCDKLRPHCQQCTKTGVAHLCHYMEQTWAEEAEKELLKDNELKKLRER 120 
....« ........... .....:: .... .«. 

K1Haplp VKSLEETLSKVHATTTNPMTSANQSPASDGLNVG---------------------.CPHA 119 

.AgHaplp IRLLEEALGKACN GSGSLPVS-------- PADL 100 

ScHaplp VKSLEKTLSKVHSSPSSNSLKSYNTPESSNLFMGSDEHTTLVNANTGSASSASHMHQQQQ 180 

K1Haplp GGSTQRLLSGSNGNSPILSTEQTPSNENKYDNDELDLTRQFDMLHLKNNGTVHLGATHWL 179 

AgHaplp AQASPRLVEDG VRGRYDNCTLDLTRQFDMLHVRHGGILHLGATHWL 196 

ScHaplp QQQQQEQQQDFSRSANANANSSSLSiSNKYDNDF.LDLTKDFDLLHIKSNGTIHLGATHWL 240 

K1Haplp AIMKGDPYLKLLWGHIFTLREKLTEWYSQKRKSS----..--.--------TVSAGAGTC 222 

AgHaplp AIMKGDPYLRLLWGHLFSVREKMVEWHAQRRRKSQDGA-------------RPAGGAGAC 193 

ScHaplp SIMKGDPYLKLLWGHIFAMREKLNEWYYQKNSYSKLKSSKCPINHAQAPPSAAAAATRKC 300 

K1Haplp PVIHGSIQQSKCPVAHATRNVAERPKSSESRCPVAHAPRPEKNSTQKCPVDHSAFIGSAS 282 

AgHaplp FVSAR-VTASRCPVSNQS -AAGGRAPKPE--APQQCPVTG-^------- 229 

ScHaplp PVDHSAFSSGMVAPKEETPLPRKCPVDHTMFSSGMIPPREDTSSQKRCPVDHTMYSAGNM 360 

K1Haplp SGQCPVAHTVVKEEVDATTSGCPIDHTKFSSMEGSPDPAAKGKLPALPSFQNLTAKCPML 342 

AgHaplp ----- ATAAGH QQLAPFHDLTAKCPVL 251 

ScHaplp PPK-DETPSPFSTKAMIDHNKHTMNPPQSKCPVDHRNYMKDYPSDMANSSSNPASRCPID 419 

. . ... . 

K1Haplp REG-TPTPTLNSQES------------- - GHNSKRTSWPEMSSEQATDAISKALPPKK 386 

AqHaplp QHSVTSTPAMSSR--^-------------------RGTIEHTYMGSADAADRLAQMLPSKH 290 

ScHaplp HSSMKNTAALPASTHNTIPHHQPQSGSHARSHPAQSRKHDSYMTESEVLATLCEMLPPKR 479 

: . . ".:: . . . . .. ... . . 

K1Hap1p IVFLF'MDKFFNHIYPIVPILDEQTFKLQVNQILQT---------------------NNNQ 425 

AgHaplp IIMLVLDHF'FKYIYPWPILDEQSFCHEVDQILSD- RQET 329 

ScHaplp VIALFIEKFFKHLYPAIPILDEQNFKNHVNQMLSLSSMNPTVNNFGMSMPSSSTLENQPi 539 

K1Haplp TTVKLTKPLGACVLGILLIII,RITWLSL'I'PNACNIKLGPECESLKLEP-----TYSATIT 480 

AgHaplp LVIKVTKPTDNCTLGILTIILRLTWLSLPLNESAVELGSQYEQFWPS-----VSVSPAA 384 

ScHaplp TQINLPKLSDSCNLGILIIILRLTWLSIPSNSCEVDLGEESGSFLVPNESSNMSASALTS 599 

K1Haplp QAKEEAMLLKYET'PIETVEIVRKFLIKFDEISSFANSNVNITTVQFAIFYKLYLMSSPDK 540 

AgHaplp HVKEVSTLFEHQTPLDAVTLARKHLVRFDEISSFSNTNVNLATIQFAIFYKMFLMCCPED 444 

ScHaplp MAKEESLLLKHETPVEALELCQKYLIKFDELSSTSNNNVNLTTVQFAIFYNFYMKSASND G59 

K1Haplp TDYT---QPNTFTSTGQDNETHQVLMSSIVQMAFSCGLHRDPDNFPQLNTAVNG---'-^ '^'iL 

AgHaplp ASVQP--QSATFTSTGQDNETHQVLLSSIVQMAFSCGLHRDPDNFPQLSSTL-------- 4^i4 

ScHaplp LTTLTNTNNTGMANPGHDSESHQILLSNITQMAFSCGLHRDPDNFPQLNATIPATSQDVS -!1'+ 

: :... . . . . . . . .... 

K1Haplp -------SKLTKEALSN---- ----------------------------TERLKHTWRK 611 

AgHaplp LKTTKDTITN ----TERLKHTWRK 514 

ScHaplp NNGSKKANPSTNPTLNNNMSAATTNSSSRSGSADSRSGSNPVNKKENQVSIERFKHTWRK 775 

Figura 18. Alineamienlo de las secuencias proteínicas de KlHaplp, AgHaplp y SrHaplp. Se oh^crva la 

conservación de una serie de dominios fundamentales para la función reguladora dc Hap 1 p. 
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Clonación y caracterización de los genes KlHEM12, K[HAPI y KlSRB10 

K1Haplp TWFFIVSLDVQQSLSLGTPRLLRNLNDFSDTKLPCASKIUYVNNIKELILVKNFKLFFQI 671 

AgHaplp MWYFILSLDIQQSLSLGSPRLLRNHKDFSUTKLPFASKIDYVQDIKELVVVKNFTLFFQI 574 

ScHaplp IWYYIVSMDVNQSLSLGSPRLLRNLRDFSUTKLPSASRIDYVRDIKELIIVKNFTLFFQI 839 

KlHaplp DLCIISVLNHILNVSLARTVRKFELDQLIQSLGKLRDGVTPTNDVVNDLVNKGLLFTTEG 731 

AgHaplp DLCVVAVLNHILNVSTAKTVRKHELDSLIEALKSLANGGCNLNDLVASLVGQGLLFTTEG 639 

ScHaplp DLCIIAVLNHILNVSLARSVRKFELDSLINLLKNLTYGTENVNDWSSLINKGLLPTSEG 899 

K1Haplp TVLLDQNPEHSYSLPSLTSVLST----------VDKSSSEEKEKKLSLAHESTTRALFFS 781 

AqHaplp --FIDQTNDVAYSLPSMEHLLS------------SHTTVPEKDKKPFLPHELTTRSLLFS 680 

ScHaplp G-SVDSNNDEIYGLPKLPDILNHGQHNQNLYADGRNTSSSDIDKKLDLPHESTTRALFFS 958 

K1Haplp KHVTISMLQYLLNYILFTHYEPLGNEDPGTRILAKDYAQEALNYAVEGFKNCILFYNSTG 891 

AgHaplp KHITLRLLLYLLNYILFVHYEPKGNDEPGTRSLARSYAQEAMNYAIDGYYHSLLFFNSFK 740 

ScHaplp KHMTIRMLLYLLNYILFTHYEPMGSEDPGTNILAKEYAQEALNFAMDGYRNCMIFFNNIR 1018 

K1Haplp NIlVN-.-.-MFSYNDVLLSPTCLDVGHRALQFIVCLILRAKCGPLTGMGESPAIG----NQ 892 

AgHaplp SDYNKHTSIFTHMQVLLAPACLDMGHRALQFMVCLILRAKCGPLTGISDFSIVGSMAPSS 800 

ScHaplp NTN----SLFDYMNVILSYPCLDIGHRSLQFIVCLILRAKCGPLTGMRESSIITN^-GTS 1072 

K1Haplp NNTVTSSSEDETDQNKRDS-SPSPGNVLTDVSLDAGENLAEVLLARMILFHKLTKQISAK 951 

AgHaplp DEDDSSGSEDRASSGKELSGALQDFTSIPYISLTAGDHLADTLMEKMALFHKLAKQLSSK 860 

ScHaplp SGFNSSVEDEDVKVKQESSCELKKDDFMKDVNLDSGDSLAEILMSRMLLFQKLTKQLSKK 1132 

KlHaplp YNYAVRMTKSTGFFITLLKKPSSKSKTNSKNKNLPR-LHQHPNIANMTSFFKNVPSLVLS 1010 

AgHaplp YAYATKLCKSTGFFLTLLKKPSSGSHAKQARQNSLP-RIQDLGIASMTGFFKNVPSLVFS 919 

ScHaplp YNYAIRMNKSTGFPVSLLDTPSKKSDSKSGGSSFMLGNWKHPKVSNMSGFLAGDK----­ 1187 

KlHaplp AGGDQIRRCPVYQDAVGFLPSKVTSGTFNSIFHSTAPPSFNSAVTQQLPPLNIQYQPITF 1070 

AgHaplp ATGESITRCPVYQDAMDLLPPKEPRASSN-MTATVSNGSDVTFLNGPLPPIR-PYQPITY 977 

ScHaplp ---DQLQKCPVYQDALGFVSPTGANEGSAPMQGMSLQGSTARMGGTQLPPIR-SYKPITY 1293 

... . ....... . . .. . . 

K1Haplp RDT-LRRTSDVRGTPETAKRRK----VDTTSKN----------^-^--^------------FSEQ 1102 

AgHaplp NVNGFHKTSDIR-EPSGSKRRR----ISANVIT-----------------------PTSS 1009 

SCHaplp TSSNLRRMNETG-EAEAKRRRFNDGYIDNNSNNDIPRGISPKPSNGLSSVQPLLSSFSMN 1302 

. ... .. .. . .. . . . . 

K1Haplp KVEVKVENPQISLPPSPAQISAVTPFEPLLPTLDKVP---------------------AV 1191 

AgHaplp ----ALPPPLPSLCSPQYQCPTSVPDTGTDSIQFQEP---------------------HI 1094 

ScHaplp QLNGGTIPTVPSLTNITSQMGALPSLDRITTNQINLPDPSRDEAFDNSIKQMTPMTSAFM 1362 

K1Haplp PQGKVPYSPTPS LSGTQPPIVAPSNLQQLNFNSPVPPSDLSNITDSPDFEDF 1193 

AgHaplp NGN----SHTPS--------SRGANDGKGMGNSAFSLSSPSNAEISSGS-AQYTPDFEEF 1091 

ScHaplp NANTTIPSSTLNGNMNMNGAGTANTDTSANGSALSTLTSPQGSDLASNSATQYKPDLEDF 1922 

K1Haplp LSEHTSLNGLMINPSSIVEAVGFDGYSGNGGLR--LQADPLPIDNND-----------.^­ 1238 

AgHaplp LMENSNFNGLIINPSGIAEAVGMDQFGHAGDINGLLGADLLPIDDN 1137 

ScHaplp LMQNSNFNGLMINPSSLVEWG--GYNDPNNLGRNDAVDFLPVDNVEIDGVGIKINYHLL 1480 

..... . ... . .. ... . . . . 

K1Haplp GLNEMAPITEFSMWE------- 1253 

AgHaplp CMIEVPQSGDLSAFL 1152 

ScHaplp TSIYVTSILSYTVLEDDANDEK 1502 

Figura 18 (continuación). Alineamiento de las secuencias proteínicas de KlHaplp, AgHapl p y ScHaplp.
 
Se observa la conservación de una serie de dominios fundamentales para la función reguladora de Haplp.
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Clonación y caracterización de los genes KIHF.M12, KIHAPI y KlSKB/ll 

K(Hap1p - -------MSSITSPGTGTPQQ------------ KRKRNRV 1.1
 

ScHaplp MSNTPYNSSVPSIASMTQSSVSRSPNMHTATTPGANTSSNSPPLHMSSDSSK KRKRNRI 60
 

K1Haplp PLSCTICRKRKVKCDKGRPQCQQCVKTGVGHLCHYF7 EQTWAEEA KELSKDSELKQI,RE'R 81 

ScHaplp PLSCTICRKRKVKCDKLRPHCQQCTKTGVAHLCHY •1EQTWAEEA KELLKDNELKKI,i^.F:R 120 u„^^^^^^,.,i^ 
nh^^ ^ ^^ „^^^^^ 

K1Haplp VKSLEETLSKVHATTTNPMTSANQSPASDGLNVG----CPHAGGSTQRLLSGSNGNSPIL 137
 

ScHaplp VKSLEKTLSKVHSSPSSNSI.KSYNTPESSNLFMGSDEHTTLVNANTGSASSASHMHQQQQ 180
 

K1Haplp STEQTPSNE NKYDNDELDLTRQFDMLHLKNNGTVHLGATHWL
 
MódWo de nprewMín i

ScHaplp QQQQQF.QQQDFSRSANANANSSSLSISNKYDNDELDLTKDFDLLHIKSNGTIHLGATHWL 2 q 0 

^h^n^^w^ n.^ 
KJHaplp AIMK PYLKLLWGHIFTLREKLTEWYSQKR-----KS VSAGA( TCPVIHGSIQQ3KC 234 rrpn.i^ín^ 

ScHaplp SIMK PYLKI*);W*H*FAMREKLNEWYYQKNSYSKLKS. CPINHi QAPPSAAAAATRKC 300 t'""""""i`^ 
. ^ ^ ^^.^iui^.l^ w Mm^i 1 

K1Haplp PVAHhTRN---VAERPKSSESF^-CPVAH -------APRPEKNST SAF'IG___ 279 n•^nuu^^^A^ 

ScHaplp PVDH:SAFSSGMVAPKEETPLP RIKCPVDH MFSSGMIPPREDTSSQ 'MYSAGMM 360 """"•'^'i"'""'' 
bominw de 

^^^.^^u^^.ln n hrnw^ 1 
Ih^inini^^ Ac 

K1Haplp 

ScHaplp 

-----SASSGQCPVAHTVVKEEVUATT^ 

PPKDETPSPFSTKAMIDHNKHTMNPPQ 

GCPIDH 
$KCPVDH 

----KFSSMEGSPDPAAK ^F^r::.PALP 

;PIDHj2N YMKD YP SDMANSS SNF'A^ 

330 n.pur.^anhcnw5 

4 2 0 I ^^nnini^^ dc 
r^'^y^w^^1^ n M•nw^ h 

K1Haplp SEQNLTAKCPMLREGTP---TPTLNSQESGHNSKRTSWPEMSSEQATDAISKALPPKKI 387
 

ScHaplp SSMKNTAALPASTHNTIPHHQPQSGSHARSHPAQSRKHDSYMTESEVLATLCEMLPPKRV 4A0
 

K1Haplp VFLFMDKFFNHIYPIVPILDEQTFKLQVNQILQTN-------------------NNQ- T 4lr,
 

Sr.Haplp IALFIEKFFKHLYPAIPILDEQNFKNHVNQMLSLSSMNPTVNNFGMSMPSSSTLENQPIT `^^4U
 

K1Hap1F^^ TVKLTKPLDACVLGILLIILRITWLSLTPNACNIKLGPECESLKLEP-----TYSATITQ 481
 

.ScHapll-• QINLPKLSDSCNLGILIIILRLTWLSIPSNSCEVDLGEESGSELVPNESSNMSASALTSM 600
 

K1Haplp AKEEAMLLKYETPIETVEIVRKFLIKFDEISSE'ANSNVNITTVQFAIFYKLYLMSSP-DK 540
 

ScHaplp AKEESLLLKHETPVEALELCQKYLIKFDELSSISNNNVNLTTVQEAIFYNFYMKSASNDL 660
 

K1Haplp TDYTQPN--TFISTGQDNETHQVLMSSIVQMAFSCGLHRDPDNFPQLNTAV^^ ^ ^ '>4'l
 

ScHaplp TTLTNTNNTGN:ANPGHDSESHQILLSNITQMAFSCGLHRDPDNFPQLNA"I"IE'A-tSQI^VSN ^^20
 

K1Haplp NGSK----LTKEALSN----- --- TERLKHTWRKT 612
 

ScHaplp NGSKKANPSTNPTLNNNMSAATTNSSSRSGSADSRSGSNPVNKKENQVSIERFKHTWRKI 760
 

Figura l9. Alineamienro de lax tecuencias proleínicas de K/Haplp y ScHaplp. Se han marcado los 

dominios fundamentalet para la función de Haplp. 

103
 



Clonación y caracterización de los genes KlHEM12, K1HAP1 y KlSKB10 

K1Haplp WFFIVSLDVQQSLSLGTPRLLRNLNDFSDTKLPCASKIDYVNNIKELILVKNFKLF'FQ1D 67).
 

ScHaplp WYYIVSMDVNQSLSLGSPRLLRNLRDFSDTKLPSASRIDYVRDIKELIIVKNFTLFFQI:^ N4C
 

K1Haplp LCIISVLNHILNVSLARTVRKFELDQLIQSLGKLRCGVTPTNDWNDLVNKGLLFT"':E^;7 i77
 

ScHaplp LCIIAVLNHILNVSLARSVRKEELDSLINLLKNLTYGTENVNDWSSLINKGLLPTSEG N9^i
 

K1Haplp VLLDQNPEHSYSLPSL'ISVLSTVDK SSSEEKEKKLSLAHEST'TRALFFSK 187
 

ScHaplp GSVDSNNDEIYGLPKLPDILNHGQHNQNLYADGRNTSSSDIDKKLDLYHESTTRALFFSK 959
 

K1Haplp HVTISMLQYLLNYILFTHYEPLGNEDPGTRILAKDYAQEALNYAVEGFKNCILFYNSTG- 841
 

ScHaplp HMTIRMLLYLLNYILFTHYEPMGSEDPGTNILAKEYAQEALNFAMDGYRNCMIFFNNIRN 1019
 

K1Haplp MNNMFSYMDVLLSPTCLDVGHRALQFIVCLILRAKCGPLTGMGESPAIGN-QNNTVTSSS 900
 

ScHaplp TNSLFDYMNVIL•SYPCLDIGHRSLQFIVCLILRAKCGPLTGMRESSIITNGTSSGFtJSSV I079
 

K1Hdplp I EDETDQMKRDSSP--SPGNVLTDVSLDAGENLAEVLLi\RMILFHKLTKQISAKYNYAVRM 958
 
ScHaplp ^, EDEDVKVKQESSDELKKDDFMKDVNLDSGDSLAEILMSRMLLFQKLTKQLSKKYNYAIR:S 1139
 

.. .. ' . ..... , . .. ' . .. . .
 I *** .,. _.., .
 

K1Hap1p KSTGEFITLLKKPSSKSKTNSKNKNLPR-LHQHPNIANMTSFFKG,IVPSLVLSAGGDQ^1017
 

ScHaplp ^ NKSTGFFVSLLDTPSKKSDSKSGGSSFMLGNWKHPKVSNMSGFLA^;DK--------DQ 1191
 
^... . ..
 .. .... .
 ^ '
 Uui ude
 

rr.pue•la e henM^ 7
 

K1Haplp RCPVYQ AVGF'LPSKVTSGTf'NSIFHSTAPPSFNSAVTQQLPPLNIQYQPITFRDTLRRT 1077
 

ScHaplp KCP^V:Q ALGFVSPTGANEGSAPMQGMSLQGSTARMGGTQLPPIR-SYKPITYTSSNLRR 1250
 

K1Haplp SDVRGTPETAKRRK----VDTTSKNFSEQKVEVKVENPQISLF'------------- P 1117
 
ScHaplp MNETGEAEAKRRRFNDGYIDNNSNNDIPRGISPKPSNGLSSVQPLLSSFSMCdQLNGG IP 1310
 

K1Haplp SPAQISAVTPFEPLLPTLDKVP AVPQGKVPYSPTPSLSGTQPPIVAP 1164 
SCHaplp TVPSLTNITSQMGALPSLDftITTNQINLF'CF'SR[7h:AFDNSIKQMTPMTSAFMNANTTIFS 1370 

. .... . . . ... . .. . . . . ...
 Iluminiu de 
:^tl i^ ai^ii ín 

X1Haplp SNLQ-QLNFN--------SPVPPSDLSNI`IUS ----^ --------PDFEDFLSEHTSLN 1201 

ScHaplp STLNGNMNMNGAGTANTDTSANGSALSTLTSPQGSDLASNSATQYKPDLEDFLMQNSNFN 1430 

K1Haplp GLMINPSSIVEAVGFDGYSGNGGLRLQADFLPID-- NNDGLN-- C^MAPITE 129A
 
ScHaplp GLMINPSSLVEWGGYNDPNNLGRNDAVDFLPVDN^ NYHLLTSI YVTSILS 1490
 

K1Haplp FSMWE 1253
 

ScHaplp YTVLEDDANDEK 1502
 

Figura 19 ( continuación). Alineamienlo de las secuencias proteínicas de KlHaplp y SrHaplp. Se han 
marcado los dominios fundamentales para la función de Haplp. 
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Clonación y caracterización de los genes KIHF,'M12, KlHAPI y KlSKB/0 

Los mayores valores de similitud I^ueron para el dominio en dedo dc "l.inc (90^7^^) 

dcstacando el hecho de que las 6 cisteinati fundamentales para la unión con el "/.inc a la 

secuencia consenso en el DNA estún perfectamente conservadas. h'I dominio en dedo ^e 

linc (también conocido como c^luster binuclear de "I,inc) posec una secuencia conscnsu 

(CX^CX6CX5_^CX^CX6_KC) con seis cistcinas que se unen a dos átomos ^c '/.inc que 

coordinan el plegamiento del dominio. 

El alto grado de conservación del dominio de unión a DNA (dominio en dedo de 

%inc) permite emplear programas informáticos de modelado por homología para obtener 

una predicción de su estructura terciaria. De esta mancra sc obtuvo una prcdirci<ín dc 

este dominio de la proteína KlHaplp (figura 20.B) muy semejante a la determinada 

experimentalmente para S. cerevisine (tigura 20.A), lo que sugiere un mismo modo dc 

actuación de KlHapl p en la unión a llNA y activación de los genes regulados. 

It 

Figura 20. A M^^^clo dcl dominio en dedo de "7,inc de Sc^Haplp unido a la doble hebra de DNA. B 
Predicción inf^xm.í^ica dcl dominio en dcdo de "Linc de K/Haplp 

ScHaplp es capaz de reconocer a través de este dominio el triplete CGG 

(Timmerman et nl., 1996). 

La dimeriración es un mecanismo común para regular la actividad dc numerosas 

macromoléculas biológicas como receptores de la hormonas (Kelly et al., 1994), scñales 

celulares (Salzmann & Bachmann, 1998) y numerosos factores transcripcionales (Lamb 

& McKnigth, 1991). Los activadores transcripcionales de la familia Gal4p de levadwas 

que incluye al menos 52 factores transcripcionales, entre ellos Haplp, y que controlan 

procesos que van desde la utilización de la fuente de carbono y el tipo de metabolismo 0 

la resistencia frcnte a drogas (Johnston et al., 1987) también están regulados por 

dimerización (Gardner et al., 1995; Hon et nl., 1999). 
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Clonación y caracterización de los genes KIHF.M12, KlHAP1 y KlSXB10 

Aunque previamente se había detinido el DD de ScHap I p entre los residuos 

105-244, el elemento mínimo de dimerización para ScHapl p está entre los aminoácidos 

105-135 (King et al., 1999) y es suficiente para permitir la dimerización y la unión a 

DNA tal y como se ha demostrado por ensayos de movilidad electroforLtica y análisis 

de estructura por rayos X(Pfeifer et al., 1989). Algunos de estos dominios tienen mayor 

importancia para la regulación de unos promotores que de otros. Se sabe que la 

eliminación del DD no disminuye severamente la unión a DNA y la activación 

transcripcional de UAS I lCYC1 pero impide completamente la activación 

transcripcional de LJAS/CYC7. Aunque ScHaplp se une con igual afinidad a los sitios 

reguladores de CYCI y CYC7, existían evidencias que sugerían que Haplp activaba la 

transcripción de modos diferentes en cada uno (Cerdán &'Litomer, 1988; Turcotte & 

Guarente, 1992), se ha demostrado que el dominio de dimerización es responsable de la 

activación transcripcional diferencial en UAS 1/CYCI y UAS/CYC7 (Hach et nl., 2000). 

F,I dominio de dimerización (DD) también está altamente conservado en K. lactis (59%) 

sugiriendo que también en esta levadura Haplp actúa como dímero. 

En S. cerevisiae los RPMs y HMRs son dos clases distintas de elementos de 

Haplp esenciales para la regulación por hemo (Hon et nl., 2000). Los RPMs median la 

inactivación de Haplp en ausencia de hemo, de modo que la deleción o interrupción de 

cualquiera de los RPMs causa que Haptp alcance unos niveles altos de actividad 

incluso en ausencia de hemo (Hach et al., 1999). Los HRMs, en particular HRM7, 

permiten la unión a hemo y median la activación de Haplp en respuesta a este grupo 

prostético (Zhang et al., 1998). Recientemente se ha demostrado que la interación entre 

Hsp90p y HRM7 es necesaria para promover los cambios conformacionales que son 

necesarios para la activación de Haplp, causando una activación mediada por hemo de 

la transcripción de los genes diana de Hapl p(Lee et nl., 2003). 

Al comparar los módulos de represión de Haplp con regiones homólogas 

existentes en KlHaplp se ve que los tres módulos de represión, RPMI, RPM2 y RPM3 

presentan unas homologías del 87%, 68%r y 97% cada uno. Este grado de conservación 

sugiere también un estado inactivo de KlHap 1 p en ausencia de hemo. 

De los 7 dominios de respuesta a hemo, HRMI no presenta ninguna similitud y 

HKM6 presenta un porcentaje del 33% que es bajo si se compara con los del resto de 

HKMs. De todas formas, el hecho de que el HRM7, que es el fundamental para la unión 

a hemo y la función transcripcional de Haplp, tenga una identidad del 100%, apunta a 

que realice la misma función en K. lnctis. 
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Clonación y caracterización de los genes K/HF.M12, K1NAP1 y KlSKBIII 

1-;l dominio de activación transcripcional situado entrc los residuos 1309 y 1483, 

presenta también una alta homología, lo que sugicre su funcionalidad cn K. lnc•tis 

aunque no lo es en S. cerevisine en los experimentos de complementacicín rcalizados. 

4.CLONACIÓN DE K1SRB10 

EI gen SRBlO ha sidu ampliamentc estudiado en la levadura S. cere^^isiue dchido 

a su relación con cl complejo RNA polimerasa II. hn S. cerew.rine, ScSRBlO se sitúa cn 

el brazo izquierdo del cromosoma XVI (ORF YPL042C) a 50 Kb del locus RAD1. 

FI carácter pleiotrópico de las mutaciones de este gen se pone de manifiesto en 

el hecho de que ha sido clonado por varios equipos de investigación independicntes. Las 

clonaciones se realizamn mediante complementación dc mutaciones yue afcetan a 

procesos dif^erentes del ciclo de vida de la levadura. Hs por cllo por lo que ScSRBlO se 

caracteriza por ser conocido con múltiples nombres yuc hacen referencia a las 

mutaciones a partir de las cuales fue clonado. Las mutaciones urne5 (inercmcnto dc la 

cxpresión de un gen relacionado con la esporulación durante la fasc vcgetativa; 

Surosky et n1., 1994), nrel ( expresicín de genes a-específicos en células alf-a; Wahi & 

Johnson, 1995), sr610 ( supresor de mutaciones en el dominio CTD de la suhunidad 

mayor de la RNA polimerasalf; Liao et al. 1995), ssi^3 ( defectos en la rcpresión por 

glucosa de algunos genes; Kuchin et nl., 1995 ) y^^ig2 ( incapacidad de crecimicnto en 

galactosa como única fuente de carbono; Balciunas & Konne, 1995). Cada una de estas 

mutaciones fue complementada con diversas genotecas dc S. cere^^isine, obteni^ndose 

en todos los casos la misma secuencia de UNA para el clon obtenido. F.n nucstro 

laboratorio, el gen SRB10 (ROX6) de S. rere^^isine fue clonado por complementación a 

partir dc un mutantc ro-r6 yue sobre-expresaba el gen hipóxico ScCYC7 en condiciones 

aeróbicas ( Cadahía-Rodríguez, 1996). 

4.1.Clonación de KlSRB10 mediante la técnica de DCbyPCR 

Gracias a dos publicacioncs de trabajos relacionados con cl proyccto de 

secuenciación del consorcio Genolé^^ures se dispuso de las secuencias de dos pequeños 

fragmentos correspondientes al gen SRBlO de K. lnctis (()zicr-Kalogeropoulos et nl., 

1998; Bolotin-Fukuhara et nl.. 2000). Analizando las dos secuencias se comproheí que 

se solapaban (figura 21), lo que permitió unificarlas en una sola de un total dc 985 ph. 

Tomando como refcrencia esta secuencia parcial, se diseñaron los oligonucleótidos 
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ECV4S (CACAAAGTGCATGCAGAGAGA) y ECV46 (GTTATCGTTTGTGTGAATGCG) que 

permitían amplificar una región específ^ica de 875 pb. La temperatura de hibridación 

elegida fue de 46°C. 

CACAAAGTGC ATGCAGAGAG ATGTCACTTT GTAGAGAATT GGATAATAAC CATTTAACGA
 

AAT=AGTTGA AA?'AT:CCTA GAGAAGAAGA GCATCTACAT GGTCTCAGAG TTTGCTGAAC
 

ATGAICI=I: RCRAA==A'C CATTTTCATI CGCATCCTGA AAAGAGACTA ATACCGCCAA
 

GGATGCTCAA ATCAATARTG TGGCAAATTC TTGATGGTGT TTCTTATTTG CATCAGAACI'
 

GGATTCTTCA TAGAGACTTA AAGCCCGCTA ACATTATGGT TACCGTTGAT GGCTGCGTCA
 

AGATCGGTGA TCTTGGTCTA GCGAGRRAAT TCAATAACAT GGTACAGACT TTATACACTG
 

GTGATAAGGT TATTGTAACA ATTTGGTATC GTGCCCCAGA ACTTATACTT GGAGCTCGAC
 

ATTATACTCC TGCAATAGAT CTTTGGGCTG TTGGTTGTAT TTTTGCAGAA CTCATCGGTT
 

TAAGGCCAAT CTTTAAAGGT GAAGAGGCCA AGATGGAGTC CAAGAAGAGT GTTCTGTTTC
 

AAGCTAATCA GTTTCAAAAA ATATTGGAAG TCATGGGTTC GCCAGATCAT AAAATATGGC
 

CGAATATCGA CAGTTATCCA GAATATCTTC AGTTGGCAAA AATGCCAAAA TATCGTGACA
 

ATTTAACAGC ATGGTATCAG ACCGCTGGCG GTAAGGACAA GACTGCTTTA GACATTCTTT
 

ACCGTCTATT GCAGTATGAT CCTATCAAGA GAATCGATGC AATCGACGCT TTAGACCATG
 

TCTATTTCAC CAACGGCGAC CCTCC':GTCT GTGAAAATGT GTTCGAGGGT CTCAACTACA
 

AATACCCACC AAGGCGCATT CACACAAACG ATAACGACAT TACGAATGTC GGCAATGATA
 

ATAATCAAGC TAA:CACTCI CAAAAACAAC CARTGCATGG TAACAATAAT AATAAGAATG
 

GGAACATGAA CGGA.TAGG^ G`AAA
 

Figura 21. Secuencia parcial de KISRBlO obtenida tras unificar las tecuencias parcialeti de Bolotin-
Fukuhara (2000) y Ozier-Kalogeropoulos (1998)- EI oligonucle6tido ECV45 aparece en negrita y ECV46 
aparece en negrita y subrayado. 

Empleando la técnica DCb^^PCR (Díaz-Prado et al., 2004) desarrollada en 

nuestro laboratorio se llegó a la obtención de un clon de KISRBIO, a partir de la 

genoteca Chiron en el vector pAB24 (ver materiales y métodos). Se denominó a esta 

construcción pAB24KlSRB10. El procedimiento, similar al descrito en apartados 

precedentes, aparece esquematizado en la tigura 22. 
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Yaso 1. Comprohación de que la genoteca empleada °" ''""'" ' 
es portadora dc tm clon de K(SRBlO. Se emplean ^' ^ 

oligonucleótidos especíticos de manera que ^ ,_ t 
amplifiquen únicamentc la banda deseada y no ^ 
hihridcn en el vector pA624. ^ ^ 

Geno^«o ^ ^hv^^u 

8^u'tr"P'„'^^^n/AcYaso 2. Amplificación de la genoteca (8 
transformaciones) y realización de réplicas (3 de cada 1"^^P'^°^r.^. N^^a. 
placa). Extracción de DNA plasmídico del conjunto ""'""'°'''" ^ '^ ̂ " ^^ ̂ ^^ ^' ^ ' 1 
dc réplicas C. ^ ^:.^.^.,^,n ^^^. 

plu^mMlr^^ 

Paso 3. PCRs con los grupos de preparaciones t^; s 6^^"""'"' ^ 
correspondientes a todas las réplicas C de cada r 
u^ansformación. EI clon buscado, KISRBlO, está ^ ^ 
presente en el grupo número 7. - - ^ 

, . i 1 5 fi 7 c.,,^,^^ i. 

Yaso 4. PCKs con las minipreps de las sictc placas ^ 
dcl grupo 7. Resultado positivo en la placa 3. Como e 
control: DNA genómico. ^, ^ "' 

Yaso 5. Sectoriración de la placa 3 de la s^ sZ si sz s^ s^,^.,,^.,^:,.".^, a 
transformación número 7 y extracción de DNA de ^ 
cada sector para comprobar por PCR la presencia del ^' s' _^ ^^ ^ ^ 
clon. 

Yaso 6. Siembra de la totalidad de las colonias , Z,,^ h, w y,,, ,,,:w,,,,,,, ;. 
pertenecientes al sector 3, rni^zipreh individual de • 
cada una y comprohación por PCR. EI clon positivo - -- -^ 
está presente en la colonia número 10 y I I. 

t z ^asfi^x^^ to^: ;_ 
Yaso 7. Aislamiento de colonias del candidato ^ 
positiva Comprobación mediante PCR. ^^ ^ ^ -

Figura 22. Exquema de la estrategia DCbrPC'R, Discriminación de grupos por PCR (Díaz Prado er nl., 

2004), mostrando la clonación parcial del gen KlSRB10. Los productos de PCR fueron visualizadoti en 
geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Como marcador de tamaiioti de los fragmenlos se empleó 

el DNA del fago 7v digerido con BsrEll (Lambda DNA-BstElt digetit de BioLabs citado en Daniels et nl., 

1983). 
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Tras la identificación del clon deseado, se realizcí una secuenciaciún del mismo, 

hasta ensamblar un contig de 3.757 pb de alta homología con ScSRBlO. Dicha secuencia 

fue depositada en la base de datos de EMBL bajo el número de acceso AJS32841. 

Tras la obtencieín del clon KlSRB10 y su proceso de secuenciacibn se observó 

que no solo se había clonado KlSRB10 sino también las ORF anterior y posterior (un 

fragmento) yue mantenían la misma disposición que en S. cerevisiae, manifestando de 

nuevo sintenia y la proximidad evolutiva entre las dos levaduras (figura 23). 

Figura 23. Mapa físico de las ORFti identificadas en el clon pA624KISRBlO secuenciado de la genoteca 

de Chiron. Los porcentajes de homología con S. cei^erisine mostrados han sido calculados mediante 
FASTA (Pearson & Lipman, 198R). 

Se encontró un gen con una similitud del 60^10 (calculado mediante FASTA; 

Pearson & Lipman, 1988) con la ORF YPL041C de S. cerevisiae localirada 5' en la 

misma hebra. Esta ORF no tiene una función conocida por el momento, aunque su 

deleción resulta viable pero provoca una ralemización del crecimiento (Tong et al., 

2004). En posición 3' a KISRBIO y en la hebra complementaria, se localizó una ORF 

conocida y la secuencia parcial obtenida para ella mostraba una similitud del 71,9% con 

ScNOP4 (YPL043W). Se trata de una proteína nucleolar, esencial para el procesamiento 

y maduración del RNA 27S y la biogénesis de la subunidad mayor de los ribosomas. 

Contiene cuatro motivos de reconocimiento de RNA (RRMs) (Sun & Woolford, 1997). 

EI nulo resulta inviable ya que causa una acumulación de subunidades 60S debido a la 

falta de producción de RNAr maduro 25S a partir del RNAr precursor 27S (Giaever, et 

al. 2002). 
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4.2.Subclonación de KlSRB10 

Una vcz conocida la secuencia completa de KISRBIU se procedió a su clonaci^ín 

(sin las regiones (7anqueantes que presentaba en pAB24) en otros vcctores más 

adccuados para estudios posteriores. Para cllo se diseñaron los oligos ECV 199 y 

ECV2(x) (tabla 8) que hibridan en las posiciones -996 y en +2.546 (la posición +I es la 

adenina dcl ATG) amplificando un total de 3.542 pb. La temperatura dc hibridación 

sclcccionada fuc dc 50°C. 

Tabla 8. Listado de loti oligonucleótidos empleadov para la subclonación del gen KISRBIO. Loti sitios dr 

reconocimienlo para BnmHl y Snll aparecen en negrita. 

Nombre Secuertcia 5' -^ 3" Hebra 

ECV199L GGGGGATCCATCCATTGCCAGGGCTTG Watson 
ECV200L GGGGTCGACCGATGACTAGATTGGCTATCAGAA ^ Crick 

Ambos oligonucleótidos se caracterizan por tener en su extremo 5' unos sitios dc 

reconocimicnto de corte para las enzimas BnmHI y Snll respectivamente. En un primcr 

paso, se clonó este fragmento en el vector comercial pG^M"'-TEasy, Ilamándose a esta 

construcción TEasyKlSRB10. A continuación, y tras una digestión con BamHl y Snll, sc 

cloncí el gen en el vector pSKI (de expresión en S. cerevisine y K. lnctis). Sc denominb 

a csta construcción pSK1KlSRBlO. Así mismo, sc clonó cl mismo fragmcnto cn los 

vectores YF,placl95 (denominándose la construcción YEp19SKlSRB/0) y en Y[plac340 

(denuminándose en este caso YIp340KlSRB/0). 

4.3.Análisis funcional de KlSRB10 en S. cerevisiae. 

Complementación de la mutación Scsrbl0 

Tras la obtención del clon de pSK1KlSRB/0, para comprobar su funcionalidad, 

se procedió a la transformación de un mutante srb10 de S. cerevisiae, "L.76R (MATci 

tirn.3-52 his34200 leu2-3, 112 rpbl 4187::H/S3 srv1041::hisC [L/4(LEU2 CEN 

RPBI)/). F:n S. cerevisine los mutantes srbl0 se caracterizan por tener una pérdida 

parcial de represión por glucosa (Kuchin et nl., 1995), crecimiento con tloculación 

(Holstege et nl., 1998), expresión desprogramada de genes de la meiosis (Ohkuni & 

Yamashita, 2000), termosensibilidad (Thompson & Young, 1995) y pobre crecimiento 

en medios con galactosa limitada (Hirst et nf., 1999). 

Se realiz6 la selección de los transformantes en placas de CM-Ura. Como 

resultado, se observó que KISRBIO era capaz de revertir el crecimiento con formación 
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de tl^ículos de la cepa Z768 (srb10 ) en medio líquido tal y como se observa en la figura 

24. 

Figura 24. Complementación de la mutación deI gen SR810 en S. cererrsrne. EI mutante "L768 presenta 
crecimienlo con formación de Flóculos que desapurecen cuando se trantiforma con el gen KISRBlO 
obtenidu en este trabajo. 

Otro de los fenotipos resultantes de una mutación en SRB10 en S. cerevisine se 

traduce en termosensibilidad a altas temperaturas. Para comprobar si el clon obtenido 

también revertía este patrón, se procedió a la transformación del mutante "1,768 con 

pSK I KlSRB10 y posterior sembrado en placas CM-Ura glucosa al 2%, que se incuharon 

a dos temperaturas diferentes: 30 y 40°C. 

Como resultado (figura 25) se observa que el mutante transformado recupera la 

capacidad de crecimiento a 40°C, lo yue pone de manifiesto que KlSRB10 es capaz de 

revertir el fenotipo de termosensibilidad, al igual que sucedía con la formación de 

llúculos. 

Z768 Z768 

l/iI.SRB10 

30 °C 

q 40 °C 

Figura 25. Complementación del fenotipo de termosensibilidad a 40°C del mutante srbl0 de S. 
rc rc ^^isiae. 
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4.4.Determinación del sitio de inicio de la transcripción mediante 

primer extensión 

Los análisis mediante primer e.rterrsion se emplean para cuantií^icar los nivcles 

de RNAm, y para detectar especies de RNAm de baja abundancia. Además, tamhi^n 

pueden ser utilizados para la caracterización de los extremos 5' de los transcritos y 

determinar los puntos exactos de inicio de la transcripción. 

Con el f-in de conocer la funcionalidad del gen KlSRB10 se llevó a cabo una 

síntesis de DNAc a partir del RNAm para así poder comprobar su expresibn y al mismo 

tiempo se determinaron los puntos de inicio dc la transcripción. 

Para la realización del experimento se diseñó el oligonucleótido ECV 125 

(GCCCGCTAACATTTCCTGATG) que hibrida en la posicibn +126. Este oligonuclecítido 

tue empleado paralelamente en una reacción de síntesis de DNA a partir de RNAm y en 

una reacción de secuenciación tomando como UNA molde la construcción pSKSRB/0 

(ver materiales y métodos). 

Los resultados obtenidos se muestrun en la figura 26. Los puntos de inicio sc han 

localizado en las posiciones -39, -35, -30, -21 y-17, aunque la posición -17 aparece con 

mayor intensidad lo que podría estar indicando una preferencia por este punto de inicio. 

Se han localizado además dos supuestas cajas TATA, una en las posiciones -24/­

20 y otra en -67/-63 que determinarían la selecci6n dc los puntos de inicio de la 

transcripción. En S. cerei^isi^e, el inicio de la transcripción ocurre dentro de una regi<ín 

situada entre 40 y 120 pb en dirección 3' de la caja TATA, y a menudo con múltiples 

sitios de inicio (Struhl, 1987). De esta manera el promotor mínimo de KlSRBlO, 

definido como la región mínima del promotor capaz de unir TBP queda determinado 

desde la posición -67. 
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ti^t, 

t ,^r.^tt^. ^ • ^ .. .. 

^ . ­.
 .
 
^i ^as ^ 

^^t . 

GCTAAAAC CTGATCTTCC ATTGGCACTG ATGTAAATAG ACTAATTTAT -361
 

ATATAGACTC GCATTCATCT TATTATIATA AAACTTCATG GATCATATTT ATGAAGACAA -301
 

CCTACGATTA GTTTACAGTT AGTGTCTCAA ATCCTTGATA ATAGTAATAA ATTCAGCTAC -241
 

GGACTAACTA TTTATTCATG ATACAACGAC ATATCAGGCC AGAGTTGGCT ACTTTATTAT -181
 

CTAATGACTC TTTCTTCACA GAACAACGAA TGGTTCTTAT ATTGACGTTT TTATAAGAAT -121
 

TTAAAGCGAA GTGATCCATT AGAAAAATGA TTAAACGTTG AAC^CTTTGA GAATATAAAG -61
 

ACAAGCTCTC GGCGGATACA GCATTCTATC ACTTTTTATA GACTGCGATT TACTGCTGTA -1
 

ATG r3
 

Figura 26. Determinación de los puntos de inicio de la transcripción del gen KISRBlO. las cuatro 
primeras líneas muestran los resultados de la secuenciación del gen KIHEMl2 en el orden G A T C. La 
quinta línea muetitra los resultados del experimento de primer e.rre^isión, indicando para cada caso la 
posición ocupada en la secuencia del promotor, donde parecen rernarcadas en rojo y señalizadas con una 
flecha aquellas de mayor inten^idad; las de menor intensidad están señaladas con un punto. 

Tras la obtención del clon dc K[SRB10 y comprobación de su funcionalidad en 

S. cerevisiae y K. lac•tis, se proyectó un análisis de diversos dominios de SrblOp 

conservados en vatias especies de levaduras. El desarrollo de este estudio aparece 

recogido en un capítulo posterior de esta Tesis. 
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S.DISCUSIÓN 

Mediante la técnica de DC^^yPCR se han clonado los genes KIHEMl2, 

rclacionado con la biosíntesis de hemo, KIHAPI que codifica un factor transcripcional 

relacionado con la regulación de genes implicados en el metabolismo respiratorio y 

KlSRB10. SrblOp es un componente del complejo SrhR/9/10/llp quc a su ver 

interacciona con el complejo mediador de la RNA polimerasa II. 

La técnica ha resultado muy adecuada en todos los casos partiendo dc una 

genoteca de K. lnctis excepto en el caso de KlHAP1. Las dificultades asociadas a la 

clonación de este gen han surgido dcl hecho de que la proteína tiene carácter tóxico 

cuando se expresa en hacterias, con lo cual las genotecas con las que se trabajó carecían 

de clones completos y además pudimos comprobar posteriormente que uno de los 

fragmentos del clon se encontraba ausente en todas las genotecas disponibles. Para 

superar este inconveniente se utilizó una estrategia basada en la alta sintenia que existe 

entre especies de levadura relacionadas (Fischer et al., 2001) y de este modo en dos 

rondas sucesivas de PCR pudo obtenerse un clon completo partiendo de DNA gen<ímico 

de K. lnctis. 

Los clones obtenidos para KIHEMl2 y KlSRB10 son funcionales en S. 

cerevisine, complementando las mutaciones correspondientes, lre^nl2 o sr610, en dicha 

levadura. Este alto grado de conservación no resulta sorprendente dada la cercanía 

evolutiva de estas levaduras y el hecho de que son genes presentes en copia única en S. 

cereti^isine (http://www.yeastgenomc.org/). 

Por el contrario, el clon KlHAP1 no resulta f•uncionul en S. c^ere^^isine como 

quedó demostrado por el hecho de yuc no es capaz de restaurar el crecimiento cn 

fuentes de carbono no fermentables del mutante l^npl de S. cere^^isine ni tampoco es 

capaz de restaurar la expresión del gen aeróbico CYCI en el mismo mutante. Este 

resultado resulta sorprendente si tcnemos en cuenta el clevado grado dc conservacicín 

que existe en todos los motivos que son funcionalmente importantes para la acción de 

Hap l p como regulador transcripcional en S. cerevisine. La proteína K/Hap l p presenta 

bastante conservados el dominio en dedo de Zn para la interacción con el DNA, el 

dominio de dimeriración y los dominios necesarios para la activación transcripcional y 

la represión en ausencia de hemo. Tal vez la ausencia de complementación pudiera 

arhacarse a que hay dos dominios de respuesta a hemo poco conservados (HRMI y 
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HRM6) que han sido citados como importantes para activar a Hap I p en presencia de 

hemo (Hach et nl., 1999) 

Resultados previos de nuestro laboratorio habían demostrado además que, a 

pesar de que K lactis y S. cerevisiae son levaduras diferentes desde el punto de vista del 

metabolismo respiratorio o fermentativo de los hidratos de carbono, en K. lnc^tis hay 

respuesta transcripcional mediada por hemo (González-Uomínguez et nl., 2000). 

También se había podido demostrar la in[eracción de ScHaplp con el promotor del gen 

KICYCI (González-Domínguez et nl., 2000) mediante ensayos EMSA (ElectrophoreNc 

^nobilin^ shift assa^^). Tal vez el hecho de que KIHAP/ no sea funcional en S. cerevisiae 

se deba a que el gen no puede transcribirse correctamente en esta levadura cuando está 

bajo el control de su propio promotor. F,xisten precedentes de esta situación para otros 

genes de estas levaduras yue codifican reguladores transcripcionales. Por ejemplo el gen 

KlHAP4 expresado bajo el control de su propio promotor en un plásmido centrom^rico 

no es capaz de complementar el fenotipo de deticiencia de crecimiento en lactato del 

mutante hap4 de S. cerevisine; sin embargo sí es capaz de hacerlo cuando se expresa 

bajo el control del promotor de ScHAP4 (Bourgarel et nl., 1999). Los factores que 

controlan la transcripción de HAP1 en S. cerevisine no son todavía conocidos, de hecho 

sólo muy recientemente han comenzado a estudiarse encontrando que existe una 

autorepresión del gen ScHAPI por la proteína ScHaplp (Hon et al., 2005). Esta 

autorepresión mantiene unos niveles adecuados en condiciones aeróbicas. También en 

condiciones anaeróbicas o hipóxicas, ScHaplp parece tener un papel regulador sobre la 

transcripción de muchos genes (Chantrel et nl., 1998) pero en estas condiciones los 

mecanismos que regulan los niveles de ScHaplp son totalmente desconocidos. 

F.l estudio comparativo de la expresión de HAPI en S. cerevisine y K. lnctis, así 

como de los elementos que controlan su expresión en cada una de las levaduras y en 

condiciones de oxígeno suficiencia o deficiencia resulta muy atractivo. Sin embargo, los 

problemas surgidos durantc el proceso de clonación retrasaron la obtención del clon, lo 

que imposibilitó realizar dicho estudio durante el transcurso de esta Tesis. Diversos 

experimentos están actualmente en marcha y serán de utilidad para resolver muchas de 

las preguntas planteadas. 

Un análisis más detallado sobre la caracterización funcional de los genes 

K/HEM12 y KISRBlO, junto con un análisis del promotor del gen K/HEMJ previamente 

clonado (González-Domínguez et nl., 1997) se presenta en los siguientes capítulos. 
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CAPÍTULO 2: 
FUNCIÓN Y REGULACIÓN DE 

KlHEM12 



Función y regulación de KlHEM12 

1.INTRODUCCIÓN
 

Una vez clonado el gen KIHEMl2 de Klu^^veroni^res lactis y demosU^ada su 

funcionalidad en Sacchnronirces cerc visine, ya que KIHEMI? es capaz de 

complementar las mutaciones del gen homólogo, se decidió abordar una caracterizacíbn 

de su función y regulación en K. lactis con tres objetivos. El primero de ell^^s com^arar 

las secuencias de la proteína uroporfirinógeno descarboxilasa (URO-U), codificada por 

KIHEMl2, con otras proteínas homólogas, a fin de poder deducir inf^^rmacieín sobrc las 

relaciones estructura-función. En segundo lugar comprobar la funcionalidad del gen en 

K. lnctis y averiguar si se trata de un gen único o existen otros genes yue a^difican para 

iso-formas de la proteína; con estc fin se planteó la consecución de una cepa haploide 

con el gen delecionado e interrumpido por cl marcador KanR. La cepa obtcnida tiene 

también interés para estudiar la regulación transcripcional de otros genes de la ruta de 

biosíntesis de hemo en ausencia del producto tinal de la ruta. Finalmente tamhi^n se 

propuso abordar el estudio de su regulación transcripcional y la caracterizacicín dc los 

clementos reguladores de su promotor. 

2.CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES DE LA PROTEÍNA 

URO-D DE K. lactis 

La proteína resultante de la traducción de KlHEMl2 está esU-ucturalmente 

relacionada con otras proteínas uroporfirinógeno descarboxilasas (URO-D) tal y como 

se observa en las homologías de la tabla 5 mostrada en el capítulo anterior. 

Cuando se realiza un alineamiento múltiple entre la proteína dc URO-D de K. 

lnctis y pmteínas URO-D de otras levadw^as, de Nicotia^^n rabncum y de humanos, son 

destacables una serie de coincidencias (figura 27). 
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K.lactis ---------------MQVQNVDRSKFAPMKNDLMLRAALGE 26 

S.cerevisiae MGNFPAPKNDLILRAAKGE 19 

S.castelli MENMRDEFPPLKNDLLLRVLRGE 23 

S.pombe ------------------------ - ----.. . .. _-^------MKNDLILRAAKGE 13 

H.s,^E^i^^r^t ---------^-----------------------MEANGLGPQGFPELKNDTFLRAAWGE 26 

N.r..^l^.^,-um MMSCNYSFSS;S?SSKSAFTSPSNFNLNPRLICCSAGGTVAEPKAINATQPLLLCAVRGK fi0 

. : 
^
 

^ 1N 1S 1l^ 
F.l,d,^lis KVERPPCWLM_R QAGRYI,P EYHEVKNGRDFFETCR-DAEIASEITI -]0
 

S.^^ete^visi<ac KVERPPCWIMR-^^ QAGRYLP EYHEVKNNRDFFQTCR-DAEIASEITI 63
 

S.castelli EVERYPCWLMR---QAGRYLP^^---------^EYHEAKGGRDFFETCR-DAEIASEITI 67
 

S.pombe EVERPPVWIMASWKISSWYVHDLNLIVCTNETIEYHKLRAKQSFFEMCQ-TPETACELTL 72
 

H.sapiens ETDYTPVWCMR---QAGRYLP -^ - ^- EFRETRAAQDFFSTCR-SPEACCELTL 70
 

N.tabacum EVERPPVWLMR -^QAGRYMK .SYQLLCEKYPLFRDRSENVDI,VVEISL 105
 

. . . . " ^ : ^` . . . . ^" . . . . 

K.lactis QPVRRYAGLLLAAi1=S^_L.V_L^U+MGh7K7^EMVEGKGPHFPEPLRTEEQLQKVLDYKVNV 130
 

S.cerevisiae QPVRRYRGLIDAA=IFSD=LV:PQA;^;GM;iVEMLEGKGPHFPEPLRNPEDLQTVLDYKVDV 123
 

S.castelli QPIKHFQGLIDAAIIFSDILVIPQAMGMKVEMIEGKGPSFPHPLREVSDVIEVLDYKVDV 127
 

S.pombe QPVTRFKGLLDAAIIFSDILVIPQALGMQVVMLEQKGPHFPKPLVVPEDIDLLEKTPN-I 131
 

H.sapiens QPLRRF--LLDAAIIFSDILVVPQALGMEVTMVPGKGESFPEPLREEQDLERLRDPEV-V 127
 

N.tabacum QPWKVFR--PDGVILFSDILTPLSGMNIPFDIIKGKGPVIFirPLRTAADVEKVREFIP-- 161
 
..
 . .. . ,.. . ..... . .. ^' . . * .. . .
 

K.1dcCiS LDELEWAFKAITMTRTKLDGQVPLLGFCGAPWTLLVYMTFGGGSRLFRFAKQWLNESPES 190
 

S.cerevisiae LKELDWAFKAITMTRIKLDGEVPLFGFCGGPWTLMVYMTFGGGSRLFRFAKQWINMYPEL 183
 

S.castelli LKELDWAFKSINLTRWKLNGEVPLFGFCGGPWTLLVYMTEGGGSRIFRYAKQWINEHPDL 187
 

S.pombe SAKLGYVMDAISLTREKLDGQVPLMGFSGAPWI'IMAYMIEGGGSKTFAKAKSWLFRYPEA 191
 

H.sapiens ASELGYVFQAITLTRQRLAGRVPLIGFAGAPWTLMTYMVEGGGSSTMAQAKRWLYQRPQA 187
 

N.tabacum EKSVPYVGEALTILRKEVNNQAAVLGFVGAPF'TLASYVVEGGSSKNFTKIKRLAFAEPKV 221
 

^
 
K.lactís SHKL,LQKITDVAVEFLCQQVVAGCQMLQVFESWGGELGSRDFDEFSLPYLKQIAERVPPR 250
 

S.cerevisiae SHKLLQKITDVAVEFLSQQVVAGAQILQVFF.SWGGELSSVDFDEFSLPYLRQIAERVPKR 293
 

S.castelli CKRLLQRITDVAVEFLSQQVVAGAQVLQVFESWGGELSSLDFDEFSLPYLKQIVSKVPRR 297
 

S.pombe SHKLLKIITDATVSYLIQQVYAGAQLLQIFDSWAGELSPEDFTEYAYPYLVRICQEVKQH 251
 

H.sapiens SHQLLRILTDALVPYLVGQVVAGAQALQLFESHAGHLGPQLFNKFALPYIRDVAKQVKAR 297
 

N.tabacum LHALLQKFATSMAKYIRYQADSGAQAVQIFDSWATELSPVDFEEFSLPYLKQIVDSVKLT 281
 

u
 
K.lactis LKQLGIEERVPMWFAKGSWYALDKLCDSGYNAVSLDWSWDPAEAVKINS-DRVTLQGNL 309
 

S.cerevisiae LQELGIMEQIPMIVFAKGSWYALDKLCCSGFDVVSLUWSWDPREAVKINK-NRVTLQGNL 302
 

S.cdstelli LQELGITEKIPMIVFAKNSWYALDKLCDSGFDAVSLDWTWDPKEAVSINK-GRVTLQGNL 306
 

S.pombe LKKKKRDE-VPMIVFAKGAWYAIDQLCDSGYDVIGLDWTVSPKEAVRIRGNRRVTFQGNL 310
 

H.sapiens LREAGLAP-VPMIIFAKDGHFALEELAQAGYEVVGLDWTVAPKKARECVG-KTVTLQGNL 305
 
N.[abacum HPN------LPLILYASGSGGLLERLPLTGVDVVSLDWTVDMADGRRRLG-PNVAIQGNV 334
 

K.lacLis DPGVIYGSDEIITKRVTEMVHGFGGGKQHYIVNFGHGTHPFMDPEKIKFFLQECHRVGSQ---^ 369
 

S.C2rBViSid2 DPGVMYGSKEVITKKVKQMIEAFGGGKSRYIVNFGHGTHPF'MUPDVIKFFLEECHRIGSK---- 362
 

S.castelli DPGVIYGSKEVITKKTEEMIKRFGGGKKNYIVNFGHGTSPFMDPEQIRFFLEECHRIGSKK--- 367
 

S.pombe DPNILYGTREIIEARTKEMIQDFGGGKQGYIINLGHGITPGVNPDDVRFFLEKCHQYGSA--^-- 370
 

H.sapiens DPCALYASEEEIGQLVKQMLDDFG--PHRYIANLGHGI,YPDMDPEHVGAFVDAVHKHSRLLRQN 367
 

N.tabacum DPGVLFGSKEFITNRINDTVKKAG--KGKHILNLGHGIKVGTPEENFAHFFEIAKGLRY----- 391
 

Figura 27. Alineamiento mediante CLUSTAL W(Thompson et nl., 199a) de proteínas URO-D de 
levaduras, tabaco y humanos. para una mejor localización, las Cys están sombreadas y lat His están en 

negrita. Los residuos cuyas mutaciones afectan a la actividad catalítica en S. cererisine, están indicados 
mediante una flecha y subrayados cuando están conservados. Los residuos que pueden estar de manera 
directa o indirecta relacionados con la unión a substrato o con la catálisis en la URO-D de humanos, etitán 
indicados por una etitrella y subrayados cuando cstán conservados. 
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Al analizar los resultadus del alineamiento realizado se observa yue cinco dc las 

siete Cys encontradas en la URO-D de K. lnctis alincan con las Cys presentes en otras 

proteínas URO-D procedentes de hongos ( las Cys aparecen sombreadas a^ la tigura 27). 

La His en la posición 345 de la proteína de K. lnctis (en negrita en la figura 27 y 

doblemente marcada con una flecha y una estrella) está también muy consewada y 

experimentalmente se ha determinado que esta His cs necesaria para la actividad del 

sitio catalítico en la URO-D de S. cerei^isiae ( Félix & Brouillet, 1990) y también en la 

URO-D de origen humano ( Whithy et al., 1998). Otros dos aminoácidos aparccen 

conservados en la proteína de K. lnctis, Asp en la posición R I y Tyr en la posición 167 

(indicado mediante estrellas en la figura 27). Estos aminoácidos han sido relacionados, 

directa o indirectamente, con la f^unción catalítica en la URO-U de humanos (Whitby c^l 

nl., 1998). Otras mutaciones quc afectan a la actividad enzimática fueron identil^icadas 

cn S. cere^^isine (Garey et nl., 1992; Chelstowsha et nl., 1992). En la figuru 27 están 

indicadas mediante flechas y es posible observar yue incluyen a varios aminoácidos 

conservados en K. lactrs (G1y40, G1y307, Ser66. Thró), Leu I 14 y Ser222). 

La estructura cristalina de la URO-D humana fLe determinada por Whitby e^ nl. 

(1998) mostrando yue la proteína de 40,8 kDa está compuesta de un domino que se 

pliega en una estructura terciaria en barril ((3/a)s ( figura 29). El sitio activo sc localiza 

en w^a hendidura formada por los lazos de los extremos C terminales de las láminas del 

barril (Ll-L2-L3-L4). Muchos residuos conservados en otras URO-D de diferentcs 

orígenes coinciden en esta zona de los lazos ( marcado con una estrella en la tigura 27). 

Los aminoácidos conservados son dos Arg y una His yue están probablcmen[e 

relacionados con la unión al sustrato o con la catálisis. Una estructura similar f^uc 

determinada para la URO-D de Nicotinna tnbncum (Martins et al., 2001). La 

conservación de estos aminoácidos importantes para la actividad en la URO-D de K. 

hctis y en otras URO-0 fúngicas, así como la conservaciún de las posiciones dc las Pro, 

sugiere un patrón de plegamiento similar para las URO-D de levaduras, cuyas 

estructuras cristalinas aún no han sido resueltas. 

La estructura secundaria yue puede predecirse a partir de la secucncia de K. 

[actis, empleando el programa PredictProtein ( Rost, 1996) a través del servidor 

EXPASY, peimite proponer un diagrama topológico para la URO-D (tigura 28), yuc es 

compatible con la estructura de barril ((3/a)R encontrada para la enzima de N. tcrb^c^on y 

H. snpiei^s. Las principales diferencias entre la enzima de K. lactis y estas otras dos son, 

según el modelo propuesto: 
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• El lazo L2, en el yue se incluye únicamente un elemento beta y una hélice 

alfa en lugar de las dos hélices alfa presentes en la URO-D de humanos. 

• La i^alta de estructuras secundarias en hélice alfa en los lazos L4 y L7. 

Ll L2 L3
 

K?0 

na7 L4 LS L6 L7 L8
W,^ + C 
e^zo t_^^z
R^31 

^`""J II^JSR17 ^ ^ '^ ^ X ^ 
i5 G2^^ 8^ li;^ ISI, Ihq - ,,R 3'_`) _'6^ ,,,^^ ,N^ 2^3 3UG iIR^ .i.ll {S-! 

nI II, ni n ns nr^ n^i ,
^
 
lt R^ I-17 ISJ ' 31( _' a!{ 16 ?y9Ll 3O_^ i}I!^,l 1.t1^ i65_II
 

^ 

Figura 28. Diagrama topológico de KlHeml2p de acuerdo con la estructura secundaria que puede 
precedirse a partir de la .tiecuencia de aminoácidos. 

Figura 29. Diagrama topológico de URO-D de Homo snprens (Whitby et nl., 1998). Las hélices se 
nme.titran como óvalos alargados y la^ láminas como flechas. EI primer y último rexiduo dc cada 
etitructura secundaria está numerado. 
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3.OBTENCIÓN DE UNA CEPA DE K. lactis CON El GEN KIHEMI2 

DELECIONADO 

Se planeó obtener una cepa haploide de K. lac•tis con un alelo nulo pala cl gcn 

KlHEM12. EI método empleado fue el de o^fe-step descrito por Rothstcin en 1991 y la 

cepa de levadura seleccionada fue PMS-3C; como marcador se utilizó Kan^ yue 

proporciona resistencia al antibiótico kanamicina/geneticina. 

EI f^ragmento lineal que se empleó en la transf•ormación se caracteriza por tener 

una deleción interna de la ORh' entre las posiciones +52 y+1.074, reemplazada p(^r cl 

marcador Kank obtenido a partir del casete KANMX4 (Wach et ^l.• 1994). 

13 n la figura 30 se puede observar un esquema de los pasos rcalirados para la 

obtención del fragmento para la intcrrupción. 

Paso 1. Clonación de Paso 2. Amplificacián Paso 3 Autuligamiento Paso 4. Ohtcncibn del 

KIHF.Ml2 en el vector por PCR inversa ron de la construccidn tras nLUCador dc nsistcncia 

Ylplac204 ECV I R6/I R7 para la digestión con Nutl. a la kanamicina 

elintinacion de la ORF mrdiante diFc^tion ron 

de KIHF.'A912. Nul1 de la conntrucción 

^i' KANh1X•3 

KAN^
 

i
 
Paso 7. Transfimnación de Paso 6. Ampli^cación Pasu 5. Inlrodurribn dcl 

la levadura PMS-3C. pnr PCR del alclo marcador Kan" parn 

YPD ntutanlc crcadr^ ,uatituir la ORF del genselectibn en 

geneticina ^ cnmprobación artificialmcnlc Hh^h1 /'­

de candidutoa 
Y^IS-i(' 

k7Ht.'NR::Kanx F'^IS-3(^ 

f^i
 
KANr 

i'tntar^_na 

('^1
 
hentina
 

Figura 30. F,squema dc la obtención del nulo para el gen KIHEMI2 en la cepu PMS-3C. 

En primer lugar (pasol) se procedió a la clonación del gen KlHEMl2 en un 

vector de pequeño tamaño. Esta condición resulta fundamental para los pasos 

siguientes, ya que se va a realizar una PCR inversa, de manera que cuanto más peyueño 
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sea el vector, menos pares de bases se han de amplificar y por lo tanto la reacción de 

PCR será más eficaz. Se seleccionó el vector YIplac204 (Gietz & Sugino, 1988) de 

3.545 pb. Tomando como construcción de partida TEasyK1HEM12, se realizó una 

digestión con Sphl y SaII (quc cortan en el MCS del pGEM®-TEasy) y se clonó en estos 

mismos sitios de restricción del MCS de YIplac204. Se denominó a la construcción 

YIp204K1HEM12. Se caracteriza porque contiene 678 pb de región promotora, 1.1 10 pb 

de región coditicadora y 877 pb de región terminadora. 

Seguidamente (paso 2) se diseñaron los oligonucleótidos ECV 1 R6 y ECV 187 

yue se caracterizan por hibridar en las posiciones +22 de la hebra de Watson y en 

+1.147 de la hebra de Ctick respectivamente (tabla 9). Ambos oligos se caracterizan por 

tener en su extremo S' un sitio de reconocimiento para la enzima de restricción NotI. 

Tras realizar la PCR a una temperatura de SO°C, el fragmento de DNA se corresponde 

con el vector YIp2(>4 más las regiones promotora y terminadora de K/HEMl2 clonadas 

en el mismo. 

Tabla 9. Oligonucleótidos empleados para la obtención de la construcción necesaria para lograr la 
anulación de KIHEMl2. EI tiitio de reconocimiento de corte para Notl aparece en negrita. 

Nombre Secuencia 5" ^ 3' Hebra Posición 
ECV186 GGGGCGGCCGCTTTTTGCAGGAATGTCACAGA Watson +22 
ECV187 GGGGCGGCCGCAAATCATTCTTCATTGGAGCG Crick +1.147 
ECV168 CATCATTATAGTTGGACCAGG Watson -678 
ECV169 ATAAGCCCCGAAAAATTCTTG Crick +1.987 
ECV106 TTGATCGCTCCAAGTTCG Watson +17 
ECV202 GGGGTCGACTGAAATAAATTGGATGCAGAAAG Crick +1.163 

Tras una digestión enzimática con NotI y una posterior reacción de ligamiento, 

se recuperó la estructura circular del plásmido (paso 3) denominándose a esta 

construcción YIpnuIoSRB. A continuación, se obtuvo el fragmento KanR (paso 4) a 

partir de una digestión enzimática con Not[ del cassette KANMX4 (Wach et nl., 1994) y 

se clonó en el sitio NotI de la construcción YIpnuIoSRB obteniendo de este modo el 

plásmido denominado YIpnuIoSRBKan (paso 5). 

Una vez conseguida la construcción, se procedió a realizar amplificaciones por 

PCR con los oligonucleótidos ECV 168 y ECV 169 (tabla 9) que amplificaban la 

secuencia del gen interrumpido con el marcador de resistencia a la kanamicina (paso6) 

para seguidamente transformar la cepa PMS-3C mediante el método del acetato de litio 

modificado, con un período de incubación de 6 horas en medio no selectivo tras el 

choque a 42°C. 
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Con posterioridad, se realizó una tiiembra en placas YPD-hemina- geneticina 

(ver materiales y métodos) y los candidatos obtenidos fucron analizad<^s por su 

incapacidad de crecer en ausencia de hemina. 

La correcta interrupción del gen fue comprobada mediante PCR emplcando los 

oligonuclcótidos ECV 106/ECV202 (tabla 9) y como molde llNA total dc Icvadura 

extraído de la cepa original, PMS-3C, y del candidato a nulo. ECV 106 hihrida cn la 

posición +17 dc la hebra de Watson, mientras que ECV202 lo hace en la posición 

+1.163 de la hebra de Crick. 

En el caso del gen intacto, el fragmento amplificado por PCR fuc de 1.146 ph. 

En el caso del gen interrumpido, ya que se habían eliminado 1.125 pb internos dc la 

ORF y se habían sustituido por 1900 pb del marcador Kan^, el tamaño obtcnido fue de 

1.921 pb, lo que ponía de manifiesto la obtención del nulo (figura 31). 

^ K/ ^ 
HEM12 HF,M12 

r
 
2323 rpw^^
 
1929 ^^.^^
 

1371 ^
 
1264
 

702
 

Figura 31. Amplrt^icación por PCR del gen KIl1EM12 a partir de un DNA genómico de PM5-3C y del 

candidato PMS-3C 4HEM12::KanK. Se señalan los tamaños en pares de bases de algunas handati del 
marcador empleado: fago lamhda digeñdo con BstEll (Daniels et nl., 1983). 
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4.FENOTIPOS DEL MUTANTE NULO PMS-3C OHEMI2::Kanx 

Tras la obtención del mutante se procedib a realizar un estudio fenotípico del 

mismo analizando una serie de características: 

4.1. Crecimiento en ausencia de hemina 

4.2. Auxotrofía para la metionina 

4.3. Acumulación de porfirinas 

4.1.Crecimiento en ausencia de hemina 

Tal y como se observa en la f•otograt7a de la tigura 30, la cepa PMS-3C 

Ot/EM12::Kan^ portadora del alelo nulo para KIHEMI2 es capaz de crecer únicamente 

en presencia de hemina. 

4.2.Auxotrofía para la metionina 

El uroportirin6geno I[I, que es el substrato de la URO-D, es un precursor común 

tanto para la síntesis dc hemo como para la de sirohemo. Además, el uroporf^irinógeno 

III conecta la biosíntesis de hemo con la de la metionina. Esto es así, ya que la 

biosíntesis de la cisteína y la metionina en S. cerevisiae dependen de la captación de 

sulfato y su posterior reducción a sulfito. Esta reacción está catalizada por la sulfito 

reductasa, y el sirohemo actúa como grupo prostético de la enzima (Labbe & Labbe-

Bois, 1990). 

En S. cere^^isiae está descrito que el alelo nulo de hen2/2 provoca una auxotrofía 

para la metionina (ht^://db.yeastPenome.or^*/c^i-bin/SGD/), aunque en nucstro 

laboratorio no se ha podido reproducir este resultado. 

Por ello se decidió analizar si en el caso de K. lnctis se cumplía la misma 

característica. 
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Figura 32 Explorución del fenotipo de auxotrofía para la metionina dcl nulo de K]HF^Ml2. 

Como se puede deducir del crccimiento en placa ( figura 3^A) en medios 

completos ( CM) con metionina ( 0,004%) y hemina ( 30 Ng/mL) y en medios deficitarios 

en metionina ( CM-Met +hemina), no se observan diferencias de crecimicnto para la 

cepa PMS-3C OHEMI2::KanR, y lo mismo sucede cuando se realira un seguimicnto del 

crecimiento a lo largo del tiempo ( ver gráfica 32B). Por lo tanto en el caso de K. lcictis, 

la mutación de K/HEM12 no genera una auxotrofía para la metionina. 

4.3.Cuantificación de la acumulación de porfirinas en varios 

mutantes hem12 

Un cambio fenotípico observable a simple vista al comparar la cepa PMS-3C y 

la PMS-3C dHEM12::KanR es que la primera es de color blanco y la segunda es rosada. 

Está descrito que los mutantes en distintos pasos de la ruta de biosíntesis dc hemo, 

acumulan portirinas en su interior (Gollub et nl., 1977) de manera quc se genera 

fluorescencia cuando se somete a las células a una iluminación con luz ultravioleta. Por 

ello, se decidió cuantificar la acumulación de porfirinas de los mutantes hem/2 dc que 

se disponía en el laboratorio para las levaduras S. cerevisine y K. (nctis, mcdiantc la 

exposición a luz UV de una masa celular crecida durantc 4-5 días en placas CM con 

hemina. Los mutantes seleccionados fueron hemó-1B para S. cerevisiue yue se 

compararó con su silvestre: BWG-7a y en el caso de K. lactis se empleó el nwtante 

ohtenido PM5-3C dNEM12::KanR y su silvestre PMS-3C. 
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Figura 33. Cuantificación de la acumulación de porfirinas en los mutantes heml2 de S. ceres^isine y K. 
lnc^ris uas iluminación con luz ultravioleta. 

Las cuantificaciones se Ilevaron a cabo mediante análisis de imagen lras 

iluminar la placa con la luz ultravioleta de un transiluminador. Se empleó para ello el 

programa ImngeQumtt (materiales y métodos). Como resultado, se observa que en los 

mutante hen112 de S. ceret^israe y de K. lactis, se produce Fluorescencia atribuida a la 

acumulación de porfirinas (figura 33). En el caso de K. lactis esta acumulación es 

mucho mayor, lo yue podría explicarse por su metabolismo energético fuertemente 

basado en la respiración dependiente de hemo, frente al fermentador de S. ceret^isiae. En 

condiciones de respiración, la necesidad de producción de hemo es mayor que en 

fermentación, ya que actúa como grupo prostético de los citocromos (Salemme, 1977). 

4.4.Conclusiones del análisis fenotípico realizado con la cepa PMS­

3C- ^HEM12::Kan^ 

El análisis fenotípico realizado sobre la cepa de K. /actis PMS-3C­

^fíEM12::KanR revela que el gen se encuentra en el genoma haploide en una copia 

única. Por otra parte los efectos sobre la biosíntesis de hemo son los esperados en esta 

circunstancia, lo que origina incapacidad respiratoria en ausencia de un precursor de 

hemo y acumulación de porfirinas. Sin embargo, la biosíntesis de metionina no se ve 

afectada. Probablemente la auxotrofía por metionina descrita en SGD 

(http://db.^genume.org/Ŝgi-bin/SGD/) se corresponde con efectos adicionales a los 

de la propia eliminación del gen HEM12 ya que está descrito (Gollub et al., 1977) que 

sólo las mutaciones en los genes HEMI, HEM2, HEM3 y HEM4 presentan auxotrofía 

para la metionina. Estos genes son necesarios para la producción de uroportirinógeno III 

que es precursor para la síntesis del sirohemo que a su vez actúa como grupo prostético 
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de una sulfito reductasa necesaria para la síntesis de metionina. En cambio no cahc 

esperar que otras mutaciones cln^rristrenm de HEM4 en la ruta de biosíntesis dc hemo 

afecten a la síntesis de sirohemo, a no ser por ef^ectos indirectos yue puedan producir 

una disminución del Ilujo de mctabolitos en las primeras reacciones de la ruta y así 

causar una producción deticitaria de uroporfirinógeno [Il. 

S.ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE KlHEM12 EN DISTINTAS 

CEPAS DE K. lactis 

Analizando la hibliografía disponiblc sobre la expresión y regulación dcl gcn 

HEMl2 en S. cere^^isine se pudo comprobar yue los niveles de expresibn varían 

notablemente en función de la cepa analizada. Hn algunas cepas estos nivclcs son hajos 

y únicamente detectables empleando preparaciones de RNA poli-A o RNA extraído de 

células transformadas con el gen clonado en un plásmido multicopia ('Loladek et nl., 

1995). Sin embargo, se han descrito niveles de expresión de HEM12 comparables c<^n 

los de actina cuando se analizó la cepa BWG7a y sus derivados (lliH1wneri et al., 

1993). Como causa de estas discrepancias puede sugerirse la existencia dc mutacioncs 

extragénicas que afectan a la expresión de HEM12 (Loladek et cil., 1995). 

Con estos precedentes, sc decidió comprobar en primer lugar si existían 

difcrencias de expresión de KIHEM/2 entre las distintas cepas de K. lnctis disponibles 

en nuestro laboratorio. Se realizaron varias extracciones de RNA total de las cepas 

Yl 140, MW270-7b, MW98-8c, PMS-3C y W600 y se analizcí mediante ^iorth^^rrr blot la 

expresión del gen. Los cultivos celulares se rcalizaron utilizando como fucnte de 

carbono una mezcla etanol-glicerol a una concentración del 2%^. Los resultados del 

nortfrerir blot se muestran en la figura 34. Las intensidades dc las señales obtcnidas, una 

vez normalizadas respecto a la carga en el gel, utilizando como control interno la señal 

correspondiente al RNA ribosómico 2SS, muestran yue la expresibn de K/HEM12 es 

detectable en todas las cepas analizadas, aunyue la mayor expresión (5 veces) se detecta 

en PMS-3C. 
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Figura 34. F:xpresión de Klf/FMl2 en distintas cepas de la levadura K. lnctis crecidax en CM etanol­
glicerol al 2^10-

6.ANÁLISIS in silico DEL PROMOTOR DE KlHEM12 

Con la tinalidad de hacer una primeta aproximacicín a los posibles mecanismos 

de regulación que pudieran operar sobre el promotor de K1HEMl2 se realizó una 

búsyueda de secuencias consenso para la unión de factores transcripcionales específicos 

de función conocida. EI análisis in silico (tigura 3S) mostró la presencia de dos 

consensos degenerados para el factor transcripcional Gcrlp en las posiciones -713/-709 

y-325/-321 y otros dos sitios de unión del complejo Hap2/3/4/Sp (CCAAT) en las 

posiciones -667/-663 y -389/-385. 

No se localiró, por el contrario, ningún consenso para la caja TATA. Esta 

secuencia puede estar bastante degenerada en levaduras, muchos promotores contienen 

consensos TATA, pero otros muchos presentan secuencias alejadas del consenso 0 

carecen totalmente de él (Martínez et af., 1994; Pugh & Tjian, 1991). Se ha estimado 

que aproximadamente sólo un 17% de todos los genes de levaduras contienen un 

elemento TATA canónico en su promotor (Kim & Iyer, 2004). 

La proteína Gcrlp es un componente del complejo transcripcional 

Raplp/Gcrlp/Gcr2p, que activa la transcripción de dos grupos de genes diana: los genes 

relacionados con componentes de la maquinaria de síntesis de proteínas y los genes 

glicolíticos en S. cerevisine (Santangelo & Tornow, 1990; Zeng et nl., 1997). La 

activación de cada clase de genes diana ocurre por distintos mecanismos. El mecanismo 

general que es específico para los componentes de la maquinaria de síntesis de proteínas 
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(incluycndo la mayoría de las proteínas ribosomales), ocurrc en ausencia dc Gcr2p y 

reyuiere dcl principal dominio de homodimeriración de Gcrlp (dominio de cremallera 

de leucinas) (Deminoff et nl., 1995). EI mecanismo especializado quc estimula la 

transcripción de genes glicolíticos, es indcpendiente del dominio de crcmallcra de 

leucinas, pero requiere a Gcr2p. La suma de los genes diana de amhos circuitos 

representa una fracción muy importante de todos los gencs transcritos por la RNA 

polimerasa II y además incluye a los que tienen una importancia cuantitativa mayor. Se 

ha demostrado que 26 de los 30 genes más expresados en levaduras son o componentes 

de la maquinaria de síntesis de proteínas o genes glicolíticos (Velculescu et al., 1997). 

Recientemente se ha demostrado yue Gcrlp es también responsable de la represión 

mediada por glucosa de algunos genes como SUC2 (Turkel et nl, 2003) 

F.n el caso del complejo Hap2/3/4/Sp, se encarga dc la activación dcpendicntc de 

hemo y/o por f•uentes de carbono no fermentables. Existen numerusos genes nucleares 

que codifican pa Ŝa proteínas mitocondriales, que muestran una regulación a nivel 

transcripcional de la respiración dependiendo de la fuente de carbono. En S. cerevisiae 

este control transcripcional está mediado por este complejo, yue además rcgula un gran 

número de genes nucleares cuyos productos están relacionados con la conservación de 

la energía y cl metabolismo oxidativo de los carbohidratos (Grivell, 1995). 

6.1.Determinación del sitio de inicio de la transcripción mediante 

primer extensión 

El inicio exacto de la transcripción por la RNApolimerasa II reyuiere no solo de 

su presencia, sino también de un grupo de factores generales de la transcripción GTFs 

(Cenernl Trnnscriptioi Ŝ Factors), yue incluyen a la proteína de union a TATA (TBP), 

TFIIB (Trniiscriptior Ŝ nl Fnc•tor IIB), TFIIE, TFIIF y TFIIH (Hampscy, 1998). La 

existencia de análogos para los GTFs en diferentes especies de eucariotas sugiere yue la 

transcripción mediada por la RNApoIII es un proceso altamente conservado. Sin 

embargo, existe un rasgo peculiar que diferencia a S. cerevisine de los oU-os eucariotas: 

la determinación del sitio de inicio de la transcripción. En los eucariotas superiores, la 

transcripción comienza generalmente a una distancia tija de unas 30 pb en posición 3" a 

la caja TATA (Giardina & Lis, 1993) y empleando un único sitio de inicio. En S. 

cerevisine, por el contrario, el inicio de la transcripción ocun•e denlro dc una rcgión 
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situada entre 40 y 120 pb en dirección 3' de la caja TATA, y a menudo con múltiples 

sitios de inicio ( Struhl, 1987). 

GACACCATT AGCAGAATCA TCAGATACCT -1061
 

CAATAAACTT TGACTTTTTC GATATCTGCT' CGACTCTTTG CAACAAATAG TCATGTACAT -901
 

TATCATTGAA ATGAGAAGTG TAAGGATGAG GTTTCTCGGT AATGACTTGT AAATCATGCC -841
 

AAGCTGCATC TAACAATGAA TTTGATGACT TATCATCTGG TAAGTTTGAC TTATATTTAT -781
 

TAGCATCGAA CCATGTCAGT ATACTAATAA CCAAAACAGT AAGCACAAAC AAGGTGCTAA -721
 

CGGTGGi^^^.?^.^"^,ACTTG AAAGTAGACC GAAAATAATT GGCCATCAT'i^ ATA^'.^ l67
 

l:crl p Hap?/.;/J/5
 
CAGG/4^-5,^ .^ .U^,AGCC CTGAACGATC ACCCGCTAAT TTCTAAGAAA C'fGTAG^: ^^^^ GO1
 

TTGTCAAACA CTTATTAATA AAACGAATGG AATAATACCT CTCTTTATCA GTTCTATTGA -591
 

TTTATTGTGA CTGAAAACCC TTAAGTCTGT TTTGGTTTTA ATTGTACATA TTTCGATTAT -981
 

ACTCATCTTC TCGAATGATA ACTAGATAAA GAAAACGTAC ATATACACAG AGAAAAGGGC -421
 

ATTGACGAAG CTTTGCAGCC TTTAAAAG7" T_'^.;'^.^'?. G.AC'CATTCAT TAATCATAGG -361
 

I I ap2/ i/J/^
 
TATGTGCGTG TTCTACTCTT GTCTATCrT^I 'PAG^"I_ 'CTATTrCTTC TCGAGCATGT -301
 

l:crlp 
ATTGGCGTC'C TATTTGAAGA ACTCACGTG^; ^' _..^..."^?^_4 ATTATGTiAC CCTGAAAATA -241
 

GATACTGGAG AGGAAAACAT CAAACCCGTG CATGGTGATA ACAGATGTGC CATGCAAATT -181
 

TCCTCGAGAC CTTTTGGGGA CAATAGTTCA TGCATATACG ACCTGCATGG ACGTTCTTAA -121
 

TAACAACGAT TATCTGTACC ATTGAAATTT GCTCTTCTAC ATTCAGGTCT TAGTAGTTTT -61
 

CTTTTCGGTT AAGAGTGCAG GTTTACTGAA AAGTGAAACA TACAAAGACT CGTCGTCAAG -1
 

ATG t3
 

Figura 35. Secuencia del promotor de KIIfb^Ml2 con loti supuesto.ti consenso.ti localizados para 
Hap2/3/4/Sp y Gcrlp. 

A tin de conocer la estructura básica del promotor de KIHEMl2, antes de pasar a 

analizar los posibles sitios reguladores existentes en él, realizamos un estudio de las 

posicioncs de los sitios de inicio de la transcripción mediante primer extension. Para la 

realización del expcrimento se diseñó el oligonucleótido ECV 107 

(CTGGTAAATAACGTCCAGCCT) que hibrida en la posición +133. Es[e oligonucleótido 

fuc empleado paralelamente en una reacción de síntesis de DNA a partir de RNAm y en 

una reacción de secuenciación tomando como DNA molde la construcción 

pSKKlHEM12 (ver materiales y métodos). 

Como se puede observar existen varios sitios de inicio de la transcripción ( figura 

36) que se han localizado en las posiciones -61, -44, -33, -27, -20, -10 y-8, aunque las 

posiciunes -8, -20 y-27 aparecen con menor intensidad. El hecho de que existan 

múltiples sitios de inicio en el promotor de KIHEMl2 y ninguno de ellos muestre una 
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preferencia notablc sobre los demás podemos relacionarlo con los datos obtcnidos en el 

análisis i^i silico dcl promotor que no rcvcla unos claro^ conscnsos para la caja TATA. 

En cualquier caso se ha demostrado recientemente quc la inexistencia de dicho conscnso 

en los genes de levadura denominados TATA-les.r no implica una menor uni^ín ^íc Th3P 

al promotor o unos niveles de RNAm menores en condiciones de ^ranscripción hasal 

(Kim &[yer, 2004). Si se ha observado sin embargo una menor tendencia a la 

transcripción inducida en los genes TATA-less frente a los genes que presentan clarus 

consensos TATA en sus promotores (Kim & Iyer, 2004). 

133
 



Función y regulación de lilHEM12 

CAATAAACTT TGACTTTTTC GATATCTGCT CGACTCTTTG CAACAAATAG TCATGTACAT -901
 

TATCATTGAA ATGAGAAGTG TAAGGATGAG GTTTCTCGGT AATGACTTGT AAATCATGCC -841
 

AAGCTGCATC TAACAATGAA TTTGRTGACT TATCATCTGG TAAGTTTGAC TTATATTTAT -781
 

TAGCATCGAA CCATGTCAGT ATACTAATAA CCAAAACAGT AAGCACAAAC AAGGTGCTAA -721
 

CGGTGGTCTT CCTAAACTTG AAAGTAGACC GAAAATAATT GGCCATCATT ATAGTTGGAC -661
 

CAGGGAAAGA AAGAGCAGCC CTGAACGATC ACCCGCTAAT TTCTAAGAAA TTGTAGGTGC -601
 

TTGTCAAACA CTTATTAATA AAACGAATGG AATAATACCT CTCTTTATCA GTTCTATTGA -591
 

TTTATTGTGA CTGAAAACCC TTAAGTCTGT TTTGGTTTTA ATTGTACATA TTTCGATTAT -481
 

ACTCATCTTC TCGAATGATA ACTAGATAAA GAAAACGTAC ATATACACAG AGAAAAGGGC -421
 

ATTGACGAAG CTTTGCAGCC TTTAAAAGTC TCCAATAACA GAGTATTCAT TAATCATAGG -361
 

TATGTGCGTG TTCTACTCTT GTCTATCCTG TAGCTCATCC TTATTCCTTC TCGAGCATGT -301
 

ATTGGCGTCT TATTTGAAGA ACTCACGTGC CGAGAAAGAA ATTATGTTAC CCTGAAAATA -241
 

GATACTGGAG AGGAAAACAT CAAACCCGTG CATGGTGATA ACAGATGTGC CATGCAAATT -181
 

TCCTCGAGAC CTTTTGGGGA CAATAGTTCA TGCATATACG ACCTGCATGG ACGTTCTTA^ -121
 

TAACAACGAT TATCTG^CC ATTGAAA^I'T GCT^TTCTAC ^TTCAGGTCT -At:TAGTTTT -61
 

CTTTTCGGTT AAGAGTGCAG GTTTACTGAA AAGTGAAACA TACAAAGACT CGTCGTCAAG -1
 

ATG +3
 

Figura 36. Determinación de los puntos de inicio de la transcripción del gen K1HF_M12. Las cuatro 
printeras líneas rnuestran los resultados de la secuenciación del gen KIHEMl2 en el orden G A T C. La 
quinta línea muestra los resultadox del experimento de prrmer n.xrensión, indicando para cada caso Ia 
posición ocupada en la secuencia del promotor, donde parecen remarcadas en rojo y señalizadas con una 
tlecha aquellas de mayor intensidad: las de menor intensidad están señaladas con un punto. 
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6.2.Análisis de expresión mediante la fusión del promotor de 

KlHEM12 al gen reportero lacZ 

Puesto que en el promotor existían señales consenso para la regulacicín 

dependiente de fuente de carbono por Gcrlp y Hap2/3/4/Sp (Icng et af., 1997) y hcmo 

por Hap2/3/4/Sp (Grivell, 1995), se decidib verificar si el promotor respondía a la 

regulación por fuente de carbono y hemo. Hahía datos indirectos yue indicaban que la 

actividad enzimática de la URO-U de origen humano puede ser inhibida por especies 

que producen oxigeno reactivo (Pinelli et al., 2002), por lo yue también se analizó si la 

adición de H^O^ podía tener efecto a nivel transcripcional sobre el gen KlHEMl2. 

Se procedió a la amplificación del promotor completo a partir dcl DNA 

genómico de la levadura Y I 140 para lo cual se diseñaron los oligonucleótidos F.CV I 3R 

y ECV 139 (tabla 10) que amplifican un total de I.O11 nuclebtidos desde la posición ­

988 a+23. El DNA amplificado fue clonado en BarnHI-SnII del vector pXW 1(Chen et 

nl., 1992) que permite realizar análisis de expresión en K. lnctis. En esta construccicín, 

denominada pXWKIHEMl2, el promotor de KlHEM12 fue fusionado al octavo codón 

del gen reportero lacZ. 

Tabla 10. Listado de los oligonucleótidos empleados para la clonación dcl promotor de KI/Ib^MI? en el 

vector pXW I(Chen et nl., 1993). Los tiitios de reconocimiento para BnmHl y Sc^lf aparecen resaltadoti en 

negrita. La remperatura de hibridación seleccionada fue de 50°C. 

Nombre Secuencia 5' -> 3' Hebra Posición 

ECV138L GGGGGATCCACACCATTAGCAGAATCA Watson -988 
ECV139L GGGGTCGACCGATCAACATTCTGTACTTG Crick +23 

Una vez comprobada la construcción mediantc análisis de restricción y 

secuenciación se utilizó para transformar la cepa de K. lnctis MW 190-9b y se procedicí a 

analizar la expresión del promotor mediante medida de la actividad (3-galactosidasa 

empleando extractos proteínicos (materiales y métodos). 

F,n primer lugar, se realizó un ensayo en anacrobiosis para comprohar si la 

expresión de K/HEMl2 era o no dependiente de los niveles de oxígeno. Se preparcí un 

pre-inóculo en medio CM-Ura glucosa 2% con una mezcla de seis candidatos de la cepa 

MW 190-9b transformada con la construccicín del promotor. Se inoculb un cultivo a una 

OD^o de 0,4 y se dejó crecer hasta una OD^oo de 0,8. En ese momento sc tomó una 

muestra para realizar la primera medida de actividad enzimática (O^ inicio). A 

continuaci6n se añadió al medio de cultivo Tween 80 y F.rgosterol para permitir el 
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crecimiento en anaerobiosis, y se introdujo en una jarra de anaerobiosis (mate^iales y 

métodos), donde se mantuvo durante 5 horas a 30°C y agitación. Transcurrido este 

período de ticmpo, se detuvo el crecimiento mantenicndo la jarra durante 30 min a­

20°C para seguidamente tomar la segunda muesU^a de cultivo y medir su actividad (N^ 5 

horas). El cultivo se puso de nuevo a crecer en aerobiosis durante dos períodos de I 

hora y 30 minutos, de los cuales también se tomaron dos muestras para medir las 

actividades beta-galactosidasa (Oz I,5 horas y O^ 3 horas). Los resultados obtenidos 

(figura 37) muestran que la expresión de KlHEM12 no está regulada por los niveles de 

oxígeno. 
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Figura 37. Análisis del promotor completo mediante tusiones a/^^Z. Ensayo de actividad beta­
galactosidasa mostrando la influencia de los niveles de oxígeno. 

Los siguientes ensayos se realizaron a partir de células que habían crecido en 

medios con distintas fuentes de carbono: glucosa 2%, glucosa 0,5%, fructosa 2^Io, 

glucosa-lactato 2%, etanol-glicerol 2%. También se realizaron cultivos en medios 

suplementados con hemina o con HzOz en las concentraciones que se indican en la 

figura 38. 
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300 ­

I- Glucosa 2^/^250
 
2- Glucosa 0.5^/0 

200
 3- Fructosa 2^Ir 
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5- Lactato 2^%^ 
6- Etanol-Gliccr<i12^/ (EG) 
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Figura 38. Análisis del promolor completo mediante tLsiones a Inc "!.. Ensayo de actividad bet^i­
galactosidasa moslrando la influencia de los niveles de carbono y de hemo. 

Los resultados obtenidos ( figura 38) muestran due cl gen KIHEMl2 no sc 

encuentra regulado por la concentración de glucosa al 2% o O,S^I^, pc^r lo que se descarta 

el análisis de los consensos localizados para Gcrlp. Sí se ohscrva que se inducc 

ligeramente por fuentes de carbono no fermentables como el lactato y el etan^^l-glicer^^l. 

El gen tampoco se encuentra bajo regulación por hemo en condiciones aerobias, ya que 

los niveles de expresión no varían cuando se añadc hemina ( precursor dc hemo) hasta 

una concentración de 100 Ng/mL. Este resultado apoya al obteni^lo tras las medidas en 

anaerobiosis en las que se deducía que la expresión del gen no dependía dc los niveles 

de oxígeno ( del que el grupo hemo actúa como sensor). De la misma mancra, al aña^ir 

H^O^ hasta una concentración 2 mM para generar estrés oxidativo, no se observun 

variaciones en la expresión de K(HEMl2. 

Puesto que el gen se inducía en presencia de fuentes de carbono no fermentables 

y está descriro que, en S. cerevisiae, esta regulación está mediada p<^r cl complçjo 

Hap2/3/4/Sp ( Pinkham et a(., 1997), se decidió comprobar si los consensos hallados en 

el análisis iii silico del promoror eran funcionales. Para ello se transformaron dos cepas 

de K. (actis, MW270-7b como silvestre y MWH7302-D1, mutante en el gen Klhnp3, 

con la construcción pSKK/HEM12. Los análisis de rrorthern blot (tigura 39) indican yuc 

los niveles de KIHEM72 disminuyen del orden de 1,4 veces en el mutante hnp3. Este 

resultado coincide con las proporciones entre 1,7 y I,5 observadas en la inducción con 

f•uentes de carbono no fermentables frente a la glucosa al 2^10 (ver figura 38). Estos datos 
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indican que KlHap3p puede mediar en esta inducción a través del complejo 

Hap2/3/4/Sp. Esta moderada regulación está en consonancia con el hecho de que la 

interrupción del gen KlHAP3 causa también un efecto moderado y no produce un 

fenotipo de deficiencia en la respiración (Mulder et nl., 1994a). 

Figura 39. fnfluencia de la mutación h^pl sobre la expresión de KIHEM/2 en K. hctis. 

6.3.Determinación de la funcionalidad de las cajas CCAAT del 

promotor de KlHEM12 mediante deleciones internas 

Se obtuvieron mediante amplificación por PCR una serie de deleciones del 

promotor que fueron fusionadas con el gen reportero lncZ del plásmido pXW 1 de forma 

similar a como había sido fusionado el promotor completo. Las deleciones internas del 

promotor se diseñaron para estudiar la posible funcionalidad de las dos supuestas cajas 

CCAAT que podían mediar la respuesta del complejo Hap2/3/4/Sp. Las construcciones 

diseñadas son: 

• DA: carente del consenso CCAAT localizado en posición -667/-663. 

• OB: carente del consenso CCAAT localizado en posición -389/-385. 

• 4AB: carente de los dos. 

• OC: carente de la región del promotor desde la posición -667 a la -383. 

a) Obtención de la deleción interna DA 

Se diseñaron dos nuevos oligonucleótidos (tabla I I): NCV265: caracterizado por 

tener un sitio de corte para BntnHI en su extremo 5' y por hibridar en la hebra 

complementaria en la posición -673, exactamente a 5 nucleótidos en dirección 5' del 

sitio Hap2/3/4/Sp (-667/-663). ECV266: caracterizado por tener también un sitio de 
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corte para BamHI en su extremo 5' y por hibridar en la hebra molde en la posición -660, 

a 2 nucleótidos en dirección 3' del sitio Hap2/3/4/Sp (-667/-663). 

Tabla 11. Listado de los oligonucleótidos empleados para la obtención de las deleciones dcl promotor de 

KIHF.Ml2 DA. Los sitios de reconocirniento de Ba^nH/, Snll y BgIII aparecen resaltados en negrita. 

Nombre Secuencia 5" ^ 3" Hebra Posición 

ECV265 GGGGGATCCTGATGGCCAATTATTTTCG Watson -673 

ECV266 GCGGGATCCCAGGGAAAGAAAGAGCA Crick -660 

ECV267 GGGGGATCCACAGAGTATTCATTAATCATAGG Crick -383 

ECV268 GGGGGATCCTTAAAGGCTGCAAAGCTTC Watson -396 
ECV294 GGGGTCGACAGATCTCAGGGAAAGAAAGAGCA Crick -660 
ECV275 GGGGTCGACGGATCCCAGGGAAAGAAAGAGCA Crick -660 

Para la obtención de esta deleción 4A se realizó un proceso de dos etapas dc 

amplificación por PCR empleando una temperatura de hibridación de 48°C. En un 

primer paso, empleando el oligonucleótido ECV266 en combinación con ECV 139 

(utilizado para la obtención de la deleción con el promotor completo), se amplificaron a 

partir de DNA genómico de la cepa Y1140, 683 pb correspondientes a la región del 

promotor que queda 3' respecto del sitio Hap2/3/4/5 (-667/-663) que fueron clonados en 

BamHI-SaII del vector pXWI. Se denominó a esta construcción pXW266/139. 

Seguidamente se realizó la segunda fase de amplificaciones por PCR empleando en este 

caso la combinación ECV138 y ECV26_5, dando lugar a un fragmento de 31S pb 

flanqueado por sitios de corte para BnmHI que fue clonado con posterioridad en la 

construcción pXW266/139. De este modo se sustituía el sitio Hap2/3/4/Sp (-667/-663) 

por el sitio de corte de BnrnHI, denominándose a esta construcción ^A. La correcta 

disposición de los fragmentos clonados fue comprobada mediante PCR y secuenciación. 

b) Obtención de la deleción interna ^B 

Se diseñaron los oligonucleótidos F.CV268 y ECV267 (tabla I 1). ECV268 está 

caracterizado por tener un sitio de corte para BnmHI en su extremo S' y por hibridar en 

la hebra complementaria en la posición -396, a 6 nucleótidos en dirección S' del sitio 

Hap2/3/4/Sp (-389/-385). ECV267 se caracteriza por tener también un sitio de corte 

para BamHI en su extremo 5' y por hibridar en la hebra molde en la posición -383, a 1 

nucleótido en dirección 3' del sitio Hap2/3/4/Sp (-389/-385). 

También en este caso fueron necesarias dos fases de amplificación por PCR a 

partir de DNA genómico de K. lactis; en primer lugar con los oligonucleótidos 

ECV 139/ECV267 se amplificó un fragmento de 406 pb pertenecientes a la región por 

139
 



Función y regulación de KlHEM12 

debajo del sitio Hap2/3/4/5 (-389/-385) que fue clonado en los sitios BnmHI y SnlI del 

vector pXW I dando lugar a la construcción denominada pXW 139/267. En la segunda 

fase se empleó la combinación ECV I 38/ECV268 dando un fragmento de 592 pb 

correspondientes a la región por encima del sitio Hap2/3/4/Sp (-389/-385) flanqueado 

por dos sitios de corte para BnmHt que fue seguidamente clonado en el sitio BnmHI de 

la deleción pXW I 39/267. Se ohtuvo dc este modo la construcción 4B. AI igual que en 

el caso de 4A, se verificó la construcción mediante PCR y secuenciación. 

c) Obtención de la deleción interna O.AB 

Se diseñó el oligonucleótido ECV294 (tabla 11) que hibrida en la posición -660 

(igual que ECV266) y se caracteriza por tener en su región 5' dos sitos de corte: Sall 

seguido de Bgl[I ( cuyos extremos son compatibles con los de una digestión con 

BnmHI). También en este caso el proceso de obtención de la construcción se dividió en 

dos f^ases. 

En la primera etapa, se realizó una amplificación por PCR empleando como 

DNA molde la deleción 4B (pues ya carece del sitio Hap2/3/4/Sp de la posición -389) y 

la combinación de oligonucleótidos ECV 139/ECV294. El fragmento de 678 pb de DNA 

obtenido fue clonado en el sitio SnII del vector pXW 1. Se comprobó la correcta 

disposición de las bases por secuenciación y se denominó a esta construcción 

pXWl39/294. Luego, al igual que en el caso de la obtención de DA, se amplificó por 

PCR a partir de DNA genómico de la cepa Y I 140 y con la ayuda de los cebadores 

ECV 138/ECV265, un fragmcnto de 315 pb tlanqueados por sitios de corte para BnmHI 

que fue clonado en el sitio BgIII de pXW I 39/294. Se denominó a esta construcción 

DAB y se comprobó su correcta orientación mediante PCR y también por 

secuenciación. 

d) Obtención de la deleción interna OC 

Se diseñó el oligonuclcótido ECV275 ( tabla I 1) que hibrida en la posición -660 

(igual que ECV266 y F,CV294) caracterizado por tener en su región 5' los sitios de 

corte para SnII y Bai^iHl. Igual yue en el caso anterior, empleando como molde de PCR 

a 4B se amplicaron 678 pb con los cehadores ECV 139/ECV275 que fueron clonados en 

SnII de pXW 1 dando lugar a la construcción pXW 139/275. 
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El siguiente paso consistió en la amplificación de la regibn del promotor de -988 

a-667 con ECV I 38/ECV265 y postcrior clonado en BnmHl dc pXW 139/275. Como ya 

sc había introducido un sitio BamHl cn la construcción para sustituir al sitio 

Hap2/3/4/Sp (-389/-385), tras la digcstión enzimática, sc eliminb la rcgión quc va dcsdc 

-667 a-383. De este modo, la construcción 4C obtenida se compone de la regi^ín -988 a 

-667 unida a la región que va desde -383 a+23. t;sta disposición fue comprohada 

mediante secucnciación. 

E:n la figura 40 se resumen las características dc las distintas dclecioncs 

obtenidas fusionadas al gen reportero. 

GTTGC: C('AAT 

i i i ur , 
-800 -600 -4(x) -'00 pKlHEM 12 

GGATCC CC'AAT 

ur . 
DA-80- (^ - U -4(x) -200 

CiTTGG (iGATCC' 

^ i uc^ .
 
OB
-800 -600 -200
 

GCiATCT (iGATCC 

^^ ^-^ l- IT^ DAB-800 -6(>D -200 ar, 

GGATCC 
i i u^' . OC 

-H00 -200
 

Fi}^ura 40. Esyucma de las deleciones obtenidas para el estudio del promolor de KIHF_M12. 

Las medidas de actividad ^3-galactosidasa obtenidas en células de Ievadura 

MW 190-9b, transformadas con las construcciones recogidas en la figura 40, rcvelaron 

yue la deleción de las cajas CCAAT localizadas en -389/-385 y en -667/-663 disminuía 

la actividad del promotor en medios no fermentables ( figura 41). 

Es destacable el hecho dc que cuando se compara el incrcmento de actividad 

enzimática experimentado por la deleción DA en un medio con etanol-glicerol 2^h 

respecto al medio con glucosa 2^Ie ( 1,89 veces), con el incremento experimentado por el 

promotor completo ( 1,87 veces), no se observan apenas diferencias lo que pondría de 

manifiesto que el consenso eliminado no es funcional. F.n cambio al realir.ar la misma 

comparación con la deleción OB (1,28 veces), si se observa, indicando que este segundo 
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consenso si es funcional. A estos datos hay que sumar cl hecho de que este segundo 

sitio de unión presenta una secuencia exactamente coincidente con el consenso CCAAT 

mientras que la secuencia de las posiciones -663/-667 está degenerada respecto del 

consenso conservado. 
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350
 

^ 300
 
E
 
^_ 250
 
E
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.^
 

p 100
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^ 50
 

0
 

^B ^C pSKK/HEM12 

Figura 41. Electu de las deleciones de las cajas CCAAT en la actividad del promotor de KIHEMI^ en 

diferenteti medio^ de cultivo. 

7.DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en este trabajo han pucsto de manifiesto que el gen 

KlHEM12 es único y funcional en K. lactis, ya que el alelo nulo obtenido presenta los 

fenotipos asociados a la mutación de este gen en otras levaduras, incapacidad de 

crecimiento en ausencia de hemo y acumulación de porfirinas. 

La expresión transcripcional de KlHEM12 es dependiente de cepa al igual que 

ocurre en S. cerevisine (Zoladek et al., 1995), correspondiendo el valor mayor a PMS­

3C entre las cepas analizadas. Los datos obtenidos respecto a la regulación de este gen 

indican que no es un punto clave en la regulación de la biosíntesis de hemo. De hecho la 

transcripción de KlHEM12 no responde a hemo ni existen en su promotor elementos 

reguladores que se ajusten a consensos típicos de factores fuertemente regulados por 

hemo como sería el caso de Hap 1 p o Rox I p(Hon et nl., 2003; Zhang & Hach, 1999). 

Los daros sobre la regulación del gen homólogo en la levadura S. cerevisine son 

coincidentes con los resultados obtenidos (Dii^lumeri et nl, 1993). 
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Un análisis del promotor mediante fusiones a lncZ muestra una ligera activación 

por fuentes de carbono no fermentables. Otro dato indirecto que señala quc nu se trata 

de un gen cuya transcripción pueda ser fuertemente inducida procede de la ausencia dc 

consensos claramente definidos para las cajas TATA de unión a TBP. Ef-cctivamente, 

recientemente se ha podido demostrar en S. cerei^isine por medio de un estudio 

genómico completo que existc una relación entre la presencia dc consensos canónicos 

TATA cn los promotores y el hecho de que se produzca inducción de la transcripcicín en 

respuesta a señales externas (Kim & Iyer, 2004). 

h;l hecho de que la activación producida sobre la transcripción de K/HEM12 en 

fuentes de carbono no fermentables no sea cuantitativamcnte muy notahle sc puede 

relacionar con el hecho de que en condiciones de suministro de oxígeno adecuado el 

metabolismo de K. lncti.r es predominantemente de tipo respiratorio (Ganccdo & 

Serrano, 1989) con lo cunl su adaptación para utili^ar fuentes de cm^hono no 

fermentahles no requiere grandes reajustes de su patrón de trtmscripción general. No 

obstante se decidió comprobar si la inducción observada era mediada por lus clcmentos 

del promotor relacionados con el complejo regulador Hap2/3/4/Sp. Los resultados 

obtenidos mediante fusiones del promotor al gen reportero lncZ y la introducción de 

deleciones específicas sí permiten confirmar que la caja CCAAT cn la posición -389/­

385 es funcional. Además también se ha podido comprobar yue este efecto es funcional 

in vivo porque se producc una disminución de la transcripción de K/HEMI? en un 

mutante Klhnp3, lo que demuestra la implicación del complejo Hap2/3/4/5p en estc 

sistema de regulación. 
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Estudio del promotor de KIHF'MI 

1.INTRODUCCIÓN
 

El gen K/HEMI, yue codifica para la primera enr.ima de la ruta de síntesis de 

hemo en Klu}^vernrnt'ces lnctis, fue clonado por González-Domínguez y colaboradores 

mediante complementaeión de una mutación heml en Sncchnro^n^^ccs cere^^isine, 

mostrándose su alta humología con ScHEMI (González-Domínguez et nl., 1997)- Se 

demostró yue el gen está sometido a regulación transcripcional. Existe mayor expresi<ín 

tras una inducción por cambios desde un medio con glucosa a glicerol y sus niveles de 

expresión disminuyen al pasar de condiciones hipóxicas a condiciones aerobias (figura 

42) (González-Domínguez et nl., 1997). La adicitin de hemina a medi^^s hip^íxicos 

también disminuye la expresión dcl gen (Gonrález-Domínguer, 1999). Adcmás, existe 

una regulación post-transcripcional durante el transporte de la proteína a la mitocondria, 

yue es inhibido por hemo (Gonzáler-Domínguez et ^1., 2001). 
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\, yl IW 
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Figura 42.Regulación tranvcripcional de KII[F'Ml (reproducido de Gonrález-0omínguez et al., 19971. 

Existen diferencias significativas con respecto a la regulación de HEMI entre S. 

cerevisine y K. lactis. Mientras yue la expresión de ScHEMI es constitutiva, en 

referencia a la disponibilidad de la fuente de carbono o los niveles de hemo (Keng & 

Guarente, 1987), en K. lactis la disponibilidad de oxígeno afecta a los niveles de 

KIHEMI y el gen se expresa más en condiciones de hipoxia quc en condiciones de 

aerobiosis. El incremento de expresión observado en hipoxia podría ser interpretad^^ 
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como un alivio de una represión en condiciones aeróbicas. En este modelo el producto 

final de la ruta de biosíntesis, hemo, podría ejercer un control por retro-alimentación en 

el primer paso de la ruta disminuyendo la transcripción de KIHEMI (González-

Domínguez, 1999) 

Aunque se conocía que la expresión del gen está regulada por los niveles de 

oxígeno y se había comprobado que dicha regulación dependía de los niveles de hemo 

(González-Domínguez, 1999), no se habían analizado los elementos reguladores del 

promotor que controlan la regulación por fuente de carbono y por la disponibilidad de 

oxígeno. Estos fueron por tanto los objetivos que se plantearon en este apartado de la 

Tesis. 

2.ANÁLISIS in silico DEL PROMOTOR 

Analizando la región promotora de K/HEM1 con programas informáticos como 

el MATCH (wwwgene-re^*ulation.com/c i­^ bin/pub/pro^rams/match/match.c^i) se 

obtienen una serie secuencias que coinciden con consensos conservados para la unión 

de factores reguladores tanto activadores como represores (figura 43). Así se localiza 

por ejemplo un sitio de uniún del complejo Hap2/3/4/Sp entre las posiciones -656/-649 

(caja CCAAT). Como ya se ha mencionado en el capítulo anterior al estudiar la 

regulación transcripcional de KIHEMI2, en S. cerevisine este complejo activa la 

transcripción de varios genes cuando la levadura crece en un medio con una fuente de 

carbono no fermentable (Olesen et nl., 1987). Entre las posiciones -475/-460 se 

encuentra un supuesto sitio de unión para el factor regulador Gcrlp. Como también ha 

sido comentado anteriormente, Gcrlp activa la expresión de genes de enzimas 

glicolíticas y reprime la de genes relacionados con la respiración (Huie & Baker, 1996; 

Sasaki & Uemura, 2005). También aparece un elemento rico en pirimidinas entre los 

nucleótidos -412 y-378, que es un potente activador transcripcional de muchos genes 

de levaduras (McNeil, 1988) como por ejemplo CYC1, SUC2, PGK, CALJ, ADR2, 

CARI y PYK. Se propuso yue este elemento rico en pirimidinas, en el promotor de 

CYCl, acttía limitando la acumulación de RNA mensajeros con extremos 5' localizados 

en la región upstream de la secuencia rica en pirimidinas. 

Aparecen también varios consensos para la unión de represores, entre ellos, en 

las posiciones -539/-536, se localiza un sitio de unión de Miglp, importante en la 

represión por glucosa de muchos genes de S. cerevisiae como GAG4 (Griggs & 
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Johnston, 1991), FBPI, SUC2 (Mercado et nl., 1991), BYPI (Hohmann et nl., 1992). 

Miglp tambi^n ha sido caracterizado en K. Inctis (Cassart et c^l., 1995). F,ntre las 

posiciones -530/-525 se localiza un sitio de unión para [no2p, quc cn S. cere^^isine es un 

factor transcripcional regulador de los genes relacionados con el metabolismo de los 

fosfolípidos (Koipally et ^1., 1996). En -515/-505 sc localiza un sitio dc unibn para cl 

represor Buflp (Luche et nl., 1992). Posteriormente se ha probado yuc la protcína 

Buflp, además de unirse a los sitios de represión transcripcional 5', tamhién es capar de 

actuar como activador transcripcional tal y como sucede cuandu se une a secucncias dcl 

promotor del gen CARI (arginasa) (Luche et nl., 1993). }?n S. cerevisi^e se ha 

demostrado que la represión por Buflp es mucho menor si la levadura crece en 

concentraciones bajas de glucosa y yue desaparece cuando se emplea galactosa como 

fuente de carbono (Treitel & Carlson, 1995). 

También se observa un consenso para cl regulador Haplp a^ la posicieín -358/­

344 y tres consensos para el represor Rox 1 p en las posiciones -752/-741, -702/-691 y en 

-664/-553. Haplp es por detinición una proteína dc respuestu a los nivcles de hemo, 

activando genes necesarios para la respiración y controlando el daño oxidativo en la 

célula (7.itomer & Lowry, 1992). Rox 1 p es necesaria para la represicín de gcnes 

hipóxicos en aerobiosis (Lowry & "l,itomer, 19R8). 

Se observa también una secuencia consenso para la unicín de TBP en las 

posiciones -239/-234 y otra en posiciones -81/-76. 

Este análisis in srlico sirvió de punto de partida para planificar los expcrimcntos 

yue demostrasen la f^uncionalidad de algunos de los elementos identiticados como 

potencialmente reguladores: Hap2/3/4/Sp, Miglp, Buflp, Gcrlp y elcmento rico cn 

pirimidinas; sobre todo de aquellos yue se relacionahan con lu regulacicín 

transcripcional de KlHEMI previamente caracterizada de forma experimental mediante 

northern blot en respuesta a la fuente de carbono y los niveles de oxígeno disponibles. 
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CATC GAGGCCTTGA GGAAAATGTG ACCTTGCGGT TTTATTTTTA -721
 

CTGTCCTGCG T AGC^:',^:;^'TT CATTGTAATG ^^.-yTGTAATA ATAAGATTTG GTTAGAGTAG -661
 

TTAG^TTCTCTA GAAGTTAAAT TTCTGGCí^^'-'^ ,,,.^-^^;GTG-C GCGAAGCGAC -601
 

Hap2/3/4/5
 
ACCAACATAG CTTAAACTCG GACTTGCTCC CGCTAAGCGA ACCATGCTCA TCCAGGCCAA -541
 

^aGCT : CAACTG'CAG GTCC^AGCA TTACTGCCAC AGCTCTTCGC -481 

111ig1 Ruf 
__^^r^
 --CTTATTGG r_GAAAACCT CCAAAAAGAA AAGCTCCTAA -921
 

(:crlp
 

GTCCAGCA^T TCTTTTTTTC CCTTTTCCCT TCCCTGTCTT CCTACAATAT CTTCTGCGGA -361
 
^ ^ t nlfnt0 rlCO PII plrlnll In2Lh 

AQ^'AA,GaP^^IA AT TTCAAAGGTA AAATCCTCTC ATATTGCCTG AAAATGAAAA -301
 

TGA^CTGAGGA AAAAATGACT GAAAACTCAA AAA.AAGATAT AATATGATAT GTTTTCATAA -291
 

TTATATAATA AGAGATGAGC TTCAGGTTTA ACTTAAGATA CACCTTTGGT TTTGGTTCAG -181
 

TGCTTCTCTA ATCTAGAGTA AAATATTCTT TGATACACCA GGTTTCACTT TCGTCACTGA -121
 

AGAGAAAAAT TTAAAAAGAT TCTACCTGTT AGAAGTGGCT ATATCTTTGC GAGTGAGAAA -61
 

GCTTCTTTTA TTGGTTTCCC TTGCACACAC TTAACCGTCT TCATTTTGGA TTGAAAAAAC -1
 

ATG
 

Figura 43. Promotor de K(I/F.MI con los consensos localizados mediante el programa MATCH para 
varios factores de regulación transcripcional. Tanto las cajas TATA localizadas como el codón de inicio 
(ATG) aparecen en color rojo. 

3.DETERMINACIÓN DE LOS SITIOS DE INICIO DE LA 

TRANSCRIPCIÓN DE KIHEMI MEDIANTE primer extension 

A fin de conocer con exactitud los puntos de inicio de la transcripción y tener 

una información sobre la estructura del promotor mínimo que permitiese identificar 

regiones reguladoras mediante análisis de deleción se aplicó la metodología de priiner 

extensióit ( materiales y métodos). 

Para la realización del experimento se diseñó el oligonucleótido ECV299 

(GCCTTGACACTCTGCATTGATCCA) que hibrida en la posición +80 (considerando 

posición +l la adenina del ATG). Este oligonucleótido fue empleado paralelamente en 

una reacción de síntesis de DNA a partir de RNAm y en una reacción de secuenciación 

tomando como DNA molde la construcción pSKKIHEMI (ver materiales y métodos). 
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AAATTATCTG ACGGGAAATT ACCAAGAGCA GAGTATGCAT TAGCATTTTA CTTGGAGAAA -841
 

GGCCTTGGAT GTCAGCCAAA CATACAAGAG GCCA.4GGTAC ACCACGAAAC TGCTGCTCGT 781
 

CTTGGCCATC CGAAAGCCA7 CGAGGCCTTG AGGAAAATGT GACCTTGCGG TTTTATTTTT -721
 

ACTGTCCTGC GTAGCTAGCT ?CATTGTAAI GATATGTAAT AATAAGATTT GGTTAGAGTA 661
 

GTTAGTTATT GGTATTCTCT AGAAGTTAAA TTTCTGGCGG TGGTTGGTGT CGCGAAGCGA
 

CACCACATAG CTTAAACTCG GACTTGCTCC CGCTAAGCGA ACCATGCTCA TCCAGGCCAA
 

TCCCCAGCTT CAACTGCCAG GTCCAGGGCC AGGGCCAGCA TTACTGCCAC AGCTCTTCGC -481
 

TTCGCTCACA 'ICATCCTCTA CTCTTATTGG CTGA.4AACCT CCAAAAAGAA AAGCTCCTAA -421
 

GTCCAGCATT TCTTTTTTTC CCTTTTCCCT TCCCTGTCTT CCTACAATAT CTTCTGCGGA -361
 

ACTGGCAATG TCGGAATCAT TTCAAAGGTA A.AATCCTCTC ATATTGCCTG AAAATGAAAA
 

TGACTGAGGA AAAAATGACT GAAA.ACTCAA AAAAAGATAT AATATGATAT GTTTTCATAA
 

TTATATAATA AGAGATGAGC TTCAGGTTTA ACTTAAGATA CACCTTTGGI TTTGGTTCAG
 

TGCiTCTCTA ATCTAGAGTA AAATATTCTT TGATACACCA GGTTTCACTT TCGTCACTGA
 

AGAGAAAAAT TTAAAAAGAT TCTACCTGTT AGAAGTGGCT ATATCTTTGC GAGTGAGAAA
 

GCTTCTTTTA TT^GTTTCCC TTGCACACAC TTAACCGTCT T
 

ATG
 

Figura 44. Determinación de los puntos de inicio de la transcripción del gen KI/IF.MI. La, cuau^o 

primeras líneas muestran los retiultados de la secuenciación del gen KIHF.MI en el orden G A T C La 

quinta línea muestra los resultados del expeñmento de primer e.i^tensitirl, indicando para cada casu la 

posición ocupada en la secuencia del promotor, donde parecen remarcadas en rojo y tieñalizadas con una 
tlecha aquellas de mayor intensidad; lati de menor intensidad están señaladas con un punto 

Como es característico de muchos genes de levaduras (Healy & Iitomer, 1990) 

existe una multiplicidad de sitios de inicio de la transcripción para KIHEMI (tigw•a 44). 

Los puntos de inicio se han localizado en las posiciones -71, -69, -66, -58 y-48, aunyue 

la posición -48 parece preferente al analizar la intensidad relativa. De esta manera, la 

caja TATA funcional parece ser la de las posiciones -239/-234. 
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4.ANÁLISIS DE LA RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL 

MEDIANTE FUSIONES DEL PROMOTOR AL GEN 

REPORTERO lacZ 

Se diseñaron dos oligonucleótidos para amplificar el promotor completo y los 

primeros codones de KlHEMI y posteriormente fusionar este secuencia ii^ frnme al 

octavo codón de 1ncZ en el plásmido pXW I(Chen et al., 1992). El oligonucleótido 

ECV51 (GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA) hibrida en la posición +29 de 

la hebra de Crick respecto del ATG y está dirigido hacia el promotor, además tiene un 

sitio de corte para Sal[ (resaltado en negrita) en posición 5'. F,l oligonucleótido ECV52 

(GGGGGATCCGACGGGAAATTACCAAGAGCA) hibrida en la posición -892 y se 

caracteiiza por tener un sitio de corte para BamHI (resaltado en negrita) en el extremo 

S '. 

Combinando ECV51 y ECVS2 en una reacción dc PCR a una temperatura de 

hibridación de 50°C, y utilizando como molde el DNA del plásmido pMDS.S que 

contiene el clon de KIHEMI (González-Domínguez et al., 1997), se ampliticó un 

fragmento de 921 pb que consideramos como el promotor de KIHEMI completo. El 

fragmento fue inicialmente clonado en el vector comercial pGEM®-TEasy con extremos 

compatibles A/T y finalmente digerido con BnmHI-Sall y clonado en los mismos sitios 

BnmHI-SnII del vector pXW 1(Chen et al., 1992). Se caracteriza por contener todos los 

supuestos sitios de regulación localizados en el promotor: Hap2/3/4/Sp, Miglp, [no2p, 

Buflp, Gcrlp, elemento rico en pirimidinas y TATA. Se denominó a esta construcción 

pXW5251 y se empleó para transformar la cepa MW 190-9b mediante el método del 

acetato de litio (materiales y métodos) tras lo cual se seleccionaron los candidatos en 

placas CM-Ura. 

En una primera aproximación, se realizaron una serie de medidas en distintas 

fuentes de carbono: glucosa 2%, glucosa 0,5% y etanol-glicerol 2%, emulando el 

experimento realizado por González-Domínguez en 1997 mediante ^iortliern blot. Para 

ello se tomaron seis candidatos transformados con pXWS2S 1 y se hizo un cultivo 

conjunto en medio CM-Ura con glucosa al 2% como fuente de carbono. Este cultivo se 

empleó como pre-inóculo, se dejó crecer a 30°C durante una noche para al día siguiente 

inocular de nuevo 4 matraces con 100 mL de CM-Ura glucosa al 2% a una OD final 

medida a 600 nm de 0,4. Se mantuvieron los cultivos durante 2-3 horas en las mismas 

condiciones, hasta que alcanzaron una OD^,^^ de 0,8. F.n este momento se precipitaron 
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las células de levadura y se resuspendicron en 100 mL de medio de cultivo nuevo. Uno 

de los cultivos se resuspendió en CM-Ura glucosa 2^/ ; otro en CM-Ura glucosa 0,5'I y 

otro en CM-Ura etanol-glicerol 2°Ir^. Sc mantuvicron los cultivos en las mismas 

condiciones de temperatura y se tomaron muestras a las 2, 5 y 7 horas para rcaliz^u 

medidas de actividad beta-galactosidasa. Las muestras de 10 mL de cultivo se tomaron 

por duplicado. Las medidas de actividades enzimáticas se realizaron por cl método de 

permeabilizaci^ín de células (materiales y métodos), y los resultados obtcnidos sc 

rcprescntan en la figura 4S. 

Figura 45. Actividades enzimSticax cotrespundicnte.e al prumotur complc^o de KIHb^MI rcalii:^das tra^ 
un cultivo durante ?, S y 7 horas cn 3 tLcnlr.^ dc carbono distintati Igluco.tia Z`7r, glucosa 0,57r y cttmol­
gliccrol 2`7^). 

No se observan diferencias destacables entre la expresión medida en las tres 

fucntes de carbono en la primera muestra ( 2 horas), los valores de actividad enzimática 

son prácticamente iguales en los 3 medios. A las cinco hoias comicnza a verse una 

ligera induccibn por glicerol yue se mantiene sin variaciones hasta las siete horas. hatc 

resultado coincide con lo observado a nivel transcripcional (f^igura 42) por González-

Domínguez ( 1997). Los resultados obtenidos parecen indicar que no hay rcpresi^ín por 

glucosa, aunque si existe una inducción por fuente de carbono no fermentable. I)e todas 

formas, la induccibn es pequeña. 
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4.1.Análisis de elementos reguladores del promotor mediante 

deleciones seriadas del promotor de KIHEMI fusionado al gen 

reportero lacZ 

En una primera aproximación al estudio dc secuencias reguladoras del promotor 

que permitiesen explicar los patrones de regulación encontrados, se diseñaron una serie 

de deleciones seriadas del promotor que se fusionaron al gen reportero lacZ para medir 

su actividad en células de K. lnctis transformadas con las construcciones reporteras en 

distintas condiciones de cultivo. 

Se diseñaron unos oligonucleótidos (tabla 12) especíticos para amplitŜ car 

sucesivas deleciones seriadas comenrando desde el extremo S' y avanzando hasta zonas 

más próximas el codón de inicio ATG. 

Tabla 12. Listado de los oligonudeótidos empleados para la obtención de lati deleciones seriudas del 
promotor de KIHEMI. E;'1 xitio de reconocimiento de BamHI aparece resaltado en negrita, La temperatura 
de hibridación seleccionada fue de 50°C. 

Nombre Secuencia 5" ^ 3" Hebra Posicion 
ECV53 GGGGGATCCCATCGAGGCCTTGAGGAAAA Watson -764 
ECV54 GGGGGATCCCATGCTCATCCAGGCCAAT Watson -558 
ECV55 GGGGGATCCCCTCCAAAAAGAAAAGCTCCTAAG Watson -443 
ECV56 GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Watson -326 
ECV57 GGGGGATCCGGTTCAGTGCTTCTCTAATCTAGAGT Watson -187 

Para la obtención de estas construcciones se siguió la misma estrategia que la 

descrita en la fusión del promotor entero a la secuencia de lncZ en el vector pXW 1. 

También en este caso se realizó un paso intermedio clonando primero los productos de 

PCK en pGEM®-TEasy (figura 46) y pasando después las construcciones al vector 

reportero pXW 1 mediante una digestión con BnmH[-SnII. 

1S4
 



Estudio del promotor de KIHEMI 

5351 5451 5551 5651 5751 ^
 

^^r^rw^^ 
.- 1371pb

126apb 

793 pb ^ 
702pD


587 pb ^>^ 
472 pb ^ 

355 pb ^ 

216 pb 

F'igura 46. Comprobación mediante digestión con BnmHI-Snll de la clonación de cada una de las 

deleciones diseñadas en el vector comercial pGEM®-TEasy. 

En la siguiente tabla (tabla 13) se recogen las combinaciones de oligonuclebtidos 

cmpleadas para cada reacción de ampliticación, las posiciones de cadu uno, los 

consensos que contienen y los tamaños finales resultantes. 

Tabla 13. Resumen de los oligonucleótidos empleados para la creación de las deleciones seriadas para el 

estudio del promotor de KIFIEMI. 

Deleción 
Cebadores 
em leados 

Posiciones Consensus que conticne 
Tnmaño 

am li^cado 
Hap2/3/4/5/; Migl; Bufl; 

pXW5351 
ECV51 +29 

Gcrlp; Elemento rico en 
irimidinas: TATA 

793 pb 

pXW5451 
ECV54 
ECVSI 

-558 
+29 

Migl; Bufl; Gcrlp; Elemento 
rico en irimidinas; TATA 

587 b 
p 

pXW5551 
ECV55 
ECV51 

-443 
+29 

Elemento rico en pirimidinas; 
TATA 

472 h 
p 

^ 
pXW5651 

hECVS I +29 
TATA 355 pb 

pXW57Sl 
ECV57 
ECVSI 

-187 
+29 

TATA 316 pb 

En la figura 47 se recoge el esquema de estas construcciones y se muestran las 

posiciones de los posibles elementos reguladores, encontrados mediante el análisis in 

silico, resaltando cuales se conservan en cada una de las deleciones. 
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I^^.Icmcnto ricu en 
pirimidinas 

-^^ s';^ ^ H M ^ ^ ^ ^^ . ^ ^.^^ pxw5351 

,sR M ^ . ^ ^, ^ pxw5451 

-u i pxw5551
®
 

326 ,^^r';''.,"J" ^ ^ pxw5651 

i87 ^fA _^ ^ pxw5751 

Figura 47. Esquerna de las deleciones seriadas diseñadas para el promotor de KIHEMI que se encuentran 
fusionadas al gen IocZ del vector pXW 1. Las letras H, M, B y G representan respectivumente a los 
consensos localizsdos para el complejo Hap2/3/4/Sp, Miglp, Buflp y Gcrlp. 

Todas las deleciones obtenidas fueron comprobadas mediante análisis de 

restricción en el caso del vector pGEM®-TEasy, y mediante secuenciación con el 

oligonucleótido 70Lac'L (materiales y métodos). 

4.2.Actividad de las deleciones seriadas del promotor de KIHEMl 

en condiciones aerobias y con diferentes fuentes de carbono 

Tras la obtención de las deleciones descritas se ]levó a cabo la transformación de 

la cepa MW 190-9b de K. lnctis. Los transformantes se seleccionaron en medio CM-Ura 

y se inocularon en medios de cultivo CM-Ura glucosa 0,5% y CM-Ura etanol-glicerol 

2% (metabolismo respiratorio). Las medidas de actividad beta-galactosidasa se 

realizaron empleando el método de células permeabilizadas (materiales y métodos) 

utilizando seis transfonnantes independientes de cada una de las construcciones. Los 

resultados de ese estudio se muestran en la figura 48. 
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n Glucosa 0,5% q Etan glic 2% 

30
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5251 5351 5451 5551 5651 5751 

Po^icioncti -892 -76d -558 -443 -326 -187 

Figura 48. Resumen de las actividaJes enzimáticas mosu^adas por las delecioneti seriadas del prunwtor de 

KILIF.^MI medidas en dos fuentes de carbono: glucosa 0,57r y etanol-glicerol ?`'Ie. 

Cuando se analizan los resultados obtenidos para el promotor pXW5251 y las 

deleci^^nes scriadas, pXWS3Sl, pXW5451, pXW5551, pXWS651 y pXWS7Sl, pueden 

sacarse algunas conclusiones. La primera de ellas es que no existcn ditcrcncias 

significativas entre las construcciones pXW5251 y pXW5351, por lo que la región que 

se extiende desde -892 a-764 no parece tener un papel rclevantc en la cxpresión del 

gen. En general, a medida yuc va disminuycndo el tamaño dcl promotor se va perdicnd^^ 

expresión del gen pero sin que se observe una clara dependencia respccte^ dc la tuente 

de carbono. En la delecibn pXW57Sl, a penas se observa actividad. Podemos suponer 

que la secuencia comprendida entre las posiciones -764 a -187 contiene vurios 

elementos que potencian la transcripción del gen y actúan de forma aditiva. h;l sistema 

de deleciones seriadas no resulta generalmente útil para localizar regiones represoras 

porque en el proceso seiiado de eliminación se pueden estar eliminando regiones 

activadoras y represoras simultáneamente lo que enmascara los efectos observados. 
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4.3.Determinación de la funcionalidad del sitio de reconocimiento 

para el complejo Hap2/3/4/5p en relación con la regulación por 

fuente de carbono 

El complejo Hap2/3/4/Sp ha sido relacionado en S. cerevisiae con la inducción 

de genes en medios no fermentables. Hap4p está regulado a nivel transcripcional y se 

induce de 5-10 veces durante la adaptación de condiciones de metabolismo fermentativo 

a respirativo (Forsburg & Guarente, 1989; DeRisi et al., 1997). Se ha demostrado la 

existencia de homólogos funcionales de Hap4p y de otros componentes del complejo en 

K. Inctis (Bourgarel et nl., 1999; Mulder et al., 1994a; Nguyen et nl., 1995). 

Los datos obtenidos en un shift de condiciones de crecimiento en glucosa al 2°Io 

a condiciones de crecimiento en etanol-glicerol 2%, utilizando la técnica de northern 

blot (ver figura 42) y la fusión del promotor entero a ln^Z (ver figura 45), mostraron que 

este gen puede ser inducido ligeramente en etanol-glicerol. Se decidió realizar varias 

construcciones específicas para analizar la funcionalidad del consenso para Hap2/3/4/Sp 

utilizando las fusiones al gen reportero lncZ. Se diseñaron las construcciones D3 que 

incluye la región promotora desde la posición -656, D4 coincidente en tamaño con la 

anterior pero en la que se ha mutado el consenso para la unión Hap2/3/4/Sp y Ql en la 

que una región extensa, -764 a-588, que incluye el consenso Hap2/3/4/5p se fusionó a 

la construcción pXW5651. 

Tabla 14. Lititado de los oligonucleótidoti empleados para la ubtención de las deleciones D3, D4 y Ql. 
Los sitios de corte para BnaiHl y S^ll aparecen resaltados en negrita. 

Nombre Secuencia 5' -^ 3' Hebra Posición 
ECV51 GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA Crick +29 
ECV53 GGGGGATCCCATCGAGGCCTTGAGGAAAA Watson 764 
ECV56 GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Watson -326 
ECV147 GGGGGATCCAGCTATGTTGGTGTCGCTTCG Crick -588 
ECV297 GGGGGATCCTTAAAAATATTCTCTAGAAGTTAAATTTCTGG Watson 656 
ECV298 GGGGGATCCTTATTGGTATTCTCTAGAATGTAAATTTCTG Watson -656 

Las deleciones D3 y D4 se obtuvieron por PCR siguiendo la misma estrategia 

descrita para la obtención de la fusión del promotor y con los oligonucleotidos que se 

recogen en la tabla 14. El oligonucleótido ECV297 fue precisamente diseñado para 

remplazar el consenso TTATTGGTA de unión a Hap2/3/4/Sp por la secuencia 

TTAAAAATA (los nucleótidos moditicados aparecen subrayados). 

158
 



Estudio del promotor de KIHEMI 

La construcci6n Q1 se realizó como se describe a continuación. Se diseñó el 

oligonucleótido ECV 147 (corte para BnmHI en posición 5') que hibrida en posicibn ­

609/-588, a 38 nucleótidos 5' del sitio Hap2/3/4/Sp. Combinándolo con ECV53 (a^rtc 

para BnmHI), se amplilicaron 189 nucleótidos que contenían el citado siti<^ dc uni^ín. 

Tras una digestión enzimática del fragmento amplif^icado empleando BnmHl, sc digirió 

del mismo modo la deleción p5651, clonando el fragmento umplificado en dicha 

construcción. F.n la tabla IS se muestra un resumen de los dominioti yue contienen las 

deleci^^ncti ^i^eñadas. 

Tabla 15. Retiumen de los oligonucleótidox empleados para la construcción de las delecionev D3, U^l y 
QI. Se indican lat posiciones ocupadas por cada uno de ellos y los consensos quc contiene finalmentc la 

deleción. 

Delecibn 
Cebadores 
em leados 

posiciones Consensos quc contiene 
^ram:Ŝ ño 

am lificadn 

U^ 
ECV298 
ECV51 

-656 
+29 

Hap2/^/-1/S/; Migl; Buf I: 
Gcrlp; Elememo rico en 

irimidinax; TATA 
679 ph 

^ 4Hup3/3/d/5/; Mig1; Butl; -

I^^ 5ECV 1 ^?9 Gcrlp: Hlemento rico en 
irimidinas: TATA 

679 hh 

ECV53 -764 

QI ^ ^CV 6 ^_3 6 Hap2/3/4/5/;TATA ^ 

ECV51 +?9 

Las construcciones fueron veriticadas por análisis de restricción y secuenciación 

y se representan gráficamente en el esquema de la figura 49 junto con las construcci<mes 

pXWS351 y pXWS6S 1 con la que fueron comparadas. 
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Figura 49. Esyuema de las dcleciones pXW53Sl, pXWS651, D3, D4 y QI. l.as letras H, M, ft y G 
representan loz consensos localizados para el complejo Hap?/3/4/Sp, Miglp, Buflp y Gcrlp. La caja roja 
representa al elemento rico en pirimidinas. La línea delgada indica una deleción. 

En la figura 50 se recogen los valores de las medidas de actividad beta­

galactosidasa en glucosa al 2^Ic y las medidas efectuadas tras inducción en medio con 

etanol glicerol a distintos tiempos. 

Figura 50. Resumen de las actividades enzimáticas mostradas por las deleciones diseñadas para el 
promotor de KIHEMI para analizar el consenso para Hap2/3/4/Sp, las medidas se realizaron tras una 

inducción de^de glucosa 2% a etanol-glicerol 2% en tres tiempos: 2, 5 y 7 horas. 

La construcción Ql que contiene únicamente el consenso para la unión de 

Hap2/3/4/Sp no es inducida en etanol-glicerol al 2%. La mutación del consenso en un 

contexto dc promotor más cercano a la situación in vivo, y en el que otros elementos 
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reguladores se encuentran tamhi^n presentes tampoco ticne efecto, como puede verse ul 

comparar D3 y D4. Todo esto nos hace descartar el papel funcional del consenso 

eneontrado en el análisis rn silico del prumotor, que por otra parte se encontraha 

presente en la hebra complementaria a la codificadora. 

4.4.E1 elemento rico en pirimidinas es un elemento cis de activación 

transcripcional de KIHEMl. 

Algunos genes dc S. ^^ei^erisine y K. lneti.r contienen en sus promotores 

elementos ricos en pirimidinas quc activan la transcripción (McNeil, 1988; Ramil et nl., 

1998). Para comprobar si éste era el caso de KIHEMI, se procedió a un estudio 

comparado de las dcleciones pXWS551 y pXW5651 que se diferencian por la presencia 

en la primera construcción del elema^to rico en pirimidinas (figura 51). 

Figura 51. Esquema de las deleciones pXWS551 y pXW5651. 

En la figura 52 sc mucstran los resultados obtenidos al comparar los valores de 

actividad beta-galactosidasa medidos en células de K. lnctis transformadas con las 

construcciones pXW5651 y pXWSSS 1 en fuen[es de carbono (glucosa al O,S^Ir o etanol­

glicerol al 2^Io que favorecen el metabolismo respiratorio). 
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Figura 52. Resumen de las actividades enzimáticas mostradas por las deleciones diseñadas para el 

promotor de KIHEMI para analizar el consenso para Gcrlp Las medidas se realizaron en dos fuentes de 
carbono: glucosa 0,5`7o y etanol-glicerol 2%. 

De los resultados obtenidos (figura S2) se deduce que en la construcción 

pXW5551 el elemento rico en pirimidinas incrementa los valores de expresión, menores 

en la construcción pXWS6S 1 que no contiene dicho elemento. 

4.S.Determinación de la funcionalidad del sitio de reconocimiento 

para Gcrlp en relación con la regulación por fuente de 

carbono. 

En S. cerevisine un complejo de factores transcripcionales formado por Gcrlp, 

Gcr2p y Raplp coordina la expresión de los genes necesarios para la vía glucolítica 

(Sasaki & Uemura, 2005; Willis et al., 2003) y la mutación de Gerlp o Ger2p produce 

un incremento de la expresión de los genes relacionados con la respiración (Sasaki & 

Uemura, 2005) indicando que estos factores pueden estar controlando los tlujos 

metabólicos relativos de metabolismo fermentativo (MF) y metabolismo respiratorio 

(MR). 

Puesto que en levaduras la biosíntesis de hemo es necesaria tanto en condiciones 

aerobias (MR) o hipóxicas (MF), pero de manera más importante durante el MR para 

actuar como coenzima de las proteínas mitocondriales que participan en la respiración, 

se decidió comprobar si el sitio Gcrlp localiz_ado en la búsyueda in silico del promotor 

era o no funcional. Se decidió abordar el estudio de Gcrlp posicionado en -475/-460. 
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Con este objetivo se diseñaron las construcciones Dl y D? para compararlas con la 

delecibn Q3. Se emplearon los oligonucleótidos dc la tabla 16. 

Tabla l6. Listado de los uligonuclcótidos empleadox para la obtención dc lati delecioneti I)I y U?. Los 

siliux de corte para HamHl y para Snll aparecen resallados en negrita- Loti nucleúlido^ti nwdilicados 
aparccen subrayados. 

Nombre Secuencia 5' -^ 3" Hebra Posición 
ECV51 GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA Crick +29 
ECV56 GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Watson 326 
ECV149 GGGGGATCCATTACTGCCACAGCTCTT Watson -501 
ECV150 GGGGGATCCTCCGACATTGCCAGTTCC Crick -346 

ECV269 
GGGGGATCCATTACTGCCACAGCTCTTCGCTTCGCTCACATAC 
AAATCTAC 

Watson 501 

Para obtener la construcción Q3 se diseñaron los cebadores ECV 149 (con sitio 

de corte para Bni^1HI) que hibrida en la posición -SOl/-484 y ECVISO (corte para 

BnmH[) que lo hace en -36^/-346, ampliticando una regiún de 168 nucleótidos yue 

contiene el sitio Gcrlp y el elemento rico en pirimidinas (tabla 16). 

Tras una digesti6n con Bnn^H[, se clonó en el sitio BnmHI de pXW5651. Se 

obtuvo así Q3 que contiene las regiones del promotor quc van desde -501 a-346 y-326 

a+26(tabla 17). 

La construccidn fue vcrificada por análisis de restricci^ín y secuenciacicín y sus 

características pueden verse en el esyuema de la ^igura S3. 

La obtención de D1 sc realizó mediante el diseño del oligonucleótido ECV1^9 

(con sitio de corte para BantHl) que hibrida en la posición -501/-484 amplificando, cn 

combinación con ECV51, una región de DNA de 524 pb del promotor yuc contiene los 

sitios reguladores: Gcrl p, clemento rico en pirimidinas y TATA funcional. D2 es 

similar a U1, pero con la peculiaridad de que el sitio Gcrlp se encuentra mutado. Para 

ello, se modificó su secuencia original CATCC a ACAAA mediante el diseño del 

cebador ECV269 (también con sitio de corte para BninHl Ŝ yue hibrida en la misma 

posición de ECV149: -SOl/-484. En la tabla 17 aparece un resumen de los dominios 

contenidos por cada deleción. 
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Tabla 17. Oligonucleótidoz empleados para la construcción de lati deleciones Dl y D2. Se indican las 
posiciones ocupadas por cada uno de ellos y los consensos que contiene finalmente cada deleción. 

Deleción 
Prrmers 

em leados 
^osiciones Consensos yue contiene 

'famañu 
am IiPcado 

I^I F.CV la9 -i01 Gcrlp; Elemento rico en ^^ 
F.CVi 1 +29 írimidinas; TATA ^ hh 

I^^ ECV269 
F.CV51 

-501 
+29 

Elemento rico en pirimidinas; 
TATA 

524 b 
r 

ECV 149 -501 
ECV150 363 Gcrlp;Elementoricoen 

^^ F,CV56 3?6 pirimidinas; TATA 
ECV51 +?9 

Ambos fragmentos se clonaron en pXW 1 con una digestión BnmHi-SaII. Las 

construcciones fueron veriFicadas por análisis de restricción y secuenciación y sus 

características pueden verse en el esquema de la figura 53. 

Figura 53- Esyuema de las deleciones pXW5651, DI, D2 y Q3. 

En la figura S4 se recogen los valores de las medidas de actividad beta­

galactosidasa efectuados en transformantes de la cepa MW 190-96 con las citadas 

construcciones en medios con glucosa al 2% y al 0,5%. 
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Figura 54. Resumen de lati actividades enzimáticas mostradus pur las deleciones diseñadati para el 

promotor de KlFIé^MI para analizar el contienso para Gerlp. La^ medida^ ^c realizaron en dus fucnles dc 

carbono: glucosa ?7o y glucosa QS`7^. 

Se observa como la mutacibn del sitio de Gcrlp produce un incremento de la 

expresión en medios con glucosa al 2%r,. Sasaki y Uemura (2005) probaron yuc una 

m utaciGn gcr/ provocaba un dcscenso en la expresidn de gcnes relacionado^ con la 

glucolisis y a la vez un aumento de los genes relacionados con la respiracibn cuando las 

células crecen en medio rico en glucosa. Ya yue K/HEMI sc encuentra dentro dc cste 

último grupo de genes relacionados con la respiración, los resultados obtenidos (mayor 

expresión en el mutante en glucosa al 2% que al 0,5%) penniten asignar un cicrto papcl 

funcional al sitio Gcrlp sobre la represión relacionada con la respiraci6n de KlHEMI 

cuando existe una glucolisis muy activa. 

4.6.Análisis de la funcionalidad del sitio de reconocimiento de 

Buflp en la regulación del promotor de KIHFMI en 

condiciones aerobias 

1~:n S. cerevisine está descrito yue ScHEM1 presenta una expresión constitutiva, 

debido a la combinación antagónica de factores activadores y represores (Keng & 

Guarente, 1987). Teniendo en cuenta que el factor que se comporta como represor es 

Buflp, se decidió analizar si el sitio de reconocimiento para Buflp presente en el 

promotor de K/HEMI era funcional 
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Para realizar este análisis se diseñaron las construcciones Q2, Q4 y QS para las 

que se emplearon los oligonucleótidos recogidos en la tabla 18. 

Tabla l8. Listado de los oligonucleótidos empleados para la obtención de las deleciones Q2, Q4 y QS. 
Los .eitioz de corte para BnmHI y para Sn/I aparecen resaltados negrita. 

Nombre Secuencia 5" ^ 3" Hebra Posición 
ECV51 GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA Crick +29 
ECV52 GGGGGATCCGACGGGAAATTACCAAGAGCA Watson -892 
ECV54 GGGGGATCCCATGCTCATCCAGGCCAAT Watson -558 
ECV56 GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Watson -326 
ECV148 GGGGGATCCAAGAGCTGTGGCAGTAAT Crick -484 
ECV149 GGGGGATCCATTACTGCCACAGCTCTT Watson -501 
ECV178 GGGGTCGACCAGGTCCAGGGCCAGGGC Watson -523 
ECV258 GGGGGATCCTGGACCTGGCAGTTGAAGC Watson -534 

Para obtener la deleción Q2 se diseñó el cebador ECV148 (sitio de corte para 

BnrnHI) que hibrida en -SOl/-484. En combinación con ECV54 amplific6 un fragmento 

de DNA de 79 pb que contenía el sitio de unión para Buf^l p. Tras una digestión con 

BnmHI, se clonó en la deleción pXWS6S 1 digerida del mismo modo. Para obtener la 

deleción Q4 se diseñó el oligonucleótido ECV 178 (corte para BnmHI) que hibrida en ­

S23/-505. Se combinó, en la reacción de PCR con ECV51 utilizando como DNA molde 

la construcción Q2. De este modo se ampliticó únicamente la región que contiene el 

sitio Buflp (-523/-484) seguida de la región -326/+23. Para obtener la construcción Q5, 

se diseñó ECV258 (corte para BamHI) que hibrida en -534/-S 17. En combinación con 

ECV52, y utilirando como molde DNA genómico de la cepa Y1140 de K. lactrs, se 

amplificó un fragmento de 400 pb que contenía los sitios Hap2/3/4/Sp y Miglp. Tras 

una digestión con BnniHI, se clonó en la deleción DI digerida del mismo modo. Se 

obtuvo así QS que contiene la secuencia del promotor que va desde -892 a-517 seguida 

de -501 a+23, es decir que presenta una deleción del sitio que potencialmente puede 

unirse al represor Buflp. En la tabla 19 aparece un resumen de las posiciones de los 

oligonucleótidos empleados así como de las regiones que contienen las deleciones 

crcada5. 
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Tabla 19. Oligonuclebtidos empleados para la construcción de las deleciune^ DI y D3. Sr inJican las 

posiciones ocupadas por cada uno de ellox y los consensos que contiene finalmente cada deleción-

Primers 
Deleción Nosiciones Consensos yue conticne

em leados 
ECVS-I -SS8 

^ ECVl^l8 -5^^1 Mi l; Bufl: TATA
^- ECV>6 -^26 €
 

ECV51 +29
 
_^

Bufl; TATA
^a ECV 178 - --

ECV51 +29 

ECV52 -A9^ Hap3/3/4/5/; Migl: Gcrlp:
ECV?58 534 

Elemen^o rico en pirimidina^:
^S ECV ld9 >(Il 

TATA
 
ECV51 +?y
 

Las construcciones fueron verificadas mediante análisis de restricción y 

sccuenciación y sus características principales aparecen recopiladas en el etiyuana de la 

f^igura 55. 

f^.^emen^u ricu 

, ^^ ^^^^^^^^a^^^^ 

H ^ ^ pxw52^189'- ^ :i^`,^; M f♦ f♦ 

p^^^;6^ I 

;,x tt^a s^^,
M n ^ ^ ^z 

^,^3 _ax.t ^^^, 
fn ^ 

^n -5oi 
H M f♦ 

Fi^ura _55 F.squema de las delecioneti pXW5351, pXW5651, Q3, Q4 y Q5. 

Células dc la cepa MW 190-9b de K. lactis fueron transf^ormadas con estas 

construcciones y se determinaron las actividades beta-galactosidasa correspondientes. 

Los resultados obtenidos se recogen en la tigura 56. 
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Figura 56. Retiumen de la^ actividades enzimátícati mostradati por las deleciones diteñadas para el 
promotor de K(HEMI para analizar el consenso para Buflp. Las nudidns xe realizaron en dos fuentes de 
carbono: glucosa 0,5"lo y etanol-glicerol 29r. 

En el caso de las construcciones Q2 y Q4 que contienen el sitio de unión para el 

represor Buflp, se advierte una disminución de la expresión con respecto a la 

construcción utilizada como control, pXW56Sl, lo que indica un papel represor para 

dicho elemento en este contexto. En cambio, si se comparan los valores de expresión 

obtenidos con las construcciones QS (promotor entero sin el sitio represor Buflp) y el 

promotor completo (pXW52S 1) se observa sólo en etanol-glicerol un ligero aumento de 

la expresión de K/HEMI en ausencia del sitio de unión para el represor. Todos estos 

datos sugieren que aunque el elemento Bufl puede actuar como represor en las 

construcciones Q2 y Q4, en un contcxto más similar a la situación in vivo la 

funcionalidad del elemen ‚ o con homología al consenso para la unión al represor Buflp 

no parecejustit‚ cada. 

4.7.Actividad de las deleciones seriadas del promotor de KIHEMI 

en condiciones de hipoxia 

Datos previos (González-Domínguez et nl., 1997) indicaban que el gen KIHEMI 

responde a una transición rápida (70-100 min) de condiciones hipóxicas, generadas por 

burbujeo de nitrógeno, a condiciones aerobias disminuyendo de dos a seis veces su 

expresión. También se pudo demostrar que la adición de un precursor de hemo a los 
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cultivos hipóxicos disminuía la expresión de K/HEMI hasta tres veces (González-

Domínguez et nl., 1997 ). 

A tin de analizar en las deleciones seriadas el efecto de Itis niveles dc t^xígenu y 

la presencia de precursores de hemo se realizar^^n cultivus en jarras de anacr<ihiosis 

(matcriales y métodos). 

H:n ensayos preliminares se utilir.aron, como precursores de hemo, protuporfirina 

IX (hemina) y deuteroporlirina IX obteniéndose resultados similares tanto dc 

crecimiento como de actividad beta-galactosidasa (tiguras 57 y S8). La protoportirina 

IX para transformarse en hemo tiene que ser empleada cumo sustrato de la enzima 

protopori^irinógeno oxidasa (codificada por el gen HEMl4) en una reaccibn quc rcyuierc 

la presencia de oxígeno. La dcuteropofirina IX, un análogo dc la porfirina IX, cs mucho 

más soluble y se transforma en deuterohcmo por acci^ín de la ferroquelatasa (Hon et nL, 

2(x)i). El hecho de que lu hemina tenga cl mismo ef^ecto que la deuteroporf^irina indica 

quc las condiciones generadas en ta jarra permitcn todavía unos niveles de oxígeno 

suficicntes para satisfacer las demandas de la protoportirinógeno oxidasa. En lus 

ensayos que se muestran en este apartado se empleó deuteroporfirina [X en una 

concentración de 2Ng/mL. Como fuente de carbono se utiliró glucosa al 2°I ya yuc cn 

condiciones de hipoxia únicamente puede t^htenerse energía suficiente para cl 

crecimiento celular a través de un metaholismo f^crmcntative^, pe^ryue los hajcts nivcles 

de oxígeno limitan la capacidad respiratoria. De acuerdo con los requerimientos de 

crecimiento anaerobio el medio fue suplementado con metionina al 0,004°Ic^ y con 

ergosterol al 0,0029^ y twcen SO al 0,5^1c. 

Figura 57. Resumen de lati actividades enzimáticas motitradas por el promotor completo de Kl//EMl. Las 
medidas se realizaron en jarrati de anaerobiosis empleando gluco.a 27^ como fuente de carhono y glucosa 
suplementada con hemina. 
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Figura 58. Efecto de la deuteroporfirina IX Las medidas se realizaron en jarrax de anaerobiosis 
empleando glucosa 2^Io como fuente de carbono. 

Los resultados obtenidos en hipoxia al comparar la actividad promotora de 

distintas regiones con deleciones seriadas ( figura 58) indican que la caída más brusca de 

actividad se produce entre las construcciones pXW5451 y pXW5S51. La eliminación 

del elemento rico en pirimidinas (comparación entre pXW5551 y pXW5fi51) tiene un 

efecto menor que el observado en condiciones aerobias. Por tanto entre las posiciones ­

558 a- 443 (región que se elimina al pasar de pXWS451 a pXW5551) se localiza una 

señal activadora de la expresión del gen en condiciones anaerobias. La secuencia 

necesaria para la expresión hipóxica del gen parece ser también la responsable de la 

inhibición por hemo. Fn efecto, las medidas de actividad del promotor disminuyen en 

las tres primeras: pXW5251, pXW5351 y pXWS4S1 (ver figura 58), pcro el efecto es 

muy pequeño en pXW5S51, pXW5651 y pXW57Sl. 

Puesto que existen datos bibliográficos que relacionan a Buflp no sólo con la 

represión sino también con la activación transcripcional (Luche et nl., 1993) y, según 

acabamos de ver en el apartado anterior, la región más estrechamente relacionada con la 

actividad en hipoxia (-SS8 a-443) contiene un sitio Buflp, se decidió comprobar de una 

forma más directa si este elemento participa en esta respuesta. Para ello se comparó la 

actividad de las construcciones pXW56Sl, Q4 y QS y los resultados se muestran en la 

figura 59. 
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Figura 59. Reeumen de lati actividadev enzimúticas musu^adas por lati deleciones pXW5G51, Q4 y(2S ^cl 

promotor de KIHEMI. Las medidaa ^e realizaron en jarra^ de anaerobiosis empleando glucosa 27^^ comu 

fuente de carbono suplementada con deuteroporhrina IX. 

Se puede comprobar que la presencia del sitio Buflp en la construcci^ín Q4 no 

permite una importante expresión hipbxica. Además, la construcción QS que contiene cl 

promotor completo pero con el sitio Buflp delecionado tiene actividad en hipoxia y 

responde a la represión por hemo. Se puede por tanto, descartar que el sitio Bufl p cstí; 

implicado en la activación hipóxica y que sea hemo-dependiente. Una vez dcscartado el 

papel del elemento Bufl p, futuros análisis serán necesarios para caracterizar el elemento 

responsable de esta regulación. 

S.DISCUSIÓN. 

Se ha llevado a cabo un estudio del promotor del gen KIHEMI que codifica la 

enzima 5-amino-levulinato sintasa, implicada en la primera reacción de biosíntesis de 

hemo. La determinación de los sitios de inicio de la transcripción mediante 

experimentos de primer exterrsiorr ha permitido localirar varios puntos de inicio de la 

transcripción en las posiciones -71, -69, -66, -58 y-48 con cierta preferencia por la 

posici6n -48 que está situada a una distancia de 28 nt de una caja TATA localizada 

entre las posiciones -81 a-76 y a una distancia de 186 nt de otra caja TATA localizada 

entre las posiciones -239 a -234. 

Se han analizado los elementos cis del promotor del gen KIHEMI yue regulan su 

transcripci6n en respuesta a dos señales: la disponibilidad de fuentes de carbono 
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fermentables o no fermentables, y la disponibilidad de oxígeno. También se ha 

analizado el papel de un análogo a protoportirina IX(precursor de hemo) en la 

señalización de la disponibilidad de oxígcno. Los valores de actividad transcripcional 

del promotor, silvestre o moditicado, en diferentes condiciones de ensayo se 

determinaron mediante fusiones al gen reportero lacZ y medida de la actividad beta­

galactosidasa. 

Hl promotor de KIHEMI presenta una leve inducción, 1,5 veces, cuando se 

produce un cambio de la de fuente de carbono y se pasa de glucosa al 2% a etanol­

glicerol al 2%n (González-Domínguez et nl., 1997), mostrados en la figura 42 y datos de 

esta Tesis mostrados en la figura 45. Las levaduras, y en general los microorganismos, 

adaptan su metabolismo a la disponibilidad de fuentes de carbono. En condiciones 

aerobias S. cerevisine tiene una clara preferencia por la utilización de glucosa por la vía 

fermentativa transformándola en etanol. A medida que la glucosa se agota se produce el 

denominado shift diáuxico y S. cerevisine se adapta a un metabolismo respiratorio para 

poder obtener energía a partir del etanoL Durante este cambio la transcripción de 

numerosos genes se ve modificada (DeRisi et al., 1997) para propiciar el cambio 

metabólico. Esto se consigue mediante desrepresión de los genes reprimidos por 

glucosa durante el metabolismo fermentativo y la inducción de genes gluconeogénicos, 

genes que permiten la utilización de fucntes de carbono alternativas, la respiración y el 

desarrollo de las mitocondrias (Ronne, 1995). En condiciones aerobias K. lnctis, aunque 

es capaz de producir etanol (González-Siso et nl.. 2000), tiene preferencia por la 

utilización de glucosa a través de metabolismo respiratorio, oxidando el piruvato 

obtenido a partir de la glucolisis en lugar de transformarlo en etanol. La represión por 

glucosa de los genes respiratorios es débil en K. lnctis y dependiente de cepa (Ferrero et 

al., 1978; Breuning, 1989; Lodi et ^1., 1994; Dong & Dickson, 1997). Los niveles 

basales de expresión en glucosa de genes que codifican proteínas respiratorias (KICYCI, 

KlQCR7 o KlQCR8) son generalmente altos (Freire-Picos et al., 1995) y en aquellos 

casos en los que se detecta inducción al pasar a medios no fermentables, ésta es 

transitoria y bastante débil si se compara con la encontrada en S. cerevisiae (Mulder et 

al., 1995b,c). La escasa, y transitoria, inducción de KIHEMl en fuentes de carbono no 

fermentables está por tanto en perfecta sintonía con la de otros genes respiratorios 

analizados en esta levadura, sobre todo si se tiene en cuenta que la biosíntesis de hemo 

es necesaria para la síntesis de hemo-protcínas que participan en el transporte 

electrónico mitocondrial. 
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En S. cerer^isine la induccicín específica de genes en el camhio diaúxico se 

relaciona con el complejo Hap2/3l4/Sp. El análisis iii .rilico del promotor dr K/HEMI 

revelaba la existencia de una secuencia cis que sc ajusta al consenso para la unión dc 

este complejo (CCAAT) en las posiciones -656/-649. Para analizar la importancia 

funcional de este elemento se comparó con una construccicín quc contenía el promotor 

silvestre desde la posición -656 con la misma construcción en la que el elcmento dc 

unicín para Hap2/3/4/Sp había sido mutado. Los resultados obtcnidos indican que cstc 

elemento no parece ser funcional en esta respucsta. Por otra parte análisis similares 

sobre la participación activa dc la rcgión quc conticnc el sitio Gcrlp en la rcpresión dcl 

promotor de KIHEMI son concordcs con su clasiticación como gen respiratorio quc sc 

reprime en glucosa al 2^Ir cuando la glucolisis va a ser más activa. En estas condiciones, 

parte dcl piruvato producido será dcsviado hacia la producción de etanol. De todas 

formas, este efecto rcpresor mediado por Gcrl p es muy pcqueño y menor que el 

observado para otros genes de S. cere^^isine que se reprimen f^ucrtemcntc cn estas 

condiciones. 

Se ha podido comprobar que el elemento rico en pirimidinas presente en el 

promotor de KlHEM1 y que también sc localira en los promotores de otros genes de alta 

expresión en levaduras es funcional ( McNeil, 1988). En K. lnctis la prescncia de un 

elemento rico en pirimidinas ha sido descrita en el promotor de KICYCI (Ramil et cil., 

1998). La presencia de este elemento, cuyo mecanismo de acción consiste en limitar la 

formación RNAm con extremos S' respecto al elemento rico en pirimidinas, en posición 

-412l-378, es decir S' de la caja TATA más alejada de los puntos de inicio de la 

transcripción es algo inusual. Generalmente está descrito quc el elemento rico en 

pirimidinas se localiza cntrc la caja TATA y los sitios dc inicio dc la transcripcicín 

(McNeil, 1988). La comprobación experimental de quc este elemento rico cn 

pirimidinas actúa como un activador dc la transcripción dc KlHEM/ cn condicioncs 

aerobias indica que el comienzo de la ruta de biosíntesis de hemo está favorecido por un 

alto nivel de transcripción basal lo que resultaría confonne con el metabolismo 

eminentemente respirativo de esta levadura. 

En condiciones aerobias, algunas construcciones diseñadas para medir si el 

clcmento de unión de Buflp puedc tener un caráctcr represor así parecen indicarlo, sin 

embargo la sola eliminación dc I3uflp dcl promotor no tiene un cfccto activador sobre la 

transcripción de KIHEMI en glucosa al 0.5% y un muy leve efecto en Etanol-Glicerol al 

2`'l0. 
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De los datos expuestos se puede concluir que el gen KlHEM1 se expresa en 

aerobiosis mediante una activación basal dependiente del elemento rico en pirimidinas. 

EI papel activador del complejo Hap2/3/4/Sp y el papel represor de Buf^lp que 

mantienen una expresión constitutiva del gen homólogo de S. cerevisiae (Keng & 

Guarente, 1987) no parecen ser muy notorios funcionalmente en la determinación de los 

niveles de expresión aerobia del gen KIHEMI en K. lactis, al menos en las condiciones 

analizadas. Según este modelo el gen KIHEMI dispondría de una capacidad de 

expresión basal alta en condiciones aerobias y podría modular su expresión de forma 

leve mediante la respuesta a Gcrl p en funci6n de la fuente de carbono. 

En condiciones hipóxicas la expresión del gen aumenta, pero responde a la 

adición de hemina o deuteroporfirina IX disminuyendo su expresión. La región yue se 

extiende desde las posiciones -558 a -443, es la que permite unos elevados niveles de 

expresión en condiciones hipóxicas. Esta región parece contener también algún 

elemento capar de responder de forma negativa a la adición de deuteroporfirina IX. Se 

ha podido comprobar que el elemento de unión de Buflp no actúa como un elemento 

regulador ni responde a deuteroportirina IX en hipoxia. 
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Análisis funcional de dominios de Srblllp 

1.INTRODUCCIÓN
 

Las quinasas dependientes de ciclinas tienen un papel muy importante en cl 

cuntrol del ciclo celular y en la transcripción. Existen tres quinasas diferentes 

implicadas en la transcripción en humanos: Cdk7p, Cdk8p y Cdk9p (Pinhero et ^1., 

2004). Cada una de ellas funciona como parte de un complejo yuinasa-ciclina. De entre 

ellas, Cdk7p y CdkBp son componentes dcl factor transcripcional IIH (TFI[H) 

(Palancade & Bensaude, 2003; Liao et nl., 1995), mientras yue Cdk9p ha sido 

identiticada como un factor de elongación de la transcripción (Peng et nl., 1998). Las 

quinasas Cdk7p y Cdk8p son reclutadas al complejo de la RNApoIII antes del inicio dc 

la transcripción, mientras yuc Cdk9p es reclutada hacia la polimerasa en un estadío 

posterior ("1.hou et a[., 2(x)0). En Snechnro^nyces cereri.riae se han identificado cuatro 

quinasas dif^erentcs implicadas en la transcripción: Kin28p, Ctklp, Burlp y SrhlOp 

(Wilcox et nl., 2004). Kin28p (homóloga de Cdk7p en humanos) es un componente del 

TFIII3 (Rodríguez et nl., 2000), Ctk 1 p y Burl p(homóloga de Cdk9p en humanos) 

promueven una elongación eficiente (MuiTay et nl., 2001). Srb I Op (homóloga de CdkBp 

en humanos) junto con su ciclina Srbl lp, f^orman un complejo Srb8/9/10/I Ip asociado 

con el mediador yue está conscrvado en humanos y levaduras (Borggrefe et nl., 2002; 

Samuelsen et nl., 2003). Se ha demostrado que SrblOp regula negativumente la 

transcripción de ciertos genes (Holstege et nl., 1998) mcdiante la inhibición de la 

formación del complejo de pre-inicio (PIC) (Hengartner e^ al., 1998) o promovicndu la 

degradación de ciertos factores transcripcionales como Gcn4p (Chi et nL, 2001). Se ha 

demostrado además que la interacción directa entre los componentes de las vías dc 

transducción de señales y SrblOp representa un mecanismo de control transcripcional en 

respuesta a importantes señales como la disponibilidad de nutrientes (Chang et nl., 

2001), estrés (Chi et nl., 2001; Bose et nl., 2005 ), la represión por glucosa (Balciunas & 

Ronne, 1995; Kuchin & Carlson, 1998), la inducción de genes específicos como SUC2 

(codifica la invcrtasa) y PHOS (coditica una fosfatasa ácida)(Kuchin et nl., 1995) y 

represión de los genes a-específicos dependiente de a2 (Wahi & Johnson, 1995). 

Por tanto, SrblOp está relacionada con la regulación transcripcional de una 

amplia variedad de genes. Además, Srb10p participa tanto en mecanismos de activación 

como de represión de la transcripción. La actividad yuinasa de Srb10p es responsable dc 

la fosforilación del factor transcripcional de levaduras Gal4p en el aminoácido S699 y 

esta modil-icación se reyuiere para la activación transcripcional de los genes CAL 
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inducida por galactosa (Hirst et al., 1999). Srb10p también tiene un papel positivo en la 

activación de los genes gluconeogénicos mediante la regulación del activador 

transcripcional Sip4p (Vincent et nl., 2001). Respecto al papel de Srbl Op en los 

procesos de represión transcripcional, se ha demostrado in vivo la relación de Srb10p en 

el mecanismo de acción del complejo represor Tuplp-Ssn6p, sugiriendo una interacción 

con la RNA polimerasa II (Kuchin & Carlson, 1998) y con los componentes del par 

ciclina-quinasa Srbl lp-Srb10p (Laman etal., 2001; Sch Ŝller y Lehming, 2003). 

El primer dato de la relación de SrblOp con la respuesta hipóxica de levaduras 

surgió de la propia clonación del gen SRB10 de S. cerevisine en nuestro laboratorio. 

ScSRBlO de S. cerevisiae fue clonado por complementación de una mutación roxó que 

produce un fenotipo de sobre-expresión de un gen hípóxico de esta levadura. Se trata 

del gen CYC7 que codifica una isoforma de citocromo c cuya expresión se incrementa 

en hipoxia. Posteriormente se pudo demostrar que la deleción de SRB10 tiene diferentes 

consecuencias sobre el transcriptoma de la levadura en aerobiosis o en hipoxia. Además, 

el 57,2% de los genes hipóxicos que se consideran dependientes de Roxlp, son también 

dependientes de SrblOp. Estos resultados sugieren que SrblOp podría estar relacionado 

con mecanismos de represión aeróbica de genes hipóxicos mediados por el complejo 

Tuplp-Ssn6p (Becerra et al., 2002). Sin embargo, no se ha podido demostrar una 

interacción física directa entre Rox 1 p y Srb I Op en S. cerevisine (Becerra et nl., 2002) 

aunque si entre Tup I p y Srb l Op (Zaman et nl., 2001) o entre Tup 1 p y Srb 11 p(Schuller 

& Lehming, 2003). 

Una de las líneas de investigación generales en nuestro laboratorio es el estudio 

del control de la expresión de genes hipóxicos en levaduras que pertenecen a distintos 

grupos metabólicos respecto a su metabolismo respiro-fermentativo. Ya que no existían 

muchos datos sobre la estructura de otros factores Srb l Op en otros grupos de levaduras, 

a parte de S. cerevisiae, tras la clonación de KISRBIO descrita en el capítulo primero de 

esta Tesis, se pensó que un estudio comparativo podría resultar interesante para aclarar 

algunos aspectos sobre su función. Por otra parte, la reciente secuenciación de varios 

genomas de levaduras a través del proyecto Genolévures ha aportado nuevos datos para 

la comparación. 
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2.ANÁLISIS in silico DE DOMINIOS CONSERVADOS 

Empleando el programa BLAST2 (Tatusova & Maddcn. 1999) se compararon 

las homologías entre KlSrblOp y otras proteínas relacionadas de S. cerei^isine (Liao c^^ 

nl., 1995), Sacchnroniy^ces kluyveri (Comunicación personal de P. Clifien & M. 

Johnston), Schi,,osnech^romi^ces pombe (Watson & Davey, 1998), Yarro^rrn lipol^^ticrr 

(Dujon et nl., 2004) Cnndidcr ghbratn (Dujon et nl., 2(x)4), Cartdradn nlbiccros (Jones e1 

nl., 2004), Debnriom^^ces hnnsenir (Dujon et nl., 20(W), Homo saE^ierts (Tassan el al., 

1995), Mus musculr^s (Strausberg et al., 2002), Xerrnpus troprcnlis (Richardson & 

Chapman, 2003), Dnnro rerio (Brabazon et nl., 2(x)?), Drosop/tila melnnogt^ster 

(Adams et nl., 2000), Dic^^•r^steliurn discoideum (Takeda et al., 2002), Arnhidopsis 

t{inlinna (Cheuk et nl., sin publicar) y Ory^n sntr^^n (Hashimoto et nl., 1992) dando 

como resultado yue las mayores semejanzas se encuentran con S. klu^^^^er^ y S. 

cere^^isiae. Los resultados se muestran en la tabla 20. 

Como era de esperar el dominio yuinasa está conservado en todas, pero en las de 

levaduras surgen tres dominios conservados que son específicos dc ellas y que hemos 

denominado: Dominio conservado I(DGI), llominio Conservado [I (DG[I) y Uominio 

rico en alaninas (DC-Ala). En la figura 60 se muestra un csyuema de los dominios dc 

levaduras comparando las secuencias de sus genes frente a la secuencia humana. 

F.l hecho de la existencia de estos dominios, DC-[, DGII y DGAIa, puede 

relacionarse con la capacidad de complementación cruzada. Por ejemplo, el gen de 

Klu^^verom^^ces lactis es capar de complementar la mutaeión de S. cerevisrne (capítulo 1 

de esta Tesis) y ambos comparten estos dominios. Mientras yue el gen PRKI de S. 

pornbe, yue no los conserva, sólo complementa de modo parcial algunos de los 

fenotipos asociados a la mutación de ScSRBlO (Watson & Davey, 1998). Hl gcn 

humano para Cdk8p, carente de los dominios, no complementa la mutación de ScSRl310 

(Tassan et al., 1995). 
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Tabla 20. Homología entre K/SRB l Op y otras quinasas dependientes de ciclinas. 

Fucntc F`roteína Solapamicnto % 
Identidades 

%r 
Positivos 

% 
Ga ^^ 

Sncclrnrom^^res klur^ e n^ Srb 10 570 68 79 ^ 
Sncchnronn•cescere^^isine Srb10 546 S9 71 9 

i 

Yarror^ia lipoltticn 
Similar a 

KISRB 10 
436 61 74 

' 
^ 
^ 

Sclú^osncchnrnrnrces ^ombe Prkl 291 55 73 I 

Candidn glnbrntn 
Srmrlar `r 

KlS R B 10 60S 54 65 6 ' 

Gihbselln ^ene PH-I 350 52 63 I? ^' 

Neurorsporncrnssn 
Similar a 

K/SRB10 
337 50 61 17 

^,̂
I 

Dehnrioni^•ces hnnsenii 
Similar a 

K/SRB 10 
41 R 48 60 I( i 

^ 

Cnndidn nlbicans 
Similar a protein 

uinasa 
425 45 59 I h 

I 
Snccharom^•res rerevisine Cdc28 291 36 56 }i ; 
.Sncchnrormces cerevisine Kin28 288 35 52 9 
S'ncchnrom^•c•es cere^^isiae Pho8S 285 32 54 7 
S'ncchnrorm•res cerevisine Burl 138 31 SO 14 
Sncchnront^cescere^^isine Ctkl 158 29 46 13 
Sncchnrormcescere^^i.riae Cakl 190 26 45 20 

Homo sa iens CdkB 350 40 56 11 
Horno sn iens Cdk7 295 36 52 8 

Mus mnsculus 
Cdc216(similar a 

CdkR humana) 
232 41 55 5 

Xenopns n-opicnlis 
Hipotéticu 

MGC76204 
234 41 S6 I 1 

Dnnio rerio CdkB 228 41 57 6 
Droso hiln melnnognster CdkB 241 41 S6 9 
Dichostelium discoicleurn Cdk8 241 42 63 $ 

Arnbiclopsis drn(iann 
Similar a 

K/SRB10 
238 41 60 7 

Or^^^a satirn 34cdc2 192 37 62 10 
Nicotiana Inharmn CDK 186 36 59 9 
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Rico en Q Kico en N 

^^^ ^^ 

NH. _ -^ COOH KIS h10r 

NH , C'OOH SkSrb10 

NH , COOH ScSrh10 

NH, C'OOH SpPrkl 

NH, î, COOH .SrCdc28 

NH, ('pOH ScKin28 

NH, COOH ScPho85 

s^ Aa 
f-^ 

NH , 
-

COUH ScCak I 

NH, ^® COOH CdkB humana 

NH, CppH Cdk7 humana 

Proteín yuinasa Ser Thr pominio conservado 10 

Uominio conservado 11 • Rico en Ala 

Perfil Protcín (luinasa q Unicín a ATP 

Figura 60. Disuibución de dominios conxervados en proleínas SRB10 y yuinasas dependientes dr 

ciclinati Comparxión entre las proteínas de levadurus y humanas. 

Realizando un alineamiento mediante CLUSTAL W(Thompson et al., 1994) de 

las secuencias de SrblOp de S. cererisine, S. klny^^er^^ y K. lcrctis, se pudo analirar más 

profundamente las regiones conservadas entre ellas (figura 61). 

La región conservada más extensa es el perfil proteín-quinasa yue incluyc la 

huella característica del centro activo de Ser/Thr proteín-quinasas. Aparecen varios 

rasgos dcstacables, como el hecho de yue el dominio proteín-quinasa está interrumpido 

después del sitio de unión de ATP por una secuencia cuya longitud varía de IOK 

aminoácidos en SkSrblOp a 99 en KlSrblOp u 86 en ScSrblOp. Fsta secuencia extra 

tiene una longitud similar en las tres proteínas SrblOp de levaduras próximamcntc 

relacionadas, pero no se encuentra conservada. Por el momento, en S. cerevisine la 

función de SrblOp se ha relacionado con la actividad quinasa ya que una mutación en la 

Lys 288, situada en el dominio conservado característico de Ser/Thr quinasas, causa el 

mismo fenotipo que el alelo nulo (Surosky et nl., 1994). Como se puede ver en el 
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alineamiento mostrado en la figura 61 esta Lys se encuentra también conservada en 

KI S rb I Op. 

El dominio DC-I, situado en el exU•emo amino, consta de 29 aminoácidos de los 

yue 17 son idénticos en las tres secuencias. El domino DC-II, más cercano al extremo 

carboxilo, está integrado por 27 aminoácidos y es muy rico en asparragina. La región 

amino terminal de la proteína es rica en glutamina. La región carboxilo tcrminal 

contiene una secuencia conservada con 10 alaninas consecutivas, DC-Ala, y es rica en 

asparraginas. Además, en la proteína de K. lnctis, pero no en las otras dos, aparece una 

región yue se parece al dominio WRKY. El dominio WRKY se encuentra en una o dos 

copias en una superfamilia de factores transcripcionales de plantas yue están 

relacionados con la regulación de varios procesos fisiológicos exclusivos de plantas, 

incluyendo la defensa contra patógenos, senescencia, desarrollo del tricoma y 

hiosíntesis de metabolitos secundarios (Eulgem et nl., 2000). 

Fstos datos llevaron al planteamiento de la hipótesis de que, pese a yue los 

dominios conservados, DC-I, DC-II y DC-Ala, no forman parte del dominio proteín­

quinasa principal, también tienen un papel fundamental en la función de SrblOp. Se 

buscó información sobre si estos dominios se encuentran en otras proteínas de levaduras 

o incluso si están asociados con alguna función conocida, pero no se encontraron 

similitudes significativas. Por tanto estos dominios parecen ser específicos de las 

proteínas Srb10p de levaduras y se plantearon algunos experimentos para comprender 

su papel en la función de la proteína. 
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Rico en glutamina
 

DOMINIO WRKY
 

K1Srb10p T(^,':QQ_:'c^^:_'iQ^]SYY^^1StiGQ^3QG-D3W Ŝ QQLS2QE:9L^1G-^QQILV-NK?AG^QS S9 

SkSrblOp ^^1QGQQLG:iSLWQQP-------------­ - -- ---QQMMDSKNTGSGNN­ 30 

ScSrblOp ^^YNGKDRAQNSYQ?MYQRPMQVQGQQ­ ^­ ^---- QAQSFVGKKNTIGSVH 44 

. . . . ........ .. 

Dominio conservado I de Srb10 Unión a ATP 

K1Srb10p PI'.':IASNVVFSIG?YRQRKDSSRISV :YEIIGYIAAG-YGKV1'KA. RDYQNGMNRD 119
 

SkSrblOp PLL:9A\SSVFSIGP-KRRKCASRISV EEYEIIGYIAAGTYGKVYKA" RECGRNEIES 90
 

ScSrblOp PMLMA`^\^VFTIGPYRARKDRMRV.SV E YEVIGYIAAGTYGKVYKA - RQINSGTNSA 103
 

K1Srb10p NVIILDSPDSVSADSNLDINSINRSTRQQEANDNLTT MDFRKPSHKRFTPPN 171
 

SkSrblOp MAGGSTPTNTLLSQQPLDINSINKSTRAQEATESTNTSSTSQGRSSDFRKPSKKDSSTAA 150
 

ScSrblOo NGSSLNGTNAKIPQFCSTQ2KSSSSMDMQAtiTti- ----------AL3R:^LLKS----E 146
 

Protein quinasa
 

K1Srb10p NSNSTQIR-SNSGSETNVRINSSSITNNSRKPSQIQF YAIKKFK:^:t°_GVE--HY:GIS 228
 

SkSrblOp TAVQSQSGNVTSPSDSQPLSASVMIGSPSKKMPTTA YAIRiCFK:EREGVEQLY.YTGIS 210
 

ScSrblOp GVTPGRIR--TTREDVSPHYNSQ--KQTLIKKPLTVE^ YAIKKFKTEKJGVEQLHYTGIS 202
 

K1Srb10p SACRF>7^LCRFLa^"r.LTKLVEIFLEKKSIYMVSEFAEHDLLQIIi:_^=`^-_ =F?.LIE _ ^.:^) 288 

SkSrblOp SAC3EySLC3ELC\KSLTKLVEIFLERKSIY:^IVSEFAEHDLLQIIaFKSF?_KtLIF_F.>1 270 

ScSrblOp SACRE'^7ALCREL: N3PL-TLVEIFLE3KCVHMVYEYAE.:JLLQIIHFHSK?=K3I1I.. ~11 262 

Firma Protein quinasa 

K1Srb10p LKSIMWQILDGVSYLHQNWILHRDLKPANIMV-'JDGCVKIGDLGLARKFNNMVQTLYTGD 348 

SkSrblOp LKSIMWQILDGVSYLHQtiWILHRDLKPANIMV-` 3 DGCVKIGDLGLARKFHNMVQTLYTGD 330 

ScSrblOp ^RSIMWQLLDGVSYLHQNWVLHRDLKPANIMVTIDGCVKIGDLGLARKFHNMLQTLYTGD 322
 

K1Srb10p ^(VIVTIWYRAPELILGARHYTPAIDLWAVGCIFAELIGLRPIFKGEEAKMESKKSVLFQP,I 408
 

SkSrblOp ^CVWTVWYRAPELLLGARHYTPAIDLWAVGCIFAELIGLRPIFKGEEAKMDSKKSVPFQF^ 390
 

ScSrblOp ^CVWTIWYRAPELLLGARHYTPAVDLWSVGCIFAELIGLQPIFKGEEAKLDSKKTVPFQVI 382
 

K1Srb10p ,TIQFQKILEVMGSPDHKIWPNIDSYPEYLQLAKMPKYRDNLTAWYQTAGGKDKTALDILY:^ 468
 

SkSrblOp ^QLQRILEVLGTPTQKSWSNVYKYPEYEQMAKFPKYRDNLPVWYHSSGGRDKAAL\LL^;.^ 950
 

ScSrblOp ,NQLQRILEVLGTPDQKIWPYLEKYPEYDQITKFPKYRDNLAiWYHSAGG3DKHALSLLY:i 492
 

_Rico en Asparraguina
 

Dominio conservado II de Srb10
 

K1Srb10p LLQYDPIKRIDAIDALDHVYF TNGDPPVC -NV^EGLNYKYPPRRIH:N^NDITNVG DNN 528 

SkSrblOp TNGNPPVCLFKYDPITRIDAIDALDHEYF CN^'_EGLNYKYP?RRIHTN^N^ISIIdLG TAK® 510 

ScSrblOp TESDIPVSLLNYDPIKRIDAFNALEHKYF I-:N'-':= E^. ^LTYKYPARPcI:i-N^S^I'-INL^ ^ SRTK 502 

Rico en alanina 

K1Srb10p Q--ANHSQKQP:^1P^^NNNNKN,NI^ GLGVNKRILAAAAAAAAA VSGNGNNPTSNTATGG 586 

SkSrblOp KSIANHHQQQAIGGSN-AQSAAMG GLGVNRRILAAAAAAAAA SGSGPNAQNGSASGTNG 569 

ScSrblOp N------NTQASGITAGAAANAL GGLGVNRRILAAAAAAAAA SGNNASDEP-------- 548I 

K1Srb10p SARKKRK 593
 

SkSrblOp PIRKKRR 576
 

ScSrblOp SRKKNRR 555
 

Fi^ura 61. Alineamiento mediante CLUSTAI. W(Thompson er n(., 1994) de las proteínas Srb10p dc 
lecaduras 
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3.VERIFICACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN DE LA REGIÓN 

COMPRENDIDA ENTRE LOS RESIDUOS 108 Y 206 DE 

KlSrblOp 

Observando dctcnidamente la secuencia dc KlSrblOp ( figura 61), dcstaca cl 

hecho de que existe un pequeño dominio proteín-quinasa conservado, que incluye la 

región de unión a ATP, desde la posición 90 a la 108. La conservación desaparece hasla 

la posición 206 en la que comienza una regicín muy extensa con homología a proteín­

quinasas y que se extiende hasta el residuo 489. El hecho de que el dominio proteín­

quinasa se encontrase, en las tres proteínas SrblOp de levadura alineadas, interrumpido 

por una secuencia sin homología aparente con proteín-quinasas planteó la duda de si se 

pudiera tratar de una secuencia intrónica que no había sido detectada por el programa 

EXPLORA empleado para la detección de intrones ( Kalogeropoulos, 1995). En las 

bases de datos de las que tomamos las secuencias de las proteínas de S. cere^^isiae 

(SGD) y S. kluweri ( EMBL) no se recogía la existencia de ningún intrón en el gen 

homólogo correspondicnte. Las secuencias intrónicas detinidas por Martin R. Hodge y 

Michael G. Cumsky en el año 1989 S' GTAPyGT ACTAAC PyAG 3', y 

especialmente la secuencia interna TACTAAC y la secuencia de unión 3' PyAG, están 

muy conservadas en levaduras por lo que no parecía muy probable la existencia de un 

intrón. En cualquier caso para poner a prueba experimental esta conjetura, se procedió a 

comparar los tamaños del fragmento ampliticado a partir de DNA genómico de K. lnctis 

y de su DNAc. 

A partir del RNA de una cepa silvestre de K. lnctis ( Y 1 140) y empleando la RT­

polimerasa (SuperScript^M 17 Reverse Trcrnscriptnse de InvitrogenTM), se procedió a 

amplif`icar el DNAc. Se utilizó un oligo especítico, ECV 103 (tabla 21), que hibrida en la 

posición +989 de la hebra complementaria de la ORF de KlSRB10. El DNAc así 

obtenido, contendrá toda la secuencia que va desde este nucleótido hasta el sitio de 

inicio de la transcripción de KlSRB10. De esta manera, si se trata de un intrón, la 

supuesta secuencia intrónica, no será amplihcada a partir del DNAc. Por el contrario, en 

el supuesto de que no sea un intrón, esta secuencia formará parte del DNAc. 
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Tabla 21. Listado de los oligonucleótidos empleados para la verificación dc la presencia dc la región 

+108/+306 en el RNAm de KI.SRBlO. 

Nombre Secuencia 5' -^ 3' Hebra Posición 

ECV103 TCACCGATCTTGACGCAG Watson +989 
ECV170 ATCAGGAAATGTTAGCGGG Crick +107 

ECV119-bis CCTTCTCTTTCCGTTTTGAAC Crick +656 

Una vez obtenido el DNAc, mediante una reacción de síntesis con la DNA 

polimcrasa y empleando como cebador el oligonucleótido F,CV 103 (tabla 21), sc 

procedió a la copia de la hebra complementaria a este DNAc desde la po^ición +989 que 

es donde hibrida el oligonuclecítido ECV 170. Una vez reestructurada la doblc hebra se 

empleó como DNA molde en una reacción de PCR cun los oligos ECV 170/ECV 1 19his 

(tabla 21), hibridando este Wtimo en la posición +656, de esta manera se aseguró que 

ambos cebadores hibridasen en una zona interna del DNAc evitando así que la PCR 

fallase por emplear cebadores posicionados en los extremos (ver f^igura 62). Se 

ampliticó así esta región de 549 nucleótidos. Paralelamente sc realiz<í la mismu rcaccibn 

pero empleando como DNA molde, UNA genómico de la cepa YI 140. 

ATGTACGGCA ACCAACAAAA CAACTCCAAT CCATATCAAA TGTCGTATTA TCGAA:'GAAT 60
 

AACGGCCAAG GCCAGGGTAC TAATCGCTGG CCTCAACAAC TGTCACATCA GGAAATGTTA
 120 F.CV170 

GCGGGCCAI'I' CTCAACAGAT CCTTAATAAC AAT'AAACCAG CTGGAAACCA ATCGAAGCCT 180
 
CCGATTGTGA TGGCTAGTAA TAATGTTTTC TCTATTGGTC CATACCGTCA ACGAAAGGAT 290
 

AGTTCAAGAA TCTCGGTGTT ACAAAAGTAC GAGATI'ATCG GGTATATTGC AGCTGGTACG 300
 

°A:GGTAAAG TTTACAAAGC TAAAGCGAGG„GAI'TA_CAGA ATGGTA:GAA TAGAGACA.AC 360
 ...... . ... ..................... ............. ..........
 
GTAATAATAC„TAGATTC:CC„GGA:TCTG;G„AG:GCTGATT CAAATTTGGA TATAAATTCA 920
 ...............................................................
 
ATCAACAGAT,CCACTAGACA ACAGGAGGCT AACGACAACC TTACAACCAT GGACTTTAGG 980
 . ... . . ........................................................................
 
FWGCCITCCC„ACA^IGCGATT„C,P,.CACCTCCA AATAATAGCA ACTCAACACA GATACGGTCT 590
 .............................................................................
 
AATAGTGGAT CAGAAACAAA I'GTAAGGAI'A AATTCGTCGA G-A-A.ACAAA C.4ACTCCAGA 600 .....................................................................................................................................
 N^LV119bis
 
A.^GCCTTC.C AAATTCAGTT CTATGCTATT AAGAAGTTCA AAACGGAAAG AGAAGGTGTC 660
 
................................................ '
 
GAGCATTACA CAGGTATCTC ACAAAGTGCA TGCAGAGAGA TG.-CACTT'G TAGAGAATTG 720
 

GATAATAACC ATTTAACGAA ATTAGTTGAA AiATTCCTAG AGAAGAAGAG ^^^ATCTACATG 780
 

GI'CTCAGAG:' TTGCTGAACA TGATCTTTTA CAAAT^ATCC ATT-TCA^TC GCATCCTGAA 840
 

AAGAGACTAA ^ACCGCCAAG GA-GCTCAAA TCAATAATGT GGCAAATTCT 7GATGGTGTT 900
 

TCTTATTTGC ATCAGAACTG GATTCTTCAT AGAGACTTAA AGCCCGCTAA CATTATGGTT 960
 

ACCGTTGATG GCTGCGTCAA GATCGGTGAT CTTGGTCTAG CGAGAAAATT CAATAACATG 1020 ECV103
 

GTACAGACTT TATACACTGG TGA-AAGGIT ATTGTAACAA TTTGGTATCG TGCCCCAGAA 1080
 

Codon de inicio $upuesto.intrcí,n 

Figura 62. Esquema de la secuencia de KISRBlO con los oligonucleó[idoti empleados para la 

comprobación de la pretiencia en el RNAm de la región que aparece subrayada con puntos. F,I codón dc 

inicio de la ORF aparece rcmarcado en negrita. 

De este modo, ya que la diferencia de tamaño esperada, dependiendo de la 

presencia o ausencia del intrón, es de 297 pb, al analizar el producto de la PCR en un 

gel de agarosa, se podría observar si el tamaño ampliticado empleando como DNA 

molde el DNAc era igual o dif^erente al tamaño empleando DNA genómico. 
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Los resultados obtenidos (figura 63) indican que no existe diferencia dc tamaño 

entre la banda amplificada a partir de DNA gencímico y DNAc, por lo que se descarta la 

existencia de un intrón atípico. Si la región fuese eliminada por splrcing, esperaríamos 

obtener a partir de DNA genómico una banda de S49 pb y a partir de llNAc una banda 

de 251 pb. 

DNAc Gen. ^, 

1371
 
1264
 

549 pb^ ^ 
702 

Eigura 63. Resultado de la PCR para analizar la presencia/ausencia de intrón Como resultado se descarta 
la existencia de un intrón. 

4.CONSTRUCCIÓN DE DELECIONES PARA LOS DOMINIOS 

CONSERVADOS DC-I, DC-II Y DC-ALA DE Srb10p EN LAS 

LEVADURAS S. cerevisiae y K. laetis 

A fin de caracterizar funcionalmente el papel de los dominios específ^icos DC-I, 

DC-II y DC-Ala de SrblOp de levaduras, se diseñó la obtención de una serie de 

dcleciones internas de cada uno de ellos en los correspondientes genes de S. cerevisine y 

K. lactis. También se incluyó la deleción del dominio WKKY en la proteína de K. [nctis. 

Las deleciones correspondientes al dominio de unión a ATP de ambas proteínas se 

incluyeron también en este análisis. 

En primer lugar, se procedió a clonar el gen ScSRB10 en el vector episómico 

YEplac195 ( materiales y métodos) mediante el diseño de la pareja de oligonucleótidos 

ECV2S2 (GGGGTCGACTTTTCCTTTTTTTITTCTGGC) y ECV253 

(GGGGTCGACCGCTCCTAGACGTTCCGT) que hibridan en las posiciones -598 de la 

región promotora y+838 de la terminadora ( los sitios de reconocimiento para SnII 

aparecen remarcados en negrita). 
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Estos cebadores se caracterizan por tener en su región S" los sitios de 

reconocimiento para el enzima SnII. Tras la realiración de una PCR emplcando como 

DNA molde DNA genómico de la cepa FY1679 de la levadura S. rereri.tiiae, se 

amplificó un fragmento de DNA de 2.908 pb. Después de digerir con Snll tanto el 

producto de PCR como el vector episómico, sc realizó una rcacción de ligamicnto, 

dcnominándose la nueva construcción YF,p195ScSRB/0. 

Las deleciones se obtuvieron mediante PCR inversa (divergente) utilizando 

como DNA molde la construcción YEp195K1SRB/0 para K. lnctis y YEp19SScSRB10 

para S. cerevisine. Las secuencias de los oligonuclcótidos empleados para las distintas 

deleciones diseñadas aparecen listados en la tabla 22. Todos ellos se caracterizan por 

poseer en su extremo S' un sitio de reconocimiento para en enrima de restricción Mlul. 

Tabla 22. Listado de los oligonuclcólidos cmpleados para la obtención de delccionc^ dc los geneti 

KISRBIO y Sr^SRB10 en el vector YEplacl95. EI sitio de reconocimientu para Mlul aparece remarcado en 

negrita. 

Nombre Secuencia 5" ^ 3' Hebra 
ECV276 GCGACGCGTCCTCCGATTGTGATGGCTAGTAA Watson 

ECV277 GGGACGCGTGCCGTACATTACAGCAGTAAATCG Crick 

ECV278 GGGACGCGTCAAAAGTACGAGATTATCGGGTATA Watson 

ECV279 CGCACGCGTCGATTGGTTTCCAGCTGG Crick 
ECV280 GGGACGCGTGCGAGGGATTATCAGAATGGT Watson 
ECV281 GGGACGCGTCTTTTGTAACACCGAGATTCTTGA Crick 
ECV282 GGGACGCGTAATGATAATAATCAAGCTAATCACTCTCA Watson 

ECV283 GGGACGCGTACAGACAGGAGGGTCGCC Crick 
ECV284 GGGACGCGTGCTGTGTCTGGTAATGGAAACAA Watson 
ECV285 GCGACGCGTGTTCATGTTCCCATTCTTATTATTATTG Crick 

ECV286 GGGACGCGTGAAAAGTACGAAGTTATTGGCTACA Watson 
ECV287 GCGACGCGTTCCATGCACACTTCCGATT Crick 

ECV288 GCGACGCGTAGACAAATCAACTCCGGTACCA Watson 
ECV289 GGGACGCGTCTTTTCTAAGACAGATACCCGCA Crick 

ECV290 GGGACGCGTTCAAGAACTAAAAACAATACACAAG Walson 

ECV291 GGGACGCGTACTAACAGGAATATCACTTTCTGTGAA Crick 
ECV292 GGGACGCGTTCAGGAAACAATGCATCAGATGA Watson 

ECV293 GGGACGCGTACCTAACGCATTTGCAGCG Crick 

La temperatura de hihridación seleccionada para todos ellos fue de 62°C. En la 

tabla 23, se indican las posiciones de hibridación dentro de la ORF tanto en K. hctis 

como en S. cerevi.rine junto con los dominios eliminados en cada caso. 

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados a partir de geles de agarosa 

mediante los tubos Ultrnfree`^ -DA de Millipore para a continuaci6n someterlos a una 

digestión con Mlu1 seguida de una reacción de autoligamiento. 

De esta manera se recircularizó la construcción de modo que cada uno dc los
 

dominios eliminados fue sustituído por la secuencia nucleotídica ACGCGT
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correspondiente al sitio de reconocimiento para MIuI. En ]a figura 64 aparece un 

esquema de los dominios eliminados en cada deleción. 

Rico en Q 
^J^ 

NH, - ^ ,;. _ - = --_- . . 

Rico en N 
^^ 

COOH K/Srb I0 

NH, COOH KI 

NH, COOH KZ 

NH, COOH [{3 

NH, COOH I{4 

NH, COOH KS 

NH, COOH ScSrb10 

NH, COOH Ŝ ̂  

NH, COOH S3 

NH, COOH S4 

NH, COOH SS 

O Proteín quinasa Ser Thr pominio conservado I 

® Dominio conservado II • Rico en Ala 

Perfil Proteín Quinasa q Unión a ATP 

Eigura 64. Esquema de los dominios eliminados en cada una de las delecioneti diseñadas para SRBlO de 
K. (nctis y S. cere^isi^e. 

Para comprohar mediante secuenciación, la correcta eliminación de los dominios 

seleccionados, en ScSRB10 se diseñaron los oligonucleótidos ECV295 y ECV296 que 

hibridan en las posiciones +6 y+1716. Para las deleciones en KISRB/0 se emplearon los 

oligos ECV 161, ECV 170, ECV 179, ECV 104 y ECV230 que hibridan en las posiciones 

-168, +107, +131, +1475 y +1883 (tabla 24). 
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Tabla 23. Listado de los oligonucleótido.ti emplcados para la conslrucción de lati dcleciones. Se indican 
las posiciones que ocupan cada uno de ellos, la rcgión que se elimina y el nombrc quc se le adjudica a I,i 

deleción. 

Kluyveromyces lactis Saccitaronryces cerevisiae 

Región Posición Región Pusición 
Cebadores Nombre Cebadores Nombre 

eliminada hihridación eliminada hibridación 

Uominio ECV276 +178 
K 1 -----

WRYK ECV277 +9 

Uominio Uominio 
ECV278 +^62 ECV?86 +241 

canscrvado K2 conscrvado S'-

ECV279 +Ild ^CV287 +129 

I t 

Uuminio de Dominio de 
ECV280 +325 ECV388 +301 

unión a K3 unián a ti1 
ECV?81 +267 ECV289 +222 

ATP A'1'P 

Dominio Uominio 
ECV282 +1573 ECV290 +Ia95 

conservado K4 conservado S4
 
FCV283 +1^391 ECV291 +Idl3 

ll II
 

Rc^ión rica F,CV284 +1708 Región rica ECV292 +1618 
KS S5
 

en :^L:nin^.^^ ^ ^ ^ ^ ^ ! ^^ ^ cn alanina ECV293 +1560
 

Tabla 24. Listado de los oligonucleótidos emplcados para la comprobación mediante sccuenciacibn 

awomática de la correcta eliminación de los dominios seleccionados para KlSRBlD y SrSRB/0. 

Nombre Secuencia 5' ^ 3' Hebra 
ECV104 GCGACCCTCCTGTCTGTG Watson 
ECV161 TCTTCACAGAACAACGAATGG Watson
 

ECV170 ATCAGGAAATGTTAGCGGG Watson 
ECV179 CTCAACAGATCCTTAATACC Watson
 

ECV230 TAAACAATAGTCAAAGGCAAAA Crick 
ECV295 TAATGGCAAGGATAGAGCACA Watson 
ECV296 GACAGTGCTGTGGAATGAAAA Crick 

4.1.Fenotipos asociados a las deleciones de los dominios 

conservados en KISrb10p y ScSRB10p 

Los plásmidos obtenidos, con las distintas deleciones de los dominios 

conservados de las proteínas Srb10p de ambas levaduras, se emplearon para transformar 

la cepa Z768 mutante sr610 de S. cerevisiae, seleccionando los transforman Ŝ es en placas 

CM-Ura-Leu. 

Se analizaron los siguientes fenotipos basados en los datos previos sobre los
 

efectos pleiotrópicos de mutaciones y deleciones de ScSRB10:
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• Crecimiento con formación de flóculos (Holstege et nl., 1998) 

• Crecimiento en galactosa 0,5% a 30 y 37°C (Hirst et nl., 1999) 

• Expresión dc varios genes cuya regulación depende de SRB10 (Rupp et 

nl., 1999; Montgomery et al., 1980; Hamada et nl., 1998). 

a) Efectos sobre el crecimiento con formación de flóculos 

Para realizar las medidas de tloculación, sc inocularon 10 mL de medio de 

cultivo CM-Ura-Leu con células de la cepa de S. cerevisiae mutante (4srb10) Z768 

transformados con cada una de las deleciones. También se midió la floculación del 

mutante transformado con los genes ScSRB10 y KlSRB10 completos. Como control de 

crecimiento sin floculación se empleó un cultivo en CM-Ura-Leu de la cepa nwtante 

"1,768 transf^ormada con el clon ScSRB10YEp19S. Así mismo, como control dc 

crecimiento con formación de flcículos se empleó un cultivo del mutante "I,768 en CM-

Leu. 

Figura 65. Medida cualitativa de la floculación para cada una de las deleciones diseñadas para ScSRB/0 
y KlSR8J0. 
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Tras analirar los resultados de tloculación (figura 65) los resultados obtenidos 

fueron los siguientes: 

•­ Tanto KlSRBlO como ScSRB10 son capaces de restaurar cl fenotipo 

silvestre de crecimiento sin formación de Ilóculos tal y como se observa 

en los tubos de crecimiento del mutante transf^ormado con las 

construcciones portadoras de los genes completos. 

•­ Tanto el dominio de unión a ATP como los dominios conservados llC-I, 

DC-[I son fundamentales para la función de KISrb10p y ScSrblOp, como 

se deduce del hecho de que cuando están ausentes no se complementa el 

fenotipo de floculación en el mutante ^768. Sin embargo, el dominio 

WRKY (ausente en S. cere^^isine) y cl dominio carboxilo terminal rico en 

alanina, DC-Ala, no parecen ser indispensables para la f^unción de 

KISrbIOp y ScSrblOp, ya quc aún estando ausentes, las deleciones son 

capaces de complementar el fenotipo floculante. 

Ya que se observaban distintos grados de tloculación, se decidib cuantificarlos 

siguiendo los métodos previamente descritos (Samuelsen e^ nl., 2003). Para ello, se 

realizaron cultivos del mutantc transformado con cada una de las deleciones y con los 

genes completos en medio CM-Ura-Leu. Paralelamente sc realizó un cultivo del 

mutante sin transformar en CM-Leu y un cultivo de la cepa silvestre en medio CM. Se 

dejaron crecer hasta la fase cstacionaria y se disgregaron los flóculos por sonicación 

durante 45 segundos. A continuación, se agitaron los cultivos, se dejaron reposar 

encima de la poyata e inmediatamente se tomó una alícuota de 100 µL de cultivo dc la 

zona superficial del tubo que se traspasó a un tubo Eppendorf junto con 900 µL de 

EDTA 50mM. Se consideró esta medida como la de tiempo cero y se repitieí esta 

operación cada 20 segundos realizando un total de 1I medidas. A continuacieín se 

agitaron los tubos en el vortex y se midió la OU^;^o. Los resultados se recogen en las 

figuras 66A y 66B. 
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Figura 66. Medida cuantitativa del fenotipo de floculación asociado a lax deleciones internas de ScSR8/0 
(A) y KISR810 (B). 

Los resultados cuantitativos confirmaron los datos obtenidos con la observación 

cualitativa del fenotipo de floculación, indicando que los dominios conservados DC-I y 

DC-II son esenciales para la funcionalidad de las proteínas Srb10 analizadas. En el caso 

de S. cerevisiae, los resultados obtenidos coinciden con las observaciones cualitativas, 

aunque las diferencias en los grados de floculación quedan aquí más evidenciadas. S2, 

S3 y S4, son incapaces de complementar la mutación, pero no presentan un grado de 
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floculación tan extremo como en el caso del mutante. SS tampoco es capaz de restaurar 

completamente el crecimiento sin formación de tlóculos. 

b) Efectos sobre el crecimiento en galactosa como fuente de 

carbono a 30 y 37°C 

Para el anúlisis del crecimiento en galactosa, se realiró un sembrado en rig-zag 

del mutante BY4741 OsrblO (Referencia de Euroscarf Y02786) transformado con cada 

una de las deleciones y con el gen completo. Como control se empleó el mutante sin 

transformar y su silvestre BY4741 (Referencia Euroscari• Y00000). Transcurridos dos 

días y tras obtencr colonias individuales, se escogió una de cada candidato y se 

resuspendió en 50 µL de agua. A partir de esta dilución inicial, se hicieron diluciones 

1/10 scriadas hasta la dilución I/10^. Seguidamente, se tomaron 5 µL de cada solución y 

se sembraron en placas CM galactosa al 0,5^I en el caso de los dos controles, y CM-Ura 

galactosa O,S°Ic en el caso dcl mutante U^ansformado con las distintas construccioncs. 

Tras incubar un periodo de entre 6-1I días se obtuvieron los resultados siguicntes 

(figura 67): 

•­ F.l mutante BY4141 dsrbl0 transformado con las delcciones KI y K5 se 

comporta igual que el mutante transformado con el clon que contiene cl gen 

KlSRB10 original, confirmando también para este fenotipo que cl dominio 

WRYK y el dominio DC-Ala no son esenciales para esta función dc SrblOp. Hl 

resto de los dominios son fundamentales para el crecimiento normal a 37°C en 

presencia de galactosa como fuente de carbono, como pucde comprobarse por el 

hecho de que existe disminución dc crecimiento en estas condiciones. 

•­ Ningún candidato del mutante BY4141 ^srb10 transformado con las delcciones 

de ScSRB10 es capaz de rescatar totalmente el fenotipo silvestre (crecimiento 

normal cn mcdio con galactosa y a 37°C). 
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Figura 67. Eswdio del fenotipo de crecimiento en galactosa a altas temperaturas para las deleciones de 
ScSRB10 y KISRBIO. 

c) Efectos de las deleciones de Srb10p sobre la expresión de genes 

regulados por esta proteína 

Se quiso también comprobar si las deleciones de estos dominios conservados en 

las proteínas Srb10p de levaduras afectaban a los niveles de RNAm de los genes que se 

sabe están regulados a nivel transcripcional por Srb10p. Se eligieron para ello tres genes 

de prueba de S. cerevisine, uno relacionado con la floculación, FLO11 y dos 

relacionados con la respuesta hipóxica CYC7 y SPI7. 
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FLOI 1 es un gen de 4.104 nt que codifica para una proteína de pared celular del 

grupo de las floculinas y que está relacionado con el crecimiento con formación de 

pseudohifas y floculación (Robertson & Fink, 1998; Rupp et nl., 1999). Se sabc yuc la 

expresión de FLOI / está reprimida por Stllp en un proceso en el que recluta al 

complejo Ssnóp-Tuplp, y en el que la participación de SrblOp es necesaria (Conlan & 

Tzamarias, 2001). CYC7 es un gen dc peyueño tamaño, 342 nt, que codifica para la 

isoforma 2 del citocromo c expresada mayoritariamente bajo condiciones dc hipoxia 

(Montgomery et c^l., 1980). SP// codifica para una proteína de pared celular que 

contiene una secuencia señal para la adición de un anclaje de glicosil fosfatidil inositol 

(GPI) (Hamada et nl., 1998). Este gen se encuentra reprimido por Rox 1 p y Srh I Op 

(Green & Johnson, 2004). 

La expresión de los genes seleccionados en el mutante 'L768 transformado c^^n 

las construcciones portadoras de las deleciones KI-KS y S2-S4 se analiró mediante 

experimentos de itorthern ^lot. Se discñaron tres pares dc oligonuclcótidos para 

amplificar cada una de las sondas específicas para cada gen que luego se marcaron con 

^^P tal y como sc describe en materiales y métodos. Estos oligonucleótidos, sus 

posiciones de hibridación y las condiciones de amplificación por PCR se recogen en la 

tabla 25. 

Tabla 25. Lixtado de los oligonucleólidos empleadot para la obtención de sondas para los gcnes 
ScFLOII, SrCYCI y Sc•SP// para el estudio de la expresíón indirecta dc .S'RBIO. 

Gen en que se
Nombre Secuencia 5" -> 3" Hebra Posición

diseña 
ECV305 FLO11 CTCGCTTATTTGGTCCTTTCG Watson +39 
ECV306 FL011 TGTGCATGAGGTAGTGGTTGG Crick +843 
ECV307 CYC7 ATGGCTAAAGAAAGTACGGGA Watson +1 
ECV308 CYC7 CTATTTGGCAGCCTTTGTCA Crick +342 
ECV343 SPI1 CTACGGCTCTCGGATTGG Watson +43 
ECV344 SPI1 CACCAGCCAAACCTAGGG Crick +427 

Como control interno de carga para las cuantificaciones se empleó el gen 

SNRl7A (Smnll Nucleohr RNA) que codifica el snoRNA U3. Los oligonucleótidos 

empleados para amplificar esta sonda se denominaron U3F y U3R y sus características 

se recogen en la tabla 26. 
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Tabla 26. Li^tado de lo^ oligonucleótidos empleados para la obtención de la sonda para emplear como 
control interno de carga en los experimentos de northen blot. 

Nombre Secuencia 5' ^ 3" Posición Hebra 
U3F CGACGTACTTCAGTATGTAA +3 Watson 
U3R ATTTGTACCCACCCATAGAG +475 Crick 

Las hibridaciones con las sondas de FLO// y CYC7 se realizaron a S8°C y las de 

SPII a S4°C. La cuantificación se llevó a cabo según se describe en material y mitodos 

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 68 y 69. 
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FLO I I 

CYC7
 

U3
 

FLO11 

K1 KZ K3 KJ KS KT ti2 ti3 ti^ ti5 tiT
 

300
 

250
 

200
 

150
 

100
 

SO
 

0
 

Figura 68. Resultados del análisis de la expresión mediante norrhern blot de los genes regulados por 
SRB10: FLOlI y CYCI. Los datox fueron normalizados trente a la señal obtenida con el control ScU.^ 
(snRNA/7A). Dexpués de la normalización y cuantificación de la intensidad de la señal de cada banda, la 
intemidad correspondiente a Z768 transformada con cl gen completo SRBlO (KT para KISRBlO y ST 
para SrSR810) fue considerada como valor 100 en unidadeti arbiuarias y se empleó como refcrencia para 
las otras señales. 
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Figura 69. Retiullados del análisiti de la expresi6n medianle northern binr del gen regulado por .SRBlO: 

SP//. La hibridación con ScU^ fue utilizada como ennu^ol de carga. Los datos fueron normalizadox Irente 

a la señal obtenida con el control ScU3 (snRNA17A). Después de la normalización y cuantiticación dc la 
intcnxidad de la xeñal de cada banda, la intensidad correspondicnte a 7768 transformada con cl gen 

completo SRBlO (KT para KlSRB10 y ST para ScSR8l0) fue considerada como valor 0 en unidades 

arbitrarias y tie empleó como referencia para las otrati señaleti. 

El análisis de los resultados obtenidos corrobora los datos de Conlan & 

Tzamatías que en 2001 probaron una desrepresión de FLOI l en un mutante .rrhl0. 

Parece existir necesidad de la actividad quinasa para cl papel regulador de SrblOp sobrc 

la represión transcripcional de FLOI L Los resultados obtenidos para la dcleción dcl 

dominio DC-I en la proteína ScSrblOp indican que tiene un ef•ecto pequeño sobre la 

expresión de FLOII, en cambio la expresión hetcróloga de K/SrblOp con este dominio 

delecionado produce mayor desrepresión. 

En el caso del gen hipóxico CYC7, tanto el f^ragmento eliminado del dominio 

quinasa como los dominios conservados DC-I y DC-II j uegan un papel en la represión 

de CYC7 en condiciones aeróbicas, sin embargo la deleción DC-I[ tiene un efecto más 

acusado en la proteína de K. lnctis. 
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Resultados similares se obtienen al estudiar la expresión de SPII en que también 

queda de manifiesto la importancia del dominio proteín-quinasa y del DC-L En este 

caso además se observa un cierto papel de DC-II sobre la expresión del gen para la 

proteína K/SrblOp. 

Se puede concluir por tanto que el dominio quinasa delecionado tanto de la 

proteína ScSrblOp como de KlSrblOp juega un papel muy importante sobre la acción 

represora de los genes analizados. Los dominios conservados DC-I y DC-II parecen 

tener tamhién una función asociada a la represión de dichos genes. El efecto de DC-I se 

manifiesta tanto en KISrb10p como en ScSrblOp, si bien DC-II tiene mayor influencia 

sobre la proteína de K. lactis. 

4.2.Los dominios conservados DC-I y DC-II son necesarios para la 

interacción de Srb10p con Srbl lp 

Puesto que los dominios conservados DC-I y DC-II son necesarios para la 

actividad reguladora de SrblOp en la represión aeróbica de genes hipóxicos de levaduras 

se planteó la posibilidad de que ejercieran un papel en la interacción de SrblOp con su 

ciclina reguladora Srb I I p. 

Para ello se llevaron a cabo ensayos de doble-hibrido empleando los vectores 

pGAD-C2 y pGBD-C2 (James et al., 1996). El gen ScSRBII se clonó en el vector 

pGAU-C2, que es el portador del dominio de activación y los genes KISRBlO y 

ScSRB/0 y sus deleciones se clonaron en el vector pGBD-C2. 

Se diseñaron parejas de oligonucleótidos específicas (tabla 27) para amplificar 

los genes SRB11 de S. cerevisiae y K. lactis. Para el caso de KISRBII, se diseñaron 

ECV350 y ECV351 que hibridan en las posiciones +5 y+910 respectivamente. Se 

caracterizan además por tener en sus extremos 5' unas secuencias de reconocimiento 

para las enzimas de restricción BamHI y SaII respectivamente. Bmpleando como DNA 

molde en una reacción de PCR, DNA genómico de la cepa Y 1140 de K. lactis, se 

amplificó un fragmento de DNA de 905 pb que se clonó en los sitios BnmH[-SnII del 

sitio de clonaje múltiple del vector pGAD-C2, de manera que esta secuencia quedó en 

pauta de lectura (in frame) con la región de activación del gen GAL4 que presenta dicho 

vector. 
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Tabla 27. Listado de los oligonucleótidos empleados para la clonación y sccuenciaci6n dc las dclccioneti 

para KISRBIO y ScSRB/0 a^í como de los genes completos en los vectores p(iAD-C2 y pGBD-C?. Lux 

sitio.ti de de corte para BnmHl y para Snll apurecen remarcados en negrita. La temperatura de hibriJación 

^eleccionada fue de 55°C. 

Nombre Secuencia 5" -^ 3" Hebra Posición 

ECV350 GGGGGATCCGCGCCTCATACTGGGATT Watson +5 

ECV351 GGGGTCGACGAATTGCTGGTGTTTGTTGAC Crick +910 
ECV352 GGGGGATCCCGGGGAGCTTCTGGACATC Watson +5 
ECV353 GGGGTCGACTTGCAGATGCTGGTCTAAGATACAA Crick +967
 

ECV354 GGGGGATCCATAATGGCAAGGATAGAGCACA Watson +5 
ECV355 GGGGTCGACTTCTGTTTTTCTTTCGAGATGG Crick +1063
 

ECV356 GGGGGATCCACGGCAACCAACAAAACAA Watson +5 
ECV357 GGGGTCGACTTCTCTTTTTCCGTGCTGATC Crick +1777
 

ECV358 GGGGGATCCACGGCACGCGTCCTC Watson +5 

ECV360 CAGGGATGTTTAATACCACTACAAT Watson GAD-C2 

ECV361 AGTATAGTTACATAAAAGAAGGCAAAAC Crick GAD-C2/ GBD-C2 

ECV362 CTAACATTGAGACAGCATAGAATAAGT Watson GBD C2 

Del mismo modo, para clonar ScSRBI / a partir de llNA gencímico de S. 

cere^^rsine, se diseñaron los oligonucleótidos ECV352 y ECV353 yue hihridan cn las 

posiciones +5 y+967 de la ORF del gen. De esta manera se ampliticaron 962 pb que se 

clonaron en los sitios BnmHI-Snll del MCS de pGAD-C2, manteniendo la misma pauta 

de lectura para la región de activación de GAL4. 

Para ScSRB10 se diseñaron ECV354 y ECV35S, posicionados en +5 y+16(^3. 

que amplitican una región de 1.658 pb que se clonó en los sitios BnmHI-Snll dcl MCS 

del vector pGBD-C2. Esta pareja de oligonucleótidos también se empleó en reaccioncs 

de PCR que utilizaron como DNA molde las deleciones diseñadas para SrSRBIII: S^, 

S3, S4 y SS. De esta manera se ampliticaron las secuencias con deleciones en los sitios 

conservados. 

En el caso de KlSRB10, los pares de oligonucleótidos quc se diseñaron fucron 

ECV356 y ECV357, posicionados en +S y+1.777, que amplisican 1.772 pb. AI igual 

que en el caso de S. cerevisine, al emplear como DNA molde las deleciones diseñadas 

(K2, K3, K4 y KS) se obtuvo la secuencia sin los dominios conscrvados. En este caso, 

para amplificar la secuencia correspondiente a la deleción Kl, ya que la regicín 

eliminada está muy próxima al ATG esta secuencia se modificó, de manera que se 

diseñó ECV358 para combinarlo con ECV357. Todos los fragmentos ampliticados se 

clonaron en los sitios BnmHI-SnII del MCS del vector pGBll-C2. La totalidad de las 

construcciones fueron comprobadas mediante secucnciación con los oligos ECV360 y 

ECV361 que hibridan en las posiciones próximas a la región promotora y terminadora 

respectivamente del gen clonado en pGAD-C2. Para las construcciones obtenidas en 

pGBD-C2, se emplearon los cebadores ECV362 y ECV361. 
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Tras la obtención de todas las construcciones, se procedió a la co-transformación 

de la cepa PJ69-4A con cada una de las variantes de KISRBlO y con KISRB/ 1. De igual 

modo, se hizo con las variantes de ScSRBlO y ScSRB/l. Se seleccionaron los 

transformantes en primer lugar en CM-Leu (el vector pGAD-C2 Ileva el marcador 

LEU2) y luego en CM-Leu-Trp (el vector pGBD-C2 es portador del marcador TRPI ). 

En el sistema del doble híbrido empleado (James et nl., 1996), además de la 

actividad beta-galactosidasa, existen otros dos marcadores que pueden informar de la 

interacción. En caso de que haya interacción y se promueva la expresión del gen GAL,4, 

la protcína activadora Gal4p actuará sobre los promotores de lacZ, ADE2 y HIS3 

moditicados a este fin. De esta manera, en caso de interacción, la cepa presentará 

fienotipo Ade+ y His+. Por este motivo para verificar la presencia o ausencia de 

interacción entre Srbl Ip y las distintas variantes de Srb10p obtenidas delecionando 

dominios específicos, se realizó una resiembra de los candidatos en placas de medio 

CM-Lcu-Trp-Ade-His. Los resultados obtenidos analizando para cada caso un total de 4 

transformantes se recogen en la tabla 2g. 

Tabla 28. Resumen de las interacciones en el experimento del doble h^brido. Análisis de las auxotrofíati 
para Leu, Trp, Ade e His. 

Construcciones Crecimiento en 
Transformadas en PJ694-A CM-Leu-Tr -Ade-His 

KISRBI l GAD/KI GBD + 
KISRBI l GAD/K2 GBU - ^I 
KISRBII GAD/K3 GBD -
KISRBI l GAD/K4 GBD -
KISRBII GAD/KS GBD + I 

KISRBII GADIKISRBlO GBD +
 
ScSRBII GAD/S2 GBD -

ScSRBII GAD/S3 GBD -

ScSRBl1 GAD/S4 GBD -

ScSRBI /^GAD/SSpGRD +
 

^'^ ^h'l>11^,(;:^I)l.S^.SKRIU^^GIiI) + 

Cuando se cuantiticó la actividad (3-galactosidasa con células permeabilizadas 

los resultados obtenidos coinciden con lo observado con los otros dos marcadores en 

placa, y se reflejan en la figura 70. 
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Como se puede observar para la pro[eína KISrbIOp, la actividad obtenida en el 

caso de la climinación del dominio WRKY (Kl ), y al delecionar DC-Ala (KS) es 

semejante a la de la interacción silvestre (KT en el gráfico). Por tanto el dominio 

WRKY, específico de KlSrblOp, y dominio final DC-Ala, presente tanto en la proteína 

de K. Inctis como en la de S. cerevisine, no son fundamentales para la interacción entre 

la ciclina y su quinasa. Sin embargo la deleción del dominio de unión a ATP o 

cualquiera de los dominios DGI y DGII produce una incapacidad para promuver la 

interacción tanto en la asoeiación ScSrblOp/ScSrbllp como en la asociación 

KlSrblOp/KlSrbllp. 

a
 

C 3,5
.^
 

J 3
 

^
 
^ 2,5
 
O 
C 2 
d^ 
O 
.^..C 1, 5 

0 ^
 

Ŝ 0,5 

0
 

K1 K2 K3 K4 K5 KT S2 S3 S4 S5 ST
 

Figura 70. Resultados del análisis de interacción entre SRB/ / y las delecioneti de SRBIO en S. cer^^i^isine 

y K. hctis. KT y ST representan los controles positivos de interacción utilizando las con^trucciones con 

Ios genes SRB10 y SRBII completos. 

4.3.Los dominios conservados DC-I y DC-II son necesarios para la 

interacción de Srb10p con Tuplp 

Los dominios DGI y DGII parecen fundamentales en la represión de la 

expresión los genes analizados. Ya que la represión ejercida por SrblOp sobre 

determinados genes está mediada por el reclutamiento del complejo Ssn6-Tupl tras una 

interacción directa de Tuplp con SrblOp (Zaman et al., 2001), sc decidió comprobar si 

estos dominios eran i'undamentales para esta interacción. 
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Al igual que en el apartado precedente, se empleó el método del doble híbrido 

(James et nl., 1996). Para ello se procedió a la clonación del gen ScTUPI en el vector 

pGAD-C2 mediante el diseño de los oligonucleótidos ECV412 

(GGGATCGATCTGCCAGCGTTTCGAATAC) y ECV413 

(GGGCTGCAGTTGGCGCTATTITTTTATACTTC) que hibridan en las posiciones +S y 

+2.137 y yue se caracterizan por Ilevar unos sitios de reconocimiento para las 

endonucleasas Clal y PstI respectivamente (resaltados en negrita). En una reacción de 

PCR empleando DNA genómico de S. cerevisine como molde, se amplificaron un total 

de 2.133 pb que se clonaron en los sitios CIaI y Pstl de pGAD-C2. Una vez obtenida 

esta construcción, se procedió a la transformación de la cepa PJ69-4A seleccionando 

los candidatos en CM-Leu. Seguidamente se realizó la transformación con los genes 

ScSRB10 y las deleciones diseñadas para el mismo (S2-S3-S4-SS) y con KlSRB10 y sus 

deleciones (Kl-K2-K3-K4-KS) seleccionando en este caso en placas CM-Leu-Trp. Los 

ensayos de beta-galactosidasa se realizaron por el método de permeabilización de 

células (materiales y métodos). 

Se observa que para la proteína KlSrblOp, la actividad obtenida en el caso de la 

eliminación del dominio WRKY (KI), y al delecionar DC-Ala (KS) no disminuye 

notablemente respecto a la de la interacción silvestre (KT en el gráfico). Se deduce por 

ello que el dominio WRKY, especítico de K1SrbI0p, y dominio tinal DC-Ala presente 

en la proteína de K. lnctis, no son fundamentales para la interacción entre ScTuplp y 

K1SrblOp. Sin embargo, el DC-Ala en ScSRB10 si tiene cierta intluencia en esta 

interacción, ya que la actividad beta-galatosidasa medida es muy inferior a la del control 

positivo ST. La deleción del dominio de unión a ATP (S3 o K3) o cualquiera de los 

dominios DC-I y DC-II produce una incapacidad para las interacciones 

ScSrblOp/ScTuplp y KISrb10p/ScTuplp. 
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Figura 71. Resulladoti del análisis de interacción entre ScTUPI y las delecioncs de SRHlO en S. 

cere^^isine y K. Inrtis. KT y ST represenlan los conlroles po.tiitivot de interacción utilizando las 

con,trucciones con los genes ScSR810 y Kl.SXBlO compleloti. 

S.DISCUSIÓN. 

En levaduras existen al menos 4 quinasas capaces de fosl Ŝrilar el dominio 

carboxilo terminal (CTD) de la RNA polimerasa II (Kin28p, Ctklp, Bw•lp y SrblOp) 

(Wilcox et nl., 2004). En los procesos de iniciacicín y elongación de la transcripción el 

estado de fosforilación de las repeticiones de CTD tiene un importante papel regulador 

(Hengartner et nl., 1998). CTD consiste en una serie de repeticiones de 7 aminoácidos 

que se repiten 27 veces en la proteína de levaduras y hasta 52 en la proteína homóloga 

de mamíferos (Allison et al., 1985; Corden et nl., 1985). Se neccsita que CTU esté 

desfosforilado para que se produzca el ensamblaje del compléjo de preinicio (PIC) en 

los promotores de los ^encs que van a ser transcritos. El paso de la fase de inicio a la de 

elongación de la transcripción requiere al factor general TFIIH que fosforila a CTU 

aunque otras quinasas pueden contribuir a esta fosforilación entre ellas SrblOp. Sc ha 

propuesto que la fosforilación de CTD previa a la formación del PIC tiene un efecto 

rcpresor de la transcripción, mientras que la fosforilación posterior a la formación del 

PIC tiene un efecto activador. En esta fosforilación, previa o posterior a la formación 

del PIC, jugarían un papel alternativo las quinasas de levaduras SrblOp y Kin28p 

(Hengartner et al., 1998). CTD también se reyuiere para el splicing del pre-mRNA y la 

poliadenilación. Kin28p, asociada el factor TFHII facilita el reclutamiento de la 

mayuinaria de procesamiento del RNA a la RNA polII, concretamentc dc la enzima de 
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capping guanilil-transferasa, Ceglp (Rodríguez et al., 2000). Para asociarse con la 

maquinaria de splicing es necesario que CTD esté fosforilado. En las células el grado de 

fosforilación de CTD está regulado de forma precisa por el balance entre proteín­

quinasas y fosfatasas. Los programas de desarrollo y de adaptación a las condiciones 

ambientales pueden influir sobre este balance y afectar por tan[o de forma general al 

metabolismo del RNAm. 

Al comparar las secuencias de los genes KlSRB10 y ScSRB10 con las de otros 

genes correspondientes a proteín-quinasas relacionadas con Srb10p de eucariotas 

superiores, se pudo comprobar la existencia de una región muy poco conservada de 

longitud variable entre 258 y 324 nucleótidos. Como se ha comentado, se requiere CTD 

Fosforilado para que Kin28p facilite el reclutamiento de la maquinuria de procesamiento 

de RNA a la RNA polimerasa II y se planteó la hipótesis de si la maquinaria de 

procesamiento tendría como sus[rato a un supuesto pre-RNA de la propia SrblOp. En 

condiciones de transcripción/procesamiento activo este mecanismo permitiría 

acompasar ambos procesos. Los experimentos realizados mediante la determinación del 

tamaño de fragmentos específicos ampliticados a partir del DNAc de KlSRB10, así 

como la inexistencia de consensos típicos de intrones en levaduras, analizados mediante 

el programa EXPLORA (Kalogeropoulos, 1995), permiten descartar que la región 

analizada de K/SRB10 sca procesada por splicirig, al menos en las condiciones 

analizadas. 

En S. cerevisiae la actividad quinasa de SrblOp se ha relacionado directamente 

con la huella característica del centro activo de las Ser/Thr proteín-quinasas, conservada 

entre las posiciones 282-294, ya que una mutación en la Lys 288 causa el mismo 

fenotipo que el alelo nulo (Surosky et al., 1994). Los estudios realizados en este trabajo 

con las proteínas Srb10p de K. lactis y S. cerevisiae delecionadas en una región del 

dominio proteín-quinasa ( posiciones 90-108 en K/SrblOp y 75-93 en ScSrblOp ) muy 

alejada de la huella Ser/Thr quinasa, permiten afirmar que la región delecionada, que 

incluye el sitio de unión de ATP, es también importante para la función de Srb10p tanto 

en lo que se refiere a su función reguladora sobre la transcripción de los genes FLOI /, 

SPII y CYC7 como en la coincidencia de varios fenotipos asociados al alelo nulo de 

Srb10p: iloculación y dificultad para el crecimiento en galactosa a 37°C. 

Por otra parte, al comparar las secuencias conservadas en las proteínas SrblOp 

de levaduras con otras proteín-quinasas relacionadas, incluída la proteína Cdh8p 

homóloga a SrblOp en mamíferos, se identificaron una serie de regiones muy 
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conservadas en levaduras y ausentes en las proteín-quinasas de otros orígenes. F',l 

denominado dominio DGL situado en el extremo amino, consta de ?9 aminoácidos de 

los que 17 son idénticos en las tres secuencias disponibles de SrhlOp de levaduras. Hl 

domino DC-I[, más cercano al extremo carboxilo, es[á integrado por 27 aminoácidos y 

es muy rico en asparragina. La región carboxilo terminal contiene una secuencia 

conservada con 10 alaninas consecutivas, DC-Ala, y es rica en asparraginas. La región 

amino terminal de la pmteína es rica en glutamina. Además, en la proteína de K. lcicris, 

pero no en las otras dos, en esta región amino terminal aparece una secuencia con cierta 

similitud al dominio WRKY característico de factores transcripciunales en plantas. 

Tanto el dominio DC-I como DC-[I son fundamentales para la f^uncián de K1Srh10p y 

ScSrhlOp, como se deduce del hecho de que cuando están ausentes no se complementa 

el fenotipo de Floculación en el mutante 4sr610 de S. cerei^isine ni mejora su capacidad 

de crecimiento en galactosa a 37°C. Sin embargo, el dominio WRKY (ausente en S. 

cere^^isine) y el dominio tinal rico en alanina, llC-Ala, no parecen scr indispensables 

para la f^unción de KlSrhlOp y ScSrhlOp, ya que aún estando ausentes, las proteínas 

delecionadas son capaces de revertir los dos fenotipos analizados en el mutante D.rrbl0. 

SrblOp juega un importante papel en la regulación transcripcional de muchos 

genes en unos casos con un efecto activador y en otros con un ef^ecto represor. F.I efecto 

activador de SrblOp sobre la transcripción se ha atrihuido a su papel promotor de la 

formación del PIC a través de fosforilaciones que afectan al complejo mediador y sohre 

todo a su papel sobre la transición desde la fase dc inicio a la de elongación. Hl 

complejo mediador se requiere para la regulación transcripcional irr viro e iir i^itrn y está 

conservado en todos los eucariotas. F,l complejo mediador de S. cerevisic^e puede 

considerarse integrado por dos submódulos: Rgrl y Srb4. El subcomplejo Rgrl está a su 

vez integrado por el módulo Gall 1(Gall l, Sin4, Hrsl, y Med2) que une activadores, y 

el módulo Med9/10 (Medl, Med4, Med9, Med10, Med7 y Srb7) que se requicre tanto 

para la activación transcripcional como para la represión (Kang e^ nl., 2001). La quinusa 

SrblOp, integrada en el subcomplejo Srb8/9/10/I 1(Borggrefe et nl., 2002) interacciona 

con el mediador y fosforila la subunidad Med2 lo yue sugiere que las modificaciones 

post-traducción del mediador son muy importantes en la regulación génica (Hallherg et 

nl., 2004). Además SrblOp fosforila a varios activadores transcripcionales durante el 

proceso de activación transcripcional y se ha demostrado que se produce una interacción 

entre Srb10p (asociada a su ciclina Srbl lp) y el dominio acídico de los activadores, 
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fosforilando regiones internas o adyacentes a dicho dominio (Ansari et al., 2002, Ansari 

et al., 2005; Balciunas et al., 2003). 

Por el momento el papel de SrblOp en la represión génica se explica por 

diversos tipos de mecanismos. Uno de ellos es mediante la fosforilación de CTD previa 

a la formación del PIC, lo que impediría el establecimiento de este complejo 

(Hengartner et nl., 1998). Otro mecanismo represor puede actuar por su papel sobre 

componentes represores del complejo mediador como el subcomplejo Med9/10, ya que 

las proteínas del submódulo Med9 interaccionan genética y físicamente con 

Srb10/Srbl Ip (Kang et nl., 2001). Finalmente se ha demostrado que Srb10/1 Ip pueden 

promover la rápida degradación, mediante exportación del núcleo al citoplasma, de 

factores transcripcionales activadores específicos causando así represión de los genes 

correspondientes (Chi et nl., 2001). 

En este trabajo se ha analizado el papel que los dominios conservados DC-I, 

DC-II y DC-Ala tienen en la represión mediada por SrblOp sobre un gen relacionado 

con la tloculación (FLO1l ) y dos genes hipóxicos (CYC7 y SPII ). Los dominios DC-I y 

DC-II parecen tener un papel sobre la represión de estos genes, en distinta medida para 

cada gen analirado y también con algunas diferencias si el ensayo se realiza con la 

proteína de S. cerevisine o de K. lactis. Sin embargo el dominio DC-Ala no juega 

ningún papel en dicho proceso represor para ninguno de los gcnes analizados y con 

independencia del origen de la proteína. El potencial dominio WRKY, exclusivamente 

presente en la proteína SrblOp de K. lnctis tampoco parece tener ninguna relevancia 

funcional en el mecanismo represor de SrblOp sobre la transcripción de los genes 

analizados. 

El hecho de que los dominios conservados DC-I y DC-[I tengan un papel 

importante en la función de Srb10p, indica que sólo la actividad yuinasa de SrblOp no 

es suficiente para explicar su función, y concretamente tampoco lo es para explicar su 

función relacionada con procesos que implican represión transcripcional. Estos 

resultados son coherentes con los datos aportados por Watson y Davey (1998) que 

indican que el gen ScPRK/ de S. pornbe que coditica para una quinasa relacionada con 

SrblOp pero que carece de dominios conservados típicos de ésta última, complementa la 

mutación sr610 sólo de forma parcial. También están en consonancia con los datos 

aportados por Tassan y colaboradores que indican que Cdk8 humana, sin dominios DC-

I cí DC-II, tampoco es capaz de complementar la mutación srb10 (Tassan et al., 1995). 
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La ac[ividad yuinasa de SrblOp está dirigida hacia varioti sustratos: la región 

CTD de la subunidad mayor de la RNA polimerasa II (Liao et nl., 1995), subunidadcs 

del complejo mediador (Hallbcrg et al, 2004) o zonas cercanas a los dominios 

activadores de factores transcripcionales activadores (Ansari et nl., 2005). La fonnu 

tradicional por la yue las quinasas yue participan en el ciclo de regulacicín celular son 

dirigidas hacia distintos sustratos es por medio de su interaccibn específica con ciclinas 

que a su vez interaccionan con los sustratos específicos. Sin embargo, SrhlOp y otras 

quinasas relacionadas con la transcripción están asociadas a una sola ciclina, en el caso 

de Srb10p con la ciclina Srbl Ip (Liao et nl., 1995). Por tanto la especi(icidad no está 

determinada por la ciclina sino por otro tipo de interacciones directas o indirectas que 

podrían ser variables para cada sustrato. Sin embargo, la actividad quinasa de Srb10p no 

se detecta en ausencia de la ciclina, por lo que esta interacción entre el par ciclina­

quinasa puede tener un papel modulador sobre la actividad quinasa, dc hecho se 

conocen algunos mecanismos de regulación transcripcional mediadrn por la 

degradación de Srbl lp (Cooper & Strich, 2002). 

El dominio caracterizado para la interacción de Srh I Op con Srb I 1 p es el 

denominado sitio PSTAIRE. Este sitio se correspondc con la secuencia SQSACRI~: 

(Kuchin et nl., 1998) localizada entre los aminoácidos 201-207 0 226-232 en SrblOp de 

S. cerevisine y K. lactis respectivamente, y que forma parte del dominio quinasa 

conservado; pero cabe plantearse que existan sitios adicionales para la interacción 

SrblOp/Srbllp que a su vez puedan afectar a la estabilidad dcl complejo o puedan 

favorecer conformaciones necesarias para la interacción con otras proteínas que 

participan en el mecanismo represor. A fin de verificar si los dominios conservados DC-

I y UC-II o el dominio de unión a ATP, que como se ha visto tienen un papel en la 

funcicín represora de SrblOp sobrc la transcripción de genes específicos, o inclusu otros 

que no desempeñan este papel, como DC-Ala o el supuesto dominio WRKY, tienen 

importancia en la formación del complejo ciclina-quinasa, se analizó dicha interacción. 

Los estudios se realizaron tanto con la proteína SrblOp nativa, como con las deleciones 

obtenidas para cada uno de estos dominios. Para ello se utilizó el sistema dcl doble­

hibrido y los resultados obtenidos indican una concordancia perfecta entre la necesidad 

de un determinado dominio para la función represora y para la interacción con Srbl Ip. 

Concretamente los dominios DC-I y UC-II y el dominio de unicín a ATP son necesarios 

para yue se produrca interacción y los dominios DC-Ala y WRKY son totalmentc 

dispensables. 
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Dos de los genes que se han elegido como reporteros de la funcicín de Srb l Op al 

realizar este estudio, FLO11 y CYC7 [ienen una característica en común y es que 

presentan en sus promotores sitios reguladores necesarios para la intcracción con 

represores específicos que reclutan a su vez al complejo co-represor Ssn6lTupl. Sfl lp 

es el represor que actúa sobre el promotor de FLOII reclutando al co-represor Ssn6-

Tup I(Conlan & Tzamarias, 2001) y Rox 1 p es el represor yue actúa en el promotor de 

CYC7 para reclutar al co-represor Tup I-Ssn6p ("Lhang et al., 1991). Ensayos del doble 

híb^ido nos indican que SrblOp no parece interaccionar con Roxlp de modo directo 

(Becerra et nl., 2002). Se ha demostrado mediante el sistema split-ubiquitiii que Srbl 1 p 

puede interaccionar directamente con Tuplp in ^^ivo (Schuller & Lehming, 2003), 

también se produce una interacción directa de Tuplp con SrblOp (Zaman et al., 2001). 

En este trabajo se ha podido demostrar que los dominios DC-I, DC-II, y en cierta 

medida DC-Ala, de SrblOp son necesarios para la interacción con Tuplp. 

El hecho de que los mismos dominios conservados de SrblOp (DC-I y DC-I[) 

sean necesarios para la interacción con Srb I I p y Tup 1 p sugiere que su papel sea en gran 

medida estructural, potenciando una conformación de SrblOp capaz de interaccionar 

con ambas proteínas. Aunque es posible modelar por homología el dominio quinasa de 

SrblOp, dado que es muy similar al de otras proteín-quinasas para las que se han 

establecido modelos tridimensionales por difracción de rayos X, no hemos obtenido 

ningún resultado satisfactorio al intentar construir modelos que incluyan también a los 

dominios DC-I, DC-II o DC-Ala. Por tanto serán necesarios futuros estudios sobre la 

estructura tridimensional de la proteína Srb10p para poder verificar esta hipótesis. 

Teniendo en cuenta todos estos datos se propone un mecanismo de acción de 

Srb10p en la regulación transcripcional que podría explicar el papel de estas nuevas 

interacciones que se establecen con la participación de dominios específicos de SrblOp 

distintos del PSTAIRE. Puesto que la interacción de SrblOp con Srbllp es siempre 

necesaria tanto en los procesos de activación como en los de represión, es probable yue 

diferentes conformaciones del complejo formado por el par ciclina/yuinasa sean 

necesarias para la interacción con el co-represor o con otras proteínas que participan en 

la represión o en la activación. Además el hecho de que el DC-I presente varias serinas 

que podrían servir como puntos de fosforilación del propio factor Srb lOp por otras 

quinasas que participan en la transducción de señales, sugiere que las distintas 

intcracciones/conformaciones podrían venir reguladas por fosforilación/desfosforilación 
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de SrblOp, aunque por el momenro no sc han descrito ni las yuina^as ni las fosfatasas 

que participarian en este proceso de regulación de SrblOp. 
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I.- Mediante la técnica de DCb^^PCR se han clonado los genes KIHEMI2, 

KIHAP! y KISRB/0 de la levadura Klu^•veron^^^ces lnctis. Para KIHEMI2 y KlSRB/0 sc 

ha demostrado su funcionalidad en la levadura, mediante verificación de su 

transcripción o interrupción del gen y verificación de fenotipos asociados. Todos los 

genes, y las proteínas codificadas, muestran gran similitud con sus homólogos de 

Sncchnrom^•ces cerei^isine. Además, KIHEMl2 y KISRBlO complementan 

respectivamente las mutaciones heml2 y srb10 en S. cerei^isine. Sin embargo, KIHAPI 

bajo el control de su propio promotor no es capaz de complementar la mutación luipl de 

S. cererisine. 

2.- Se ha analizado, mediante norther^i blot, prirner extensio^i, y fusiones dcl 

promotor al gen reportero 1cicZ la expresión de KlHEM12 en K. lnctis. La expresión 

transcripcional de KlHEM12 es dependiente de cepa. El promotor puede considerarse 

como TATA-less con múltiples sitios de inicio de la transcripción sin preferencia 

defínida por ninguno de ellos. La transcripción aerobia de K/HEM12 no respondc a 

hemo pero si muestra una ligera activación por fuentes de carbono no fermentables. Hn 

relación con esta activación, se ha podido demostrar que la caja CCAAT, en la posición 

-389/-385, es necesaria para la función del complejo activador Hap2/3/4/Sp. En un 

mutante hnp_3 de K. IncNs se produce una disminución de la transcripción de KIHEMl2, 

lo yuc demuestra la implicación del complejo Hap2/3/4/Sp en este sistema de 

regulación. 

3.- Se han analizado diversas regiones del promotor de KIHEMI yuc son 

responsables de su expresión y regulación transcripcional. Mediante análisis de primer 

extensión se han localizado los puntos de inicio en las posiciones -71, -69, -66, -S8 y­

48, siendo esta íiltima predominante. Mediante ensayos de deleciones y mutagincsis 

dirigida hacia regiones concretas del promotor fusionado a 1^cZ se ha veriticado la 

importancia del elemento rico en pirimidinas, localizado entre las posiciones -412 y­

378, para determinar elevados niveles de expresión tanto en condiciones aerobias como 

anaerobias. En relación con la rcgulación del gen en respuesta a la presencia de fuentes 

de carbono fermentables o no fermentables, es muy peyueña. La participación en esta 

respuesta del consenso CCAAT para la unión del complejo Hap2/3/4/Sp, situado en las 

posiciones -656/-649, ha qucdado descartada. El sitio cis para la unión de Gcrlp tiene 

un efecto represor en medios con glucosa al 2%. El consenso para la unión de Buflp, 
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yue en el promotor del gen homólogo de S. cerevisiae tiene un efecto represor, no 

muestra un claro papel regulador ni en condiciones aeróbicas ni hipóxicas. En la región 

situada entre las posiciones -558 a-443 se localiza una señal necesaria para la expresión 

hipóxica y la respuesta a hemo. 

4.- Tras clonar el gen KlSRB10 y realizar un alineamiento de la proteína con 

otras proteínas SrblOp, o proteín-yuinasas relacionadas, de distintos orígenes, se pudo 

observar yue las de levaduras presentaban una serie de motivos altamente conservados 

cuya funcionalidad se quiso comprobar. Para ello se realizaron una serie de deleciones 

de cada uno de ellos, tan[o sobre la proteína SrblOp de K. lnctis como sobre la de S. 

cerevisiae. Los motivos denominados DC-I y DC-II y el motivo de unión a ATP son 

esenciales para la función de SrblOp in vivo como yueda demostrado por los efectos de 

su deleción sobre los fenotipos asociados y sobre la expresión transcripcional de los 

genes FLO11, CYC7 y SPII. Además se ha podido comprobar yue estos motivos son 

necesarios, de forma directa o indirecta, para yue se produzca la interacción entre la 

quinasa y su ciclina Srb 11 p, así como para la interacción con el represor Tup 1 p. Otro 

motivo también conservado, DC-Ala, cercano a] extremo carboxilo terminal, carece de 

relevancia funcional en la interacción con Srbl lp, aunyue tiene cierta influencia en la 

interacción con Tupip. El motivo WRKY, únicamente presente en la proteína de K. 

lnctis y cercano al extremo amino, no parece esencial en los fenotipos e interacciones 

anal irados. 
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Anexo publicaciones 

Los trabajos que a continuación se indican, y cuya separata se adjunta en las páginas 
siguientes, fueron realizados en el transcurso de las investiguci<mes llevadus a caho 
durante la realiración de la Tesis doctoral presentada por Laura Núñez Navcira y dc l^^s 
quc cs autora principal. 

A) Trabajos ya publicados en el momento de presentación dc la memoria de la 

Tesis 

Núñez L, González-Siso [, Becerra M, Cerdán ME. Functional characterisation and 
transcriptional regulation of the K1HEMl2 gene from Klu^•i^eroni^•ces lnctis. Curr Genet. 
2(^4, 46:147-157. 

Núnez L, Fernández-0tero C, Rodrígucz-Belmonte E, Cerdán Mh:. The KISRBlO gcnc 

from Klut•^^erom^•ces lnctis. Yeast. 2(H)4, 21:511-518. 

B) Trabajos en preparación/ revisión 

Núnez L and Cerdán ME. Functional analysis of specific domains of yeast Srb10. 
(recoge los resultados del capítulo 4 de la memoria) 

Núñez L, González-Siso I, Becerra M, Cerdán ME. Regulatory clements in the 
KIHEMI promoter (recoge los resultados del capítulo 3 de la mcmoria) 

Núñez L, Becerra M, González-Siso I, Cerdán ME. Functional characterisation of 

KIKAPI (recogerá los resultados sobre la caracterización dcl gen KIHAP! quc se 

describen e;n el capítulo 1 de la memoria y yue están siendo completados) 

Además, Laura Núñez Naveira ha participado en cl estudio, mediante arrays de DNA, 

de la transcripción de genes de Kluyveroniyces lnctis relacionados con la respuesta a 

hipoxia y a nivelcs de hemo cuyos datos se encucntran en proceso de unálisis para una 

futura publicación. 
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Introduction­ caused by the complex Tuplp-Ssnóp was proved 
in rivo, suggesting lhat one mcchanism of rcpres­
sion by Tuplp-Ssnóp involves functional interac­Cyclin-dependent kinases (CDKs) have important 
tion with RNA polymerase II (Kuchin and Carlson.roles in cell cycle control and transcription. Two 
1998) and dircct intcraction bctwccn Tuplp anddiffercnt kinases have been implicated in transcrip­
the components of the Srb10-Srhl Ip pair has beention, the Saccharornvices ceret^isiae Kin28p and 
provcd (Zaman c>r al., 2001; Schiillcr and Lchming,its mammalian homologue Cdk7 are subunits of 
2003). A transcriptome analysis has shown that thethe general transcription facror TFllH. The ycast 
deletion of SRB10 has very diflerent cunscquencesSrblOp and its mammalian homologue CdkBp arc 
in aerobiosis and during hypoxia. t3csidcs. 57.2c1cassociated with the RNA polymerase 11 media­

tor complex (Liao et al.. 1995). It has rccently of the hypoxic gcncs that are considcrcd Rox I p­
dependent genes are also dependent on SrhlOp,been reported that Srb8/9/10/Ilp form a complex 
suggesting that this component of thc RNA poly­associated with the mediator which is conserved 
merase II holoenzyme could be related to thc trans­

2002; Samuelsen el al., 2003). Direct regulatory mission of repression from thc Rox I p rcpressor 

interactions between components of signal trans- to the basal transcriptional machinery; although a 

between yeast and human cells (Borggrefe et al., 

duction pathways and SrblOp provide a mechanism direct interaction bctween Roxlp and SrhlOp in 

for transcriptional control in response to important a two-hybrid analysis showed a ncgativc result 
signals such as nutrient availability (Chang et aL, (Becerra et al.. 2002). 
2001), glucose repression (Balciunas and Ronne, The phosphorylation of the yeast transcription 

1995; Kuchin and Carlson, 1998). galactose induc- factor Gal4p at S699 is reyuircd for etficient 

tion of specific genes (Kuchin et al, 1995). a2 galactose-inducihle transcription of the GAL genes 

repression of the a-specific genes (Wahi and John- and it has hccn rcported that this sitc is a suh­
son, 1995) and stress (Chi et al., 2001). strate for SrblOp kinase activity (Hint et al., 1999). 

SrblOp is involved in the transcriptional regula- SrblOp also has a positive rolc in thc activation 
tion of a wide variety of yeast genes. The involve- of gluconeogenic genes by regulation of the tran­
ment of SrblOp in the mechanism of repression scriptional activator Sip4p (Vincent et ul., 2001). 

Copyright 's 2004 f ohn Wiley & Sons, Ltd. 
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Acidic transcriptional activating regions from [he 
yeast Gcn4p activator, the mammalian p53 and the 
viral VP16 contact SrblOp, so that the activator is 
phosphorylated (Ansari et aL, 2002). 

Here, wc report the isolation and characteriza­
tion of a gene from Klrn•t^erom^•ces lactis that is 

homologous to the available fun^^al SRBJO genes 

and which complements the disruption of SRB10 
in a S. cere^^isiae strain. Relative levels of tran­
scription of SRB8, SR89, SRBlO and SRBII follow 

the same pattern in S. cererisiuc and K. lnctis, as 

expected for components of the basic transcrip­

tional machinery. 

Materials and methods 

Yeast strains, cell growth and transformation 

The haploid S. ceres•isiae s[rain Z768 (MATa trru3­
52 his302001eu2-3.-1 /2 rph10/87.•:HlS3 sr6100 
l::hisG [L14(LEU2 CEN RPIiI)]) was kindly 
provided by Richard A. Young ( Hengartner et al., 
1998). Cells were grown at 30 °C or 40 °C in 
YPD (2rh glucose, 2rlo bacto-peptone, l rlo yeast 
extracq or in complete media ( CM), prepared 
as previously described ( Zitomer and Hall, 1976) 
with the carbon source being 2rlr glucose. Yeast 
cells were transformed by the procedure of Ito 
etal. (1983) and transformants were grown on 
selective plates, CM without uracil (CM-URA). 
Other strains from S. cererisiae, FY73 (MAT^ 
his30200 ura 3-5^ ) and K. lactis. Y I 140 (ATCC­
8585), were used for RNA crtrartion. 

Cloning the gene 

Basically, using PCR, thc presence of the clonc 
of interes[ was determined in clusters of plasmid 
DNA extracted from pools of the bacterial colonies 
bearing the clones of the library. In each step, the 
cluster giving a positive fragment by specific PCR 
amplification was selected and then the components 
of this cluster were used separately as templates 
tbr new PCR reactions until arriving at the isolated 
clone of interest. Isolation of DNA and plasmid 
propagation was carried out by conventional meth­
ods (Sambrook et al. 1989). E. coli DH-lOB was 
used for plasmid amplification by elec[roporation. 
The Chiron K. lacris genomic library was orig­
inally constructed by the insertion of restriction 
fragments generated by partial Sau3A digestion of 

Copyright ^ 2004fohn Wiley & Sons, Ltd. 
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genomic DNA from K. lactis strain into the unique 
BamHI site of the vecror pAB24 ( Botstein et al., 
1979). 

Sequencing and sequence analysis 

Both strands were sequenced by the method of 
Sanger et aL (1977) using synthetic primers for 
primer walking. The complete nucleotide seyuence 
has been entered in the EMBL Data Library 
under Accession No. AJ532841. The sequence was 
analysed using DNASIS/PROSIS (Hitachi), stan­
dard FASTA from EBI ( http://www.ebi.ac.uW) 
and BLASTA or BLAST-Two-sequences program 
(Tatusova and Madden, 1999) from NCBI Tools 
(http://ncbi.nlm.nih.gov/). Multiple aligmnent was 
carried out hy CLUSTAL W(Thompson et al.. 
1994) from EBI ( http://www.ebi.ac.uWclustalw/). 
Analyses of protein domains and profiles were car­
ried out through ScanProsite (Gattiker et al., 2002) 
using the Expasy access ( http://www.expasy.org/ 
tools). 

Expression analysis 

The use of arrays was as previously describcd 

(Becerra et al., 2002). For RNA isolations, cells 

from the S. ceret^isiae strain FY73 and the K. 

lactis strain Y1140 (ATCC-858S) were grown in 

complete media with 2rlo glucose. For RNA isola­

tions, cells were harvested and immediately frozen 

in liquid nitrogen, later disrupting them with a 

Micro-Dismembrator (B. Braun Biotech Interna­
tional). The resulting powder was mixed wi[h TRI-

ZOL Reagent (Life Technologies) and total RNA 

was extracted by the method of Chomczynski and 
Sacchi (1987). Probe generation was as described 

in Hauser et aL (1998). Brietly, 60 µg total RNA 

was annealed to oligonuclcotide dT15 and used as 

a template to synthesize and radiolabel the corre­
sponding first strand cDNA with 50 µCi [a-z;P]­

dCTP (Amersham) and SuperScrípt 11 (Life Tech­

nologies). The reactions were carried out at 43 °C 

for 1 h, after which the RNA was hydrolysed with 

NaOH at 6S °C for 30 min. The probe was puritied 

by isopropanol precipitation and the isotope incor­

poration was measured to check the efficiency of 

the reaction. 

The labelled cDNAs obtained from each RNA 
sample were used to probe the DNA arrays con­
taining Ihe whole set of genes from S. ceret^isiae 
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(Hauser et al., 1998). Filters were pre-hybridized 
for 1 h at 65 °C in the hybridization mix: 5 x 
SSC, 5x Denhardt's solution and O.S7r SDS. The 
prohe was then denatured for 5 min at 100 °C. 
cooled quickly on ice and hybridized with the 
arrays overnight at fi5 °C The next day, two washes 
were carried out, at hybridization temperature, 
for 5 and 20 min respectively, in 2x SSC O.Ic7^ 
SDS. The filters were exposed 24 h to a storage 
phosphor screen and data collected using a Phos­
phorlmager Scanning Instrument 425 (Molecular 
Dynamics). Signal yuantification was performed 
with Array Vision software (Molecular Dynam­
ics), which localizes over each array element a 
bounding circle fitted to the size of the DNA spot. 
At least two replica-spots per gene were anal­
ysed. Normalization of values from thc genes of 
interest was carcicd out hy dividing the intensity 
for each gene by the value obtained for the actin 
gene. 

Hybridiza[ion of DNA arrays from S. cc re^•isiae 

with cDNA from K. lactis was successful due to 
thc high homology existing between the genomes 
of both yeasts (Ozicr-Kalogeropoulos et al., 1998; 

Lloren[e et al., 2000). The results obtained clearly 
showed that there is a difference in the distribu­

tion of signal intensities obtained in the arrays 

hybridized with eDNA from S. cere^•isiae or K. lac­

tis: some genes that show strong expression in S. 

ce revisiae are expressed at low levels in K. lactis 

and vice versa. Despite the lower intensity ohtained 
in the arrays hybridized with K. lactis cDNA. 

attrihutable to the lowest homology between the 
cDNA and the probes, a signal is obtained for 
the 94c/r of the heterologous probes. The corre­
lation coefficient (CC) between the whole set of 
data obtained using cDNA from S. cererisiae or K. 

lactis is moderate/low (0.335); however, analysíng 
the correlation between groups of gencs clus­
tered by functional distrihution according to MIPS 
(http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/index.jsp), it 
is possihle to discover that the expression of some 
clustcrs of genes is highly correlated while oth­
ers are poorly correlated. Some functional groups 
retated to housekeeping functions such as mitosis, 

transcription, cell wall biogenesis and others are 
highly correlated. This validates the use of het­

erologous arrays from S. cere^^isiae to analyse the 

transcriptome of K. lactis under different condi­

tions or genetic backgrounds. 

Copyright 5 2004 f ohn Wiley & Sons, Ltd. 

Results and discussion 

Isolation of the KISRB 10 gene 

Previously, an intcrnal fragmcnt ol lhc ORF was 
cloned by PCR Irom K. lactis gcnomic DNA. 

using oligonucleotides based on two small partial 

sequences of KISRBlO availahle in datahases and 
which ovcrlap cach other (Ozicr-Kalogcropoulos 

et al.. 199R; Bolotin-Fukuhara c^t al., 2000); aftcr 

sequencing thc R75 hp PCR product, thc fragment 
gave high homology with the ScSRf310 gene. The 

isolation of a KISRBlO clone was ohlained by 

screening a K. lactis genomic lihrary in the vec­
tor pAB24, as descrihed in Materials and mcthods. 
A total of approximately 30000 transformants wcrc 
pooled into 244 pools, grouped into íG suhgroups 
and tinally into cight groups. Once the group, sub­
group and pool carrying the clonc wcrc idcnliticd, 
groups of individual colonies from the pool were 
tested by PCR in order to find the positivc clone. 
A fragment from the positive clone was sequcnced 
by primer walking to reach a contig of 3757 bp 
and [he sequence deposited into EMBL data lihrary 
under Accession No. AJ532841. Hotnology search 
by BLASTN revealed that the clonc contained a 
gene with high homology to several SRl1l0 genes 

isolated from different organisms, and alsu that the 
arrangement of genes in the up and duwn regions 

surcounding KISR[3/0 is thc same as that found 

in S. cererisiae (Figurc 1). A gcnc with homol­
ogy to the S. cere^^isiue ORF YPLOaIC (ó0clc^ 
idcntity using FASTA) is located upstrcam in the 
same strand as KISRBIO: downstrcam, and in lhc 
complementary strand, a sequencc giving homol­
ogy with NONd (ORF YPL043 in S. cerei•isiac^) is 
located. Figure 1 summarizes the direction of tran­
scription and thc homology hetween thc K. lactis 

and S. cerc ^•isiue genes. 

The KISRBIO gene complements the 4SR610
 
mutation in S. cerevisioe
 

In S. cere^•isine, SRl3/0 mutants have partial loss of 
glucose repression, flocculence, unscheduled mei­
otic gene expression, thermosensitivity and poor 
growth on galactose. The functiunality of thc 

cloned KISRBlO gene was verified by cumplemen­
tation of a mutant s[rain from S. cer^^^•isiac^. Thc 

haploid S. cererisiae s[rain Z76R ^MATa ura^­
52 his3^2001eu2-3,-1 /2 rph14187::H1.S3 srbl0^ 
1::hisC [L14(LL;'U2CF_NRPBI)^f wastranstbrmed 
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oo^i ^,9 t,^i 
YPLOaIC-like SRB10 

NOPA 71.99 
1 partial l 

Figure I. Physical map of the ORFs identified in the 
sequenced contig from the K. lactis clone. The percentage 
of identities to the homologous S. cerevisioe genes was 
calculated by FASTA 

with the clone and transformants selected on 
CM-URA plates. The Z768 strain was grown in 
CM and the transformed Z768/KISRBIO strain in 
CM-URA liquid media to test for flocculence. 
Figure 2 shows that completnentation with the 
KlSRB10 gene avoids the flocculence of the mutant 
(Figure 2A). Cultures of the Z768 mutant strain, 
untranstbrmed or transformed with the KISRBIO 
clone, were grown to reach ODfilui = 0.30 and 
10 µl aliquots of the original culture were spotted 
on CM plates with 2clo glucose as carbon source. 

8i
 

6 -i 

0
 
S'RB^^' SRB9
 

L. Núñez et al. 

Complementation with the KISRBlO clone over­
passes the thermosensitivity of the mutant at 40 °C 
(Figure 2B). 

Transcription of SRBIO and other components 
of the SrbB/9/10/I I p complex 

It has been recently reponed that Sr68/9/10/llp 
form a complex associated with the mediator 
which is conserved be[ween yeast and human 
cells (Borggrefe el al., 2002; Samuelsen et aL, 
2003). We have carried out a comparative analysis 
of the expression of the SR88, SRB9, SRB10 
and SRB11 genes in S. cererisiue and K. lactis, 
taking advantage of the DNA-array technology as 
explained in Materials and methods. Fí^ure 2C 
shows that the pattern of relative expression of 
these genes is very similar in the two yeasts. 
Relative levels of expression of SRB8, SRB10 and 
SRBI l are similar to the expression of [he lar^c 
subunit of RNA polymerase II (RPBI ), while 
levels of expression of SRB9 are higher than RPBI 
in the two yeasts. 

B 

Z io °c 

ao °c 

z^es "J.768/k'1.5'RBIO
 

tl'1110 

^- FY71 

SKB/0 SRBII KPBI
 

Figure 2. Functional analysis of KISRBIO. (A) Complementation of the flocculant phenotype in S. cerevisioe. 
(B) Complementation of the thermosensitive phenotype in S. cerevisiae. (C) Comparative transcription of genes encoding 
for the components of the Srbtil9/ 10/ I I p complex in S. cerevisioe and K. ladis 
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Protein features
 

SrblOp, a cyclin-dependent protein kinase, is a 
member of the CMGC group of protein kinases 
(Hunter and Plowman, 1997) and is closely related 
to other yeast proteins, such as Kin28p, Cdc28p or 
Pho85p, Caklp (altogether constituting the CDK 
family, as dehned in the MIPs catalogue), as well 
as human CDK7 (Kin28p homologue) or CDK8 
(SrblOp homologue) (Balciunas and Rhone, 1995). 
Using the BLAST 2 sequences program (Tatusova 
and Madden, 1999), we have checked the homol­
ogy betwcen [he translated protein from KISRBIO 
and the related proteins from S. ceret^isiae, Sacclia­
rontvices klu^•i^eri (P. Cliften and M. Johnston, per­
sonal communication) and Schi^osaccharomrces 
pombe (Watson and Davey, 1998): the same com­
parison was also applied in reference to the other 
members of the CDK family from S. cerei^israe and 
the Cdk7p and Cdk8p proteins. The results are sum­
marized in Table 1 and the query protein shows 
the highest homology with the Srb10 proteins from 
S. kh^^•^^eri and S. cerevisrae. 

CLUSTAL alignment of KISrbIOp with the 
Srb10 pro[eins from S. cerevisiae and S. kltn•^•eri 
is shown in Figure 3. Several conserved regions 
an deduced from the alignment; the widest is 
the protein kinase profile that also includes the 
Ser/Thr protein kinase signature and it is flanked 
by two conserved sequences (marked Srb10 con­
served domains I and II in Figure 3). The amino­
tertninal region of the protein is rich in glutamine. 
In addition, the KISrb10 protein, but not KsSrblOp 
or ScSrblOp, includes in this region a sequence 
that resembles a WRKY-like domain. The COOH­
terminal region contains a conserved sequence with 
10 consecutive alanine residues and is rich in 
asparagines. The alignment of these proteins with 
the human homologue Cdk8p (data not shown) 

reveals that they only share [he protein kinase 
protile. 

In S. cere^^rsiue, the kinase activity appears to be 
central to the function of SrblOp, since mutation of 
a lysinc (shown as bold K in Figure 2) inside the 
conserved serine/threonine kinase domain causes 
the same phenotypes as the null allcle (Surosky 
et nl., 1994). The conservation of this lysine in 
K/SrblOp argues in favour of its functional sig­
nificance (Figure 3). 

The WRKY domain is found in one or Iwo 

copies in n superfamily of plant transcription fac­

tors involved in lhe regulation of vurious phys­

iological programmes that are unique to plants, 

including pathogen defence, senescence, trichomc 

development and the biosynthesis of scrnndary 

metabolites (Eulgem et al.. 2000). Therefore, its 

functional relevance in yeast is improbable, al­

though the presence of this domain in a yeast pro­

tein related to transcription could have evolution­

ary implications in the generation of the functional 

WRKY domain of spccific transcriptional factors 

actually known in plants. 
In order to tind specitic domains in the struc­

ture of the Srb10 proteins from yeast, we havc 
aligned the location of ditferent functional domains 
or conserved sequences in these proteins and 
closely related others (Figure 4). Several fcatures 
are remarkable. First, in the Sr610 proteins, the 
protein kinase domain is interrupted after the 19th 
amino acid inside this domain by a seyuence 
that scarcely varies fmm 108 amino acids in 
SkSrblOp to 99 in KlSrblOp or 86 in SrSrblOp. 
This extra sequence has a similar length in the three 
Srb10 proteins from closely related yeasl, but the 
sequence is not conserved. 

A second notable feature is that Srb10 protcins 
of fungal origin share three domains (shown in 

Table I . Homology between KISrb 10 and other cyclin-dependent kinases 

Source Protein Overlap Identities (%) Positives (%) Gaps (%) 

Saccharomyces kluyven Srb I 0 570 68 79 5 

Sacchoromycescerevisiae Srb10 546 59 71 9 

Sch¢osoccharomyces pombe Prk I 291 55 73 I 

Saccharomyces cerewsiae Cdc28 291 36 56 8 

Saccharomyces cerevisiae Kin28 288 35 52 9 

Saccharomyces cerevisiae Pho8S 285 32 54 7 

Soccharomycescerevisiae Cakl I90 26 45 20 

Homo sapiens CdkB 350 40 56 II 

Homo sap^ens Cdk7 295 36 52 8 
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Kl SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

Kl SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

Glutamine rich 

WRKY DOMAIN 

Q 

GNQQNNSNPYQMSYYRMNNGQGQGTNRWPQQLSHQEMLAGHSQQILNTNKPAGNQS 

K 

MQGQQLGTHSLWQQP-----------------------------QQMMDSKNTGSGNN­ 30 

MYNGKDRAQNSYQPMYQRPMQVQGQQ----------------QAQSFVGKKNTIGSVHG 44 

. . . . ........ .. 
Srb10 conserved domain I Protein kinase 

PPIVMASNNVFSIGPYRQRKDSSRISVL 

QPLLMANNSVFSIGPTKKRKDASRISVL 

IAPMLMANNDVFTIGPYRARKDRMRVSVL 

IYEIIGYIAAGTYGKVYKAK 

EEIYEIIGYIAAGTYGKVYKAK 

E K^YEVIGYIAAGTYGKVYKAK 

59 

^ARDYQNGMNRD ll 9 

áC REDGRNEIES 90 
-RQINSGTNSA103 

K1SRB10 
SkSRB10 
ScSRB10 

NVIILDSPDSVSADSNLDINSINRSTRQQEANDNLTT MDFRKPSHKRFTPPN 171 
MAGGSTPTNTLLSQQPLDZNSINKSTRAQEATESTNTSSTSQGRSSDFRKPSKKDSSTAA 150 
NGSSLNGTNAKIPQFDSTQPKSSSSMDMQANTN-------------ALRRNLLKD----E 146 

K1SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

Protein kinase 

NSNSTQIR-SNSGSETNVRINSSSITNNSRKPSQIQF 

TAVQSQSGNVTSPSDSQPLSASVMIGSPSKKMPTTAY 

GVTPGRIR--TTREDVSPHYNSQ--KQTLIKKPLTVF 
. . . , . . 

^YAIKKFKTEREGVE--HYTGISQ 

^YAIKKFKTEREGVEQLHYTGZSQ 

^YAIKKFKTEKDGVEQLHYTGISQ^ 

228 

210 

zoz 

K1SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

SACREMSLCRELDNNHLTKLVEIFLEKKSIYMVSEFAEHDLLQIIHFHSHPEKRLIPPRM 

SACREMSLCRELDNKHLTKLVEIFLERKSIYMVSEFAEHDLLQIIHFHSHPEKRLIPPRM 

SACREMALCRELHNKHLTTLVEIFLERKCVHMVYEYAEHDLLQIIHFHSHPEKRMZPPRM 

288 

270 

262 

Kl SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

Protein kinase 3T 

ILKSIMWQILDGVSYLHQNWILHRDLKPANIMVTVDGCVKIGDLGLARKFNNMVQTLYTGD 

LKSIMWQILDGVSYLHQNWILHRDLICPANIMVTVDGCVKIGDLGLARKFHNMVQTLYTGD 

^VRSIMWQLLDGVSYLHQNWVLHRDLKPANINIVTIDGCVKIGDLGLARKFHNMLQTLYTGD 

348 

330 

322 

K1SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

KVIVTIWYRAPELILGARHYTPAIDLWAVGCIFAELIGLRPIFKGEEAKMESKKSVLFQA 

^FCVWTVWYRAPELLLGARHYTPAIDLWAVGCIFAELIGLRPIFKGEEAKMDSKKSVPFQA 

KVWTIWYRAPELLLGARHYTPAVDLWSVGCIFAELIGLQPIFKGEEAKLDSKKTVPFQV 

408 

390 

382 

K1SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

QFQKILEVMGSPDHKIWPNIDSYPEYLQLAKMPKYRDNLTAWYQTAGGKDKTALDILYR 

QLQRILEVLGTPTQKSWSNVYKYPEYEQMAKFPKYRDNLPVWYHSSGGRDKAALNLLYQ 

QLQRILEVLGTPDQKIWPYLEKYPEYDQITKFPKYRDNLATWYHSAGGRDKHALSLLYH 

468 

450 

442 

Kl SRBI O 

SkSRB10 

SCSRBIO 

Asparaaine rich 

Srb10 conserved domain Ii 

LLQYDPIKRIDAIDALDHVYF NGDPPVC ENVFEGLNYKYPPRRIHTNDNDITNV 

LFKYDPITRIDAIDALDHEYF NGNPPVC ENVFEGLNYKYPPRRIHTNDNDIMNL 

LLNYDPIKRIDAFNALEHKYF ESDIPVS ENVFEGLTYKYPARRIHTNDNDIMNL 

NN 528 

AK®510 

SRTK 502 

K1SRB10 

SkSRB10 

ScSRB10 

Alanine rich 

Q--ANHSQKQPMHGNNNNKNG LGVNKRILAAAAAAAAAA VSGNGNNPTSNTATGG 586 

KSIANHHQQQAIGGSN-AQSAAMG LGVNRRILAAAAAAAAAVSGSGPNAQNGSASGTNG 569 

N------NTQASGITAGAAANAL GLGVNRRILAAAAAAAAAVSGNNASDEP-------- 548 
. • 

K1SRB10 

SkSRB10 
ScSRB10 

SARKKRK 593 

PIRKKRR 576 
SRKKNRR 555 

+.^. 

Figure 3. CLUSTAL W alignment of Srb 10 proteins of fungal origin 
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Figure 4. Domain distribution in Srb 10 proteins and comparison to related CDKs from yeast and human 

Figures 3 and 4 as l, 11 and Ala rich) that are not 
present in the other related CDKs. We have investi­
gated whether these domains are conserved in other 
ycast proteins or whether they have been associ­
ated with some known function. However, even 
using the BLASTA algori[hm developed for shon, 
nearly exact matches, we have not found signifi­
cant similarities. Therefore, these domains seem to 
be specific to Srb10 proteins of fungal ori^in. 
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Abstract Cloning, sequencing und functional analysis of 
the k7qrrerunnces lucti^ kY/ILMI? gene and its up­
strcam region are reported. The gene encodes for a 
protein that is hiehly homologous to uroporphyrinogcn 
decarboxylases from ditTerent organisms and comple­
ments its mutation in SurrHcu•un>rces cererisine. Sec­
ondary structure prediction allows outlining a topolo^y 
diagram which is computible with a(/3/x)K-barrel 
structurc. A K. (crctrs haploid s[rain carrying a null 
allelc of KlHEM1^ showed decreased growth in media 
not supplemented with hemin (ferriprotoporphyrin IX) 
and red-fluorescent colonics due to the accumulation of 
porphyrins. K(HE:bfl' expression was analysed by 
Northern blot und promoter fusion to the reporter luc7_ 
gene. Transcription of this gene is not under heme or 
glucose repression and it is slightly induced by non­
fermentable carbon sources through the Hup?i3/4/5 
complex. 

Keywords Heme biosynthesis Uroporphyrinogen 
decarboxylase ^ HF,Ml2 ^ Klrn reronn ces loc•Iis 

Introduction 

Ileme is of great importnnce in oxygen-dependent bio­
logicul func[ions. Many pro[eins ^ssociated with oxygen 
binding, oxidative damage prevention and electron 
transport use heme as their prosthetic group. It also 
regulates gene expression through the action of specific 
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transcriptional rcgulatory factors Sincc many cellttlar 
functions arc influcnced by heme, its synthcsis is regu­
lated. 

The heme biosynthetic pathway is well cunscrved in 
dit^erent organisms throughout evolutiun IWyckofT 
et al. 1996). Uropurphyrino^en decarhuxylase (URO-
D; EC 4.1.137) catalyses the fifth step in the heme 
biosynthetic pathway, converting uroporphyrinogen 111 
to coproporphyrinogcn II1. This cytosolic en .rytnc 
sequentiully removes the four carbuxyl groups from the 
acetate side-chuins of the substrate, with thc formation 
of the intertnediates hepta-carboxyporphyrinugen, 
hexa-carboxyporphyrinogen and pcnta-carhu­
xyporphyrinogen (Rytka et al. 1984). In humans, the 
study of URO-D is of particular intcrest sincc an 
inherited or acyuired deficiency of the enzyme activity 
leads to the most common form of purphyries, por­
phyria cutanca tarda (for a review, sec Nordmann nnd 
Puy ?002). 

In the yeast Succhnron^rees^ rrrc^ri.ciuc^, heme bio­
synthesis im^olves eight enzymatic steps going from 
glycine and succinylCoA to heme (for a review, scc 
Lubbe-Bois and Labbe 1990). URO-D is encoded by 
the gene HEMI' (HEhf6, POP^, f'DR0476L^1, indc­
pendently cloncd by complementation of thc allclic 
hem12 and hc^mó mutant strains (G^trcy ct al. 199^; 
Diflumieri et al. 1993). The biosynthesis uf heme in 
difTerent yeasts that also have very important biotech­
nological applications is less studied. Our previous 
work on the regulation of other genes encoding heme 
biosyn[hetic enzymes in Khn rrrunrt rrs /urNs demon­
strated that the first step of heme biosynthesis in 
K. luctis is under a double feed-back conU^ol by heme, 
at the level of transcription (González-Domínguez et ul. 
1997) and mitochondrial import (Gonzálcz-Dumíngucz 
et al. 2001). The present work reports [he cloning, 
sequencing and fimctional analysis of thc KIHEMI' 

^ene from K. lcrrtis. Transcription of this gene is not 
under heme or glucose repression and is slightly 
induced by non-fermentable carbon sotvices through 
the Hap2/3/4/5 complex. 
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Materials and methods 

Yeast s[rains, cell growth and transformation 

The S. cererisiac strains BWGI-7a (MATrr lnu^-3 Inu^­
11? urcr3-S' udc^l-l00 his4-419) und /^emó-1B (h^ATu 
leu,'-3 /eu?-ll^ in•n3-5? ndnl-l00 hisd-4/9 /rem/?) were 
kindly provided by Teresa Keng (McHill University. 
MontreaL Canada). The S. cerrrrSiuc^ diploid strain 
BY4742 (heml^::KanMX4) was obtained fi^om EURO-
SCARF (http:/;www.rz.uni-frankfurt.de/FB;fbl6/mi­
kro;euroscarf) and its sporulation provided a haploid 
he^m/^::kanMX4 strain, named 4/^en^/?-IA, 

The K. lrrc tis struins used in this work are described in 
Table l. Cells were grown at 30°C in YPD medium (2°ró 
glucose, 2°%° bacto-peptone, 1°/a yeast estract) or com­
plete medium (CM, prepared as described by Zitotner 
and Hnll 1976) with various carbon sources as specified. 
Media were supplemented with hemin (ferriprotopor­
phyrine IX) at a final concentration of 50 µg/ml in plates 
or at ditTerent concentrations as described. Yeasi cells 
were transformed following the procedure of Ito et al. 
( I yx^>. 

Cloning [he gene 

A fragment of the ORF from i:. lucti.^^ genomic DNA 
was amplified by PCR, using primcrs based on two 
partial and overlapping sequences of 854 bp and 767 bp, 
BAOAB029H03 and BAOABOIIA07, respectively, 
which did not complete the coding sequence (CDS) <tnd 
available [hrou^*h Genolevures (http://cbi.labri.u-bor­
deaus.fr'Genolevures/). The 489-bp PCR product ob­
tained with the primers designed was sequenced to 
confirm specific amplification. Using the DC-by-PCR 
technique (Díaz Prado et al. 2004), the presence of the 
clone of interest was determined in clusters of plasmid 
DNA extrac[ed from pools of clones from the K. luclis 
genomic library in the pAB24 vector (Botstein et al. 
1979). In each step, the cluster giving a positive fra^ment 
by specific PCR amplification was selected and then 
the components of this cluster were used separately 
as templates for new PCR reuctions, until arriving to 

the isolated clone of interest. Approximately 30.000 
transformants were checked in 45 individual PCR 
reaetions organised in five serial sets. Isolation of DNA 
and plasmid propagation was achieved by conventional 
methods (Sambrook et al. 1989). E. culi DH-IOB was 
used for plasmid amplific^tion and transformations were 
carried out by electroporation. 

The complete KIHEMI^ gene, including n functional 
upstream region of 676 bp and a downstream region of 
878 bp. was subcloned into pSK 1(Prior et al. 1993). 
This is a shuttle vector suitable for bac[erial, K. laclis 
^tnd .S. cerc^ri.crnc translormations. 

Sequencing und sequence analysis 

Both strands were sequenced by the method of Sanger 
et al. (1977) using synthetic primers for primer walking. 
The complete nucleotide sequence was added to the 
EMBL database under accession number AJ496574. The 
sequence was analysed usinp BLASTA from NCBI 
Tools (http:^,ncbi.nlm.nih.^ov ) Multiple alignmen[s 
were carried out by CLUSTAL W(Thompson et al. 
1994) from EBI (http: ^www.ebi.ac.uk clus[alw;). Pre­
dic[ion of secondary structure was carried out with the 
PredictProtein service utility (Rost 1996) using Expasy 
Access (http://www.expasy.org%tools). 

Null allele and measurement of red fluorescence 

The Ohecnl2::kanMX4 null allele in the haploid K. lurtis 
struin PMS-3C was obtaincd following the one-step 
method (Rothstein 1991) by replacement of 93% of the 
CDS with the kanMX4 cassette (Wach et al. 1994). Red 
fluorescence was measured by densitometry of pictures 
obtained by illuminuting the plates with a UV transil­
luminator. 

Northern blot analysis 

RNA isolation and Northern blots were performed as 
described by González-Domínguez et aL (2000). RNA 
blots were hybridised overnight at 62°C in bufTer 

1'able 1 K. lurris strains uscd in [his work. ,4TCC Amcrir.in Typc Culturc Collcc[ion. CBS Ccntral-Burcau voor Schimtnclcultures, NRRL 
Northcrn Rcgional Rcscarch Culturc, 

h'. lu^ ris strains 

NRRL-YI140 (CBS 2359) 
M W270-7B 
M W 98-SC 
PM5-3C 
M W 190-9 B 
W 600 B 
MWIi730_'-DI hup3::LEU2 

Ucscrip[ion 

b^fATu wt 
M11ATu lru: uraAl-l melAl-l 
h1ATx ragl rag2 uraA mctAl urgA 
MATu uru.4 Rug 
M.4Tu /or4-N uruA Ru¢ 
AfATx adcludc2 Icul 
AfATz lcu2 uraA trpl mctA^ ude? 
hiel-? lmp3:: ScLEC'' ^ 

Sourcc 

ATCC R>R5 
M W Ŝ solowski-Louvcl 
M W^solows'ki-Loirvcl 
M Wí•solows-ki-Louvcl 
M. W^solowski-Louvcl 
ATCC 32143 
L Gri^cll 

Rcfcrcncc 

Billurd ct al. (1996) 
Bianchi ct aL (1987) 



contuining 0.5 M Na.HPOa. pH 7?, 7°^ó SDS and 

1 mM EDTA with :t IíIHF,^,M1fl_' probe obtained by 

PCR-amplification of genomic DNA from the K. lcrctis 

strain NRRL Y-1140, using two specific oligonucleo­
tides which anneal ut + 17 and + 1090, including 98% of 
the CDS. After hvbridisation, filters were washed twice 
with 0.1 % SDS arnd 2x SSC at 6?°C for 5 min. Radio­
active blots were exposed onto Phosphorlmager screens 
for yuuntification using the ImageQuant programme. 
Data were normalised for RNA loading against the 
sign:tl obtained from the control probe, rRNA 35S or 
U3 (snRNA 17A). After loading normulisation and to 
compure the signal intensity of each blot, the lowest 
intensity in each blot w:ts considered 1 in arbitrary units 
(relative normalised values) and w^ts used as a reference 
for the other signuls. 

Construction of the lcrcZ fusion and /3-galactosidase 
determinations 

The :tmplified promoter from positions -988 to + 23 
wus cloned in pXW I(Chen 19)6) :md fused in-frame to 
the eighth codon of the lur7, reporter gene (p 

KIIIF'Ml_'1. hbur internal deletions of the promoter 
fused in frame to lur7, in pXW 1 were obtained by PCR. 
In these constructions, two seyuences with similarity to 
the consensus CCAAT, necessary for binding of the 
Hap3p'Hap3p Hap4p/HapSp complex, were removed. 
In the 4A dcletion, the sequence between -672 and 
-661 (TTATA GTTGGAC) wus chan^ed to a BnnrHl 
restriction site. In the 4B deletion, the sequence between 
-395 and -3á4 (MGTCT CCAATA) wds d^an^ed to a 
Bmnlll restriction site. The ^AB deletion inclttded AA 
+ AB deletions but the sequence between -672 and 
-661 was ch:tnged in this case to the sequence 
GGATCT. The 4C construction is a huge deletion from 
-672 to - 384, in which [he two CCAAT-like seyuences 
are also removed and the twu fragments are connec[ed 
by a BumHI restriction site. The constructions were 
verified by sey«encing. The lac7 fusions described above 
were used to transform K. lue lis strain M W 190-96. For 
thc yuantification of /3-galuctosidase activity, 3 5 
trxnsformant colonies were randomly picked and grown 
in CM-Ura media to an optical density at 600 nm of 
approxima[ely 0.8. /i-Gulactosidase activity was deter­
mined in cell extracts as described by Mount et al. 
(1996), in duplicate assays. Values are presented in 

'I'able 2 Homolo^y bctwccn 
SuurccA7tlcml2p and URO-D from
 

difl^crcnt origins
 
S. rereri.riue 
Nrurue^puru crussu 
Srhi_rr.currhurunnres pumhe 
Dunin rerio 
Humu supiens 
Orie uriee 

la9
 

n:momoles of o-niu^u phenol per milligram of prutrin 
per minute; and they represent the average value of 6 10 
measw^ements for each condition. The standard dcvia­
tion was nlways under 10°ió. 

Results 

Isolation of the Kll/EA91? gene and phenotypes 
of the null allele 

The isolation of a KlIIE:M111' clonc wxs achicvcd by 

screening a/í. larris genomic library usiné thc DC'-by-
PCR technique, as described in the Materials and 
methods. Restriction :malysis of the positive clunc re­
vealed that it contuined an inser[ of 7 kb. The inscrt was 
sequenced by primer walking until reaching a contig of 
2,939 bp, including thc /^IIfE,111' gene. The seyuence 
w:rs deposited into EMBL data library under accession 
number AJ496574 and contains the CDS (1,110 bp), un 
upstrcam region (989 bp) and a duwnstream region 
(840 bp). Homology analyses of thc CDS by BLAST 
alignments revealed high homolugy to several IlF.,4/1' 

genes and L'RO-D protcins from dilherent organisms. A 
summary of thc six bcst scores found cotnp:u in^ thc 
translated CDS with URO-D proteins from dilTerenl 
sources is shown in Table 2. The K. hu'lLe protcin 
(K/Ileml2p) has 369 umino ucids and is closcly rclatcd 
not only to URO-D of fungal origin, but also to L'RO-D 
from vertebrates. 

The functionalitv of the cloned /^'lllEAfl? gene was 

verified by complemcntation uf two Surrhrn•onnres ^c­

rrrisinr haploid suains cuntuining a point mutation ot' a 
deletiun of the HEMI' gene, rcspectively. The S. rrrc^­

risiue strains hrmó-I B(kindly supplicd by Tcresa Krng) 
and BY4743 ^lrrnr/_'-IA (obtaincd in this work) wcrc 
unable to grow in the absence of hemin. Both strains 
were transformed with the k/IIfMI? gene subcloncd in 
pSKI, us described in the Materials and methods. 
Transformants were selccted on CM-Ura plates and 
grown without addition of hemin (Fig. la). Thc samc 
results were obtained with the original clone in pAB?4 
(dutu not shown); and in this casc, tu corroboratc the 
plasmid dependcnce of this phenotype, transfornuuits 
were grown in non-selective mcdia to allow plasmid luss. 
After I week, cells were plated onrin CM supplementcd 
with hemin and individual colonics were screencd fur 
growth in CM-Ura supplcmcntcd with hcmin and in CM 

Protcin O^'crlap '^^^ Idcntity '^^ Pusitivc 

URO-D 359 R? NU 
tiy^pothctical 363 59 74 
probaMc URO-D 371 54 71 
URO-D 359 54 (,N 
l!RO-D 367 50 68 
URO-D 155 51 68 
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Fig. la, b Functionality of thc 
h'INEa/Il clone in S eererisiur lA 
und phcnotypcs of [hc K. lur^fis 
null allclc. a C'omplementation 
of Ircmll mutants Gom 
.S. cererieiue. Thc S. rerrrisiae 
strains uscd arc BWGI-7a 
I alATn Icn_'-^ Icu_'-I1_' ura3-?? hem 12-1A hemó-18 

udel-/00 his4-419) und hernó-I B 
(MATa leu?-3 Ic•n_'-!l? una.t-?1 hem12-1A/ hem6-18/ 
^,de1-100 hi.cA-419 heml?), 
kindly providcd by Tcresa 

pSKHEMI pSKHEMI 

Kcng. b Phcnotypcs of thc null 
allclc in R'. Irrrri.c, hcmc 
auxotrophy. rcd-Iluoresccncc 
r.wscd hy accumulation of CM CM+Hcmin 
porphyrins and thc abscncc of 
mcthioninc auxotrophy. Thc 
null allclc, K/Ohcml^, was l L 

obG,incd Irom PM>-3C (bfATu 
rna.4 Ru,q ), as cxplaincd in [hc KIPMi- ^C K/^hem l ? 
Matcrials and mcthods 
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without hemin. The colonies cured of the plasmid, un­
able to grow in CM-Ura supplemented with hemin, were 
also unable to grow in CM in the absence of hemin (data 
not shown). 

We constructed a null allele in the haploid K. lnevis 
strain PMS-3C by the one-step method (Ro[hstein 
1991). Thc lineal fragment used in the yeast transfor­
mation contained an internul deletion of the CDS at 
positions 52 ^1,074, replaced by the kunMX4 cassette 
(Wach et al. 1994) The correct replacement in the 
K. !oclis genome was verified by PCR (data no[ shown) 
and phenotypic analysis revealed: (1) diminished growth 
in media not supplemented with hemin, (2) colonies with 
red fluorescence (as described for other mutants which 
accumulate porphyrins) and (3) the absence of auxot­
rophy for methionine (Fig. lb). Uroporphyrinogen III, 
[he subs[ra[e of URO-D, is a common precursor in the 
metabolism of heme and siroheme. Therefore, uro­
porphyrinogen III connects the metabolism of heme and 
methionine since the biosynthesis of cystein and methi­
onine in S. cererisiue involves cellular uptake and 
reduction of sulphate to sulphide, siroheme acting as the 
prosthetic group of sulphite reductase (Labbe-Bois und 

Labbe 1990). In S. rererisiar, it has been reported that 
the null allele henrl? has methionine auxotrophy (http:// 
db.yeastgenome.org/cgi-bin,'SGD!). We analysed whe­
ther a methionine uuxotrophy was present in Kllrenr/2 
xnd found none (Fig 16). 

Structural characteristics of the KIHEMI? protein 

The K(HEMI? protein (KlHcml2p) is structurally re­
lated to URO-D proteins (See Table 2 for homology 
data). A multiple alignment of KJHeml2p with related 
URO-D proteins from yeasi, Nicoliann luhuc•unr and 
humans is shown in Fig. 2. 

Ŝ 

Fig. 2 Clustal alignmcnt of URO-D from fungi, tobacco und 
humans. For bcttcr localisation. Cys ure shudo,red and His urc in 
hnld. Rcsiducs whosc mutations uti'cct catalytic nc[ivity in 
S. eernrisian arc indica[cd by an urrnv and unrlrrlined whcn 
conscrvcd. Rcsiducs tha[ may bc dircctly or indircctly rclutcd to 
substratc binding or catalysis in human URO-D arc indicatcd by a 
rrur und rmderlincd ^shcrc conscncd 
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-----------------------------------------MGNFPAPKNDLILRAAKGE 19
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--------- -------------------------------------MKNDLILRAAKGE
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KVERPPCWIMR---QAGRYLP----------- EYHEVKNGRDFFETCR-DAEIASEI_TI 70
 

KVERPPCWIMR---QAGRYLP------------F.YHEVKNNRDFFQTCR-DAEIASF.ITI 63
 

EVERPPCWLMR---QAGRYLP------------F.YHEAKGGRDFFETCR DAEIASF;i'I'I 67
 

EVERPPVWiMASWKISSWYVHDLNLIVCTNE'I'II;YHKLRAKQSFFEMCQ-'I'PF.TACF^:I,'1'L `!2 

ETDYTPVWCMR---QAGRYLP------------EFRETRAAQDFFSI'CR-SPEACCEL'1'L 70
 

EVERPPVWLMR OAGRYMK SYQLLCEKYPLFRDRSENVDLWEISL 105
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QPVRRYAGLLDAAIIFSDILVIPQAMGMKVEMVEGKGPHFPEPLRTEEQLQKVLDYKVNV 130
 

QPVRRYRGLID_AAIIFSD_ILVIPQAMGMRVEMLEGKGPHFPEPL_RNPEDLQTVLDYKVDV 123
 

QPIKHFQGLI_DAAIIFSD_ILVIPQAMGMKVEMIEGKGPSFPHPLREVSDVIEVLDYKVDV 127
 

QPVTRFKGLLDAAIIFSD_ILVIPQALGMQVVMLEQKGPHFPKPLWPEDIDLLEKTPN-I 131
 

QPLRRF--LLD_AAIIFSDILWPQALGMEVTMVPGKGPSFPEPLREEQDLERLRDPEV-V 127
 

QPWKVFR--PDGVILFSDILTPLSGMNIPFDIIKGKGPVIFDPLRTAADVEKVREFIP-- 161
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LDELEWAFKAITMTRTKLDGQVPLLGFCGAPWTLLVYMTEGGGSRLFRFAKQWLNE5PES 190
 

LKELDWAFKAITMTRIKLDGEVPLFGFCGGPWTLMVY_MTEGGGSRLFRFAKQWINMYPEL 183
 

LKELDWAFKSINLTRWKLNGEVPLFGFCGGPWTLLVY_MTEGGGSRIFRYAKQWiNEHPDL 187
 

SAKLGYVMDAISLTREKLDGQVPLMGFSGAPWTIMAYMIEGGGSKTFAKAKSWLFRYPEA 191
 

ASELGYVFQAITLTRQRLAGRVPLIGFAGAPWTLMTYMVEGGGSSTMAQAKRWLYQRPQA 187
 

EKSVPYVGEALTILRKEVNNQAAVLGFVGAPFTLASYWEGGSSKNFTKIKRLAFAEPKV 221
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^
 
SHKLLQKITDVAVEFLCQQWAGCQMLQVFESWGGELGSRDFDEFSLPYLKQIAERVPPR 250
 

SHKLLQKITDVAVEFI,SQQWAGAQILQVFES_WGGELSSVDFDEFSLPYL,RQIAERVPKR 7.43
 

CKRLLQRITDVAVEFI,SQQWAGAQVLQVFESWGGELSSLDFDEFSLPYI,KQIVSKVPRR 247
 

SHKLLKIITDATVSYLIQQVYAGAQLLQIFDSWAGELSPEDFTEYAYPYLVRICQEVKQH 251
 

SHQLLRILTDALVPYLVGQWAGAQALQLFESHAGHLGPQLFNKFALPYIRDVAKQVKAR 247
 

LHALLQKFATSMAKYIRYQADSGAQAVQIFDSWATELSPVDFEEFSLPYLKQIVDSVKLT 281
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^
 
LKQLGIEERVPMWFAKGSWYALDKLCDSGYNAVSLDWSWDPAEAVKINS DRVTLQGNL 309
 

LQELGIMEQIPMIVFAKCSWYALDKLCCSGFDWSLDWSWDPREAVKINK NRVTLQG_NL 302
 

LQELGITEKIPMIVFAKNSWYALDKLCDSGFDAVSLDWTWDPKEAVSINK-GRVTLQGNL 306
 

LKKKKRDE-VPMIVFAKGAWYAIDQLCDSGYDVIGLDWTVSPKEAVRIRGNRRVTFQGNL 310
 

LREAGLAP-VPMIIFAKDGHFALEELAQAGYEWGLDWTVAPKKARECVG-KTVTLQGNL 305
 

HPN------LPLILYASGSGGLLERLPLTGVDWSLDWTVDMADGRRRLG-PNVAIQGNV 334
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^
 
DPGVIYGSDEIITKRVTEMVHGFGGGKQHYIVNFGHGTHPFMDPEKIKFFLQECHRVGSQ 369
 

DPGVMYGSKEVITKKVKQMIEAFGGGKSRYIVNFGHGTHPFMDPDVIKFFLEECHRIGSK---- 362
 

DPGVIYGSKEVITKKTEEMIKRFGGGKKNYIVNFGH_GTSPFMDPEQIRFFLEECHRIGSKK-- 367
 

DPNILYGTRBIIEARTKEMIQDFGGGKQGYIINLGH_GITPGVNPDDVRFFLEKCHQYGSA---- 370
 

DPCALYASEEEIGQLVKQMLDDFG PHRYIANLGHGLYPDMDPEHVGAFVDAVHKHSRLLRQN 367
 

DPGVLFGSKEFITNRINDTVKKAG--KGKHILNLGHGIKVGTPEENFAHFFEIAKCLRY 391
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Five out of seven Cys found in the URO-D from 
K. lc^rris align with the Cys present in fungal URO-D 
(Cys <tre shadowed in Fig. 2). His at position 345 in the 
K. lcu•tis protein (in bold in Fig. 2 and doublc labelled 
with arrow and star) is ulso conserved and ^tssociated 
with catalytic site activity in URO-D from S. c•ererisicre 
(Felix and Brouillet 19t)U) and of human origin (Whitby 
et al. 1998). Two more residues that are conserved in the 
K. lucris protein, Asp xt position Hl and Tyr at posi­
tion 167 (indicated by stars in Fig. 2), have been related 
directly or indirectly to the catulytic function of human 
URO-D (Whitby et al. 1998). Other mutations affecting 
enzymatic activity were identitied in S. cererisioe (Garey 
et al. 19)2; Chelstowska et al. 1992). (n Fig. 2 they are 
indicated by arrows and it is possible to observe that 
these are also invariant residues in K. lucris (GIy40, 
GIy307, Ser66, Thr69, Leul14, Ser322). 

The crystal structure of human uroporphyrinogen 
decarboxylase was determined (Whitby et al. 1998), 
showing that the 40.8-kDa protein is comprised of a 
single domuin containing a(/3/x)x-barrel with a deep 
active site cleft formed by loops at the C terminal ends of 
the ban^el strxnds (Ll ^L2 L3 L4). Many residues con­
servcd in other L`RO-D from ditfierent sources cluster at 
this cleft (indicated in Fig. Z with a star). The conserved 
residues are two Arg and one His that are probably 
involved in subs[rate binding and Asp, Tyr and Ser 
involved ei[her in sttbs[rute binding or catalysis. A 
similar s[ructure was de[ermined for URO-D from N. 
^uharum (Martins et al. 2001). The conservation of these 
important residues in tlre K. lucris and other fungal 
URO-D enzymes and the positional conservation of 
prolines suggests a similar folding pattern for fungal 
URO-D proteins whose crystal structures have not been 
resolved yet. Secondary structure prediction from the K. 

Fig. 3 Topological diagram of KlHcml2p, according to sccondary 
structurc prcdiction 
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lcrrlis sequence allows a topology diagrum to be outlined 
(Fig. 3), which shows the secondury elements predic[ed 
and which is compatible with a(/3/x)H-ban^el structure 
like that experimentally lound for the enzyme from 
,N. nrhrrrmn and of human origin. The principal ditTer­
ences between the K. /nr^i.c enzyme und these ones are, 
apparen[ly: ( I) loop L2, in which only one /3-strand and 
one x-helix are predicted instead of two present in hu­
mun URO-D, (2) the lack of predicted x-helices in loops 
L4 and L7. 

Expression analyses and promoter features 

KIHF_Ml? expression wus anulysed by Norther q blot 
and promoter Cusion to lucZ in a reporter plasmid as 
described in [he Materials and methods. The sequence of 
the KlHEMI' upstream region is shown in Fig. 4a; and 
in silico analysis looking for putative consensus for 
transcriptional regulatory factors reveals the existence of 
putative sites (CCAAT) for binding of the complex 
Hap3/3/4 (- 389 to -385, - 663 to - 667). Degenerate 
sequences from the consensus for Gcrlp binding are also 
present (-325 to -3'I, -713 to -709). 

In S. cer^erisic^e, the levels of HF.hIl2 expression are 
strain-dependent. Zoladek et al. (1995), using a set of 
different strains, reported low ScHEMI? expression, 
only detectable using poly-A RNA preparations or total 
RNA from cells [ransformed wi[h the gene in a mul[i­
copy plasmid. Di Flumeri et aL ( 1993), using RNA 
isolated from the strain BWGI-7a or derivatives, found 
levels of ScIlEh71_' comparable with those found for the 
transcript of loading control actin. The exis[ence of ex­
tragenic mutations af%cting HEM!? expression has 
been reported in S. cererisiue (Zoladek et al. 1995) and 
could be related to the dif%rent levels of expression for 
ditTerent genetic backgrounds. Table 1 contains the 
levels of KIHF.,ti1!? expression using total RNA in five 
K. luc•ris strains available in the laboratory. Signal 
intensities obtained and normalised to loading are 

LS L6 L7 L8 

H145
 

^ 
2G5^ 27 2tŜ 4 293 , 306, 31A 341 3S4 

Hs rtn H7 HN 

(^ I I @ 

'6? 27 2R3 z^yt 1 ?03n 33 t 339 n 36S 
^ 



yuantified in Fig. 4b. A faint band is perceptible in all 
strains, although higher ezpression (five-fold) is detected 
in PMS-3C. Our results indicate that, with our Northern 
conditions und in all the struins tested, in K. !culis the 

KIHEhJI' transcript can be detectcd using total RNA 

Fig. 4a^ Promotcr scyucncc and KfNF.;t1/' cxpression analyscs 
by Northcrn hlot. a Promotcr xqucncc and idcntification of 
putati^^c Hup^ 1 4>p complcx and Gcrlp binding sitcs. b 
k^IHL'.411? cxpression in difTcrcnt h'. lurti.c strains in CM µ^ith 2°^^ 
cthanol ^glyccrol. c Influcncc of thc hup ^ mutation upon IíYHEMIZ 
cxpression in R' luctis. Thc wild typc I^^ t) is M W 190-9B and hup3 is 
MWH730'_-DI hnp3::LEU^. Thc ñ. lur^ie^ strains uscd in thc 
cxpcrimcnts arc fully dcscribcd in Tablc L Thc A'I/lEA11? probc is 
dcscrihcd in thc Matcrials and methods RNA ?SS or U3 probcs 
wcrc uscd for a louding control 
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nnd without trttnsforming thc cclls with a multirupy 
plasmid. Ilowever, otu calculatiun^ (data nut shu^^'n) 
give absolute values far beluw thosr c^peclyd for actin 

expressiun. 
To easily extend our analysis on KIHEhfI' expre,­

sion to ditTerent conditions, the promo[er uf the gcnc 
was fused in-frame tu the rrporter gene lur7_ in the 
plasmid pXW I as explained in the Matcrials and 
methods. The results obtained (Fig. Sa) indicate thut the 
gene is not repressed by gl«cose, but is slightly induced 
by non-fermentable carbon sources likc lactate or ctha­
noljglycerol. The gene is nut regulatcd by heme, since 
the levels of expressiun do not rhun^e upon xddition of 
hemin (up to 100 Ng ml). The addition of _' mM i1,0^ to 
generate oxid^ttive su^ess docs not ^tfl^ect Kl//IiA^J? 

expression. 
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The functionality of the ptuative Hap?;^3;^4/Sp bind­
in^! siles present in the promoter was first investigated by 
transfonnation of the wild-type and hap3 K. luclrs mu­
tant strains with the pSK KIHEAII_' construction. 
Northern blot (Fig. 4c) indicated that KIHEMI? levels 
diminish 1.4-fold in the hup3 mutant. This resuh is in 
aercement with ratios between 1.7 and 1.5 for induction 
obtained in non-fermentable carbon sources versus 2% 
glucose (Fig. Sa) and suggests that E1ap3p, through the 
complex Hap2^3^4 S, could mediate this induction, al­
though its functional significance in K. luciis is moderate 
and disruption of the K1NAP3 gene in K. lac^is does not 
result in a respiratory-deficient phenotype (Mulder et al. 
1994). 

Fig. Sa-c Promotcr unalyscs by larl, fusions. a/i-Gulactosidasc 
assay showing thc inliucncc of curbon sourcc nnd hcmc Icvcls upon 
A7HEh11? cxpres^ion. b Dcscription of dclctions uscd in this study 
c ER^cc[ of dclctions dcscribcd in b on K7HE,tll_' promotcr activity 
in thrce diffcrent culturc media. Thcsc analyscs wcrc carricd ou[ hy 
tr.mstormin@ K lurtis strain !vIW190-9B. EG Ethunol glyccrol, 
H hcmin 

The two putative CCAAT boxes which could 
mediate the response to the Hap2/3/4/Sp complex were 
mutated as explained in the Muterials and methods and 
depicted in Fig. 56. Four constructions with ditTerent 
mutations in the promoter and fused in-frume to the 
reporter gene lurZ were used to transform K. loc•tis 
strain MW190 ^)B. Transformed cells were grown in 
2% glucose, 0.5% glucose or 2% ethunol-^lycerol. 
Measurements of ^-galuctosidxse activity ( Fig. Sc) re­
vealed tha[ single or double mutations of the CCAAT 
boxes at positions -389 to -385 and -663 to -667 
diminished the uctivity of the promoter and that this 
cffect was hiéher in 0.5% glucose or 2% ethanol­
glycerol than in 2% glucose. The down-regulation ob­
served in the double mutant is not higher than that 
observed in the single mutations; and this could be 
expluined if only one of the CCAAT boxes is func­
tional in the original promoter, but after deletion, the 
remaining one could repluce its function. Although our 
da[a do not allow ascer[aining which one of Ihe 
CCAAT boxes is functional in the cell, elimination of 
the CCAAT box at positions - 389 to - 385 h^s the 
hi^her eflect and is also more dependent on the carbon 
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source. Also. it matches the consensus CCAA^T better 
than the sequence nt positions - 663 to -667-

Discussion 

The cloning and sequencing of the Kl//f:',ti1/' gene is 
presented. The gene is functional in S. rere^risiue and 
complements both a point mutation and the deletion 
of the homologous gene Sc11E,tif1_'. The homology of 

the K. /crctis pro[ein encoded by K/1/1,ti1/? to URO-D 
from ditTerent sources :tnd the conservation of amino 
acid residues, which is related to catalytic ac[ivity 
for this enzyme from other sourccs, also supported 
its URO-D function. This presumption was also 
confirmed by the phenotypes associated wi[h the null 
allele in K. luctis, since they are those expected for a 
protein related to heme biosynthesis. The strain with 
the null allele shows heme auxotrophy (Labbe-Bois 
and Labbc 1990) and red fiuorescence upon L'V irra­
diation, indicative of an accumulation of Zn-porphy­
rins. (Rytka et al. 1984; Kurlandzka et al. 1988). The 
presence of inethionine auxotrophy in the null mutant 
of HEMI? from S. c•er•erisiue has been reported 

(http://db.yeastgenome.org!cgi-bin/SGD/). However, 
we have nol detected this phenotype in the K. lucNs 

Ohc^rnl? null mutant. Methionine auxotrophy is related 
to mutants atTected in thc early steps of the heme 
pathway, prior to the synthesis of tuoporphyrinogen 
III (Labbe-Bois and Labbe 1990). Therefore, the 
phenotype in the K. lucris AhemlJ null mutant is th:^t 
expected for u gene coding for an enzyme acting 
downstream in the heme biosynthetic pathway and 
one that does not interfere with the production of 

siroheme. Methionine auxotrophy in the null mutant 
of HEMI^ from S. cererisiue is probably attributable 
to the concurrence, in the genetic background of the 
strain, of other undetected mututions affi^ecting the 
regulation of heme or methionine biosynthesis. 

In the K. lucN.r URO-D, the organisation of second­
ary structure elemen[s is compatible with :1 spatial 
structure in a(/3;x)K-barrel, similar to [hat crystallo­
graphically determined for the enzyme from other 
sources (Whi[by et al. 1998: Martins e[ ul. 2001). Anal­
ysis of the crystal structure of human URO-D suggests 
that the active site is formed by loops Ll, L2, L3, L4 and 
L8, which form a cleft necessary for interaction with the 
acetate and;or propionate carboxylate groups of the 
substrates. Consistent with the highly negatively charged 
substrate, the active site cleft contains a number of polar 
and positively charged chains (Whitby et al. 199á). In 

the K. lcrrris enzyme, several basic amino acids are 
present in L1: Arg37, Arg41, }iis47 and Lys50. llow­
ever, the two basic residues His220 and 11is223 present 
in the human L4 loop are substituted by Trp und Glu in 
K. luctis and also in all the URO-Ds uligned in Fig. 3. 
For the [wo conserved residues related to catalysis in 
other organisms, in the predicted (/f/x)x-barrel for 
K. /ucris URO-D, the Tyrl67 is also located ut [he L3 

i;;
 

loop, yet Asp^l is located on the othcr side uf the 
hypothetical barrel, Car away from loop L^ where this 
conserved Asp is located in hwnan l,'RO-D. We may 
speculate that GIu330 und Glu'_?3, present in the L4 

loop in K. luctis L'RO-D, mny replace the functional role 
of Asp in the catalytic cleft, but mutation and crystal­
lographic analyses will be necessary to confirm this 
hypothesis. 

The tive Cys found in the URO-D from K. lurri.c 
align with Cys present in L; RO-D of fungal origin 
(Fig.2). URO-D from yeast und uther sow^ces is 
inhibited by sulphydryl-specific rragents, such as 
N-ethylmaleimide (Elder et al. 1978: Kaw:mishi et al. 
1983; Felix and Brouillet 1990). This result was initiully 
interpreted as a conseyuence of the importxnce of Cys 
in the maintenance of the active site. Ilowevcr, data 
ubtained by si[e-direc[ed mutation refuted this idea 
(Wyckoff et al. 1996: Di Flumieri et al. 1997). Deter­
mination of the crystal structure of human URO-D 
suggests that Cys do not participate in the catalytic site 
and are buried in the structure. Therefore, modification 
with a bulky maleimide group is likely to disrupl thc 
structure explaining the inhibitory etTect, but a con­
servative chunge to Ser, as that introduced by sito-di­
rccted mutagenesis, is easily tolerated (Whitby et al. 
1998). Curiously, the five Cys are well cunservcd in K. 
lucris and in all [he URO-D of fung<tl origin and may 
play an important, yet uncharactcriscd, rolc in prc­
serving structure or activity. 

The URO-D enzyme is also inhibited by dicthyl­
pyrocarbonate (Batlle et ul. 1986) and ferric iron (Fclix 
and Brouillet 1990), suggesting the involvement of Ilis 
residues in changing the conformation of the activc 
site. In human URO-D, the change of IIis339 tu Asn 
displays normal ac[ivity for the initial substrate, but thc 
mututed enzyme is weakly active for udditional de­
carboxylations of the 7-intermediute, 6-intermediatc 
and 5-intermediate (Wyckotfi et al. 1996). This residuc 
is located at the opening to the uctive site deft and thus 
muy play a role in the orientation of partially decurb­
oxylated substrates in the ac[ive site (Whi[by et al. 
1998). This His is also presen[ in the K. luctis protein at 
position 345, reinforcing the importance of its conscr­
vation. 

The expression of KlNEh1/' is strain-dependent. 
The existence of extragenic mutations xtTecting HliAl/' 
expression hus been reported in S. cererisiue (Zoladek 
et al. 1995) and could be related to difl^erent Ievels of 
expression, both in ditTerent genetic backgrounds and 
in K. hrctis (Fig. 46). The puttern of KIHF.MI' tran­
scriptional regulation in ditTerent carbon sources is very 
similar to that reported for its homologuc in S. rer•c^­
risiae (Chelstowska et al. 1993; Di Flumieri et al. 1993). 
The transcription of the KIIIEdfI' gcne increases 
slightly in non-fermentable carbon sowccs, as dcduced 
by (3-gulactosidase assays. There are two consensus 
sequences (CCAAT) for the interaction with the cum­
plex Hap2/3/4/Sp in the promoter (Fig.4a); und 
mutation of KIHAPj decreases KIIIEMI? transcrip­
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tion. In a}^lap2/3/4j5p wild-type genetic background, 
mtttation of the CAAAT boxes also lowers KlHEM1? 
expression. The ef^ects caused by mutations are carbon 
source-dependent, as previously expluined in the Re­
sults. Binding of the Hap2/3/4/Sp complex to their 
regulated promoters in S. cererisiae is related to heme 
induction and also to induction by non-fermentable 
carbon sources under aerobic conditions (Olesen et al. 
1987). The presence of the consensus CCAAT in the 
KIHEM!? promoter and the fact that (i-galactosidase 
levels do not change when comparing cells erown in 
(2%) glucose versus fructose (2%) both argue against 
glucose repression and in favour of the existence of 
induction in non-fermentable carbon sources. Also 
reinforcing this hypothesis, no putative sites for the 
binding of transcriptional repressors related to glucose 
repression are present in the promotec Putative sites 

for Gcrlp bindin^, a transcriptional regulator of gly­
colytic enzymes, do not seem to be funetional since 
K1HEM12 expression does not increase with higher 
levels of glucose. 

The KIHEM!? gene is not regulated by heme levels. 
The addition of hemin, a precursor of heme biosynthe­
sis, has no etTect on /3-galactosidase expression directed 
by the KIHEMI^ promoter a[ concentrations that ati'ect 
the levels of expression of other genes related to the 
heme biosynthetic pathway (González-Domínguez et al. 
2000). The da[a on expression indicate that the trnn­
scrip[ional re^ula[ion of KlHEMI? is not a key point for 
regulation of heme synthesis in K. Inctis although it is 
sli^htly induced in non-fermentable carbon sources by a 
Hap3p-depcndent mechanism. 
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