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INTRODUCCION

1. Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces lactis

Saccharomyces cerevisias una levadura, ampliamente estudiada por su gmama de

aplicaciones en la industria panadera y vitivilacdPero igual o mayor interés tiene su
utilizacion en el laboratorio como organismo modedea el estudio de la célula eucariota, tanto
por las ventajas que ofrece su manipulacion (eselutar, tiene un rapido crecimiento, es facil
de cultivar y de transformar) como por haber sitigremer organismo eucariota en ser

secuenciado completamente en el afio 1996 (Goéfiealu1996).

Por su parteKluyveromyces lactiss también una levadura de elevado interés biol&gico,
muy utilizada en estudios genéticos y en aplicasondustriales. Como caracteristica especial
destaca que es capaz de asimilar lactosa y comaventi acido lactico que es un producto con
un amplio rango de aplicaciones en la industriaatiticia, quimica, farmacéutica y cosmética,
entre otras. Su genoma también esta completamecuersciado desde el afio 2004 (Dugbn
al. 2004).

S. cerevisiag K. lactis pertenecen a la famildaccharomycetacea8u proximidad evolutiva
es tal queK. lactis anteriormente se denominaBaccharomyces lactisAun asi, existen
diferencias significativas entre ambas, sobre tsidbablamos de aspectos metabolic®s.
cerevisiaetiene un metabolismo fundamentalmente fermentatiato es asi, que aun en
condiciones de aerobiosis, esta levadura fermariteehte de carbono del medio para producir
energia para su crecimiento. El inico momento eue$. cerevisiaeambia su metabolismo
fermentativo a un metabolismo respiratorio es caardel medio se agota la fuente de carbono
fermentable (ej. glucosa, fructosa, etc.) y soledgun fuentes de carbono no fermentables (gj.
etanol, glicerol, etc.) para la produccion de erze(Dejearet al.2000). En contraposicion&
cerevisiag K. lactis posee un metabolismo fundamentalmente respiratesialecir, sea cual
sea la fuente de carbono que haya en el m&ditactis la degradara por la via respiratoria
siempre y cuando exista Guficiente para llevar a cabo la respiracion.dShay suficiente ©

en el medio,K. lactis tornara su metabolismo respiratorio en metaboligermentativo
(Gonzélez-Siset al. 2000).

Todo lo expuesto anteriormente tiene su importaeocigos procesos biotecnoldgicos a nivel
industrial. Teniendo en cuenta la gran cantidagrdeuctos que se generan en los procesos
biotecnoldgicos, es necesario optimizar al maximpreduccion ya sea minimizando costes,

implementando la produccién o disminuyendo el tierdp la misma. Por ello, a veces, el
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metabolismo fermentativo de S. cerevisiae es cpradaicente, porque a menudo es necesaria
la generacién de una gran cantidad de biomasa ade mlel organismo. Mediante el
metabolismo respiratorio la levadura genera unaomesgntidad de biomasa partiendo de la
misma cantidad de nutrientes. Es por esto que mmas que tengan un metabolismo
fundamentalmente respiratorio (comK. lactisy aseguran una mayor rendimiento

biotecnoldgico, y por ende econémico.

. Gen ABF2

Aunque el ADN mitocondrial IntADN de las levaduras no contiene histonas, si esta
empaquetado enomplejos deADN-Proteinasconocidos comaucleoides mitocondriales
(Miyakawaet al 1995). Se han descrito cerca de 30 proteinas pasibles componentes de
estos nucleoides mitocondriales entre los que @gemtran no solo factores que intervienen en
replicacion y transcripcion de ADN, sino tambiéntpinas estructurales para el mantenimiento
de los nucleoides (Chen y Butow, 2005). Los prialep componentes de los nucleoides
mitocondrialesson las proteinas que pertenecen al grupo denomid@dlta movilidad
electroforética (en inglés,high mobility group — HM@ (Kuroiwa, 1982). A este grupo
pertenece la proteina daccharomyces cerevisigede Kluyveromyces lactislenominada
Abf2p que es el producto del gen de estudio en estgjtraxperimentaAbf2pes una proteina
de union al ADNmt involucrada en la replicacion, riecombinacién, la expresion y el
mantenimiento del genoma mitocondrial (Newman, J996S. cerevisiaena cepaabf2 (nula
para el gemMABF2) que crece en un medio fermentable pierde rapideearel ADNmt. En un
medio con fuente de carbono no fermentable, sergamea presion selectiva que impide la
pérdida de las mitocondrias, pero aun asi las aglekperimentan una disminucion de

crecimiento (Yooret al 2011).

EnKluyveromyces lactjobjeto de estudio en este trabajo experimentskeeuna pauta abierta
de lectura (ORF) denomina#d. LAOF01485gque muestra similitud de secuencia con el gen

ABF2deS. cerevisiasegun se recoge en la base de datos Genolevtipegdenolevures.org).

Cuando se comparan las proteinas de ambas levaducashprueba, al hacer un alineamiento
entre ellas por el programa BLAST accesible dead@dpia base de datos, que existe entre
ellas un 33% de identidad de aminoacidos y unaligichique aumenta hasta el 55% si se
consideran sustituciones entre aminoacidos equitesle En el proceso evolutivo muchas
funciones nuevas se generan mediante previa doidiicde los genes que posteriormente se
especializan. Una duplicacion del genoma compMtGD), sucedié en la evolucion de las

3
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levaduras cuando se produjo la adaptacion al mietatmfermentativo (Wolfe y Shields, 1997).
De hecho muchos genes que Kenlactis no estan duplicados muestran dos o mas copias
evolutivamente relacionadas 8ncerevisiae Por estos motivos aunque entre dos gené&s de
cerevisiaey K. lactis exista similitud de secuencia, eso no significa gxista una homologia
funcional, ya que pueden haber derivado de un &mncesmun para terminar codificando
proteinas con distinta funcion. En este trabajopropusimos averiguar si el gen #e lactis
identificado por la ORAKLLAOF01485ges un homoélogo funcional del ge&xBF2 de S.

cerevisiae
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3. OBJETIVOS

El objetivo final de este trabajo es comprobagxiste homologia funcional entre los genes
ABF2 de S. cerevisiagy KLLAOF01485g deK. lactis Para evitar problemas que no sean
causados por la diferencia existente entre la @sta/funcion de la proteinas en ambas
levaduras, sino que pudieran deberse a difereecida expresion de los genes, decidimos
complementar la mutaciGxabf2deS. cerevisia€inicamente con la regién codificante del gen
deK. lactis pero utilizando las regiones promotoras y terminasl propias del gelhBF2 deS.

cerevisiae.

Los objetivos concretos se han desglosado delesitpimodo:

1. Obtencién de las construcciones necesarias pareesaxpla proteina codificada por
KLLAOF01485gdeK. lactisenS. cerevisiae

2. Transformacién de las cepas 8e cerevisiagy seleccién de levaduras que contengan los

plasmidos necesarios para el ensayo de complen@ntac

3. Comprobacion, mediante el analisis de los fenetgmlos transformantes, de la existencia o no

de complementacion funcional.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas
1.1. Cepas Bacterianas

XL1-Blue (Stratagene®): cepa deEscherichia coli utilizada para la construccion y

multiplicacion de los plasmidos.

Genotipo:recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAlfgaroAB laclgZDM15
Tn10(Tetr)]

1.2.Cepas de levaduras

BY4742 (Euroscarf®) cepa salvaje d8accharomyces cerevisiatlizada para la obtencion
del ADN gendmico utilizado como molde para la PGRapobtener el geBcABF2 También
se utilizé como control para realizar los ensagm®fipicos.

Genotipo:MATa his3A1 leu40 lys210 ura340.

Y16205 (Aabf2) (Euroscarf®): cepa mutante dé&accharomyces cerevisiggen ABF2

deleccionado) utilizada para realizar los ensagoetfpicos.
Genotipo:MATa hisA1 leu40 lys240 ura310 YMRO72w::kanMX4

SAY529 (Dr. S. Carter} cepa dekluyveromyces lactipara la obtencion del ADN gendmico

utilizado como molde obtener el ggtABF2.
Genotipo:MATa adel trpl leu2 metAl urnAl nejl:: hisG.

BJ3505 (Sigma-Aldrich®) cepa huésped de levaduBafcharomyces cerevis)agtilizada

para la construccion de los plasmidos por reconciina

Genotipo:MATa pep4::HIS3 prbA1.6R lys2-208 trpA101 ura3-52 gal2 can
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2. Vectores

YCplac33 (ori ampr CEN4/ARS1 URA3(Gietz y Sugino, 1988) (Figura 1): plasmido

centromeérico en el que se clonara el 48k 2tanto deS. cerevisiaeomo deK. lactis

(5375) DrdI

(4589) AhdI

(3670) Aatll
(3668) Zral

(3449) Ndel

(3237) XemI
(3208) PpuMI
(3176) EcoRV
(3155) Ncol
(3097) BstBI
(3004) BsmI
(2990) ApalI*
(2986) PspOMI*
(2928) Stul

lac oEerator
HindIII (233)
SphI (243)
/ PstI - SbfI (249)
SalI (251)
‘ Xbal (257)

BamHI (263)

— TspMI - Xmal (268)
. Smal (270)

——— Acc65I (272)
KpnI (276)
~——— EcoS53kI (280)

— " SacI (282)

" EcoRI (284)

~ KasI (445)
NarI (446)
Sfol (447)

PIuTI (449)
Spel (550)

— PAIFI - Tth111I (942)

M13 rev’q

Mcs

YCplac33

5603 bp

BsaBI (1516)

NgoMI1V (1771)

Nael (1773)
Nhel (1801)
BmtI (1805)

BtgZI (1513)

BgIII (1986)

‘ Aarl (2303)
BstXI (2446)
BspDI* - ClaI* (2455)
Nsil (2541)
BpulOI (2631)

BsmBI (2738)

Figura 1.- PlasmidoYCplac33
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YEplac195(ori2um ampr CEN4/ARS1 URABGietz y Sugino, 1988) (Figura 2): plasmido
episomal en el que se clonara el g@+2tanto deS. cerevisiaeomo deK. lactis

(lac operator|
HindILT (233)
/ BfuAl - BspMI (238)
Sphl (243)
PstI - SbfL (249)
< _sall (251)
© - Xbal (257)
__— BamHI (252)
~ .~ TspMI - Xmal (268)
—— Smal (270}
—— Acc65I (272)
Kpnl (276)
—— Eco53kI (280)
___ sacl (281)
" EcoRI (284)

~ KasI (445)
~ Narl (448)
_Sfol (447)
PIUTL (449)
— Pfol* (640)
. BStAPI (562)
Hpal (742)

(5013) DrdI

B i}
e \ac promoter
3

13 re‘,’alz

(4227) AhdI 3

(4142) BSrFI

(4080) NmeAIIl —

YEplacl195 | |
5241 bp [

= — BsaAl - SnaBI (1384)
{3820) Tsol —

(3308) Aatll 4y ¢/ AV \ \ S \
(3306) Zral / <7 AN\ vy s
BseRI (2024)
AT ' \ \ \ Mfel (2038)
(3087) Ndel A y ' BspDI* - Clal* (2088}
[3058) Bsgl \ \ '- |
(2846) PpUMI ¥ VA \ PsIT (2187)
(2814) EcORV f BPULOI (2269)
(2793) Neol / /
(2735) BStBI 3 BsmBI (2376)
{2642) Bsml / Stul (2568)

(2628) Apal* PSpOMI* (2624)

Figura 2.- PlasmidoYEplac195
3. Medios de cultivo

A continuacién se describen los medios utilizadas pos cultivos de bacterias y levaduras.
Todos los medios fueron esterilizados en autoaavante 20 minutos a 121 °C, en 1 atmésfera

de presion.

Para la fabricacion de placas, a estos medios s#illio agar al 1,5%.
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3.1. Para bacterias

Para el crecimiento de bacterias se empled el mealactivoLBA (Luria — Bertani) con
ampicilina (Sigma- Aldricf®) a una concentracion final depg@ml. Este medio nos permitié

seleccionar las bacterias que contenian los pl@sntion el gen de resistencia a la ampicilina.

LBA

P BaCtotriptoNa. .. ...c.o i e e e 100
> Extractode levadura........ocooe oo 0.5
D B S) 1 (0 1T= 0.1%

Nota: la ampicilina es afiadida después de estariez medio en el autoclave, cuando la

temperatura ha descendido a 60 °C aproximadamente.
LBA (X-gal + IPTG)

Se utilizaron placas LBA tratadas con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolils-D-
galactopirandsidp e IPTG (isopropil-5-D-1-tiogalactopiranésidp para la seleccion de

colonias por coloraciéhlanco/azul

El IPTG se us6 como analogo no-hidrolizable de la alot&cfmra inducir la transcripcion del
operdn de expresidacZo del plasmido (gen que codificaffegalactosidasi

El X-gal se usé como sustrato cromogénico para difereantae las colonias que adquirieron
el plasmido recombinante y las que no. Las colatéaseélulas transformadas con_un pldsmido

no recombinante obtuvieron una colorac&aul ya que el plasmido mantuvo la actividad

galactosidasa Por el contrario, las colonias con células tramsfdas con un_plasmido
recombinante obtuvieron una coloraciblanca ya que el inserto interrumpid la secuencia

lacZa del plasmido.

Se afadieron 20 pl de IPTG (de una solucion deecdracion 0,23mg/ml) y 100 ul de X-gal

(de una solucién de concentracion 20 mg/ml) poagaaca y se dejaron secar antes de su uso.
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SOC
Utilizado para la produccion de células competeKtek-Blue.

» BactotriptoNa.......ccoeie it e e e e 100

> Extracto de levadura.........ocooee e, 00

Condiciones de crecimiento de bacterias.
Se utilizé una temperatura de 37 °C durante 24shora
3.2.Para levaduras

PD

> Extractode levadura............cooiiiiiiiiiiiii e 190
P BaCtOPePtONa. .. ..e it e e e e e 200
DL o | 0T 1 2%

Nota: se utilizaron medioséPE y YPG en los que el contenido en D-glucosa fue sustitpuat
etanolal 3% y porglicerol al 4% respectivamente. En el caso del YPE el éfapoaiadido

una vez la temperatura descendio a unos 55 °@dteslizar en el autoclave.

CM

P GlUCOSA .t e e e e 200

» Mezcla de aminOACIdOS........cvviviieiie i e i iene e DML
* Isoleucinay fenilalanina................cccoeiii ... 60 g
» Histidina, Leucina, lisina, uracilo y tirosina.........cccccccvveveeevvvvvnnnnnnnnnn. 40 mg/L

o TrPtOfan0...cc e e e e 30 ML

* Arginina, Metionina, Treoninay Lisina................coviiiiiiiininninnn. 10 mg/L
» YNB (Yeast Nitrogen Bas@d. ..........ovviiiii i e e e 67 ml/L
LI (L P ] © P 75 ml/L
¢ KHP Q. o 15 mi/L
MO . i 7.5 ml/L
O NG 1.5 ml/L

10
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© CACD i 1.5 ml/L

o Mezcla de VItamINGS. .. ....c.uieiie et 50 ml/L
0 Biotinay acido folico...............ccoeeiiviiiiiic i e 0.6 mg/L
0 P-aminobenzoico y riboflavina.............c..cooii 60 ng/
o Pantotenato calcico, niacina, piridoxina y tiamina.............. 120 mg/L
O INOSIOL. .. e 600 mg/L

® SIS HAZA. . ettt e e 100 ml/L
0 ACIHO DOMICO. .. .vee i e, 75 mg/L
O SUlfato CUPFICO... et e e e e e e e 6 mg/L
(o T [0 o [0 o I o o) = ] (oo 1SN P 15 mg/L
o Cloruro férrico y molibdato sodico..................ccccoevevvneen. ... 30gih
0 Sulfato manganoso y sulfato de zinC...............ccoeviivieinnns eg/L

Nota: el YNB se esteriliza por separado de la n@eaoterior al que se afiade posteriormente.
Se utilizaron medios derivados @& que fueron:

CM — URA: se usé la misma receta prescindiendo del uracilo.

CM (Gliceral): se uso glicerol al 4% en lugar de glucosa.

CM — URA (Glicerol): se usé glicerol al 4% en lugar de glucosa y secpré® del uracilo.
Condiciones de crecimiento de levaduras.

Se empled una temperatura de 30 °C durante unag28oras.

4. Técnicas de Biologia Molecular
4.1. Obtencién, amplificacion y purificacion de ADN

4.1.1. Extraccion de ADN plasmidico de bacterias medi&itte&eomercial Genejet Plasmid

Miniprep Kit (Fermentas®)

El kit se basa en el uso de columnas de centrifagayie tienen una membrana de silice a la
qgue se une el ADN plasmidico para asi poder sdpatal resto de componentes celulares. El

protocolo utilizado fue el siguiente:

11
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a. Se tomoé con un palillo aproximadamente un cuartdadal de la masa de células sembradas
en una placa Petri y se resuspendieron en 250 Redespention solution@on RNAsa) en
un tuboEppendorf®hasta dejarlo homogéneo. Luego se afiadieron 2861pjsis solution®
(con SDS para liberar el ADN plasmidico) y se m@pdr inversion hasta que la mezcla quedo
MAas viscosa y transparente. Posteriormente seeafind350 pl ddNeutralization solution®
(creando las condiciones adecuadas para la uniéAlé plasmidico a la membrana de la
columna de centrifugacion) y se mezclé de nuevarparsion hasta que la mezcla tuviese un
color blangquecino. A continuacion se centrifug@ad0 rpm durante 5 min.

b. El sobrenadante se pasé a una columna del kicgr#eifugé durante 1 min a 13000 rpm. Se
descarté el liquido que quedd en el tubo coleck® Kealizaron 2 lavados c@vash solutio®
(con etanol al 96%), para eliminar posibles contamies, centrifugando a 13000 rpm durante
1 min cada vez. Se descarto el liquido del tubeatol ambas veces. Luego se pasé la columna
a un tubo colector nuevo y se centrifugé duramtgr?a 13000 rpm para eliminar todo el etanol.
Se transfirid nuevamente la columna a un tubo tmidampio y el ADN adherido a la

membrana se eluy6 con 50 pl de agua bidestiladafogando a 13000 rpm durante 2 min.
El ADN plasmidico se conservo a -20 °C.
4.1.2. Extraccion de ADN plasmidico de levaduras mediéisi® alcalina

Para la obtencién de ADN plasmidico a pequefia&sealitilizd el protocolo de lisis alcalina
(modificado de Sambrook et al. 1989).

Se inocularon colonias aisladas en matraz con niieglimlo (YPD) y se dejaron crecer toda la

noche en agitacion a 30 °C.

Se tomaron 5 ml de cada cultivo y se centrifugatominuto a 13000 rpm. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendio el precipitado epl25SOLUCION Ipreviamente enfriada
en hielo. El contenido de cada tubo se pasé ahmdppendorf. Se afiadieron 0,3 gGlass-
beads diametro 0,5miiBiospec® y se agitaron en el vortex a 15-20 Hz duranteirdutas
aproximadamente. Posteriormente se afiadieroruR5fe 1laSOLUCION Ily se mezclé por
inversion hasta lograr una viscosidad homogéneagd.se afiadieron 330 de SOLUCION

[Il' y se mezclé nuevamente. Se centrifugd 5 minut@®a0 rpm y se transfirio el sobrenadante
a una columna del kit dgenejet Plasmid Miniprep Kit (Fermenta#) partir de aqui se siguio

el punto b del protocolo indicado por el fabricante (se datah el puntet.1.1).

12
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Preparacion de las SOLUCIONES
> SOLUCION I:50 mM. de Glucosa; 10 mM de EDTA; 25 mM de Tris4dGpH 8.0).

La solucion Ise prepara a partir de patrones estériles dewarlde sus componentes.

Se almacenan a 4 °C. Se mantiene en hielo dunambeusipulacion.
> SOLUCION It 0,2 N de NaOH; SDS (Dodecil Sulfato Sodico) al. 1%
Se prepara a partir de patrones estériles en elemtonale su uso.
> SOLUCION lIt Acetato potasico 3M pH 4,8.
Se prepara como solucién patrén estéril y se ceasetemperatura ambiente o a 4 °C.
4.1.3. Extraccion de ADN gendémico de levaduras

Se sigui6 el protocolo descrito por Ausubel (20@).cultivos crecidos durante toda la noche
se tomaron 10 ml y se centrifugaron durante 5 toga 4000 rpm, se elimino el sobrenadante
y se resuspendio el precipitado de células en B0fe agua bidestilada. Se transfirid la
suspension a un tubBppendorf®y se centrifugo 2 min a 13000 rpm, se elimind el
sobrenadante y se resuspendieron las células epl 2@0rampoén de Rotura*Se afadieron
0,3 g deGlass-bead® diametro 0,5mntBiospec®, y 200ul de PCIA (Fenol - Cloroformo -
Alcohol IsoAmilico) para separar las proteinasiiezcla se agité en vortex a 15-20 Hz durante
3 minutos. Se agregaron 2(Dde 1xTE {ris-HCI 10mM pH 8.0; EDTA 1mMy se agit6 en
vortex unos segundos. Se centrifugd durante 5 wsnat13000 rpm y se transfirio la fase
superior a un tubo limpio. Se afiadié 1 ml de etah®b% para precipitar el ADN, mezclando
por inversion. Luego se incubo en hielo 10 minusescentrifugé a 3000 rpm durante 10
minutos y se descarté el sobrenadante. Se lav@eipgado con 1 ml de etanol al 70 % para
eliminar las sales. Se centrifugd durante 5 mirD@3pm. Se descarta el sobrenadante (la
mayor cantidad posible) y se deja secar al aire lton la tapa ddtppendorf®abierta. Una

vez seco se guardo el ADN gendémico a 4 °C resdgpeen 10Qul H2O esterilizada.

13
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*Tampodn de rotura

=  Triton X-100 2%.

= SDS 1%.

= NaCl 100 mM.

= Tris-HCI 10 mM a pH 8.0.
= EDTA1mMapH 8.0.

Medida de la concentracion de ADN:

Se utilizo 1,51 de la muestra de ADN para medir en un espectinfetroBioPhotometer plus
de Eppendorff® la absorbancia a 260 y 280 nm. La concentrasgdrelculd sabiendo que la
absorbancia 1 a 260 nm es equivalente adithl de ADN. La relacion de la absorbancia a

260/280 indica la calidad de la muestra y debeesmana a 1.8.

4.1.4. Amplificacion de ADN por reaccion en cadena dedharperasa (PCR)

Para la amplificacion de los genes se siguio elisige esquema:

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 —95°C 2 -5min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 - 95°C 35-60s
Amplificacion Hibridacion 50- 56 °C 35-60s 35
Elongacién 68 —72°C 1 min/Kb
Extension final 68 — 72 °C 5-10 min 1

Tabla 1.- Esquema general de las PCR realizadas.

Para la realizacion de las diferentes PCR se antiliz distintas enzimas. Para la amplificacion

de los genes se utilizo la polimerasa de altaiflddPfu (Fermentas®y para la comprobacién
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de los pldsmidos recombinantes se utilizé6 la pofrse DreamTaq (Fermentas®. El

termociclador utilizado fue el “Primus” de MWG —@®TECH.

Los cebadores que se usaron se detallan en lazaBlara su disefio se utilizé el programa
OligoPerfect™ DesigneflnvetrogeriV) indicando que los oligos cumpliesen las sig@gnt

caracteristicas en la medida de lo posible: tenarTim> 50 °C, tener un contenido en GC >
40%, ausencia de complementariedad interna pata éviformacion de horquillas y ausencia

de anillamiento entre la pareja de cebadores.

%GC Cadena Tm(°C) Secuencia 5’-3’ (n° bases)

ScADbf2 F 52,38 FWR 55 CTCGTCTAGAGAGCATCTCTCTAACAACGGCCTC (34)

ScAbf2 R 33,33 REV 55 TCGAGTCGACGAGICAATCCAGCGAATTATTATACAA (38)

KIAbf2 F 33,33  FWR 55  GAAGCCAATCAATTACAACAACAAATAA ATGAACAGTTACAGCCTATT
AACTAGATCTTTC (61)

KIAbf2R 57,14 REV 55  GGCATAAAAAACATTGTGAGAGTACCGCGGTCTAGTTGTGTGGGTAGC
GAGC (52)
invpScAbf2 F 39,29  FWR 56 ACCGCGGTACTCTCACAATGTTTTTTAT (28)
invpScAbf2 R 26,47 REV 56 TTATTTGTTGTTGTAATTGATTGGCTTCTTTGTT (34

Tabla 2.- Cebadores utilizados para la realizaciéon de las PCR; se ha subrayado las secuencias de corte de Sal |
(GTCGAC) y Xba | (TCTAGA); En negrita se ha destacado los codones de inicio (ATG) y terminacién (CTA) del gen
KIABF2; En azul se indica la secuencia del promotor y del terminador de ScABF2 utilizadas para la recombinacion.

4.1.5. Protocolo para la purificacion de los productos BER con el kit GeneJet® PCR

purification Kit de Fermentas®

El producto de la PCR realizada se llevé a un velurde 10Qul con agua bidestilada. Se
agregaron 20Ql de Tampon de UniofBuffer NTI®), se mezcld y se transfirié a una columna
de purificacion. Se centrifugd 1 minuto a 13000 r@® descart6 el liquido recogido en el tubo

colector y se agregaron 7Dde Tampon de Lavad@Buffer NT3® con etanopu Se centrifugo
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por 1 min a 13000 rpm y se descarto el liquidawab colector. Se repiti6 el lavado con otros
700ul deTampon de Lavad@uffer NT3®. La membrana de la columna se seco centrifugando
en un tubcEppendorfnuevo durante 2 min a 13000 rpm. Por ultimo sg&kl ADN de la
membrana en un tuldeppendorfnuevo agregando 54l de agua bidestilada y centrifugando

por 2 minutos a 13000 rpm. El ADN purificado fueatenado a -20 °C.

En las purificaciones a partir de geles de agagesailizo el mismo Kkit, la Gnica diferencia con
el protocolo explicado anteriormente es un paseipionde se diluyd la agarosa incubandola
con Tampon de UnidériBuffer NTI®) a 55°C (se afadieron tantdscomo mg de peso de la
banda del gel).

4.2.Construccion de los plasmidos

4.2.1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion

Se realizaron digestiones, de los plasmidos $a®BF2 con las enzimaSall y Xbal para
realizar las diferentes construcciones. Como tanmg®musoé el proporcionado por la casa
comercial. Las digestiones se llevaron a cabo dei&horas a 37 °C. En la tabla 3 se muestran

las secuencias de corte de estas enzimas.

Secuencia de corte (5'-3")

Sall GTCGAC

Xbal TCTAGA

Tabla 3.- Enzimas de restriccion usadas y sus secuencias de corte.

4.2.2. Ligamientos

Los ligamientos se realizaron utilizando 2 ligadiferentes, la ligasa T4tytech™ y la ligasa
T4 Speedynzytech™. Se usé como tampdn el correspondiente a cadsalig-a proporcion

entre la cantidad de vector y de fragmento fuexapradamente 1:3.
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4.3. Transformacién de bacterias y levaduras
4.3.1. Preparacion de bacterias competentes (XL1-Blue)

El protocolo que se utilizé para prepararlas fusigaliente:

Bajo condiciones de esterilidad se inoculé un dtecude E. coli de la cepaXL1-Blue
(Stratagene®en medicSOC. Se dejo crecer hasta alcanzar una absorban€@ ané de 0,6
(2 — 3 horas). Se centrifugé a 5000 rpm duranterutos a 4 °C y se lavo en 50 ml de NacCl
10 mM frio. Se volvié a centrifugar y se resuspérati 50 ml de GCa 100 mM frio, incubando
en hielo por 20 minutos. Después de centrifugadQSpm se resuspendio en 3 ml deCal

mM y glicerol al 30% y se repartié en alicuotasadenadas en tub&ppendorfa -80 °C.
4.3.2. Transformacion de bacterias

En condiciones de esterilidad, se agregaron 10epdadia ligamiento a 100 pl de bacterias
competentes{L1-Blug. Se incubd en hielo durante 20 minutos. A comtomdn se realizé un
choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y savileal hielo por 1 min Se agregd 1 ml
de medio LB liquido y se incubd durante 45 mingiesigitacion a 37 °C. Se centrifugé durante
1 min a 13000 rpm y se elimino el sobrenadantaeSeaspendid el precipitado en 150 ul de

medio LB y se sembro en placas con medio LBA, meebo6 a 37 °C durante 24 horas.
Para el control negativo a una alicuota de céhtdese le afiadié ADN.
4.3.3. Transformacion levaduras

En condiciones de esterilidad, se indculo de uhaned de cada cepa de levadulBy' §742y
Aabf?) en aproximadamente 15 ml de YPD y se dejo citecker la noche a 30°C en agitacion.
Tras el tiempo de crecimiento se tomaron 10 mléelas y se centrifugaron a 13000 rpm
durante 1 min. Se elimind el sobrenadante y sei@flachl detampdn* Se centrifugd durante
1 min a 13000 rpm y se eliminé el sobrenadante.déhslas se resuspendieron en ldal

tampén*y se afiadieron 50 pl de ADN sonicado de salmon.

Del resuspendido de células anterior se tomarondOp se afiadio 1 ul del ADN de la
construccion a transformar. Como control negativaiie tubo no se afiadio ADN. Se echaron
600 ul de PEGpplietilenglicol 4000 al 50%y se incubd durante 30 min a 30 °C en agitacion.
Posteriormente se incubd a 42 °C en bloque dut&men. Luego se centrifugd 1 min a 13000

rom y se elimind el sobrenadante con una pipetaar®elio 1 ml de YPD para lavar el
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precipitado y se centrifugé durante 1 min. a 13@0M. Se descarté el sobrenadante. Se
resuspendio el precipitado en 1 ml de YPD y selida@urante 45 - 60 min a 30 °C. Por ultimo,

se sembraron las células en placas CM-URA.
Para el control negativo a una alicuota de céhuese le afiadié ADN.

*Tampdn 0,9 ml de Acetato de litio 1M y 0,1 ml de TE 10¥s¢HCI pH 8.0 10mM + EDTA

1mM) por cada ml de tampon preparado.
4.3.4. Construccion de plasmidos recombinantes por recoacon de levaduras

Se utilizé el kit Frozen-EZ Yeast Transformatiorl™ (Zymqg. A 50 ul de levaduras
competentes (cepBJ3509 se le afiadieron 0.bg de vector y el triple de fragmento. Se
afladieron 500 pl dsolucion EZ3®y se mezcld por inversion. Se incubo6 a 30 °C dardh

min y posteriormente se sembraron las células araplcon medio selectivo, en nuestro caso
CM-URA.

4.4. Electroforesis en geles de agarosa

Se realizaron electroforesis en geles de agaragsavjgaializar los acidos nucleicos. Los geles
Se prepararon a una concentracion del 0,7% desaartampon TAHTris- Acetato — EDTA)
(Tris 40 mM, EDTA 1 mM, acetato acético 20 Y cual permite la separacion de los
productos en un rango de entre 0,8 a 10 kb (Sarkletoal, 1989).

Como referencia para los tamafios moleculares ksduti marcadoGeneRulef™ 1kb DNA
Ladder (Fermenta®) (Figura 6) y como fluoréforo intercalante de dos nucleicos para
visualizar el ADN se utiliz&elGreed™ (Biotium®) a una concentracion final 1x. Se utilizo el

transiluminador moleculdmager GelDoc XR+ (BioRad)

Eﬁeneﬂuier'“ 1 kb DNA Ladder
| 0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-lo-use
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5. Herramientas bioinforméaticas
» Para la obtencion de secuencias de las ORFs aclona

SGD GSaccharomyces Genome Database):

http://www.yeastgenome.org/

Génolevures:
http://genolevures.org

» Para el disefio de cebadores:
ProgramaDligoPerfect™ Designedelnvetrogei™:

http://tools.lifetechnologies.com/content.cfim?pdgdi7 16

ProgramaNetprimer®de Premier Biosoft™

http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/indexaht

» Busquedas bibliogréaficas: PubMed

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para estudiar si la ORF del gaBF2 deK. lactis complementa la mutacion de la ceysbf2

deS. cerevisiase siguieron los pasos que se muestran a conimuac

1. CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES.
a Obtencion de las ORFs del gdBF2deS. cerevisiag deK. lactis

b. Construccion de los plasmid¥€plac33+ScABF2 YEplac195+ScABF2

c. Construccion de los plasmid¥€plac33+KIABF2e YEplac195+KIABF2

2. ENSAYOS FENOTIPICOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

3. CONCLUSION.

PCR de las ORFs de los geiseABF2y KIABF2.

Purificacion de las PCRs.

Extraccion de ADN plasmidicorCplac33 e YEplac195

Digestion con enzimas de restriccion de la PCR de la OFSeABF2y los

plasmidos. Purificacion y ligamiento de ambos.
Transformacion de bacterias.

Comprobacion de las construcciones mediante PCR.

PCR divergente utilizando como moM€E€plac33+ScABF2
YEplac195+ScABF2

Recombinacién en levaduras de los productos de la PCR divergente y la Q

KIABF2.
Extraccion de los plasmidos recombinantes de levaduras.
Transformacion de bacterias.

Comprobacion de candidatos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES

a. Obtencion de las ORFs del geABF2 de S. cerevisiag K. lactis

La secuencia del ge8cABF2se obtuvo de la base de datos SGBcEharomyces Genome Database
y la del gerKIABF2 se obtuvo de la base de datos de GénolevureslaPamgplificacion por PCR de

estas secuencias se disefiaron cebadores espeficdsie Materiales y métodos

* PCR de las ORFs de los genes SCABF2 y KIABF2

Los protocolos utilizados fueron optimizados vad@anas cantidades de ADN molde y la
temperatura de anillamiento hasta conseguir aroatifos fragmentos de interés. Los esquemas
mostrados en las figuras 6 y 7 fueron los queifizanbn para la amplificacion del g&xBF2

deS. cerevisiag deK. lactis

Se utilizaron como molde para la amplificacionA@N gendmicos d&. cerevisia¢BY4742
y deK. lactis (SAY52%. El método utilizado para la extraccion del ADBhgmico se detalla

en el puntat.1.3de Materiales y métodos

La enzima polimerasa utilizada fuePfu (Fermenta®), que es una enzima de alta fidelidad
(tasa de error: 2.6 x POnucledtidos por sitio) junto con Bifu buffer 10X Los tiempos de
elongacion establecidos fueron de 1 minuto por Kb flagmento a amplificar. Los
oligonucleotidos empleados como cebadores parRGaésfuerorScAbf2 Fy R (paraScABF2

y KIAbf2 Fy R (paraKIABF2), y sus caracteristicas se muestran en la talffa124 de
Materiales y métodgds En las figuras 4 y 5 se muestran los protocoliiizados para la

amplificacion del ge\BF2deS. cerevisiag deK. lactis

21



RESULTADOS Y DISCUSION

TEMPERATURA (°C)

DESNATURALIZACION AMPLIFICACION ELONGACION
INICIAL FINAL
| 94°C | 94°C
5 min. 1 min.

BB 72°C 72°C
T - 2 min. 1 min, |

.9 |
-1 O ERO

g 55°C
— =) 1 min -
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Figura 4.- Esquema de la PCR para la amplificaciodel genABF2 de S. cerevisiae.

DESNATURALIZACION AMPLIFICACION ELONGACION
INICIAL FINAL
| 94°C 94°C
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Figura 5.- Esquema de la PCR para la amplificaciodel genABF2 deK. lactis
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En las figuras 6 y 7 se muestran las electrofopesia las comprobaciones de los productos de

las PCR realizadas.

M

/ Gen ScABF2

2000 pb -

/ ORF de KIABF2
T20 ph

L 3
oL =

+ Purificacion de las PCRs

Las purificaciones de los productos de las PCRealizaron con el kit comerci@eneJet*
PCR purification Kit (Fermentas®)siguiendo el protocolo detallado en el pudtd.5

(Materiales y métodos).

b. Construccién de los plasmido¥ Cplac33+ScABF2 e YEplac195+ScABF2.

» Extraccion de ADN plasmidico

Se realizaron minipreparaciones con el &dmercial GeneJe® Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas®)de YCplac33e YEplac195segun el protocolo que se detalla en el pdntol

(Materiales y métodos

» Digestién con enzimas de restriccién de la PCR dedRF de ScABF2 y los plasmidos.

Purificacion y ligamiento de ambos

Aproximadamente hg de los dos plasmidos y la PCRItEABF2se digirieron con las enzimas

Sall y Xbal durante 3 horas a 37 °C del modo en que se aetalla tabla 4.
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RESULTADOS Y DISCUSION

YCplac33 YEplac195 PCR &. cerevisiag

Muestra 6 ul 6 ul 48 pl
Sall 3ul 3ul 8 ul
Xbal 3 ul 3 ul 8 ul

Buffer Tango 2X 5ul 5ul 20 pl
H20 bidestilada 8 ul 8 ul 16 pl
Volumen final 25 ul 25 ul 100 pl

Tabla 4.- Esquema de las digestiones realizadas cBal | y Xbal a la PCR deScABF2y a los plasmidos.

Las digestiones se purificaron con el GéneJet™ PCR purification K{Fermentas® Se
comprobaron las digestiones en un gel de agarbga&dano muestra la figura 8.

M 1

[ ]
L]

6000 ph “ ’*

3000 ph

2000 ph —

1000 ph

Figura 8.- Electroforesis en gel de agarosa para la comprobacién de la digestion con Sal l y Xba | de
los plasmidos YCplac33 (1) e YEplac195 (2), y del gen ScABF2 (3).
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A continuacion se lig&cABF2con los dos plasmido¥ Cplac33e YEplac195.

» S. cerevisia€2 tubos):
Tubo 1:
7 1l (2ug aproximadamente) dg&cABF2digerido.

1 pl (0,5ug aproximadamente) déCplac33digerido.
1 pl de ligasa.

o O O o

1 pl de Tampodn de ligasa 10X.
Tubo 2:
7 ul (1,5ug aproximadamente) d&&ABF2digerido

1 pl (0,5ug aproximadamente) d&Cplac195digerido.
1 pl de ligasa.

o O O o

1 pl de Tampodn de ligasa 10X.

El ligamiento se realiz6 con 2 protocolos distintasa aumentar las posibilidades de éxito de
los ligamientos. Uno de ellos conligasa T4Speedynzytech™ a 22 °C durante 30 min. El

otro con ldigasa T4 (nzytech™jhcubando durante toda la noche a 4 °C.

Como controles se utilizaron tubos en los que seiaitbO esterilizada en lugar &cABF2
para comprobar si los vectores podian recirculazasa que ocurriria si estos hubiesen sido

cortados con una Unica enzima de restriccion dedardigestion.

» 2 tubos control:

= Tubo 1:

7 ul de HO esterilizada.

1 pl (0,5ug aproximadamente) déCplac33digerido.
1 pl de ligasa.

o O O o

1 pl de Tampodn de ligasa 10X.
Tubo 2:
7 ul de HO esterilizada.

1 pl (0,5ug aproximadamente) d&Cplac195digerido.
1 pl de ligasa.

o O O o

1 pl de Tampodn de ligasa 10X.
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Transformacion de bacterias

Se transformaron bacteri&s coli de la cepa&L1-Bluede Stratagene®con los ligamientos
anteriores segun el protocolo detallado en el pdr8® (Materiales y métoddsSe dejaron
crecer en placas con medi@A (X-gal + IPTG), que contiene ampicilina. Como control
negativo a una alicuota de células no se le afddid (la ausencia de colonias en estas placas

indicaba ausencia de contaminacion).

Tras el crecimiento de colonias se seleccionaroesgmbraron en placas LBA las colonias
blancas lo que indica que el garZa del plasmido ha sido interrumpido por la inserdiéh
gen ScABF2durante el ligamiento. En las placas con los ligatos control (solo ADN
plasmidico sirScABF2 tan solo se obtuvieron 1 colonia azul en el cies6Cplac33y 3 en el
caso derEplac195lo que indicaba que existia un nimero muy bajmdiéculas del plasmido

recircularizado.
Comprobacion de las construcciones mediante PCR

Se realizaron minipreparaciones (segun el pdritd de Materiales y métododg las colonias
blancas resembradas en el apartado anterior. El giBdinidico obtenido se usé como molde

para comprobar las construcciones mediante PCRsiguieron el esquema de la tabla 5.

Miniprep YCplac33+ScABF2 Miniprep YEplac195+ScABF2

Molde 1ul 1ul
dNTPs 5 ul 5 ul
Tampon 10X 5 ul 5 ul
ScAbf2 F (1uM) 1l 1 pl
ScAbf2 R (1uM) 1l 1 pl
Taq polimerasa 1ul 1ul
H20 bidestilada 36 pl 36 ul
Volumen total 50 pl 50 ul

Tabla 5.- Cantidades de reactivos utilizadas en la PCR para la comprobacién de los ligamientos.
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El programa utilizado fue el que se detalla endaré 4 (pag. 22). Las PCRs se comprobaron
mediante electroforesis en gel de agarosa y comuousstran en la figura 9 se obtuvo la

amplificacion del gen d8ScABF2

M1 2

! -

2000 ph s
=

1000 pb e
-
L]
-. -

Sc4dBF2

Figura 9.- Electroforesis en gel de agarosa de comprobacion de la PCR de los ligamientos
YCplac33+ScABF2 (1) e YEplac195+ScABF2 (2); M marcador de pesos moleculares.

c. Construccion de los plasmido¥ Cplac33+KIABF2 e YEplac195+KIABF2

» PCR divergente utilizando como molde YCplac33+ScA&BFYEplac195+ScABF2

Para la construccion de los plasmid@3plac33+KIABF2 e YEplac195+KIABFse realizaron
dos PCRs divergentes utilizando como molde laspreparaciones déCplac33+ScABF2
YEplac195+ScABF®iluidas 1/10. Estas PCRs divergenteasaron para eliminar la ORF de
ScABF2 dejando Unicamente la region promotora y ternoredel gen para obtener las

siguientes construcciones:

- YCplac33+ Promotor y Terminador del g&tABF2(YCplac33 + Py T SCABF2

- YEplac195+ Promotor y Terminador del g&itABFAYEplacl195 + Py T SCABF2).
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Miniprep YCplac33+ScABF2 Miniprep YEplac195+ScABF2

Molde 1pl 1ul
dNTPs 5l 5ul
Tampon 10X 5l 5ul
invpScAbf2 F (1QuM) 1ul 1ul
invpScAbf2 R (1QuM) 1ul 1ul
Pfu polimerasa 1pl 1ul
H»0O bidestilada 36 pl 36 ul
Volumen total 50 pl 50 pl

Tabla 6.- Cantidades de reactivos utilizadas en la PCR para la obtencion de los pldsmidos YCplac33 e
YEplac 195 con el Promotor y Terminador del gen ScCABF2.

La polimerasa utilizada fue Rfu (Fermenta®) junto con el Tampén 10X proporcionado por
la casa comercial. El programa utilizado en el taniglador es el que se muestra en la figura
10.

DESNATURALIZACION AMPLIFICACION ELONGACION
INICIAL FINAL

e | z
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&
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Figura 10.- Esquema de la PCR inversa.
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Se realiz6 un gel para la comprobacion de las na@ones de las PCRs como se muestra en la

figura 11.
M 1 M 2
- ¥Cplac33 +Py T ScABF2
6000 pb e r4 6000 pb . i/lfplm:l?.i +Py I ScABF2
o~ o
1000 pb  ww R !

Figura 11.- Electroforesis en gel de agarosa de la comprobacion de la PCR inversa.

Se purificaron las PCRs por kit GeneJet® PCR purification Kit de Fermentag®n el
protocolo explicado en el puntol.5(Materiales y métodgs

Recombinacion en levaduras de los productos deGRRlivergente y la ORF de KIABF2

A fin de obtener por recombinacion las construcesonYCplac33+KIABF2 e
YEplac195+KIABF2 se transformé la cep@J3505con 0.5ug de ADN de cada vector
(YCplac33 + Py T SCABF2¥Eplacl95 + Py T SCABF¥ 1.5 ug del inserto de ADN (ORF
del gerKIABF2) utilizando el kitFrozen-EZY east Transformatioh™ (Materiales y métodgs

En ambos casos se obtuvieron numerosas colonias.

Posteriormente se resembraron una colonia aislad@adia transformacion en medio liquido
CM-URA a 30°C toda la noche para realizar la extéacde los plasmidos de la levadura que

se llevo a cabo siguiendo el protocolo detalladelgrunto4.1.2(Materiales y métodgs

Transformacion de bacterias

Se transformaron bacteri&s coli de la cep&XL1-Bluede Stratagene®con 5ul del ADN
plasmido obtenido en el apartado anterior y en ambasos,YCplac33+KIABF2 e
YEplac195+KIABF2,se obtuvieron mas de 40 colonias. Se seleccinmea colonias de cada
tipo, se resembraron en placas LBA, se dejarorecee87 °C durante todo un dia y se realizaron

minipreparaciones para comprobar si los plasmitdtsnidos poseian el g&tABF2.
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Comprobacion de candidatos

Se realizé una PCR de comprobacion de las tranafiomes realizadas. Se utiliz6 como

polimerasa laDreamTaqy como Tampoén 10X el proporcionado por la casaeroial. El

esquema usado fue el que se muestra en la tabla 7

Miniprep YCplac33+Py T Miniprep YEplacl95+Py T
ScABF2 + KIABF2 ScABF2 + KIABF2

Molde 1pl 1ul
dNTPs 5 ul 5 ul
Tampon 10X 5l 5ul
KIAbf2 F (10puM) 1l 1pl
KIAbf2 R (10puM) 1l 1l
DreamTagq 1ul 1ul
H»0O bidestilada 36 pl 36 ul
Volumen total 50 pl 50 pul

Tabla 7.- Cantidades de reactivos utilizadas en la PCR para la comprobacion de las construcciones

YCplac33 + KIABF2 e YEplac195 + KIABF2.

La PCR se comprobd por una electroforesis en gafjdeosa como se muestra en la figura 12.
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Figura 12.- Electroforesis en gel de agarosa para la comprobacién de las construcciones YCplac33 +

KIABF2 (1) e YEplac 195 + KIABF2 (2).
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» Transformacion de levadurasBY4742 yAabf2)

La levaduraBY4742(salvaje), que se va a utilizar como control, smdformé con los
plasmidos vacio¥Cplac33y YEplac195y la cepalabf2 (mutante) con los mismos plasmidos
vacios y con las construccion¥€plac33+KIABF2 e YEplac195+KIABF2jtilizando en cada
caso 1l de la correspondiente minipreparacion y siguiegldarotocolo descrito en el apartado
4.3.3(Materiales y métod9sTodas las transformaciones se sembraron en tidditlRA (ya

gue todos los plasmidos poseen el gfdA3 como marcador para levaduras) y después de
incubar las placas 2 dias a 30°C se obtuvieronde&$ colonias por placa.

Como control negativo a una alicuota de célulasatta levadura no se le afiadid6 ADN (la

ausencia de colonias en estas placas indicabacaskEncontaminacion).

2. ENSAYOS FENOTIPICOS

Se resembro, en CM-URA, una colonia aislada de ttadaformacion para realizar los analisis

fenotipicos.

Como se ha comentado en la introduccién la a2 que crece en un medio fermentable (con
glucosa), pierde rapidamente el ADNmt, y en un medn fuente de carbono no fermentable
con etanol o glicerol, se genera una presion sedegtie impide la pérdida de las mitocondrias,
pero aun asi las células experimentan una disndinu® crecimiento importante, es decir en
estos medios esta cepa posee un fenotipo de cemtomnas lento que la cepa salvaje isogénica
(Yoonet al 2011).

En primer lugar se comprob6 que éramos capacespdeducir el fenotipo descrito por Yoon

y colaboradores. Para ello se sembraron la 8f#/42y Aabf2 en placas con medio YPD
(glucosa), YPE (etanol) y YPG (glicerol) comprobdsel que efectivamente, al comparar el
crecimiento entre las dos cepas, la cepa mutaetaarece en los medios con fuentes de carbono

no fermentables.

El siguiente objetivo era determinar si el getkdactisKIABF2 era funcionalmente homologo al
gen ABF2 de S. cerevisiaePara ello se sembraron las ce@64742 Aabf2 y Aabf2
transformada con el gen 8#ABF2 clonado en el plasmidéCplac33(YCplac33+KIABF2)
YEplac195YEplac195+KIABF2)en los medios anteriores YPD, YPE y YPG. Comousel@
observar en la figura 13, el genKIABF2 no es capaz de complementar la mutacion del neutant

Aabf2, ya que las cepas transformadas no recuperaivileside crecimiento de la cepa salvaje
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RESULTADOS Y DISCUSION

BY4742 Ademas el numero de copias del g&ABF2 que exista en el interior de una célula no
modifica el resultado, ya que, la cepa mutantestoamada con la construccion con el plasmido
centroméricoY Cplac33+KIABF2) episomalYEplac195+KIABF2)poseen el mismo fenotipo.

BY4742 (wi) 1.- YPD (YCplac33)
Plasmido vacio 2.- YPG (YCplac33)
3.- YPE (YCplac33)
4.- YPD (YEplac1995)
5.- YPG (YEplac195)
6.- YPE (YEplac195)

Figura 13.- Crecimiento en placas de las construcciones (YCplac33 e YEplac195) en medios YPD, YPG e YPE.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se utilizaron medios ricos porque se queria regindufenotipo del mutante descrito por Yoon y
colaboradores y estos fueron los medios utilizagos estos autores, pero la falta de
complementacion detectada, era posible que serdebia pérdida de las construcciones (ya
gue en estos medios no existe presion selectiva)omue se repitio el experimento en medios
CM-URA, CM-URA glicerol y CM-URA etanol. Como se sdrva en la figura 14 el resultado

obtenido fue el mismd<IABF2 no fue capaz de complementar la mutacion del rieutainf2.

1.- CM-URA (YCplac33)

2.- CM-URA (Glicerol) (YCplac33)
3.- CM-URA (Etanol) (YCplac33)
4.- CM-URA (YEplac195)

5.- CM-URA (Glicerol) (YEplac195)

6.- CM-URA (Etanol) (YEplac195)

Figura 14.- Crecimiento en placas de las construcciones (YCplac33 e YEplac195) en medios CM-URA, CM-URA (Glicerol)
y CM-URA (Etanol).



RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepaBY4742Aabf2estan transformadas con los plasmidos vacios parpugdan crecer

en medios —URA (ambas cepas &6RA).

. CONCLUSION

Segun los resultados obtenidos podemos conclujiegquesar de la existencia de una homologia
del 55% (considerando sustituciones entre aminoa@duivalentes) entre las proteiAdéé2p
de S. cerevisiaey de K. lactis la ORF del gerKIABF2 (KLLAOF01485g)no muestra

complementacion funcional con la mutacion de lacebf2
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Ade: Adenina.

ADN: acido desoxirribonucleico.

Bp: pares de basesase pairs.

CM: medio completoGomplete Medium).
DNA: acido desoxirribonucleico

dNTPs: desoxirribonucledtidos trifosfatados.
EDTA: acido Etilendiamino Tetra-Acético.
EUROSCARFEUROpean Saccharomyces Cerevisiae Archive for kamadtanalysis
g: gramo.

GALA4: factor activador de la transcripcion.
His: Histidina.

Hz: herzios.

IPTG: IsoPropilB-D-Galactopirandsido.
kb: kilobases.

KIABF2: genABF2deKluyveromyces lactis
Leu: leucina.

. litro

LB: Luria Bertani (medio de cultivo).

M: molar, concentracion mol/I.

mg: miligramo.

min: minuto.

ml: mililitro.

mM: milimolar.

ng.: nanogramos.

nm: nanometros, longitud de onda.

°C: grados centigrados.
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ORF: pauta abierta de lectu@gen Reading Frame).
P: secuencia promotora del gen.

pb: pares de bases

PCIA: fenol + cloroformo + alcohol isoamilic@ljenol Chloroform Isoamyl Alcohol)

PCR: reacciéon en cadena de la polime(Bsdymerase Chain Reaction)
PEG: Polietilenglicol.

pH: potencial de Hidrégeno.

RNasa: ribonucleasa, enzima degradadora de ARN.
rpm.: revoluciones por minuto.

S: segundos.

ScABF2 genABF2deSaccharomyces cerevisiae

SDS: dodecil sulfato sédic8odium Dodecyl Sulfate

T: secuencia terminadora del gen.

t: tiempo.

Trp: triptoéfano.

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-galactopiranésido.

YNB: Yeast Nitrogen Bassuplemento para medios CM.

YPD: Yeast Peptone Dextrqgmedio de cultivo a base de estos tres compuestos.

YPE: Yeast Peptone Ethanahedio de cultivo a base de estos tres compuestos.
YPG: Yeast Peptone Gliceramnedio de cultivo a base de estos tres compuestos.
Kg: microgramo.

pl: microlitro.

pUm: micrémetro.

HUM: micromolar.
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