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RESUMEN

La regulacion transcripcional dédlS4 en las levadurasSaccharomyces cerevisiag
Kluyveromyces lactipresenta importantes diferencias; entre ellasetplaciéon en condiciones de
limitacion de nitrégeno, relacionada con el fadti@2. En el promotor del gen dé lactis, KIHIS4, se
han identificado dos secuencias de unién para daittor; por lo que, en el presente trabajo seizmal
Si estas secuencias son responsables de la régutidigen, en estas condiciones. Para ello, fiedea
la transformacion de la cepa MW190-9B He lactis con vectores con diferentes longitudes del
promotor deKIHIS4, fusionados al gen reportecZdeE. coli. Se determingd la actividad especifica de
la f-galactosidasa se analiz6 estadisticamente, si existian diferergigmificativas segun el medio de
cultivo y segun la longitud de los promotores detigIHISA4.

Los resultados obtenidos mostraron, en condicidedgmitacion de nitrdgeno, un aumento de la
actividad -galactosidasaen la cepaC2 (que presenta un plasmido con un promotor de &4 fpe
incluye las dos secuenciais paraNit2); comparandolo con la cefd (que no posee la secuencia para
Nit2 en posicion -339). Por lo que la secuemisgparaNit2 en posicion -339 podria ser la responsable
en la regulacion d&lHIS4. Aunque, debido a los datos obtenidos, no se pdestsartar la participacion
de otras secuencias.

Palabras clave KIHIS4, Nit2, Kluyveromyces lactjg-galactosidasalimitacion de nitrégeno.

ABSTRACT

The transcriptional regulation 6flS4in the yeastSaccharomyces cerevisiaadKluyveromyces
lactis has important differences; between them, the réigulan conditionsof nitrogen limitation,
related to theNit2 factor. Two consensus sequences have been ideniifithe promoter oK. lactis
gene KIHIS4. So in this work, it is analyzed if these sequerar@ responsible of the gene regulation in
these conditions. For this reason, &elactis strain MW190-9B was transformed with two vectors
including differentHIS4 promoter length oK. lactis fused to the reporter genack of E. coli. The
specific activity of theg-galactosidasewas measured and analyzed statisticadlydeterminateif
significant differences exist according to the exdtmedium and/or th€lHIS4 promoters length.

The results showed, in conditions of nitrogen latidn, an increment of thg-galactosidase
activity in C2 strain (it has a plasmid with a 447 pb promotdricl includes botiNit2 cis sequences);
comparing it withC1 strain (without theNit2 sequence located in position -339). So W& cis
sequence in position -339 could be the respondimethe regulation ofKIHIS4. However, the
participation of other sequences could not be exfus

Key words: KIHIS4, Nit2, Kluyveromyces lactjg-galactosidasenitrogen limitation.



INTRODUCCION

Las levaduras son organismos eucariotas uniced laguee constituyen los microorganismos de
eleccion en muchas industrias biotecnoldgicas. aapmbinan algunas ventajas tipicas de procariotas
como: su alta velocidad de crecimiento, facilidad rdanipulacién, alta produccion de biomasa y
utilizacién en sustratos de bajo coste; con vestpjapias de ser un organismo eucariota como: los
mecanismos de expresion genética, las modificasi@ustraduccionales y la secrecion de proteinas
(Walker, 1998).

Saccharomyces cerevisias el organismo modelo en levaduras, su metabolissté muy
estudiado y ha sido el primer eucariota en conecarggenoma completo, en 1996. A nivel indust8al,
cerevisiagtambién adquiere gran importancia, ya que se ergrida produccion de bebidas alcohdlicas,
pan... Sin embargo, actualmente existen otras leaadtmo convencionales” que presentan un gran
interés para la biotecnologia, comdtuyveromyces lactisSu capacidad de produtictosa permeasgt
S-galactosidasgenzimas encargadas del transporte de la lacttsaigrolisis del enlace O-glucosidico
entre la glucosa y la galactosa, respectivamemteal convertido en un microorganismo de gran
importancia en la industria lactica, para el tratamto del suero de leche, evitdndose problemas
medioambientales y obteniendo glucosa y galactama pa elaboracion de distintos productos
(Gonzalez-Siso, 1996). Esta propiedad de metabdédactosa, es inexistente 8ncerevisiaelebido a
que carece de estas enzimas.

TantoS. cerevisiaeomoK. lactis son consideradas organismos GR&®rferally Recognized As
Safg, por la FDA American Food and Drug Administratigrpor lo que pueden utilizarse en la industria
alimentaria, sin riesgos para la salud humana.

1. Diferencias metabdlicas entrés. cerevisiag K. lactis

Estas dos levaduras presentan metabolismo reggirehtativo. Perd. lactis es una levadura
cuyo metabolismo es, preferentemente, respiraBiuo.embargo, en condiciones de baja concentracion
de oxigeno (hipoxia) puede tener metabolismo fetatimo; por lo que, no es una levadura aerobia
estricta.S. cerevisiagresenta un metabolismo fermentador y se caraatpdr seCabtreepositiva, es
decir, tiene la capacidad de mantener el metabolfsnmentativo en condiciones aerobias (Alexamder
al., 1990). Mientras que la preferencia respirataléeK. lactis permite que se considefgabtree
negativa. (Gonzalez-Sisd al., 1996).

AdemasK. lactis, es capaz de utilizar como fuente de carbonoauostmo fermentables como:
etanol, glicerol o lactato (Rodiciet al, 2013) y muestra el efectuyver, es decir, incapacidad de
fermentar otro gldcido distinto de glucosa en coiadies anaerobias, crece en azlUcares como la
galactosa, sacarosa o maltosa en condiciones asypliro no, en condiciones de limitacion de oxdgen

2. Regulacién de la expresiéon génica
La expresion de los genes de un organismo eucasetaregula a distintos niveles:
pretranscripcional, transcripcional, postranscdpal, transporte del ARN, traduccional vy
postraducional. Dentro de estos puntos de regulaeidroceso de la transcripcion se regula a srdeé
la interaccion de determinadas secuencias localizath los promotores de Igenes,con factores,
generalmente de origen proteico; es decir, lasesmiascis y los factoresrans

En la regulacion de los genes de clase |l (lostdtos por la ARNpol-ll, que sintetiza los ARNm
que daran lugar a la sintesis de proteinas) ietesn:
1. Las secuencias (o0 elementas$ Il: regiones de ADN que regulan la transcripciomiga y se
dividen en:
« Basales definen el punto de inicio de la transcripciérsgn imprescindibles para que esta
comience, son la caja TATA, y las secuencias IAFEN DPE.



» Proximales determinan la frecuencia con la que se produdei@b de la transcripcion, las mas
frecuentes la caja CAAT y la caja GC.

» Distales actian en respuesta a distintas sefiales, puedentgnciadoras aumentando la velocidad
de inicio de la transcripcion UASJpstream Activating Sequenges inhibidoras URSUpstream
Represor Sequengeslisminuyendo dicha velocidad. Ademas, se haalilado ciertas secuencias
denominadas aisladoras, que impiden que la ac@dtasldos anteriores se extienda, formando
lazos en la secuencia de la cromatina (Herrde2)201

2. Los factoredrans Il: elementos proteicos que interaccionan con lementoscis anteriores; lo que

determina su clasificacidon

« Basales o generalesnteraccionan con secuenciais basales. Son el factor TFIID, formado por
TBP que interacciona con la caja TATA y varias roolés de TAFII que pueden interaccionar con
las secuencias Inr, MTE y DPE vy el factor TFlIRel{casa y quinasa).

* Proximales interaccionan con secuencias proximales como CTF, que interacciona con la caja
CAAT o SP1, con la caja GC

« Distales o induciblesaumentan (activador) o disminuyen (inhibidor)védocidad del inicio de la
transcripcion.

e Coactivadores proteinas o complejos proteicos que no interaeciodirectamente con una
secuenciais, sino que sirven de puente entre distintos fastivams o de éstos con la ARNpol Il.
Por ejemplo el complejo mediador conecta distifiasores activadores con la secuencia CTD de
la ARNpol-Il. También pueden ayudar a eliminar &presion transcripcional ejercida por las
histonas (Herraez, 2012).

Una transcripcion eficaz requiere la accion comieng regulada de diversas secuendssy
factorestrans (Guarente, 1995), los cuales actian mediante stisemecanismos: actuando sobre la
ARNpol-ll, causando cambios en la estructura de dematina o por competicibn entre
activadores/represores mediante la union a siboxidentes en el ADN, que no pueden ser ocupaeos d
forma simultanea (McKnigtdt al,, 1992; Struhl, 1993).

3.Regulacion transcripcional deHIS4 enS. cerevisiag K. lactis
En S. cerevisiaeel gen HIS4 codifica para una proteina de 795 aminoacidos, emama
multifuncional con tres funciones situadas en d@winios distintos:
HIS4A (1-229) con actividad fosforribosil-AMP-ciclohidesa,HIS4B (230-313) fosforribosil-ATP-
pirofosfohidrolasa WHIS4C (314-799) histidinol deshidrogenasa, que interetiean el segundo, tercero y
los dos ultimos pasos de la ruta de biosintesiam@oacido L-histidina (Donahwt al.,1982).

Este gen presenta dos vias principales de regalacdscripcional: eControl General, que se
produce en condiciones de limitacion de aminoacattwsdeGcn4 actla como activador transcripcional
(Hinnebusch, 1992); y €ontrol Basal en el que los factoréd8asly Bas2regulan la transcripcion si no
existe tal limitacion (Arndtet al., 1987; Pinsonet al, 2000). Ademas en la transcripcion HéS4
intervienen otros factores comBapl, que es necesario para una transcripcion eficianteavés del
Control Basal y el Control General. Su funcién estacionada con cambios en la topologia del ADN qu
permiten una mayor accesibilidad de los diverso®fas transcripcionales a sus respectivas se@sedei
unién. (Buchmaret al.,1988; Devlinet al.,1991).

El genKIHIS4 fue clonado por complementacion de la mutadigr539de la cepa MCY1093 d&.
cerevisiaeCaodifica para una proteina de 796 aminoacidos yapalisis déNorthern blotse comprobé que
el gen se transcribe en un Unico ARNm de 2,5 kbilai en tamafio al d8. cerevisiag concordante con
el tamafio de un mensajero que codifica para un@ipeo multifuncional. Comparando la secuencia de
amino&cidos de las proteinas de ambas levadiréastisy S. cerevisiaese observa un 69% de identidad
y un 81% de similitud, la mayor identidad corregpmra la regiorHIS4C responsable de la actividad
histidinol deshidrogenasa (Freire-Piaisl., 1998).



Al analizar la secuencia de los promotores de argboss se apreciaron importantes diferencias.
En el promotor d&IHIS4 se localizaron: solo tres secuencias consensoida paraGen4, (en vez de
las cinco descritas en el promotdr cerevisidg dos secuencias para la union g2 (en HIS4 se
localizé sélo una)y ninguna paraRapl (Figura 1) (Lamas-Maceiraet al, 1999). Ademas, los
experimentos dé&lorthern blotrealizados determinaron qiéHIS4 no esta regulado ni en condiciones
de limitacién de aminoéacidos, control general (leque intervienéscnd); ni en condiciones basales, en
ausencia de dicha limitacion (factoi@asly Bas2) al contrario de lo descrito éh cerevisiadLamas-
Maceiraset al, 1999). Todo esto indica que las secuencias dénuparaGcen4, Basly Bas2
localizadas en el promotor #&&HIS4 no son funcionales.

A)

-423 CTCTTTGCGARARAGACGGTCATGAATCAD TAGATTGCCCATACGACGACARATTCTTTT
GRCAER
-363 RE—REZ‘CAEAAZ‘Z‘CC—Z‘CCCZ‘Z‘Z‘Z‘PJM‘FTETT“"LCTTCC TCATATATATAEGCATE

-303 CITRGCGECRTCRTCRTRTARTGRRATCATCT TATRRTGRRTTACCTRCAGTCCATCRATCE
-243 CATCCGGRCTTCTITCTICGRGTITTTCATTGGC TTITCCTGTGTTTITTTCAT CATATGACT
-183 CATGTAATTCAGTGCATATGCET TCARTCATATT TTCACRATCCACTGCAARARTCARGE
-123 CTCC:EETHTH?ERHRE GRARALTATGRLLTATGRO R AR R R TRRRTTASTCGTCATGE

-£3 TTTATCAART TTCGTTRCATTCRGERCTGT CCRCCTARGRCARGARETCATRRRECCCCER

B)

-265 GCRGTCGRRCTGRCTCTARTRGIGACTCCEETRARRTTRGTTARTTRRTTGCTARACCCRT
e ke

-145 [.T ?:muL:ﬁL:ﬂrL:?:ﬁmrr W TGEARCGITATATTCACCTCCGRTG

Figura 1: A) Secuencia del promotor d#dHIS4. B) Secuencia del promotor #8S4 de S. cerevisiaecEn ambos
casos se sefalan las secuencigsencontradas para los factores=&cnd4, ===Basl, =— Bas2
- Rapl, =2 Nit2 y = lacaja TATA (Modificado de Lamas-Maceiras al, 1999).

Por otro lado, los experimentos dorthern bloten condiciones de limitacion de nitrégeno,
limitacion de fosfato, presencia de metales pesgdisirés oxidativo, mostraron claramente, regafaci
de la expresion d€lHIS4 en todas estas condicior{@gura 2) mientras que el gen & cerevisiasolo
mostrd regulacién transcripcional en condicionebrdigacion de nitrégeno y de fosfato. En el casdal
limitacion de nitrégeno, la regulacion es clarareegtntraria ya que los niveles de ARNm del geKde
lactis aumentan mientras qe® los del ger$. cerevisiagisminuyen(Lamas-Maceirast al., 1999).

K. lactis S. cerevisiae
N Cd Ox -P C -N Cd Ox -P C
X J L X 1 B X X X J )
KH G =~ @9 = W S - ‘

09 0,16 1,1 05 035 0.18 0.3 04 093 0.35

Figura 2: Andlisis Northern blotmostrando la regulacion ddHIS4 y HIS4 bajo distintas condicionesC[=
medio control (CM: medio completodx = CM + H,0,; Cd = CM + Cd; y-P = CM sin fosfato-N=CM
con limitacion de nitrégeno. Sondasribosomal 25SKH : KIHIS4; ScHIS4. (Tomado de LamaBtaceiras
et al, 1999).



OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es determinaa siebulacion de la transcripcion del gets4 de
Kluyveromyces lactign condiciones de limitacion de nitrégeno (obsgavareviamente mediante analisis
deNorthern bloj, se debe a una o las dos secuergiggsaraNit2, localizadas en su promotor.

MATERIALES y METODOS

1. Cepa
Para este trabajo se utiliz la cepakddactis MW190-9B con el genotipMATa, lac4-8, uraA, Rag+
(Wésolowki-Louvel). Esta cepa &cZ y ura lo que significa que no posee activigiadalactosidasa
ni biosintetiza uracilo; lo que implica que necéesaente ha de obtenerlo del medio de cultivo.

2. Plasmidos

pXWL1: pldsmido para el analisis de promotores fusionatigenlacZ de lag-galactosidasaEn el sitio
de clonaje multiple (m.c.s.) existen secuenciasatée Unicas para las enzimaanH|, Sal Pst y
Hindlll. Como genes marcadores de seleccién posee: lpgeterias, el gen de resistencia a la
ampicilina,Amp y para levaduras, el g&fRA3(Chenet al.,1992).

pML6 : plasmido pXWL1 en el que se ha clonado, (en elsmutilizandoBarHI y Hindlll) el promotor
completo deKIHIS4 (447 pb), que contiene las dos secueraitgara el factoNit2.

pML11: plasmido pXW1 en el que se ha clonado (en elsm.atilizandoBanHl y Hindlll), un
fragmento de 139 pb del promotor HéHIS4 que contiene una secuencis para el factomit2

(Figura 3).
Gend  Basl I‘Tﬁll Gend Gend Nit2 I
| L ! ' $
- : -'.e-|~. S I s
AAT pb Basl Bas2 ATG
Nit2 Nit2
I ! | PMLG
447 pb 339 pb 61pb
: | pML11
139 pb
_pb PXW1

Figura 3: Esquema de los distintos tamafios del promotdfldéS4 presentes en los plasmidos utilizados
en este trabajo

3. Medios de cultivo
YPD: Medio rico utilizado para el cultivo de levadyrasmpuesto por:
Bacto peptona 2%
Extracto de levaduras 1%
Dextrosa 2%

CM-URA: Medio sintético utilizado para el cultivo de leaas, compuesto por:
Dextrosa 2%
5 ml de la mezcla de aminoacidos 200x
40 mg/l Histidina, Leucina, Adenina y Tirosina
30 mg/l Triptéfano
12 g/l Fenil-alanina
Aminoacidos 200x
2 g/l Arginina



12 g/l Isoleucina
8 g/l Lisina

2 g/l Metionina
2 g/l Treonina

Se le aflade a una concentracion del 0,67 %, lalané&B, que contiene:
50 ml/l Vitaminas 300x
100 ml/l Sales traza 150x
15 g/l Fosfato de potasio
7,5 g/l Sulfato de magnesio
1,5 g/l Cloruro sédico
1,5 g/l Cloruro calcico
75 g/l Sulfato amonico

Vitaminas 300x
0,6 mg/l Biotina
120 mg/l Pantotenato célcico
0,6 mg/l Acido félico
600 mg/I Inositol
120 mg/l Niacina
60 mg/l p-Aminobenzoico
120 mg/I Piridoxina
60 mg/l Riboflavina
120 mg/l Tiamina

Sales traza 150x
75 mg/l Acido borico
6 mg/l Sulfato cuprico
15 mg/l loduro potéasico
30 mg/l Cloruro férrico
30 mg/l Molibdato sodico
60 mg/l Sulfato de Zinc

CM-URA-N: La composicion es igual a la del med@d-URA, pero en elVNB se ha eliminado el
sulfato amonico.

Para la preparacion de medios sdlidos (placas),adieion6 1,5% de Bacto-Agar al
correspondiente medio liquido. Las soluciones s&ikgaron en un autoclave durante 20 min a 121°C
y una atmdsfera de presion.

4. Transformacion de levaduras
La linea deK. lactis MW190-9B se transform6 con los 3 plasmidos dessranteriormente:
pXW1, pML6 y pML11 utilizando el protocolo descrip@r Chen y colaboradores (1992).

Una colonia aislada de MW190-9B crecida a 30°Crterd8 h en placas YPD, se inoculé en 5 ml
de YPD liquido y se incubs a 30° C y con agita@ér250 r.p.m. durante 16-20 h. A continuacion, se
inocularon 10 ml de YPD liquido con la cantidad eszria del pre-cultivo, para obtener ung.Ale
0,15y se dej6 crecer a 30°C y con agitacion der 250. hasta unagfy de 0,8 (5-6 h).

Para cada transformacién se utilizaron 280de cultivo de la cepa MW190-9B, que se
centrifugaron 5 min a 5000 r.p.m., se elimin6 etimale cultivo y las células se resuspendieronGén 1
ul de tampdén T (acetato de litio 0,2 M, PEG 3500@&f0 y DTT 100 mM). Se afadieron§ de ADN
de salmoén sonicado, que facilita la transformaciof;ug de ADN plasmidico. Se incubaron a 45°C
durante 30 min. Por ultimo, se centrifugaron 5 mib0000 r.p.m., se elimind el tampon, las célugas s
resuspendieron en 1@0de medio CM-URA y se sembraron en placas coniginm medio. Las placas
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se incubaron 2-3 dias a 30°C. Se realizaron ctraimsformaciones, una con cada uno de los pladsmidos
y otra sin ADN (control de contaminacion). Todgedceso se realiz6 en esterilidad.

Cepa transformada C2 C1 Cco
Plasmido pML6 pML11 pXW1
PromotorKIHIS4 (pb) 447 139 0

Tabla 1 Cepas transformadas, indicando que plasmidosnjpganto, que tamafio de promotor de
KIHIS4 posee cada una.

5. Ensayo de actividad de Ig-galactosidasa
5.1-Condiciones de cultivo
De cada cepa transformada, se eligieron 3 col@nstesdas, que fueron inoculadas por separado en 5
ml de CM-URA liquido (réplicas biologicas: A, B y) @ se incubaron a 30°C, con agitacion de 250 r.p.m
durante 16-20 h. Posteriormente, se calculd ladathtle pre-indculo necesario para conseguir upadd
0,2 en 50 ml de cultivo en medio CM-URA y se inaaimea 30°C, con agitacion de 250 r.p.m.

Al cabo de varias horas, cuando los cultivos alaeorzuna Ay de 0,5, se recogié de cada cultivo, 2
tubos de 20 ml; se centrifugaron durante 5 min @050p.m. para precipitar las células. Tras elimela
sobrenadante, se resuspendio el precipitado deban ¢n 20 ml d€M-URA , medio de control; y el del
otro, en 20 mICM-URA-N, medio con limitacion de nitrégeno. Estos cultigesdejaron en agitacion a
30°C, hasta que las cepas alcanzaron ypada 0,8-1. (Para asegurarnos de que las cepaspaseh a
las condiciones del medio).

Al final se obtuvieron 18 cultivos: 3 cepas diggm(C2, C1, C0) por 3 réplicas bioldgicas (A, B, C)
en 2 medios de cultivo CM-URA y CM-URA-NFigura 4).

Reéplicas @ .
bioldgicas
CIB CIC

C2A (2B c2C ClA CoA COB cCoC
¥ e o ¥ ¥ Ny ol
J_—f' Izual que réplica A _| Iﬂ“ﬂ que rephca A r Izual que réplica A
’."' ,_'.\ ) .": 1
! 1 ."f \_ ! _‘..\
ik .lzl 5 _:":‘
") s0ml CM.URA E_ilf._l (_GE&:J
20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml
CM-URA|CM-URA-N CM-URA|CM-URAN CM-URA|CM-URA-N
@ @ Réplicas técnicas g @ @ &
C2A1 C2A1 ClAl ClAx COA1 CoA1
C2A2 C2A2 ClAz ClAz COA2 COA2
C2Az C2Az3 ClAsz ClAx CO0A3 CDAz

Figura 4: Esquema de los cultivos
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5.2-Disrupcién celular
Los 18 cultivos se centrifugaron 5 min a 5000 r.pyree resuspendieron, cada uno de ellos, en
2,5 ml de tampdn WNa,HPOQ, 30mM; NaBPQ, 20 mM; KCI 10 mM; MgSQ 1mM), al que se le afiadieron
25l de PMSF y 1Qul de B-mercatoetanol (inhibidores de proteasas).

Para la disrupcion celular se aplicdé un proceditoi@mecanico, que consistia en afiadirle a cada
muestraGlass beadg¢lascas de vidrio con 400-500 micras de didmstreglizar 8 pulsos de agitacion
de 20s, en un vortex, con intervalos de 20s em.hi®dsteriormente, se centrifugaron a 13000 r.p.m.
durante 5 min, a 4°C y se transfirieron los soltantes a nuevos tubos. Estos extractos proteicos se
conservaron a -20°C.

5.3-Medida de actividad de Ig8-galactosidasa
El ensayo de¢s-galactosidasase realizO mediante el método de Rose y Botsf€lB3), que se
basa en afiadir el sustrato sintético ONPG al drtiaoteico, donde Ig-galactosidasdo degrada y
produce un compuesto coloreado, O-nitrofenol, cwgncentracion se puede medir en el
espectrofotbmetro.

Para ello, se tomaron 150 de cada extracto proteico mezclado con g8bde tampén Z. Se
incubaron 5 minutos a 28°C y se le afadieron @0e ONPG (concentracion inicial 4 mg/ml en
tampon Z). Al observar el cambio de color, la oé&t se paré afiadiendo 500de NaCQOsy se anotd
el tiempo de reaccion. Finalmente, se midié ia A

La actividad especificéhE de lag-galactosidasase expresa en nmoles/min/mg de proteina y se
calcula con la siguiente férmula:

As20Xx 1,7

0,0045 x concentracion de proteina x volumen dieheto ensayado x tiempo

Donde:
Aazoes la densidad oOptica del producto final de ladgiéac el O-nitrofenol a 420 nm.
El factor 1,7 corrige el volumen de la reaccién.
El factor 0,0045 es la densidad Optica de 1 nmalenD-nitrofenol.
La concentracion de proteina en mg/ml.
El volumen del extracto ensayado en ml.
El tiempo en min.

5.4-Determinacion de la concentracion proteica delxtracto

Se realizé mediante el método de Bradford (197@) cpnsiste en hacer una recta de calibrado
utilizando concentraciones crecientes, conocida8%A mezclados con reactivo de Bradfddib(ad)
diluido 1:5 en agua, hasta un volumen final de 1ml.

Por otro lado se utilizaron 1d de cada extracto proteico, mezclados con 99fe reactivo de
Bradford diluido 1:5 en agua (volumen final de J).nllodas las muestras, incluidas las de la recta de
calibrado se incubaron a temperatura ambiente hCamtes de medir susgs; utilizando como blanco
Bradford diluido sin proteinas.

5.5-Analisis estadisticos
Se empleo el test estadisticde Studentmediante el programiéxcel para realizar el estudio de si
existen diferencias significativas en la reguladr@mscripcional teniendo en cuenta dos hipoétesis:
1. Sihay diferencias debido a la limitacion, o nondsdgeno en el medio de cultivo.

2. Si hay diferencias debido a la presencia o ausetieilas secuenciass para el factoNit2 del
promotorKIHISA4.
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Para poder utilizar el andlisis estadisticte Studentse comprob6 la homogeneidad de las varianzas
mediante el test deisher (test F) con el prograntaxcel(Anexo ). Con el objetivo de realizar la prueba
suponiendo varianzas iguales o desiguales y daomnayr a los resultados.

RESULTADOS

Para estudiar si la regulacion de la transcripdéngenKIHIS4, en condiciones de limitacion de
nitrégeno, se debe a una o las dos secuew@gsaraNit2 localizadas en su promotor, se comenzo
transformando la cepa MW190-9B con los plasmidogVaxXpML11 y pML6; obteniendo las cepas CO,
Cl y C2, respectivamente. Posteriormente, utilinai®d colonias independientes de cada cepa, se
realizaron las medidas de actividddjalactosidasa segun los protocolos descritos en el apartado de
materiales y métodos.

1. Ensayo de actividad de Ig8-galactosidasa
Para calcular la AE de Jagalactosidasaen cada uno de los cultivos, utilizando la férmagacrita
por Rose y Botstein, fue necesario determinar daisbles: A20, volumen de extracto ensayado, tiempo de
ensayo y concentracion de proteinas. Los valorenwmlos para las 3 primeras variables se resumém en
tabla 2 donde:A, B y C indican réplicas bioldgicas (cultivos independésiity 1, 2 y 3 réplicas técnicas
(distintas medidas de un mismo cultivo).

CM-URA A 4o Volumen (ml) AT (min) | CM-URA-N A 4 Volumen (ml) AT (min)
C2A1 0,220 0,15 3 C2A1 0,255 0,15 2,2
C2A2 0,253 0,15 3,2 |C2A2 0,280 0,15 2
C2A3 0,202 0,15 3,3 |C2A3 0,311 0,15 2,2
C2B1 0,198 0,15 25 |C2B1 0,380 0,15 25
C2B2 0,220 0,15 25 |C2B2 0,321 0,15 2,2
C2B3 0,191 0,15 2,2 |C2B3 0,352 0,15 2,4
c2c1 0,190 0,15 23 |Cc2C1 0,298 0,15 2
c2c2 0,165 0,15 2,2 |c2c2 0,285 0,15 1,8
C2C3 0,150 0,15 2,3 |C2C3 0,278 0,15 1,8
Ci1Al 0,160 0,15 4,2 |C1A1 0,100 0,15 35
C1A2 0,140 0,15 4 C1A2 0,120 0,15 35
C1A3 0,111 0,15 3,2 |C1A3 0,121 0,15 3,2
CiB1 0,097 0,15 4 CiB1 0,101 0,15 3,2
C1B2 0,130 0,15 4,2 |C1B2 0,082 0,15 3
C1B3 0,141 0,15 4,5 |C1B3 0,092 0,15 3
cici 0,142 0,15 45 |Cl1C1 0,112 0,15 3,2
cic2 0,078 0,15 4 ci1c2 0,125 0,15 3,5
Ccic3 0,129 0,15 4,2 |C1C3 0,098 0,15 3,2
COA 0 0,15 5 COA 0 0,15 5
CoB 0 0,15 5 coB 0 0,15 5
cocC 0 0,15 5 CcoC 0 0,15 5

Tabla 2 Datos de algunas variables para la determinatéda AE de Ig3-galactosidasa
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Tal y como esperdbamos, la cepar@Omostro actividad enzimatica (lasA es 0) debido a su
transformacion con el vector vacio, es decir, sionmwtor de KIHIS4 (control negativo del
experimento). Por ello, en la tabla ya no hemokiita los valores obtenidos de las correspondientes
réplicas técnicas de esta cepa.

2. Célculo de la concentracion de proteinas
Para calcular la concentracion proteica de cadadgt se realizd una recta de calibrado con
concentraciones crecientes de BSA y se calculécsiacidn con el programixcel (Grafico 1),
mediante la cual se determind la concentracion m¢eimas(mg/ml) de cada extracto. Los datos
obtenidos se muestran ertdbla 3

0.38 R y=62,12x
0.3 W R?2=10,986
0.25 //
E 02
- /
= 0.15
<
0.1 /
0.05
Q T T T T T
0 0.001 0.002 0,003 0,004 0,005 0.006
Proteinamg/ml BSA

Gréfico 1 Recta de calibrado y su ecuacion.

CM-URA Asge Proteinasmg/ml | CM-URA-N Aso: Proteinasmg/ml
C2A 0,102 0,1642 C2A 0,085 0,1368
C2B 0,185 0,2978 c2B 0,101 0,1626
ca2c 0,095 0,1529 cac 0,152 0,2447
Ci1A 0,201 0,3236 C1A 0,152 0,2447
CiB 0,112 0,1803 CiB 0,112 0,1803
cic 0,210 0,3381 cic 0,114 0,1835
COA 0,230 0,3703 COA 0,260 0,4185
CoB 0,290 0,4668 coB 0,196 0,3155
CcoC 0,280 0,4507 CcoC 0,159 0,2560

Tabla 3 Absorbancia y concentracion proteica de cada malest

Con los valores de fabla 2y los valores de concentracion proteica dialda 3se calculo la
actividad especifica de fagalactosidasa (Tabla diguiendo la ecuacion:

Aa20Xx 1,7

0,0045 x concentracion de proteina x volumen dieheto ensayado x tiempo
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CM-URA  Proteinas(mg/ml) AE (nM/min/mg) | CM-URA-N  Proteinas(mg/ml)  AE (nM/min/mg)
C2A1 0,1642 1124,8066 |C2Al 0,1368 2133,4141
C2A2 0,1642 1212,6821 | C2A2 0,1368 2576,8296
C2A3 0,1642 938,8881 C2A3 0,1368 2601,9286
C2B1 0,2978 669,7767 C2B1 0,1626 2354,5006
C2B2 0,2978 744,1964 C2B2 0,1626 2260,1516
C2B3 0,2978 734,202 C2B3 0,1626 2271,8866
c2C1 0,1529 1360,438 Cc2C1 0,2447 1533,6253
c2c2 0,1529 1235,1345 |C2C2 0,2447 1629,6914
C2C3 0,1529 1074,0300 |C2C3 0,2447 1589,6639
Ci1Al 0,3236 296,5181 C1A1 0,2447 294,0796
C1A2 0,3236 272,4260 C1A2 0,2447 352,8956
C1A3 0,3236 269,9936 C1A3 0,2447 389,196
CiB1 0,1803 338,7430 CiB1 0,1803 440,8897
CiB2 0,1803 432,3671 C1B2 0,1803 381,8134
C1B3 0,1803 437,6885 C1B3 0,1803 428,3760
cic1 0,3381 235,0894 cic1 0,1835 480,3301
cic2 0,3381 145,2753 ci1c2 0,1835 490,1327
Ci1C3 0,3381 228,8220 C1C3 0,1835 420,2888
COA 0,3703 0 COA 0,4185 0

CoB 0,4668 0 coB 0,3155 0

cocC 0,4507 0 CcoC 0,2560 0

Tabla 4 Actividad especifica de Jargalactosidasa

La concentracion de proteinas es la misma en pdisaé técnicas (1, 2 y 3), ya que son medidas
que corresponden al mismo extracto proteico.

3. Analisis estadistico
En primer lugar se calculé la media y la desviacifpica de la actividad especifica @e
galactosidasade cada cepa: C2, C1 y CO, segun el medio devawdti el que habian crecido: CM-URA
(control) y CM-URA-N Gréfico 2. Se observaron diferencias en la actividad eSpacidependiendo
del tamafio del promotor, y por lo tanto, de la @nefa de una o las dos secuendigsparaNit2 y
también dependiendo del medio de cultivo utilizado.

= Medio CM-URA
®Medio CM-URA-N

3000

2500 T
&=
E
{wrt
£ 2000
3
Z 1500
=
= 1000

500

‘ il
Cc2 Cc1 co

Gréfico 2 Actividad especifica dg-galactosidasa
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El siguiente paso fue determinar si estas difeesnobservadas eran significativas, por ello se

realizo el andlisis estadistitde Studentfeniendo en cuenta las hipétesis:
1. Si hay diferencias debido a la limitacion o nondedgeno en el medio de cultivdgbla 5).

2. Si hay diferencias debido a la presencia o ausegcias secuenciass para el factoNit2 en

el promotor d&KIHIS4 (Tabla §.

Tabla 5a C2 C2-N Tabla 5b Cl C1-N
Media 1010,4616 2105,743% |Media 295,2137  408,6669
Varianza 69300,1321208938,8454 | Varianza 10168,8326 3544,8341
Observaciones 3 3| |Observaciones 3 3
Grados de libertad 4 Grados de libertad 4
Estadistico t -3,5965 Estadistico t -1,6780
P(T<=t) dos colas 0,0228 Sl signific. P(T<=t) dos colas 0,1686 NO signific.
Valor critico de t (2 colas) 2,7764 Rechazo Ho| |Valor critico de t (2 colas) 2,7764

Tabla 5 Resultados de la hipotesis: hay diferencias ehimeedio CM-URA y CM-URA-N.

Testt para dos variables con varianzas desiguales

Tabla 6a C2 C1 Tabla 6b C2-N C1-N

Media 1010,4616 295,213 [ Media 2105,7435  408,6669
Varianza 69300,1321 10168,8326 | Varianza 208938,8454 3544,8347
Observaciones 3 3| | Observaciones 3 3
Grados de libertad 4 Grados de libertad 2

Estadistico t 4,3946 Estadistico t 6,3767

P(T<=t) dos colas 0,0117 Sl signific. P(T<=t) dos colas 0,0237 Sl signific.
Valor critico de t (2 colas) 2,7764 Rechazo Ho| | Valor critico de t (2colas) 4,3027 Rechazo Ho

Tabla 6 Resultados de la hipotesis: hay diferencias @mtria presencia o ausencia de las secueasiasra el
factorNit2 en el promotor d&IHIS4.

DISCUSION

Segun los resultados obtenidos del analisis efitarjimuestros datos corroboraron de forma
significativa que existen diferencias en la actd@-galactosidasay por tanto, en la regulacién del gen
KIHIS4, dependiendo del medio en el que se realizasdteloc(CM-URA, CM-URA-N) para la cep&2
(pladsmidopML6 ; promotor de 447 pb). Incrementandose la activielgmbcifica cuando se encontraba en
un medio con limitacion de nitrdgeno (valorBxl0,46y 2105,74 Tabla 53. Lo que concuerda con los
experimentos d&orthern blotrealizados por Lamas-Maceiras y colaboradores999;1en los que se
apreciaba un incremento de mas del doble de Iedesitranscripcionales del gEiHIS4 en limitacién de

nitrégeno Figura 2).

Sin embargo, no es significativa la diferencia al@dtividads-galactosidaseen el caso de la cepa
C1 (plasmidopML11; promotor de 139 pb), en condiciones limitantesniiggeno (valore295,21y
408,67Tabla 5. Por lo que, la secuencia padd2 localizada en posicidén -339 (presente solaCéh
parece ser la principal responsable de la reguladimitacion de nitrégeno.

No obstante, al analizar si existen diferenciasifiggtivas entre las deleciones del promotor de
KIHIS4, independientemente del medio de cultivo utilizagloresultado fue positivo (valorag10,46y
295,21 2105,74y 408,67 Tabla §. Por lo que la menor actividgtigalactosidasaen la cepaCl, puede
deberse a que el pequefio tamafio del promotor ajestemente a la regulacion del gen. Puesto que,
ademas de suprimirse la secuencia de unionNié2aen posicién -339, se han eliminado otras regiones

reguladoras.
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También se ha realizado el andlisis estadisticienido en cuenta las réplicas técnicas como
muestras independienté8nexo Il) en las que si resultan significativas las difeien deC1 en los
diferentes medios.

Debido a todos estos inconvenientes seria necaegartmuar la investigacién de estas secuencias,
mediante variaciones del método aqui empleadogjeanplo, repetir el experimento comparando la AE
de lap-galactosidasale la cep&2 con:

* La obtenida en una cepa transformada con un plasong contenga el mismo tamafo de
promotor donde Unicamente se haya mutadecuenciais paraNit2 en posicion -339.

* O la obtenida en una cepa trasformada con un pdésem el que se haya fusionado un promotor
de 320 pb, que excluye la secuencia it2 en posicion -339, pero que incluye mas secuencias
cisreguladoras importantes para otros factores.

CONCLUSION

Las secuenciasis paraNit2 presentes en el promotor dgn KIHIS4 de la construcciopML6,
estdn posiblemente relacionadas con la regulacé&nadtranscripcion del gen en condiciones de
limitacion de nitrogeno; debido a la existenciadderencias significativas en la actividad espeaifile la
f-galactosidasale la cep&2 en dichas condiciones de cultivo.

Es mas probable que la secuencia pira localizada en posicidén -339 sea la principal respble
de dicha regulacion; ya que, en las mismas congisiae cultivo, no existen diferencias significadien
la actividadp-galactosidasaen la cep&1, que posee el plasmigiML11 cuyo promotor carece de esta
secuencia.

No podemos descartar que la ausencia de regulacanscripcional detectada epML11
dependiendo de la limitaciébn de nitrégeno en elimese deba al pequefio tamafio del promotor de
KIHIS4 incluido en dicha construccion. Puesto que henwiecthdo diferencias significativas en la
actividad g-galactosidasaentre pML6 (con un promotor de 447 pb)pML11 (promotor de 139 pb)
independientemente del medio de cultivo utilizado.

CONCLUSION

The Nit2 cis sequences located in the promoterkiifliS4 gene, cloned irpML6 plasmid,are
possibly related to the transcriptional regulatdrthis gene in conditions of nitrogen limitatidmecause
significant differences gf-galactosidasectivity were detected i€2 strain, in these conditions

It is more likely that theNit2 sequence, located at position -339, could be the regponsible of
this regulation; since, in the same conditions wfure, it does not exist significant differences of ke
galactosidaseactivity, in the C1 strain that includes thpML11 plasmid whose promoter lacks this
sequence.

We can not reject that, the absence of transcnticegulation, detecteid pML11 depending of
nitrogen limitation in the medium, could be duetihe small size promoter ¢fIHIS4 included in this
plasmid. Since we detected significant differerioethe f-galactosidasectivity betweerpML6 (447 pb
promoter) angpML11 (139 pb promoter) independently of the culture medused.
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ANEXO |

Test deFisher

Ho:Varianzas homogéneas

C2 C2-N C2 C1
Media 1010,4616 2105,7435 |Media 1010,4616 295,2137
Varianza 69300,1321208938,8454 | Varianza 69300,132110168,832¢
Observaciones 3 3| | Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2| | Grados de libertad 2 2
F 0,3317 F 6,8150
P(F<=f) una cola 0,2491 P(F<=f) una cola 0,1280
Valor critico para F (1 cola) 0,0526 Valor critico para F (1 cola) 19

C1l C1-N C2-N C1-N
Media 295,2137 408,6669 |Media 2105,7435 408,6669
Varianza 10168,8326 3544,8347 |Varianza 208938,8454 3544,8347
Observaciones 3 3| | Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2| | Grados de libertad 2 2
F 2,8686 F 58,9418
P(F<=f) una cola 0,2585 P(F<=f) una cola 0,0167 Sl signific.
Valor critico para F (1 cola) 19 Valor critico para F (1 cola) 19 Rechazo Ho

Varianzas NO Homogéneas
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ANEXO I Andlisis estadistico de las réplicas técnia

Test deFisher

Cc2 C2-N Cc2 C1
Media 1010,4616 2105,743% [Media 1010,4616 295,21371
Varianza 62421,9683175312,0004 | Varianza 62421,9683 9083,2827
Observaciones 9 9| | Observaciones 9 9
Grados de libertad 8 8| | Grados de libertad 8 8
F 0,3561 F 6,8722
P(F<=f) una cola 0,0827 P(F<=f) una cola 0,0066 Sl signific.
Valor critico para F (1 cola) 0,2909 Valor critico para F (1 cola) 3,4381 Rechazo Hg

Varianzas NO Homogéneas

C1 C1-N C2-N C1-N
Media 295,2137  408,6669 [Media 2105,7435 408,6669
Varianza 9083,2827 3834,3784 |Varianza 175312,0004 3834,3786
Observaciones 9 9| | Observaciones 9 9
Grados de libertad 8 8| | Grados de libertad 8 8
F 2,3689 F 45,7211
P(F<=f) una cola 0,1220 P(F<=f) una cola 0,0000 SI signific.
Valor critico para F (1 cola) 3,4381 Valor critico para F (1 cola) 3,4381 Rechazo Ho

Varianzas NO Homogéneas

Testt de Student

Ho: No hay diferencias entre el medio CM y el limtaen Nitr6geno

Cc2 C2-N C1 C1-N

Media 1010,4616  2105,7433 | Media 295,2137 408,6669
Varianza 62421,9683 175312 | Varianza 9083,2827 3834,378¢
Observaciones 9 9| | Observaciones 9 9
Varianza agrupada 118866,9843 Varianza agrupada 6458,8306

Grados de libertad 16 Grados de libertad 16
Estadistico t -6,7391 Estadistico t -2,9947

P(T<=t) dos colas 0,0000  Sisignific. | [ P(T<=t) dos colas 0,0086 Sl signific.
Valor critico de t (2 colas) 2,1199 Valor critico de t (2 colas) 2,1199

Ho: No hay diferencias entre las deleciones del ptonaeKIHIS4
Testt para dos variables con varianzas desiguales

C2 C1 C2-N C1-N
Media 1010,4616 295,21371 | Media 2105,7435 408,666¢
Varianza 62421,9683 9083,2827 | Varianza 175312,0004 3834,3786
Observaciones 9 9| | Observaciones 9 9
Grados de libertad 10 Grados de libertad 8
Estadistico t 8,0243 Estadistico t 12,0287
P(T<=t) dos colas 0,0000 Sl signific. | [ P(T<=t) dos colas 0,0000 SI signific.
Valor critico de t (2 colas) 2,2281 Valor critico de t (2 colas) 2,3060
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ABREVIATURAS

A: absorbancia

ADN: &cido desoxirribonucleico

AE: actividad especifica

AMP : adenosin-monofosfato

ATP: adenosin-trifosfato

ARN: acido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero
ARNpol-Il : Polimerasa Il del ARN
BSA: seroalbumina bovina

°C: grados centigrados

CM-URA: Medio de cultivo completo sin uracilo
CM-URA-N: CM-URA sin sulfato amaénico
DTT: ditiotreitol

h: hora

kb: kilobases

I: litro

M: molar

m.c.s: sitio de clonaje multiple

min: minuto

mg: miligramo

ml: mililitro

Hg: microgramo

ul: microlitro

nM: nanomolar

nm: nanoémetro

nmol: nanomoles
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ONPG: o-nitrofenil$-D-galactopiranésido

pb: pares de bases

PEG: polietilenglicol

PMSF: fenil-metil-sulfonil-fluoridrico

r.p.m.: revoluciones por minuto

s: segundos

YNB: base nitrogenada para levadurgsaét nitrogen baje

YPD: extracto de levadura con peptona y dextrgeagt extract peptone dextrpse
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