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Introduccion

1.1. Elementos que intervicnen en la regulacién transcripcional en

levaduras.

Un punto clave de la regulacién de la expresion de genes que codifican
para protefnas es el inicio de la sintesis de mRNA por la RNA polimerasa 1L
Muchos de los mecanismos fundamentales de la transcripcién dependiente de la
RNA polimerasa II estdn altamente conservados en los organismos gucariotas y
presentan similitudes con los organismos procariotas.

En la formacién del complejo de transcripcién participan dos tipos de
elementos, los dependientes de la estructura del DNA en las regiones
promotoras (elementos cis) y el conjunto de proteinas que intervienen en el
inicio de la sintesis de mRNA interaccionando directa o indirectamente con el

DNA (factores trans).

1.1.1. Elementos cis.

Existen dos tipos de elementos cis, aquellos que determinan el sitio de
inicio de la transcripcién y aquellos que determinan la tasa de transcripcién
génica. Al primer grupo pertenecen los elementos TATA y los elementos
iniciadores caracteristicos de los promotores sin TATA (TATA less). Los
elementos TATA e iniciador estan localizados cerca del sitio de inicio de la
transcripcién y representan los sitios de unidén para la maquinaria basica de la
transcripcién por medio de la proteina TBP de unién a TATA (TATA Binding
Protein) que es el componente principal del factor general de la transcripcién
TFIID. La unién de TBP al DNA produce una severa distorsion debido a que las
secuencias de unién que contienen dinucleétidos TA se caracterizan por Su
flexibilidad. Esto explicaria la variabilidad de secuencias ricas en AT que
permiten la unién de TBP y la funcién de la TATA. En promotores sin TATA,
TBP también se une a secuencias situadas a unas 30pb del sitio de inicio de la
transcripcién que no tienen ninguna similitud aparente con los elementos TATA
(Kiinzler y col., 1996).
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En levaduras los sitios de inicio de la transcripcion parecen estar
determinados por secuencias especificas y no por la distancia relativa a las cajas
TATA, como sucede en los genes de eucariotas superiores en los cuales la
distancia del elemento TATA es determinante. El espacio entre los elementos
TATA y los sitios de inicip en levaduras (40-120pb) es mucho mas flexible y
puede haber varios elementos TATA y varios puntos de inicio de la
transcripcién. En eucariotas superiores suele haber un elemento TATA y un sitio
de inicio que aparecen separados por 25 a 30pb (Struhl, 1989).

El factor general de la transcripcién TFIIB actia como puente entre el
elemento TATA y el sitio de inicio del mRNA y resulta esencial para una
seleccion normal del sitio de inicio in vivo (Pinto y col., 1992). El factor TFIIB
de levaduras y de humanos no es funcionalmente intercambiable, lo cual podria
reflejar las diferentes distancias que hay entre el elemento TATA y el sitio de
inicio de la transcripcion en levaduras y en eucariotas superiores (Struhl, 1995).

Al segundo grupo de elementos cis pertenecen las secuencias gue son
reconocidas por factores reguladores especificos UAS (Upstream Activation
Sequences) o URS (Upstream Repression Sequences), estas ultimas también
llamadas operadores. Generalmente la represién es mucho mds eficiente cuando
el operador esta entre el elemento UAS y la TATA. Los elementos upstream,
UAS y URS, son secuencias de 10 a 30pb localizadas de 20 a 1000pb del
elemento TATA y son reconocidos por factores de transcripcién que son
especificos para promotores individuales o grupos de promotores. Estos
elementos contienen sitios tinicos o miltiples para la unién de proteinas al DNA,
y, aunque no son esenciales para el inicio de la transcripcion, determinan la
regulacién de un promotor dado. Los genes sujetos a un control comin
comparten elementos upstream: mientras que los genes no regulados

‘coordinadamente contienen diferentes elementos upstream (Struhl 1995).
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1.1.2. Factores trans.

Los factores trans pertenecen a su vez a tres grupos diferentes. Un primer
grupo serfan los factores de transcripcion generales que constituyen la
maquinaria transcripcional bdsica junto con la RNA polimerasa Il. El segundo
grupo lo constituyen los factores transcripcionales especificos de cada promotor
que serfan los responsables de modular los niveles del mRNA que se produce. Y

por ultimo el grupo de los coactivadores o adaptadores.

1.1.3. La maquinaria transcripcional bdsica.

La RNA polimerasa il estd constituida por al menos doce subunidades
codificadas por genes diferentes a lo largo del genoma. Cataliza la transcripcion
de todos los genes que codifican para proteinas y también algunos de los RNAs
nucleares pequefios implicados en el proceso de corte-empalme de RNA
(Sentenac, 1985). A pesar de la complejidad estructural que presenta la RNA
polimerasa II, necesita ademds otras proteinas auxiliares, factores generales de
1a transcripcién que permiten reconocer las dianas de los promotores y producir
una transcripcion basal, y factores reguladores especificos de la transcripcion y
coactivadores que modulan los niveles de transcripcién (Nikolov y Bukiey,
1997).

Uno de los mecanismos iniciales implicados en el control de la actividad de
la maquinaria de transcripcién lo constituye la regulacién coordinada de la
biosintesis de las subunidades de la RNA polimerasa Ii, recientemente descrito
en levaduras (Jansma y col. 1996). En Escherichia coli se ha observado que la
sintesis de las proteinas que constituyen el micleo de la RNA polimerasa I estd
coordinada para mantener la estequiometria de cada subunidad en el enzima.
Las dos subunidades mayores de la RNA polimerasa de bacterias, B y ', se
transcriben a partir del promotor de un mismo operén (Yura y Ishibama, 1979).
El estudio de la regién upstream de los genes que codifican para las dos
subunidades mayores de la RNA polimerasa II de levaduras, RPO21 y RPO22

ha mostrado que existen similitudes en el tipo, la organizacién y la funcién de
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los elementos cis que regulan su expresion. En ambos aparecen sitios de union
para las proteinas multifuncionales Abflp y Reblp y una regién rica en T que si
se delecionan, producen un descenso de 10 a 30 veces en los niveles de
expresion. Adema4s, se ha observado que estos elementos se encuentran en os
promotores de otros genes que codifican para otras subunidades de la RNA
polimerasa II, ya sea en conjunto o de manera independiente (Jansma y col,
1996; Nouraini y col., 1996). En levaduras este tipo de regulacién coordinada se
ha observado también en la accién de la proteina Gal4p sobre los promotores de
los genes que intervienen en la ruta del metabolismo de la galactosa (Johnston
1987) y en la accién de las proteinas Abflp y Raplp sobre la expresion de los
genes de proteinas ribosomales (Planta y col., 1995). El factor Abflp también se
ha visto que afecta a la transcripcién de los genes RPCI60 y RPC40, que
codifican para subunidades de la RNA polimerasa III de S. cerevisiae (Della
Seta y col., 1990).

Los factores generales de transcripcién de la RNA polimerasa II se
requieren tanto para un eficiente inicio como para la elongacién transcripcional.
Entre estos factores, que estin muy conservados en distintas especies desde
Saccharomyces cerevisiae a humanos se encuentran TFIIA, TFIIB, TFIID,
TFIIE, TFIIF y TFIIH. Estos factores han sido aislados originalmente en la
purificacion de extractos capaces de reconstituir la sintesis de mRNA in virro
(Zawel y Reinberg, 1993). Cada uno de ellos consta a su vez de varias
subunidades proteicas. El conjunto de factores generales de transcripcion se cree
que estd compuesto por aproximadamente 30 polipéptidos (Orphanides y col,,
1996) y se estima que en total, el complejo transcripcional activo estd formado
por mas de 50 polipéptidos (Kiinzler y col., 1996).

En un principio se asumié un ensamblaje del complejo paso a paso.
Primero se uniria el factor TFIID mediante su subunidad TBP (TATA Binding

Protein) al elemento TATA (Burley y Roeder, 1996) y después se irian
incorporando los miiltiples factores para formar finalmente un complejo activo

de pre-inicio de la transcripcién (Buratowski y Sharp, 1992). Sin embargo, hay



Introduccion

evidencias de que se produce un ensamblaje anterior en forma de holoenzima
independientemente del promotor (Koleske y Young, 1995; George y col.,
1995). El holoenzima es un compiejo que contiene la RNA polimerasa II
multimérica, los factores generales de transcripcién TFIIB, TFIIF y TFIIH
encargados de localizar el promotor y el complejo multmérico SRB
(Suppressors of RNA polimerase B proteins) o complejo proteinico mediador
requerido para una regulacién de la transcripcion temporal en respuesta a los
factores de transcripcion especificos. Ademas de la holoenzima, se necesitan los
factores TFIID, TFIIA y TFIIE para la formacién del complejo de pre-inicio
activo (Thompson y Young 1995). En la figura 1 se representa un esquema del

ensamblaje del complejo de pre-inicio de la transcripcidn.

Holoenzima de ia RNA polimerasa 1l

Complejo coactivador
del holoenzima

s

/

f GAL11
!SRB

SUG1

ACTIVADOR

Figura 1. Modelo de ensamblaje de la holoenzima de la RNA polimerasa II en el
promotor para formar el complejo de pre-inicio de 1a transcripcion. Se detallan los
diferentes factores de transcripcion generales (TF), las subunidades TBP (TATA
Binding Protein) y TAFs del factor TFIID y los coactivadores (COA).
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1.2. Mecanismos de la regulacion de la transcripcion.

La formacién del complejo de inicio de la transcripcion de la RNA
polimerasa Il puede ser modulado por proteinas reguladoras que se unen a
elementos UAS o URS. Muchos de ellos han sido clonados y caracterizados y se
ha visto que participan en un gran niimero de interacciones proteina-proteina
para ejercer sus efectos a nivel de los distintos pasos del inicio de la

transcripcién (Verdier, 1990; Svetlov y Cooper, 19953).

1.2.1. Activadores transcripcionales.

Los activadores transcripcionales estin compuestos por dominios
funcionales distintos, fisicamente separarados. El dominio de union al DNA
permite reconocer una secuencia especifica de DNA mediante una serie de
motivos estructurales tipicos: homeodominio, dedo de Zinc, cremallera de
leucina, hélice-giro-hélice, etc. (Struhl, 1995). Suelen incluir una sefial de
localizacién nuclear que permite un posicionamiento de la proteina en el nicleo
después de que es traducida en el citoplasma. El dominio de unién al DNA estd
generalmente asociado con un segundo dominio necesario para la
oligomerizacién de la cadenas polipeptidicas iguales o distintas. Aunque la
mayoria de los elementos promotores upstream interaccionan con un {nico
activador transcripcional, algunos son reconocidos por distintas proteinas, por
dimeros o por complejos heteroméricos (Kiinzler y col., 1996). Muchos factores
activadores especificos estin presentes a bajas concentraciones intracelulares €
interactian con relativamente pocos promotores. Ademds hay una clase de
activadores multifuncionales (Raplp, Abflp y Rebl) que son abundantes,
esenciales para el crecimiento y que interactian en muchos promotores no
relacionados entre sf (Struhl, 1995).

Después de la unién a sus sitios de reconocimiento, los factores activadores
estimulan la expresién génica a través de un dominio de activacion que es

funcionalmente distinto, y se encuentra separado fisicamente del dominio de
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unién al DNA. A menudo fos dominios de activacién en levaduras son regiones
acidicas cortas que siguen siendo funcionales cuando se fusionan a dominios de
unién al DNA heterélogos. Aunque la carga negativa es evidentemente
importante, el nivel de estimulacién transcripcional estd también influenciado
por residuos hidrofébicos y otras caracteristicas que todavia no son bien
conocidas (Hahn, 1993). Algunas regiones de activacién se vuelven acidicas
después de una fosforilacion (Sorger y Pelham, 1988; Song y col., 1991), pero
no esti claro si el incremento de la transcripcion se debe a la mayor carga
negativa causada por la fosforilacién. Los activadores de levaduras no parecen
funcionar mediante dominios ricos en glutamina o en prolina como ocurre en
activadores de mamiferos, ya que los activadores de este origen no funcionan en
células de levaduras (Kiinzler y col., 1994; Ponticelli y col., 1995). Sin embargo
hay otros activadores que no contienen ni regiones acidicas ni regiones
susceptibles de ser fosforiladas, por lo que se sugiere que existen otros tipos de

dominios de activacién (Struh!, 1995).

1.2.2. Coactivadores.

El término de coactivador segin propone Guarente (1995) incluye a
distintos factores que facilitan la activacién transcripcional, si bien no afectan
directamente a la transcripcion. Serfan tanto las proteinas asociadas al
holoenzima de la RNA polimerasa (el complejo mediador SRB, Galllp, Suglp,
Sindp y Rgrlp) como las proteinas TAFs (TATA Associated Factors) integrantes
del factor TFIID, asi como también el complejo SWI-SNF y las subunidades del
complejo adaptador ADA.

Existen variaciones en el concepto de coactivador y en la interpretacion de
su mecanismo de accion segiin los distintos autores. Un primer modelo propone
que podrian servir como un puente de unién entre los dominios de activacién y
los componentes de la maquinaria de transcripcién bdsica (Gill y Tjian, 1992).
Un segundo modelo propone que pueden no actuar directamente con los

activadores, sino que son requeridos para propagar el efecto de una interaccion
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directa, entre el activador y uno de los factores basales al resto de la maquinaria
transcripcional (Choy y Green, 1993). Guarente (1995) describe otros tres
modelos diferentes. El modelo de la anti-histona que implicaria una inhibicién
por parte del activador de la represion ejercida por las histonas unidas al DNA.
El modelo hipotético de la localizacién subnuclear en el que el coactivador
traerfa la unidad transcripcional a una regién del nucleo transcripcionalmente
activa. Y finalmente, el modelo de la sinapsis entre cromosomas homologos en
un nicleo diploide basado en la observacién de que la capacidad de los
cromosomas homélogos de aparearse afecta a la expresion génica en los

heterozigotos.

1.2.3. Represion transcripcional.

Dada la complejidad que presenta tanto la maquinaria transcripcional
basica como el proceso de activacion transcripcional, es l6gico pensar que la
transcripcion puede ser reprimida por una gran variedad de mecanismos
distintos (Herschbach y Johnson, 1993). Puede producirse una interferencia con
la unién del activador al DNA, una interferencia con la maquinaria de la
transcripciéon o bien una interferencia en la actividad del activador unido al
DNA.

Hay que diferenciar entre mecanismos de represion generales y especificos.
El mecanismo mas general de represién que afecta a todos los genes tanto a
nivel de la transcripcién basal como activada, es el empaquetamiento del DNA
en la cromatina (Workman y Buchman, 1993). La forma mas simple de
mecanismo especifico implica la unién de proteinas represoras a las regiones
URS.

Los URS pueden estar situados en diferentes posiciones de los promotores,
o bien pueden estar solapados con regiones activadoras (UAS) (Struhl, 1995).
Los factores represores que se unen a URS probablemente funcionan de manera
similar a los activadores mediante una interaccién directa o indirecta con la

maquinaria de la transcripcién. Los dominios de represion activos parecen ser
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ricos en los aminodcidos alanina, glutamina o prolina (Cowell, 1994). En
levaduras el complejo SSN6/TUP1 media el tipo de represion directa: permite la
represion de distintos grupos de genes que estan regulados por glucosa, por
oxigeno, por el ciclo celular y por lesiones al DNA. Una diana para la represion
parece ser la holoenzima de la RNA polimerasa, en particular los componentes
del par ciclina-quinasa SRB10 y SRB11 del complejo mediador SRB que son
necesarios para que se produzca el mdximo nivel de represion (Kuchin y col,,
1995).

Hay otros represores que afectan a la maquinaria transcripcional de manera
general. MOT1 es un represor general de la transcripcion que actia sobre TBP
compitiendo con TFIIA por el sitio de unién a TBP (Auble y col., 1994). El
complejo NOT (Negative On TATA) define un nuevo mecanismo de represion
transcripcional que afecta a la utilizacion del elemento TATA y que se ha
sugerido que es debido a la interaccion con algin componente de la maquinaria
transcripcional bésica (Collart y Struhl, 1994).

Algunos represores pueden actuar sin afectar al aparato transcripcional,
mediante interacciones proteina-proteina que bloquean la funcién de los
activadores, bien mediante irnpedimento estérico o0 enmascarando sus dominios
~ de activacion o de unién al DNA (Ma y Ptashne, 1987).

1.3. Transduccién de sefiales regnladoras de 1a transcripcién en levaduras.

Las proteinas reguladoras trans se unen a los elementos cis de diversos
promotores en respuesta a estimulos externos e internos que afectan al
crecimiento y al metabolismo de las células, como por ejemplo el nivel de
oxigeno, el tipo de fuente de carbono o nitrégeno, los niveles de fosfatos y la
respuesta a feromonas, entre los mas estudiados. En muchos casos la unién de
una proteina al promotor de un gen supone uno de los vltimos pasos en la ruta
de transduccion de la sefial (de Winde y Grivell, 1993). Uno de los mecanismos

mas estudiados de transduccién de seiiales lo constituye Ia respuesta a las

11
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feromonas del tipo sexual (nating). Una primera respuesta se dispararia a través
de la interaccién de estas feromonas con receptores en la membrana plasmatica,
iniciando una cascada de efectos secundarios positivos y negativos que implican
la accién de quinasas y fosfatasas e interacciones proteina-proteina (Sprague y
Thorner, 1992).

Recientemente se ha caracterizado una proteina, Grrlp, a la que se le ha
atribuido un papel central en la transduccién de la seial desencadenada por la
presencia de glucosa (figura 2). Las mutaciones en el gen GRRI (Glucose
Repression Release) evitan la represién de muchos‘ genes reprimidos por
glucosa (Baily y Woodword, 1984) y la induccién de genes HTX (Hexose
Transporter Genes) que codifican para transportadores de glucosa (Ozcan y
Johnston, 1995). Se ha descubierto que Grrlp estd conectada a través de la
proteina Skplp a la maquinaria de proteolisis mediada por la ubiquitina de
Rtglp, un represor de los genes HTX. La interaccion Grrlp-Skplp se
incrementa con altos niveles de glucosa (Ning y Johnston, 1997). Skplp ha sido
implicada en el complejo de enzimas conjugadas con la ubiquitina que es
responsable de la degradacidén de numerosos factores, entre ellos los reguladores
del ciclo celular, las ciclinas Cinl y Cin2 y el inhibidor de la kinasa dependiente
de ciclinas Siclp (Bai y col. 1996). Este mecanismo proporcionaria a
S. cerevisiae una via para acoplar la disponibilidad de nutrientes a la expresion
génica y a la regulacién del ciclo celular (Ning y Johnston, 1997). Sin embargo
queda por resolver si existe alguna conexidn de este mecanismo con los factores
trans que se han identificado como elementos que intervienen en la represién
por glucosa y que serdn descritos posteriormente.

Podemos afirmar de modo general que el mecanismo de transmisién de ia
sefial desde los efectores hasta los factores especificos de la transcripcién es uno

de los menos conocidos.
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Glucosa

Figura 2. Modelo de transmisi6n de la sefial desencadenada por la glucosa mediado po
¢l complejo Grrlp/Skpl. :

1.4. Regulacién de la transcripcion de genes que codifican para proteinas

mitocondriales.
1.4.1. Regulacién transcripcional por oxigeno. -

1.4.1.1. Hemo, una sefial intraceluiar.

Hemo sirve como grupo prostético de los citocromos y de otras proteinas
que unen oxigeno como por ejemplo las catalasas. Su biosintesis requiere
obligatoriamente la presencia de oxigeno y el estado redox de la célula es
proporcional al estado redox de ia molécula de hemo,

Dado que la biogénesis de las mitocondrias con capacidad respiratoria
funcional depende de la presencia de oxigeno molecutar como aceptor finat de
la cadena de transporte electrénico, la mayorfa de los genes nucleares que
codifican para los distintos componentes de la cadena de transporte electrénico

se encuentran regulados a nivel transcripcional por oxigeno (Zitomer y Lowry,
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1992). Hay varios hechos en la ruta de su biosintesis que hacen a hemo un
efector ideal para la sefializacién del oxigeno intracelular. Uno es el
requerimiento de oxigeno como aceptor de electrones en dos pasos, el paso
catalizado por el enzima coproporfirinégeno III oxidasa, codificado por el gen
HEM 13, para la formacién de protoporfiringeno IX; otro es el catalizado por el
enzima protoporfirinégeno IX oxidasa en la formacién de la protoporfirina
(Labbe-Bois y Labbe, 1990). La respuesta a la sefial puede ser rdpida ya que los
enzimas de la ruta estdn presentes incluso durante el crecimiento anaerébico de
las células, de forma que la inducién de su sintesis sélo necesita la presencia de
oxigeno. El paso limitante de la ruta lo constituye la reaccién catalizada por la
coproporfirinégeno II1 oxidasa e inctuso éste estd fuertemente inducido por

bajas concentraciones de oxigeno (Zitomer y Lowry, 1992).

1.4.1.2. Genes regulados por hemo.

La mayoria de los genes activados por hemo en Saccharomyces cerevisiae
codifican para componentes de la cadena de transporte mitocondrial o para
enzimas del ciclo de Krebs (Zitomer y Lowry, 1992).

S. cerevisiae es un organismo anaerobio facultativo que prefiere fermentar
en condiciones de adecuada aireacion y puede crecer vigorosamente en
anaerobiosis si se le suministran algunos metabolitos que sélo se sintetizan en
aerobiosis (dcidos grasos insaturados, esteroles y metionina). Durante la
adaptacién al crecimiento anaerobio, S. cerevisiae expresa genes que son de
baja expresion en aerobiosis, denominados genes hipdxicos (Zitomer y col.,
1997).

Algunos genes que se transcriben preferentemente en condiciones aerobias
tienen formas homdlogas que se regulan de manera opuesta y por tanto,
aumentan su expresion en condiciones de hipoxia. La aparicién de parejas de
genes que codifican para una misma proteina en dos condiciones distintas es un
fenémeno que aparece en S. cerevisiae relacionado con la regulacién de la

expresién génica hemo-dependiente. Ejemplos de estos genes duplicados son los
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genes COX5A y COX5B que codifican para la subunidad V de la citocromo ¢
oxidasa (Cumsky y col. 1987) y los genes CYC! y CYC7 que codifican para el
citocromo ¢, de cuya regulacién se hablard en un apartado posterior. También
hay dos genes para la 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA reductasa, HMGI y HMG?2
(Thorness y col. 1989), y para el factor der inicio de la traduccién TIF51
(TIFSIA v TIF51B/ANBI)Y(Mehta y col. 1990). La expresion aerobia de los
genes hipdxicos estid reprimida generalmente por el factor Roxlp (Zitomer y
Lowry, 1992). Sin embargo, parece que existen otros mecanismos ya que el gen
DANI. recientemente clonado, cuya funcién es dcsconocida, sélo se expresa en
condiciones anaerobias v hemo participa en su represion mediante un
mecanismo independiente de la proteina represora Rox1p (Sertil y col., 1997).

En pocos casos la regulacion por oxigeno no estd controiada por hemo. Un
ejemplo es el del gen PET494 que codifica para un factor de traduccién que
actia sobre el mRNA del gen mitocondnial coxIlI cuya expresion es inducida a
nivel transcripcional por oxigeno de una manera independiente de hemo
(Maryakwas y Fos, 1989). La base molecular de este tipo de regulacién por
oxigeno todavia es desconocida.

Los mecanismos por los cuales se produce la activacién mediada por hemo
implican la intervencién de factores proteinicos reguladores especificos (HAP:
Heme Activator Protein) entre los que se encuentran Haplp y el complejo

heteromérico Hap2/3/4/5p.

1.4.1.3. Haplp.

Arcangioli y Lescure (1985) identificaron a Haplp como una proteina
implicada en la regulacion por oxigeno de fa expresién del gen CYCI. Mediante
ensayos de unién DNA-proteina en distintos medios, relacionaron la unién
DNA-proteina con la regulacion por oxigeno y por hemo. Sousa y Arcangioli
(1989) descubrieron que hay dos regiones activadoras UAS1A y UASIB, en el

promotor de CYC/ que responden individualmente a Haplp.

15



Estudio de la region reguladora de KICYC!

Se han identificado secuencias de unién de Haplp en promotores de
distintos genes de S. cerevisiae. Aparecen en los genes CYCIl y CYC7 que
codifican para las dos isoformas de citocromo ¢ (Pfeifer y col. 1987, Zitomer y
col. 1987), en el gen HEMI3 de la coproporfinogeno oxidasa (Keng, 1992), el
gen CYT] del citocromo c/(Qechsner y col., 1992), el gen CTT1 de la catalasa
T (Winkler y col, 1988) y el gen CYB2 del citocromo b2 (Lodi y Guiard,
1991). Estos sitios comparten poca homologia entre si, pero se han obtenido
secuencias consenso considerando los nucledtidos mas importantes para que se
produzca la unién (figura 3). Ha y col. (1996) han propuesto que el consenso de
unién de Haplp es una forma degenerada de la repeticién directa de nucledtidos
CGGN,TANCGGN,TA. La variacién existente respecto al consenso en cada
promotor regulado por Haplp influye en la conformacién del DNA, y en la

capacidad activadora de la proteina Haplp unida al DNA.

CYCl AGAC CGG AAAGAT CGG TGAAAAC
(UAS1A)

Ccrci TGGC CGG GGITIA CGG ACGATGA
(UASI1B)

CYC7 CCCT CGC TATIAT CGC TATTAGC
CTTI GGAA TGG AGATAA CGG AGGTICI
CYB? GGCA AGG AGATAT CGG CAGGCIT
CYT] CCGC  €GG AAATAC CGG CCGCCCA
C¥Ti(reverse) | CGGC__CGG TATILIC CGG CGGCCAA
Consenso CGG NNNTAN CGG NNNTA

Figura 3. Alineamiento de regiones UAS de Haplp de distintos genes y
secuencia consenso, modificado de Ha y col. (1996).

Hap1p es una proteina de 1483 aminodcidos que presenta un dedo de Zinc,
de unién a DNA y de dimerizacién amino-terminal (entre los residuos 1-148) y
un dominio que media la regulacién por hemo entre los residuos 244 y 444
(Pfeiffer y col., 1987a y 1989). La unién a hemo depende de la regién consenso
KCPVDH repetida 7 veces. Su delecion produce hemo-independencia y
actividad constituiva de los genes CYB2, CYCI, CYC7 y ERGII (Fytlovich y
col., 1993). En el extremo carboxi-terminal (entre 1309-1483) hay un dominio
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de activacién altamente acidico. Ushinsky y Keng (1994) describieron una
mutacién que cambiaba el aminoécido glicina de la posicion 235 por aspartato y
producia una regulacién hemo independiente y Haldi y Guarente (1995)
definieron una segunda region hacia el extremo carboxi-terminal, entre las
posiciones 1048 y 1052, que controla la respuesta a hemo. El significado de la
existencia de muiltiples sitios de respuesta a hemo seria el permitir una
adaptacién fina en funcién de las variaciones de los niveles de hemo. Una

representacion esquematica de los dominios de Haplp puede verse en la figura4.

KCPVDH
1148 235 444 1048 1052 1308 1483

>

Dominio de Dominios de Dominio de
unién al DNA unidpn a hemo activacion

Figura 4. Dominios funcionales de Haplp.

Segin los resultados de Fytlovich y col. (1993) y de Zhang y Guarente
(1994), la actividad de Haplp es funcién de los niveles de hemo. Se ha
propuesto que el dominio de unién a hemo interaccione con un represor celular
en ausencia de hemo, reprimiendo la activacion de la transcripcién. Sin
embargo, todavia no ha sido caracterizada ninguna proteina con esta funcién.

Haplp pertenece al tipo de proteinas que presentan un dedo de zinc de tipo
C6 en el que dos iones de zinc estin coordinados con seis cisteinas. Esta
estructura se ha relacionado con la formacién de complejos con el DNA
(Timmerman y cof. 1996). Las proteinas de este grupo se unen al DNA en forma
de dimero. A diferencia de lo que ocurre con Galdp y Pprl, otras dos proteinas
de este grupo, Haplp se une selectivamente a sitios asimétricos de DNA
conteniendo dos repeticionés directas de los tripletes CGG. Esta unidn
asimétrica se atribuyé en un principio al dedo de zinc, de manera que se

produciria una interaccion asimétrica en los dominios de dimerizacién que
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orientaria a los dedos de zinc para reconocer los tripletes CGG (Zhang y
Guarente, 1996). Timmerman y col. (1996) proponen, a partir de resultados de
espectroscopia NMR, que la especificidad de las interacciones entre el dedo de
zinc y las regiones de union del DNA se debe a Ia estructura del péptido de
unién y de la hélice de dimerizacion (figura 5).

Nait-Kaoudjt y col. (1997) proponen un modelo en el que Haplp se une de
diferente manera en funcion de las caracteristicas de las secuencias de unidn del
promotor (figura 5). En 1a unién del péptido de Haplp al UAS1A de CYCI, se
han visto que los dos tripletes son esenciales (figura 5a). En la unién at UAS1-A
de CYB?2 sélo estd presente un triplete CGG por lo cual se produce la unién a
medio sitio que es esencial; el otro medio sitio estabiliza la unién. Una T
intermedia que interacciona con uno o dos de los dominios de unién también
estd implicada en la estabilizacién (figura 5b). En la unién al UAS de CYC7,
estin presentes dos tripletes CGC que no son equivalentes entre si sino que de
nuevo aparecen dos medios sitios con diferentes afinidades y la T aparece de
nuevo implicada en la interaccidén (figura 5¢). La importancia de esta T ya habia
sido mencionada por Ha y col. (1996).

Recientemente se estudié mediante NMR la interaccién del péptido 55-126
de Haplp con dos fragmentos de DNA de la regién del UASIB de CYC! y se
llegé a la conclusién de que los tripletes CGG son reconocidos por el dominio
del dedo de zinc de la proteina, y que la secuencia intermedia es reconocida por
la regiéon N-terminal del péptido de unidén que posee un tramo de residuos
bésicos de arginina y lisina. Este resultado indicaria que la regién, localizada a
continuacién de la regién del dedo de zinc, constituida por un pequefio péptido
adaptador y un elemento de dimerizacién, juega un papel en la interaccién
especifica con el DNA a diferencia de lo que ocurre con las proteinas Galdp y
Prrlp (Vuidepot y col., 1997).
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a. UAS1A CYCJ b. UAS1A CYB2 c.

CGGxxoxxxCGG AGGxxxTAxCGG

DU: DOMINIO DE UNION AL DNA (dedo de zinc)
PU: PEPTIDO DE UNION
DD: DOMINIO DE DIMERIZACION

UAS CYC7

)

CGCxxxTAxCGC

Figura 5. Modelo de unién de Haplp a distintas secu
Kaoudjt y col. (1997). Con tres lineas verticales se

encias diana segin Nait-

‘indican las dos uniones

equivalentes y esenciales. Con una barra en negrita se indica las uniones a "medios

sitios” esenciales. Con lineas punteadas y cruces se indican las interacciones que

estabilizan la unién.

1.4.1.4. El complejo heteromérico Hap2/3/4/5p.

Estd implicado en Ia regulacidn dependiente de hemo y de fuente de

carbono de un gran numero de genes que codifican para proteinas

mitocondriales. Sin embargo, ninguna de las proteinas que constituye el

complejo es capaz de unir hemo directamente.

En un principio se caracterizé este compiejo, también ilamado factor de

unién a CCAAT, como un complejo heteromérico formado por las proteinas

Hap2p, Hap3p y Hapd4p. Los genes que codifican

para estas proteinas se

identificaron porque cuando se mutaban se eliminaba la expresion de los genes

de proteinas mitocondriales y las levaduras no crecian en medio con lactato
(Pinkham y Guarente, 1985; Pinkham y col., 1987; Hahn y col, 1988 y

Forsburg y Guarente, 1989).
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Hap2p y Hap3p se unen de manera interdependiente al DNA (Hahn y
Guarente, 1988), mientras que Hap4p no se une de manera directa al DNA pero
aumenta la capacidad de unién de Hap2p v Hap3p, y se asocié su dominio de
activacién acidico con la actividad del complejo (Forsburg y Guarente, 1989).
Los factores Hap2p y Hap3p presentan homologia funcional con los factores
CPIB y CP1A de mamiferos que se unen a la caja CCAAT e incluso pueden
intercambiarse respectivamente para producir la interaccién DNA-proteina in
vitro (Codosh y col., 1988).

La proteina Hap2p esté constituida por una proteina de 265 amino4cidos y
la regién comprendida entre las posiciones 154-197 parece imprescindible para
la unién a Hap3p, ademds existe un tramo poliglutamina entre las posiciones
120 y 133 y la region carboxi-terminal es altamente bdsica (Pinkham y col,,
1987). Hap3p es una proteina de 144 residuos y, como Hap2p, presenta un
dominio de interaccién con el DNA (Olesen y col., 1987). La proteina Hap4p,
que codifica para una proteina de 553 aminoicidos contiene una corta regién
basica entre los residuos 54 y 80 y una region altamente acidica en su extremo
carboxi-terminal cuya eliminacién inactiva la funcion de la proteina in vivo. A
éste ultimo dominio se le atribuy$ la capacidad de activacién del complejo
(Forsburg y Guarente, 1989).

El dominio de unién a DNA de Hap2p, juntamente con el dominio de unidn
al DNA de Hap3p, es capaz de reconocer la caja CCAAT (Xing y col. 1993). La
asociacion de estas subunidades se lleva a cabo por un dominio denominado
SAD (Subunit Association Domain) presente en Hap2p y que posee una
estructura de hélice a. Al examinar las interacciones entre estos dos factores se
encontré que los extractos purificados de Hap2p y Hap3p no podian reconstituir
la unién al DNA in vitro, por lo cual se pensé en la existencia de un cuarto
componente del complejo que se aisld mediante €l sistema del doble hibrido
{(McNabb v col., 1995). Los extractos purificados de Hap2p, Hap3p y Hap5p si
reconstituian la unidn a la caja CCAAT in vitro, 1o que identificaba por primera

vez un factor regulador heterotrimérico de unién al DNA.
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El complejo Hap2/3/4/5p se ha relacionado con un papel general en la
regulacién del metabolismo energético, puesto que interviene en la regulacién
de genes mitocondriales, genes del metabolismo del carbono y genes del

metabolismo del nitrégeno (Dang y col. 1996).

1.4.1.5. Factores ROX.

Los mutantes rox {repressor dependent on gxygen) sobreexpresan el gen
hipéxico CYC7 en condiciones aerobias (Rosenblum-Vos y col, 1991) y se
clonaron los genes por complementacién de este fenotipo. Los factores Roxl1p,
Rox3p, Rox4p, Rox5p y Rox6p son proteinas reguladoras y algunas de ellas se
han identificado como proteinas que habian sido previamente caracterizadas.
Asi el gen ROX4 resulté coincidente con el gen TUPI (Zhang y col, 1991}, el
gen ROX35 coincidi6 con el gen SSNG y el gen ROX6 coincidi6 con el gen SRB10
(Cadahia, 1996) que codifica para un componente no esencial del complejo
mediador de la RNA. polimerasa 1I. De todos los factores ROX caracterizados,
Rox1p ha sido el factor que presenté una funcién mds especifica en cuanto a la
regulacion directa del gen CYC7. |

Rox1p es una proteina represora de genes hipdxicos y de genes anaerdbicos
en condiciones aerobias (Lowry y Zitomer, 1984). El gen ROX! se encuentra
regulado a su vez por Haplp (Keng, T., 1992) La represién de la transcripcién
de los genes hipéxicos por el factor Roxlip requiere del complejo correpresor
Tuplp/Ssn6 (Tzamarias y Struhl, 1995). Rox1p se une al DNA por una regién
situada en los primeros 100 aminoéacidos que presenta una estructura tipica de
las proteinas HMG (High Mobility Group) que se unen al DNA modificando su
estructura (Balasubramanian y col., 1993). Se ha demostrado que los primeros
100 aminoacidos que componen ¢l dominio HMG son los responsables de la
unioén al DNA y que cuando Rox1p se une al DNA produce una curvatura en el
DNA de 90° (Deckert y col., 1995). Recientemente se ha visto que el dominio
HMG también es responsable de la oligomerizaciéon de Roxlp (Di Flumeri y
col., 1996).
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ROX3 codifica para una proteina de localizacién nuclear que es esencial.
La delecién de su secuencia codificadora es letal y se ha localizado su dominio
funcional en la region amino-terminal (Rosenblum-Vos y col., 1991).
Recientemente se ha sugerido que esta proteina estd implicada en la represion
transcripcional mediada por la RNA polimerasa I (Bjorklund y Kim, 1996) y se

ha relacionado con la ruta de respuesta al estrés (Evangelista y col., 1996).
1.4.2. Regulacién por fuente de Carbono.

Al igual que otros microorganismos, Saccharomyces cerevisiae muestra
preferencias por determinadas fuentes de carbono. La glucosa es la fuente de
carbono preferida por S. cerevisiae y su presencia induce la transcripcion de
varios genes retacionados con la fermentacién y reprime la transcripcién de los
genes necesarios para la respiracion y la utilizacion de otras fuentes de carbono
(Johnston y Carlson, 1992). Un grupo de estos genes, reprimidos por glucosa, lo
constituyen los genes que codifican para los enzimas mitocondriales implicados
en ¢l ciclo de Krebs y en la cadena respiratoria. En ausencia de los enzimas
requeridos para la respiracién, el piruvato resultante de la glucolisis se
descarboxila y se reduce a etanol para regenerar el NAD" que se consume en la
glucolisis. Como consecuencia, se produce mucho menos ATP que durante la
fosforilacién oxidativa. Tan pronto como se agota la glucosa, la produccién de
enzimas mitocondriales se desreprime y el etanol formado comienza a ser
metabolizado.

La represién por glucosa de las funciones mitocondriales supone una
especializacion que refleja el metabolismo fundamentalmente fermentativo que
presenta S§. cerevisiae (Ronne, 1995), La desrepresion que se produce en
ausencia de glucosa esta mediada por el complejo Hap2/3/4/5p que se describié

anteriormente.
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1.4.2.1. Factores rrans implicados en la represion por glucosa. '

Ssnfip.

La serin/treonin-quinasa Snflp (Catlp o Cerlp) juega un papel clave en la
desrepresién de todos los genes reprimidos por glucosa. Los mutantes snf
(sucrose non fermenting) son incapaces de usar otra fuente de carbono diferente
de la glucosa como por ejemplo sacarosa, galactosa y maltosa porque los genes
necesarios se encuentran reprimidos por glucosa (Ronne, 1995). Esta proteina
parece tener un papel central como componente de la transduccion de la sefial
mediante interaccién con otras proteinas como Snf4p (Cat3p) (Celenza y col,
1989), Siplp (Yang y col., 1992), Sip2p y Gal83p (Yang y col., 1994).

Recientemente se ha visto que la interacciéon entre Snflp y Snf4p estd
fuertemente regulada por la concentracién de glucosa. Jiang y Carison (1996)
han propuesto un modelo para explicar dicha interaccién que s¢ representa en la
figura 6. Asi, a niveles bajos de glucosa Snf4p se une al dominio regulador de
Snflp impidiendo la autoinhibicién por ocultamiento del dominio quinasa y
favoreciendo su actividad como proteina desrepresora. Cuando 1os niveles de
glucosa son elevados el dominio regulador de Snflp se une al dominio con

actividad quinasa causando su autoinhibicién.

Niveles altos de glucosa Niveles bajos de glucosa

Autoinhibicion Complejo activo

Figura 6. Modelo de la regulacion por glucosa de las interacciones entre
proteinas en el complejo de la quinasa Snflp. R: dominio regulador. Q:
dominio quinasa.
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Miglp.

Miglp es una proteina con un domtinio de dedo de zinc de tipo CH, de
unién al DNA que funciona como represor transcripcional de los genes
repimidos por glucosa. Pertenece al tipo de pfotefnas relacionadas
evolutivamente que se unen a cajas GC (Lundin y col., 1994), secuencias que se
han visto en los promotores de muchos genes regulados por glucosa (Nehlin y
col., 1991). Una funcién de Ia quinasa Snflp seria evitar que Miglp reprima a
sus genes diana en ausencia de glucosa. El mecanismo por el cual Miglp
reprime la transcripcién no esta claro pero se cree que estdn implicadas varias
proteinas represoras formando un complejo. Miglp reclutaria al complejo
correpresor general que contiene las proteinas Ssnép y Tuplp (Treitel y Carlson,
1995). Recientemente se ha descrito que un pequeiio dominio C-terminal de
Miglp que comprende los tltimos 24 aminodcidos media la represion por
glucosa dependiente de Miglp y que dos elementos internos median la

inhibicidn de su actividad en ausencia de glucosa (Ostling y col., 1996).

Ssn6p/Tuplp.

Las proteinas Ssn6p y Tuplp se necesitan para la represién de la
transcripcion de varias rutas reguladoras en las células de levaduras, incluyendo
la represidn por glucosa y el tipo de mating (Keleher y col., 1992). Constituyen
un complejo correpresor que media la represion mediante la interaccion con
proteinas represoras especificas de unién al DNA (Williams y col., 1991).

Las mutaciones ssn6 y tupl tienen miiltiples fenotipos entre los que se
encuentran: expresion constitutiva de los genes reprimidos por glucosa,
floculacién dependiente de calcio, defectos en el matring de las células de tipo
MATe, incapacidad de los diploides homozigéticos para esporular, crecimiento
pobre en fuentes de carbono no fermentables como el glicerol y sensibilidad a la
temperatura (Rothstein y Sherman, 1980, Trumbly, 1986). Estos fenotipos se
cree que son debidos a la imposibilidad de que se produzca represion de

diferentes clases de genes.
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Ssn6p/Tuplp interacciona con distintos tipos de proteinas represoras de
diferentes familias de genes, con la proteina Miglp (Treitel y Carlson, 1995),
con la proteina Rox1p (Zhang y col,, 1991), con el represor Mata2 (Keleher y
col., 1992), con un represor desconocido de los genes inducidos mediante
lesiones en el DNA (Zhou y Eliedge, 1992) y con el represor Rtglp de los genes
HXT que codifican para proteinas transportadofas de glucosa (Ozcan y
Johnston, 1995).

Ssnép y Tuplp sélo tienen en comiin largos tramos de poliglutamina
usuales en proteinas reguladoras de proteinas. Ssn6p contiene 10 copias de la
repeticién de 34 aminodcidos, las repeticiones TPR (Tetratricopeptide Repeat)
cerca del extremo N terminal que se requieren para su funcién (Schultz y col.,
1990). La proteina Tuplp contiene seis o siete repeticiones, de unos 40
aminodcidos cada una, denominadas WD-40 que se encontraron por primera vez
en la subunidad B de las proteinas G (Williams y Trumbly, 1990). Este tipo de
estructuras podrian ser responsables de las interacciones proteina-proteina que
dardn lugar al efecto represor que ejerce el complejo sobre los distintos genes
anteriormente mencionados.

El complejo Ssn6p/Tuplp se cree que estd formado por cuatro (VaranaSi y
col., 1996) o tres subunidades de Tuplp (Redd y col., 1997} y una subunidad de
Ssn6p y ademds por otras proteinas adicionales implicadas que incluyen Rox3p,
Sindp, Srb8p, Srb9p, Srbl0p y Srbllp y que también han sido identificadas
como integrantes del componente mediador de la RNA polimerasa (Bjorklund y
Kim, 1996).

Se han descrito dos mecanismos generales para explicar la represién por
Ssn6p/Tuplp: uno seria el control de la posicién de los nucleosomas para
enmascarar las dianas de los activadores o factores de transcripcién
(Edmondson y col., 1996) y otro seria la inhibicién directa de la maquinaria
transcripcional (Balciunas y Ronne, 1995).

Tuplp/Ssn6p reprime la transcripcion de muchos promotores (Williams y

col., 1991; Keleher y col., 1992) y los factores represores o2 y Miglp requieren
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la presencia de Tuplp/Ssn6p (Trumbly, 1992). Ademds el complejo puede tener
un efecto activador. Zhang y Guarente (1994) observaron que la proteina Haplp
estaba regulada positivamente por Tuplp/Ssn6p. Cuando se delecionaban los
genes TUPI y SSNG6, la actividad de Haplp disminufa. Puesto que TUPI(ROX4)
y SSN6(ROXS5) estan implicados en la represion de los genes hipéxicos CYC7 y
ANBI (Zhang y col. 1991) y los mutantes hapl no pueden crecer en fuente de
carbono no fermentable, también se atribuye al complejo Tuplp/Ssn6p un papel
global en la regulacién de genes que estdn bajo el control del oxigeno (Zhang y
Guarente, 1994).

1.5. Factores reguladores multifuncionales de levaduras.

1.5.1. Abflp.

En S. cerevisiaze Abflp (ARS Binding Factor 1) es una proteina
multifuncional implicada en la activacién y la represién de la transcripcion, asi
como en la replicacién del DNA. Presenta un motivo dedo de zinc atipico asi
como extensiones de poli-asparagina (Verdier, 1990). Entre los mﬁltiples efectos
que ejerce sobre la transcripcion en levaduras se encuentran: €l de represor en
los loci silentes del tipo de mating HMR y HML, activador en la replicacién del
DNA, activador de varios genes como YPT! y TUB2, activador en el promotor
de CYCI (Dorsman y col., 1988) y activador del gen esencial DED] en sinergia
con elementos ricos en T (Buchman y Kornberg, 1990).

Su secuencia de reconocimiento aparece en la regién promotora de mas de
80 genes diferentes incluyendo algunos genes de proteinas ribosomales, genes
que codifican subunidades de la RNA-polimerasa 1 y III y algunos genes
glicoliticos. En otros genes como CARI, TRP3, COX6 y QCRS, Abflp
promueve la activacion de la transcripcién causada por otros factores especificos
como el complejo Hap2/3/4/5p.

- Mediante experimentos de posicionamiento de nucleosomas se vid que

Abflp contribuye a la expresién de QCRS creando una estructura de cromatina
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favorable. La unién de Abflp genera una ventana libre de nucleosomas de
60-70pb a fo largo de la regién promotora flanqueada por una fila de
nucleosomas (De Winde y col., 1993). Cuando se aislan del contexto normal del
promotor, los sitios de unién de Abflp sélo pueden activar la transcripcidn de
un gen reporter en niveles modestos (Buchman and Kornberg 1990). Tomando
estos datos en su conjunto, parece que la unidon de Abflp a un promotor se
necesita primariamente para facilitar la unién DNA-proteina de factores
activadores a elementos adyacentes de DNA, probablemente creando una regidn
libre de nucleosomas (Planta y col., 1995).

El gen ABF1 codifica para una proteina de un peso molecular de 82.000Da
en la cual los 202 aminodcidos C-terminales constituyen un dominio acidico que
es la regién supuestamente implicada en la activacién de la transcripcion. Es
interesante que la region 5' del gen ABFI contiene cinco sitios potenciales de
uniéon de Abflp, lo que sugind que pueda estar auto-regulado

transcripcionalmente por su mismo producto (Halfter y col., 1989 ).

1.5.2. Cpflp.

El factor Cpflp (Centromere and Promoter Factor 1) también conocido
como Cpl y Cbfl, es una proteina de §. cerevisiae originalmente identificada
como el factor que se une al motivo de DNA centromérico llamado CDEI
(Centromere determining element I) que estd formado por la secuencia consenso
RTCACRTG (Mellor y col., 1990). Pertenece a la clase de proteinas que
contiecne un motivo bdsico hélice-giro-hélice (HLH: helix-loop-helix) y una
repeticion de 7 leucinas similar a una cremallera de leucinas (ZIP: leucine
zipper) en la regién carboxi-terminal, responsables de la union al DNA y la
dimerizacion. Los miembros de esta clase de proteinas b/HLH/Z estin
implicados en la regulacidn transcripcional y se incluyen en la familia de las
proteinas relacionadas con Myc (Blackwood y Eisenman, 1991).

La disrupcién del gen CPF! y la mutacion el motivo CPF1 (RTCACRTG)

en los centrémeros muestran que Cpflp se requiere para una funcién Gptima del
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centréomero durante la mitosis y la meiosis. La disrupcién del gen CPFJ] origina
mutantes auxotréficos para la metionina. El motivo CDEI se encuentra en
muchos otros sitios del genoma incluyendo secuencias reguladoras. Estd en
diversos promotores como los de los genes TRPI, GAL2 y los promotores de
varios genes de la ruta de la biosintesis de metionina (MET25, MET16, METZ,
METI4, METS, MET3 y SAM2). Se ha sugerido que Cpflp asociado a estos
sitios juega un papel en la activacion de la transcripcién (Mellor y col., 1990).
Otra funcién que también se le atribuye a Cpflp es la de modulador de la

estructura de la proteina (Kent y col., 1994},

1.5.3. Raplp.

La proteina represora Rapl es un factor esencial muy abundante y esta
implicado en diversas funciones en la levadura S. cerevisiae. Se une a regiones
promotoras de genes ribosémicos y genes que codifican para proteinas de los
mecanismos de traduccién, a elementos silenciadores del tipo de mating,
funcién que comparte con Abflp (Diffley y col., 1989) y a regiones con la
secuencia [(C),;A], teloméricas. Se le atribuye una funcién general en la

organizacién de la cromatina (Shore, 1994).

1.6. Regulacion de genes que codifican para citocromo ¢ de levaduras.

1.6.1. Los genes citocromo ¢ en levaduras.

En S. cerevisiae se han caracterizado dos genes que codifican para dos
isoformas de la proteina citocromo c¢. El gen CYC! codifica para el
1so-1-citocromo ¢ (Smith y col., 1979) y el gen CYC7 para la iso-2-citocromo ¢
(Montgomery y col.,, 1980). En funcién de la regulacién por hemo que
presentan, CYC/ pertenece al grupo de los genes activados por hemo y CYC7 al
grupo de los genes hipéxicos que se reprimen en presencia de hemo (Zitomer y
Lowry, 1992).
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La regulacién transcripcional de estos genes ha sido ampliamente
estudiada, y se ha visto que estdn regulados por los niveles de oxigeno y por la
presencia de fuentes de carbono no fermentables, mediante un mecanismo que
se puede considerar general de los genes que codifican para proteinas

mitocondriales y que se representa en la figura 7.
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¢ transduccion
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\ \ A

Hap2/3/4/5p {—— Miglp-#— Ssn6p/Tuplp

Rox1p
CYCl CcYc7

Figura 7. Regulacién de los genes citocromo ¢ de Saccharomyces cerevisiae.

1.6.2. Regulacién del gen C YC1 de S. cerevisiae.

En el gen CYC! codifica para la proteina iso-1-citocromo ¢ que es la forma
mayoritaria de citocromo ¢ en S. cerevisiae y su transcripcion estd inducida por
hemo in vive (Guarente y Mason, 1983). En su promotor existen dos regiones
UAS fundamentales para su regulacion. El UAS1 entre las posiciones -298 y
241, esta activado por Haplp que se une a dos sub-sitios dentro de esta region,

UASIA y UASIB, ambos necesarios para una méxima actividad (Lalonde y
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col., 1986; Pfeifer y col., 1987a). El UAS2, que se encuentra entre las posiciones
-230 y -178, esta activado por el complejo heteromérico Hap2/3/4/5p (Guarente
y col., 1984; McNabb y col., 1995). La descripéién de la regulacién tanto por los
niveles de oxigeno, mediada por Haplp, como pbr la fuente de carbono,
mediada por el factor heteromérico Hap2/3/4/5p, ha sido paralela al estudio de
estos factores de transcripcidn, como se ha visto en los anteriores apartados.
También se ha identificado una secuencia de unién para el factor multifuncional
Abflp en la posicién -462 que forma un complejo de retardacién DNA-proteina
(Dorsman y col., 1988). '

1.6.3. Regulacidn del gen CYC7 de §. cerevisiae.

El gen hipéxico CYC7 estd regulado por los niveles de glucosa y presenta
débil induccion por oxigeno a través de la proteina Haplp (Zitomer y col., 1987;
Pfeifer v col., 1987b). Lodi y col., (1996) proponen una variacién en ¢l modelo
de activacién de CYC7 mediado por Haplp en la que estaria implicado un factor
activador adicional todavia no caracterizado.

CYC7 esta inducido por choque térmico y por bajos niveles de cAMP
(Pillar y Bradshaw, 1991) y en la fase estacionaria temprana (Laz y col. 1984).
Estas caracteristicas llevaron al estudio de la respuesta global al estrés de CYC7
(Evangelista y col.,, 1996). Se relaciond, mediante andlisis de deleciones, la
respuesta a estrés con tres elementos CCCCT localizados en el promotor
(elementos STRE, Stress Regulatory Element). Esta respuesta estd mediada por
el factor Rox3p. Mediante una seleccién de supresores de una mutacidn de
ROX3 sensible a la temperatura, se aisio el gen RTSI (Rox Three Suppressor)
que codifica para una proteina, Ritslp, con homologia con la subunidad B' de la
fosfatasa 2A- de conejo (Zolnierwicz y col., 1994). La delecién de RTS! causa
sensibilidad osmética, sensibilidad a 1a temperatura y un incremento del mRNA
de CYC7 bajo todas las condiciones. Rts1p funciona como subunidad reguladora
de la fosfatasa PP2A, de S. cerevisiae (Evangelista y col., 1996). Estos autores

propusieron el modelo que se incluye en la figura 8. Situan a Rox3p como
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receptor de la sefial de estrés en el niicleo porque parece actuar después de la
fosfatasa y media todas las sefiales de estrés estudiadas (Evangelista y col.,
1996). Rtslp podria actuar a dos niveles diferentes, bien contrarrestando las
sefiales de los diferentes tipos de estrés individualmente, o bien afectando a un

tinico factor que recibe todas las sefiales.

Estrés osmético Lesiones en el DNA

Choque térmico Bajos niveles de glucosa

Carencia de fuente de nitrégeno

Figura 8. Papeles de Rox3p y Rstlp en la respuesta a estrés de CYC7
(adaptado de Evangelist y col., 1996). ’

1.6.4. El gen KICYCI de Kluyveromyces lactis. _

El gen KICYC1 se aisi6 por complementacion de una linea de S. cerevisiae
deficiente en citocromo ¢. El gen KICYC! codifica para una proteina de 110
aminodcidos que mantiene todos los requerimientos estructurales de un
citocromo ¢ (Freire-Picos y col., 1993).

Se ha visto que el gen KICYC! presenta una homologia extensa con los
genes citocromo ¢ de otras levaduras (Freire-Picos y col., 1995b). La mayor
homologfa se produce con el citocromo ¢ de Hansenula anomala (Jambén y
col., 1997).

El gen KICYC! genera dos trascritos de distintos tamafios y estd regulado a
nivel transcripcional por oxigeno y por glucosa. Mediante expresién heterdloga

en lineas de S. cerevisiae, se vid que los factores Haplp y Hap2p intervienen en
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su regulacion (Freire-Picos y col., 1995a). El nivel de expresion del gen KICYC/
es elevado en comparacion con el del gen CYCI, lo que se relaciona con el alto

bias en el uso de codones que presenta KICYC! (Freire-Picos y col., 1994).
1.7. Factores transcripcionales de Kluyveromyces lactis.

Las regiones promotoras de los genes de K. lactis contienen sitios
potenciales de unién de factores reguladores de S. cerevisiae. Los ejemplos son
numerosos: KICYC1 (FreirePicos y col., 1993), KIQCR7 (Mulder y col., 1994c¢),
QCR8 (Mulder y col., 1994b), GAL8O (Zenke y col. 1993), GALI-GALIO
(Webster y Dickson, 1988), PFK2 (Heinisch y col., 1993) y otros. Sin embargo,
en la mayor parte de los casos todavia no se ha estudiado su verdadero
significado funcional.

En los ultimos afios se han clonado factores reguiadores de la transcripcién
en K. lactis homologos a los de S. cerevisiae y se han iniciado estudios de los

mecanismos de accidn que gjercen sobre la regulacién génica.

1.7.1.  Factores especificos de regulacién del metabolismo

respirofermentativo.

1.7.1.1. KIHAP2.

El gen KIHAPZ2 se cloné por complementacion de una linea mutante hap2
de S. cerevisiae. Se obtuvo el mutante nulo y presentaba un fenotipo que, a
diferencia de lo que sucede con su homdlogo en S. cerevisiae, crece
normalmente en glicerol, etanol o 4cido lactico. KIHap2p complementa la
funcién en mutantes hap2 de S. cerevisiae y la region funcional de la proteina
estd altamente conservada; sin embargo, no parece estar implicada en el control
del sistema réspiratorio en levaduras (N'Guyen y col., 1995). Estudios recientes
de Lodi y col. (comunicacién personal) de los genes que codifican para el

enzima lactato DH, KIDLD y KICYB2, han puesto de manifiesto un efecto del
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factor Hap2p sobre su regulacion.. Este efecto sélo se observa en medios
completos con lactato y no en medios con glucosa. Esto implicaria un tipo de
regulacion dependiente de Hap2p en condiciones diferentes de las que

intervienen en S. cerevisiae y que deben ser analizadas con mayor profundidad.

1.7.1.2, KIHAP3.

Se cloné por complementacién de una linea mutante hap3 de §. cerevisiae.
Codifica para una proteina de 205 aminoécidos en la cual una regién central de
90 rediduos es altaménte homéloga a la de Hap3p de S. cerevisiae. A pesar de la
homologia estructural encontrada, se observd que la interrupcién del gen
KIHAP3 no afectaba al crecimiento en fuente de carbono no fermentable y los
niveles de mRNA de diversos genes respiratorios tampoco mostraban ninguna

variacion (Mulder y col., 1994a).

1.7.1.3. KISFNI.

Se aislé mediante la complementacién del mutante fog2 de K. lactis
(Eermentative and Oxidative Growth), que presenta deficiencias en el proceso
de desrepresién en ausencia de glucosa. Presenta un porcentaje de homologia
con Sfnlp de §. cerevisiae de un 74,7% en 613 aminodcidos. Las dos proteinas
poseen ademds de una homologia estructural, una homologia funcional puesto
que KISFNI1 complementa la mutacién snfl de S. cerevisiae y los fenotipos de

las lineas mutantes de ambos genes son similares (Goffrini y col., 1996).

1.7.1.4. KIMIG1.

Se clond a partir de una libreria genémica de K. {actis, usando como sonda
un fragmento de K. marxianus amplificado por PCR a partir de cebadores
degenerados disefiados a partir de las homologias de los dedos de zinc de las
proteinas Miglp de S. cerevisiae y CREA de Aspergillus nidulans. (Dowzer y
Kelly, 1991).
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KiMigl presenta la regién del dedo de zinc altamente conservada y dos
secuencias consenso cortas que podrian tener relacién con la regulacién por
fuente de carbono; tiene una similitud del 56% y una identidad del 38% respecto
a la proteina Miglp de S. cerevisiae. Complementa la mutacion de la proteina de
S. cerevisiae, lo que apoya la hipétesis de que presenta funciones similares
(Cassart y col., 1995).

1.7.1.5. KiTUP1.
Fue clonado recientemente por Braun y Johnson (1997) por su capacidad
de complementacién de la mutacidn rupl de S. cerevisiae. Por el momento no se

ha caracterizado su papel en la levadura K. lactis.
1.7.2. Factores reguladores multifuncionales.

1.7.2.1. KIABF1.

Puesto que la delecién del gen ABFI en S. cerevisiae es letal, €l gen
KIABF1 fue aislado por complementacién de una linea de S. cerevisiae a la que
se le habia reemplazado el promotor de ABFI por un promotor que contenia el
UAS;... Esta construccién sélo permite el crecimiento en un medio con el
inductor galactosa; una vez realizada la transformacion con una libreria de
K. lactis se selecciond en un medio con glucosa. El gen KIABF1 de K. lactis es
considerablemente mas pequefio (482 aminoicidos) que el de S. cerevisiae (731
amino4cidos). La comparacién de las secuencias aminoacidicas mostré un 65%
de similitud y un 49% de identidad, encontrandose diferencias en el contenido
de asparagina (Abflp 14,8%, KlAbflp 5,6%) debido a la ausencia de las
extensiones de asparagina en el gen de K. lactis; ademads la proteina de XK. lactis
es menos rica en dcido aspdrtico (Abfip 11.4%, KIAbflp 7,5%). Ambas
diferencias se correlacionan con la diferencia en los valores del pl calculado

para las dos proteinas (Abflp 4,74, KIAbf1p 6,61). Aparecen dos regiones en la
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zona N-terminal con alta homologia, una de ellas contiene el dedo de zinc
similar al de Abflp (Gongalves y col., 1992).

Se le arribuye una funcién similar a la que desempefia en S. cerevisiae de
acuerdo con los resultados de los ensayos de retardacion de los complejos
DNA-proteina formados a partir de extractos proteinicos de K. lactis (Hoekstra
y col. 1992).

1.7.2.2. KICPF1.

El gen KICPF1 que codifica para el factor Cpflp en K. [actis se cloné por
complementacién del fenotipo mutante auxotréfico para la metionina del
mutante cpf! de S. cerevisiae. Las secuencias aminoacidicas de las proteinas
KiICpfip y Cpfip muestran una identidad relativamente baja, del 31%, pero sin
embargo presentan una regién C-terminal con ¢levada homologia (86%) e
identidad (67,2%). Esta region presenta un dominio de unidn al DNA con una
hélice-giro-hélice bisico y una cremallera de leucinas. En contraste con lo que
sucede en §. cerevisiae, la interrupcion del gen KICPFI en K. lactis es letal
(Mulder vy col., 1994d),

1.7.2.3. KIRAPI,
El gen KIRAP! presenta una gran similitud con su homdélogo en §. cerevisiae;
sin embargo, no complementa los mutantes rapl, lo que sugiere que los
dominios esenciales para la funcién de 1a proteina no estdn presentes en K. lactis
(Larson y col., 1994)
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1.8. Metabolismo respiro-fermentativo en K. lactis.

Las levaduras no constituyen un grupo homogéneo en cuanto se refiere a su
metabolismo energético. Hay especies que en condiciones aerobias prefieren las
rutas fermentativas y otras que prefieren las rutas respiratorias. En S. cerevisiae,
la respiracién representa s6lo un 10% del metabolismo energético, mientras que
en K. lactis la respiracién predomina sobre la fermentacién (Gancedo y Serrano,
1989).

Se ha puesto de manifiesto que K. lactis (organismo Crabtree negativo)
presenta una respiracién no limitada y no reprimida por glucosa en condiciones
plenamente oxidativas (Gonzalez Siso y col., 1996). En contraposicion,
S. cerevisiae es un prototipo de levadura Crabtree positiva que produce etanol
en presencia de oxigeno, presenta una capacidad de respiracion limitada y
muestra una importante represion por glucosa. A fin de entender a nivel
molecular los mecanismos que posibilitan la existencia de una respiracién no
limitada en K. lactis, en este trabajo se aborda el estudio de la regién promotora
del gen KICYC/ que codifica para un transportador de la cadena de transporte

electrénico mitocondrial.
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Objetivos

El gen KICYCI de Kluyveromyces lactis se diferencia del gen CYC/ de
S. cerevisiae en dos aspectos relevantes. Por una parte, los niveles de mRNA
son superiores para KICYCI. Por otra, KICYC] origina dos transcritos de

distinto tamaiio, a diferencia de la existencia de un iinico transcrito en CYC/.

Para poder determinar las bases moleculares que establecen la elevada
expresion de KICYCI en K. lactis, nos hemos propuesto los objetivos que se
resumen a continuacién y que pretenden alcanzar un mayor conocimiento sobre

el funcionamiento del promotor de KICYC|.

1. Identificacion de posibles sefiales reguladoras en el promotor.
1.1. Subclonacién y secuenciacién de un fragmento que contiene la regién
promotora del gen KICYCI.
1.2. Identificacion de regiones reguladoras mediante busqueda de

homologias con sefiales consenso de factores reguladores.

2. Comprobaci6n de la funcionalidad del promotor del gen KICYCI en el control
de la expresion de otros genes de levaduras.
2.1. Obtencion de una linea mutante conteniendo el gen KICYCI
interrumpido por el gen URA3 y complementacidén de esta mutacién por
plasmidos portadores de los genes KICYCI, CYCl y CYC7.
2.2. Construccién de un plasmido portador del CYC?7 con el promotor del

gen KICYC] y estudios de expresién heteréloga en K. lactis.

39



Estudio de la regién reguladora de KICYC!

3. Determinacién funcional de regiones reguladoras del promotor mediante
fusiones al gen lacZ de Escherichia coli y estudio de la actividad
B-galactosidasa en  distintas construcciones conteniendo  deleciones

unidireccionales e internas del promotor.

4. Modificacién de algunas sefiales reguladoras comunes con el promotor de

CYCI mediante mutagénesis dirigida y estudio funcionat del efecto producido.

5. Estudio de la interaccién de distintas secuencias de la regién promotora del

gen con protel’nas.

5.1.Ensayos de retardacién utilizando las diferentes regiones
reguladoras caracterizadas y extractos proteicos de K. lactis.
5.2. Ensayos de retardacién con extractos proteicos de Sc334, una linea

superproductora de Haplp..
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Muateriales v Métodos

3.1. Lineas celulares.

3.1.1. Lineas celulares de bacterias.

Escherichia coli:

LINEA ) GENOTIPO REFERENCIA

HBI01  supEdd. hsdS20 (rBmB), recAl3. ara-14, proA2, Bolivar v Backman,
lacYl, galK2, rpsL20, xyi-5. mil-i 1979,

JMIOL  supE. thiAlac-proAB), F[raA36proAB*, lacl®  Messing. 1979
lacZAMI5]

JML09  recAl. supE44. endAl, hsdR17, gyrA96, relAl. Yanish-Pemon y col.,
thiA(lac-proAB) 1985.

DH5q endAl, hsdRi7(r,m.), supF44. thi-I, recA]. Hanahany col 1991
gyrA(Nal*), relAl, AlacZYA-argF),,,. (980 lacZ
AM15)]

CJ236  dwl, ungl, thil, relAlipCII05 (Cm}F" Jovee, 1984

TG1 Alac-proAB).  supE. thil. hsdAS, F'iraD36,  Gibson, 1984
proA* B, lacl, lacZ (ung” dut’)

Crecimiento y mantenimiento de las lineas celulares de bacterias en el
laboratorio.

Los cultivos en medios liquidos se realizaron en matraces o en tubos en una
estufa con agitacién a una temperatura de 37°C.
 Las lineas celulares de bacterias se conservaron habitualmente en la nevera
sembradas en placas y se resembraron periédicamente. Las lineas transformadas
con plasmidos que contenian genes marcadores de resistencia a ampicilina se
conservaron en placas de medio LB suplementado con ampicilina. La linea
(J236 se conservd en placas de medio 2xYT suplementado con cloranfenicol.

Para el conservacion de las lineas a largo plazo, las bacterias se inocularon
en los mismos medios v se dejaron crecer en agitacién a 37°C, afnadiéndose al
dia siguiente glicerol estéril hasta el 15% y se congelaron inmediatamente las

muestras en tubos de polipropileno de 1,5mi a -80°C.
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3.1.2. Lineas celulares de levaduras.

Kluyveromyces lactis:

Linea celular Genotipo Referencia
NRRL-Y1140 MATa Jong v Edwars, 1990
CBS 2359, ATCC 8585
MW190-9B MATa, lac4-8, Klura3, Rag' Wésolowski-Louvel
MW98-8C MATa, ragi, rag2, Klura3, metAl. argA Bianchi y col., 1987

MW2T70-7B/16 MATaq, leu?2, Kiura3, metAl, Weésolowski-Louvel
HAP2::ScURA3

WMH?7302-D1 MATa, leu2, Klura3, irpi, metAl, adeR. Muldery col. 1994a
his2-2, HAP3::ScLEU?2

Kl32144 ‘MATa, his Mas y col., 1974.
ATCC32144

Klheml MATa, lac4-8, Klura3, Rag', Klhem!  Gonzilez Dominguez ¥
col. 1997

Saccharomyces cerevisiae:

Linea celular Genotipo Referencia

ZW13 MATa, trpi-1, leu2-3, leu2-112, his4- Zitomer v col. , 1987
519, evcl-1, eyp3-1(cve7), Gal”

VAL MATq. trpl-1, leu2-3, leu2-112, his4- Zitomery col. , 1987
519. cvel-1, cyp3-I{cve7), gal, CYPI-
16 thapli)

BWG-Ta MATa. adel-100. leu2-2, leu2-112, Guarente v Mason, 1983
his4-519, ura3-52

LPY22 MATa, adel-100. leu2-2, leu2-112, Turcotie y Guarenie, 1992

his4-319, wra3-52.  Ahapl::LEU2,
AUAS2-CYCI rho*

Sc334 MATa, pep4-3, prbi-1i22. ura3-52, Fviovichy col., 1993
leu2-3, teu2-112, regl-501, gall

Crecimiento y mantenimiento de las lineas celulares de levaduras en el
laboratorio.

Los cultivos de levaduras en medio liquido se realizaron en general en
matraces con agitacion a 30°C.

Para la extraccién de proteinas y de RNA en condiciones de hipoxia los
cultivos creciendo en medio YP se conectaron a una bala de gas N, al 99%
durante dos horas. Los cultivos se pararon cambiando la temperatura de 30°C a

0°C antes de desconectar el burbujeo con N,.
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Las lineas celulares de levadura se conservaron habitualmente sembradas
en placas YPD-0,5% en la nevera, tras haber sido cultivadas a 30°C durante uno
o dos dias. Se resembraron periédicamente cada dos o tres meses.

Para el mantenimiento de las lineas de levaduras a largo plazo se
inocularon en medio YPD-0,5% o CM, se dejaron crecer en agitacién a 30°C, se

les afiadi6 glicerol estéril hasta un 50% y se congelaron a -80°C.

3.2. Medios de cultivo.
Los medios de cultivo se prepararon en agua destilada, con un suplemento
de un 1,5% de agar bacteriolégico para los medios sélidos en placas Perri. Se

esterilizaron en un autoclave durante 20min a 120°C y 2Ba de presion.
3.2.1. Medios de cultivo para bacterias

Medio LB (Luria-Bertani)

Baclotriptona 1 %
Extracto de levadura 0,5 %
Cloruro sédico 05 %
D-glucosa 0,1 %

Medio LBA (LB suplementado con ampicilina)

Medio LB suplementado con 40-80 ug/ml de ampicilina. El antibidtico se
afiadié una vez esterilizado el medio, cuando alcanzaba una temperatura de 60-
65°C. Este medio se utilizé para la seleccion de bacterias que habfan sido
transformadas con un plismido que contiene el gen de resistencia a la

ampicilina.

Placas LBA/X-Gal+IPTG.

Son placas de medio LBA suplementadas con 1mg de 5-bromo-4-cloro-3-
indotyl-B-D-galactosido (X-Gal) y 2mg de isopropil-tio-B-D-galactosido (IPTG).
Se utilizaron para la seleccién de colonias bacterianas transformadas con

plasmidos portadores del gen lacZ que codifica para el enzima B-galactosidasa.
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Generalmente en este pldsmido el gen marcador contiene un sitio MCS (sitio de
clonaje miltiple, Multiple Cloning Site) con diversos sitios de restriccion Winicos
que, aunque no interrumpen la pauta de lectura abierta del gen, conducen a la
inactivacién del mismo cuando se le introduce un fragmento de DNA. De este
modo, en medios suplementados con X-Gal (un sustrato cromogénico) e IPTG
(un inhibidor del represor lac e inductor, por tanto, del gen lacZ), las células que
muestran un fenotipo lac* dan lugar a colonias de color azul, y las lineas que
portan el gen interrumpido (lac’) son incapaces de utilizar la fuente de carbono
que produce los metabolitos coloreados y dan lugar a colonias blancas que

pueden ser seleccionadas.

Medio YT
Bactotniptona 1 %
Extracto de levadura 0,5 %
Cloruro sédico 05 %
Medio SOC
Bactotriptona 2 G
Extracto de levadura 0,5 %
NaCl 10 mM
KCl 25 mM
Se ajustd el pH a 7 con KOH IM
Medio 2xYT.
Baciotriptona 1,6 %
Extracto de levadura 1 %
Cloruro sédico 05 %

Medio 2xYT-cloranfenicol
Medio 2xYT suplementado con 33ug/ml de cloranfenicol. Se utilizd para
cultivar y mantener la linea CJ236 portadora del pldsmido pCJ105 que confiere

la resistencia al antibidtico.
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Placas de medio H

Bactotriptona 1 %

Cloruro sédico 05 %

A gar bacterioldgico 1,5 %
Top agar.

Bactotriptona 1 %

Cloruro sédico - 05 %

Agar 0,65 %

Se esterilizo v se conservo solido, fundiéndolo en un horno de
micro-ondas antes de usar.

Placas de medio minimo M9.
Disolucién A (S00ml)

KH,PO, 5 %
NaHPO, 30 g
NH,CI 5¢
NaCl 25 2

Suspensién B (450ml)
Agar 75 g

Se esterilizaron A y B por separado, se dejaron enfriar hasta unos 65°C y se
‘mezclaron 50ml de A con los 450ml de B. Se afiadieron, mientras se agitaba,
5ml de una disolucién de giucosa al 20% y 50ul de una disolucién 1M de CaCl,,
ambas estériles y 500pl de una disolucién de MgSO,IM y 250ul de una
disolucién de tiamina al 1% esterilizadas por filtracién a través de un tamafio de
poro de 0,2um. Se vertieron las placas inmediatamente después. Este medio se
utilizé para los cultivos de preparaciones de DNA plasmidico ultrapuro y para

seleccionar el episoma F' en la linea TG1.
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3.2.2. Medios de cultivo para levaduras.

Medio YP

Bacto peptona 2%
Extracto de levadura 1%

Se suplementé con D-glucosa (YPD) o con glicerol (YPG). Se variaron los

porcentajes de la fuente de carbono segin se indica en cada experimento.

CM (Medio completo)

También llamado SC (Synthetic Complete). Se preparé segiin Zitomer y col.
(1976).
Para 1 litro:

5mi de mezcla de aminodcidos -His (200X)

20g de la fuente de C deseada

Se afiadieron los siguientes aminoécidos:

40mg Hisudina
40mg Leucina
40mg Uracilo
40mg Adenina
Amg Tirosina
30mg Triptétano
Se omilid el aminodcido utilizado como marcador auxotrdfico.

Después de esterilizar se dejé enfriar hasta unos 65 °C y se afiadieron
67ml de YNB estéril.

Mezcla de aminodcidos -His 200x: {aa200x)

Para | litro:

Arginina
Isoleucina
Lisina
Metionina
Treonina
Fenil-alanina

[a—
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YNB

Para 1 litro:

50 ml Mezcla de vitaminas 300X
100 ml Sales traza 150X

75 g Suifato aménico®

15 g KH,PO,

7.5 g MgSO,

1,5 g NaCl

15 g CaCl,

*Se anadid después de disolver el resto de los

componentes para evitar gue precipite.

Mezcla de vitaminas 300X:

Para 1 litro:

0,6
120
0.6
600
120
60
120
60
120

mg
mg
mg

mg
mg
mg
mg
mg

Biotina
Pantotenato cdlcico
Acido félico
Inositol

Niacina
p-Aminobenzoico
Pindoxina
Ribollavina
Tiamina

Sales traza 150X

Para | litro:

75

15

60
30

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg

Acido bornico
Suifato ciprico
foduro potdsico
Cloruro fémico
Sulfato manganoso
Molibdato sddico
Sulfato de zinc

Placas CM-Lactate

Se prepararon con la composicién del medio completo CM y como fuente de

carbono se afadié lactato al 2%. Este se esterilizé por separado mezcldndose

antes de verter sobre las placas.
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Placas X-GAL (Rose y col. 1990)

10xPBSS (Phosphate-buffer stock solution)

Para 1 litro:
KH,PO, 1 M 136,1 ¢
{NH,).S0, 015 M 198 g
KOH 075 M 421 ¢

Se ajusié el pH a 7 (imporiante para que el X-Gal pueda ser
utilizado por las levaduras como sustrato) v se esterilizé. Se guardé
a temperatura ambiente, .

1000xMSS (Mineral stock solution)

Para 100 ml
MgSO,7H,0 08 M 1972 ¢
FeCl, 2 mM 32 mg

Se esterilizo v se guardé a temperatura ambiente. Se forma
un precipitado naranja muy fino que es necesario redisolver
antes de usar.

300x Vitaminas (ver placas CM).
aa-DM (Drop Mix) (Modificacién del descrito por Sherman, 1979)

Para 61 mi:
Adenina 40 mg
Arginina 20 mg
Histidina 20 mg
Leucina 60 mg
Lisina 30 mg
Triptéfano 20 mg
Meltiomina 20 mg
Fenilalanina 50 mg
Treonina 100 mg
Tirosina 30 mg
Uracilo 20 mg

Se omitié el aminodcido utilizado como marcador auxotréfico.
Se 