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CARACTERIZACION DE DOS SISTEMAS DE EXPRESION EN LEVADURA
(Saccharomyces cerevisiae) MEDIANTE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES CON
EL GEN REPORTERO JacZ

RESUMEN

En este trabajo se caracterizd y comparé la regulacién transcripcional de dos sistemas
de expresion para levaduras: el CUPT que es inducible y de expresion moderada y el
PMAT1 que es constitutivo y de expresion fuerte. Para lograr esto, se construyeron las
fusiones transcripcionales CUP1::lacZ y PMA1..lacZ en los vectores monocopia pSALS
y pRS5, que fueron introducidos en la levadura W303-1A que luego se sometid a
diferentes tratamientos para registrar el comportamiento de ambos promotores
mediante ensayos de [3-galactosidasa. Se corroboré que el promotor CUPT es titulable
por cobre y su maxima expresion se logro al adicionar 200 uM de CuSQO, y ia induccion
se detectd desde los 15 minutos. En experimentos de induccién a una y dos horas,
CUP::lacZ redujo la expresion en medio con galactosa y glicerol, comparado con el
medio con giucosa. Al mantener a los cultivos por todo el ciclo de crecimiento, el
resultado fue a la inversa, ya que la mayor expresion se obtuvo en glicerol, luego en
galactosa y en glucosa ocurrié una represion parcial. Diversos estreses en general
redujeron la expresidon del gen reportero a las dos horas de aplicado el tratamiento,
pero el efecto fue mas drastico en medio con LiCl o con H,0,. Al crecer por todo el ciclo
a la levadura con o sin NaCl, se observé un efecto de represion sobre la expresion del
gen que se acentud al transcurrir el ciclo de crecimiento. En la fusion PMA1:lacZ, al
aplicar como fuente de carbono a glucosa, galactosa o glicerol, en cultivos en fase
exponencial creciendo en glucosa, no se observd un descenso en la expresién. En
experimentos con las mismas fuentes de carbono por todo el ciclo de cultivo, se
obtuvo mayor expresién en glicerol, luego en galactosa y finalmente en glucoesa, lo cual
no concuerda con reportes de la literatura. Al aplicar diferentes tipos de estrés como
choque térmico, frio, estrés osmético y oxidativo, el efecto fue muy leve hasta las dos

horas.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, 3-galactosidasa, CUP1, PMA1.
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CHARACTERIZATION OF TWO SYSTEMS OF EXPRESSION IN YEAST
(Saccharomyces cerevisiae) BY MEANS OF TRANSCRIPTIONAL FUSIONS
WITH THE REPORTER GENE lacZ

ABSTRACT

in this work the transcriptional regulation was characterized for two yeast expression
systems: CUPT which is inducible and with moderate expression and PMA1, which is
constitutive and with strong expression. To accomplish this, CUPT::lacZ and
PMA1::lacZ transcription fusions were constructed in the monocopy vectors pSALS and
pRS5 and transformed in yeast strain W303-1A, and then submitted to different
treatments. The behavior of the promoters expression were recorded through -
galactosidase assays..Our results corroborated that CUP1 is tritable by copper and the
higher expression was obtained with 200 uM CuS0O4. The induction was at least in 15
minutes.In experiments with one to two hours of induction, CUP:JacZ reduced
expression in media with galactose and glycerol, compared with glucose. When the
culture were maintained for all growth cycle, the result was the opposite, because the
higher expression was obtained upon glycerol, then in galactose, and finally in glucose
the gene was partially repressed. Several kind of abiotic stresses reduced the
expression on reporter gene after two hours of treatment, but the inhibition was higher
when the media contained LiCl or H;O,. When the yeast was growth with or without
NaCl, a repression on the gene occurred, that was higher when the culture become
older.With the PMA1::lacZ fusion, when glucose, galactose or glycerol were added as
carbon source, the expression were simiiar. In long term experiments with the same
carbon sources, the expression was higher in glycerol, then in galactose and was lower
in glucose, which is not according previous reports. When the yeast was submitted to
several abiotic sresses as heat shock, cold, osmotic and oxidative stress, the effects

were lit{le after two hours of treatment.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, B-galactosidase, CUP1, PMA1
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RELACION DE GENES Y PROTEINAS DE LEVADURA MENCIONADOS EN

ESTE TRABAJO

GENES Y PROTEINAS INVOLUCRADOS EN LA ViA PRINCIPAL DE

REPRESION CATABOLICA EN LEVADURA

Genes involucrados en esta via

HXT1
HXT2
HXT1-20
SNF3

RGT2

HXK1

HXK2

GLK1

REG1 (HEX2)
REG2

GLC7 (CID1)
SNF1 (CAT1)

SNF4 (CAT3)
GAL83

SLP1

SLP2

TUP1

SSN6 (CYCS8)
MIG1

GRR1

RGT1
SKP1

Transportador de glucosa de baja afinidad

Transportador de glucosa de alta afinidad

Transportador de hexosas de alta y baja afinidad

Sensor de glucosa de aita afinidad

Sensor de glucosa de baja afinidad

Hexocinasa 1

Hexocinasa 2

Glucocinasa

Subunidad regulatoria de la cinasa Glc7

Subunidad regulatoria de la cinasa Gic7

Subunidad catalitica de cinasa 1 de serina/treonina

Cinasa de serina/treonina para la des-respresion catabdlica
por carbono

Proteina regulatoria de la cinasa Snf1

Proteina para la represion catabdélica por glucosa
Subunidad regulatoria de la cinasa Snf1

Subunidad regulatoria de la cinasa Snf1

Proteina que se asocia a Ssn6 y a Mig1 para reprimir genes
Proteina asociada a Tup1 y al represor Mig1

Represor activo defosforilado bajo crecimiento en glucosa
Proteina que podria reclutar al represor Rgt1 para ser
ubiquitinado

Represor de la transcripcion para genes HXT

Proteina participante en el complejo de ubiquitinacién SCF
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CDC53 Proteina participante en el complejo SCF

CDC34 (UBC3) Enzima conjugada de ubiquitinacion de SCF

SCF Complejo de ubiquitinaciéon constituido por las proteinas
Skp1, Cdc53, Cdc34 y una proteina con una caja F

Genes que se reprimen a través de esta via

sSuc2 Invertasa que se reprime en presencia de glucosa o de
glicerol

FBP1 Enzima gluconeogénica cuya expresion es reprimida por
glucosa

ADH2 Alcohol deshidrogenada reprimida la expresién por glucosa

cYC1 Iso-1-citocromo c, cuyo gen es reprimido por glucosa

GAL4 Activador de genes GAL que es reprimido por Mig1 bajo
glucosa

GENES Y PROTEINAS INVOLUCRADOS EN EL SENSADO, LA
TRANSDUCCION Y LA RESPUESTA A GLUCOSA A TRAVES DE LA VIA
RAS/cAMP

Genes involucrados directa o indirectamente en esta via

GPR1 Putativo receptor de glucosa

GPA2 Proteina G que une GTP

RGS2 Regulador negativo que activa la funcion GTPasa de Gpa2
RAS1,2 Proteina G que une GTP pero no se trimeriza
IRA1,2 Proteinas que activan la funcion GTPasa de Ras
CDC25 Intercambiador de Ras de GTP/GDP

SDC25 Intercambiador de Ras de GTP/GDP

HXK1 Hexocinasa 1

HXK2 Hexocinasa 2

GLK1 Glucocinasa 1

HXT1-20 Transportadores de hexosas de alta y baja afinidad
CYR1 Adenilato ciclasa

CAP1(SRV2) Proteina sociada a la adenilato ciclasa Cyr1
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PDE1
PDE2
BCY1
TPK1,2,3
SCHY
YAK1
SOK2
MSNZ2,4

RIM15

GENES QUE
TAMBIEN SE
ABIOTICO
HSP12
HSP26

CTT1
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uB14

ADH2
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TPS2
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Proteina de choque térmico
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I. INTRODUCCION

1.1. Biotecnologia de la levadura y estrés

Todos los organismos vivos crecen y se desarrollan de manera optima bajo
ciertas condiciones ambientales. Estas varian en el medio ambiente en el
espacio y el tiempo alejandose muchas veces de las condiciones 6ptimas para
el crecimiento y reproduccion del organismo. El ambiente es un factor
determinante en la evolucion de los organismos, pues induce la seleccion de
mecanismos que inducen su supervivencia y adaptaciéon a variaciones del
mismo. Para lograr este objetivo han adaptado estrategias para modificar su
metabolismo, sus programas de diferenciacion o regular su velocidad de
crecimiento para sobrevivir en condiciones adversas. Por lo general, durante los
periodos de crecimiento activo las células son susceptibles al estrés, mientras

gue en periodos quiescentes son resistentes.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto que ha sido
ampliamente estudiado dada su importancia en la industria panadera vy
vitivinicola, asi como por su capacidad de producir etanol. Las células de
levadura pueden someterse a varios tipos de estrés, tanto en situaciones
naturales como durante procesos industriales. El dafio provocado por el estrés

como la respuesta de la levadura al mismo, depende del tipo y magnitud del



mismo, asi como del estado de desarrollo de la levadura al momento en que

ocurre el estimulo.

Para enfrentar situaciones desfavorables, la levadura sintetiza moléculas que le
permiten atenuar o reparar el dafio causado por el estrés. Entre las mejor
caracterizadas en esta respuesta estan las llamadas “proteinas de estrés”. Su
estudio ha evidenciado que la respuesta a nivel transcripcional es importante
para la supervivencia celular y ha llevado a la descripcién de varias vias de
transduccion de sefales y factores de transcripcion involucrados en esta

respuesta

1.2. Lalevadura como hospedante para la expresion de genes

La utilidad de cualquier sistema de expresidon es limitada en los eucariotes,
debido a diferencias en la estructura y el procesamiento de la informacion
genetica. Aun cuando la bacteria E. coli constituye un magnifico sistema para la
expresion de genes heterdlogos, la levadura como un organismo eucariote,
también ha jugado un papel importante en el desarrollo de los sistemas de
expresion heterbloga. Las principales caracteristicas del sistema levadura son
las siguientes: a) a diferencia de E. coli, las proteinas producidas carecen de
endotoxinas, b) en algunos casos, los productos elaborados en la levadura
poseen mayor actividad biolégica que los expresados en E. coli, ¢) la levadura
es capaz de incorporar modificaciones post-traduccionales como la miristilacion,

la acetilacion de extremos amino terminales, y el procesamiento proteolitico,



indispensables para que el producto posea actividad biologica, y d) las
proteinas heterélogas secretadas por cepas de levadura especialmente
disenadas son de facil recuperacién del medio de cultivo. Vale la pena
mencionar que la primera vacuna humana aprobada obtenida por las técnicas
de ADN recombinante, y el primer producto para uso alimenticio, la renina,
fueron producidos en levadura (Jones et al.,1992; Mellor et al.,, 1983). Ello ha
justificado el desarrcllo de herramientas moleculares necesarias para utilizar a
la levadura como sistema de expresion heterdlogo, exitoso en el analisis

funcional de genes de animales y plantas.

1.3. Represion catabdlica por carbono

El termino represidn catabdlica de carbono se refiere a un circuito regulatorio
activado por una fuente de carbono preferencial que controla la expresion de
genes cuando una fuente de carbono fermentable esta presente. La glucosa
tiene dos efectos principales en la expresion de los genes de levadura: reprime
la expresion de genes, que incluyen los que codifican enzimas de la via
respiratoria, y regulatorias con la utilizacién de fuentes otras fuentes de carbono
como galactosa y maltosa. Ademas induce la expresion de genes que se
requieren para la utilizacién de la glucosa, como las enzimas glicoliticas y los

transportadores de glucosa (De Winde et al., 1997) (Figura 1).



GLUCOSA, FRUCTUOSA, MANOSA

GENES : GENES
GLUCONEOGENICOS ; RESPIRATORIOS
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v

o
GAL-Genes

Figura 1. Represion catabodlica en Saccharomyces cerevisiae.

La represidon por glucosa afecta principalmente la sintesis de dos grupos de
enzimas: el primero contiene aquellas especificas para la gluconeogénesis
fructosa-1,6-bifosfatasa (Fbp) y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Pck1), junto
con las enzimas del ciclo del glioxalato, como la isocitrato liasa (Icl1). La
sintesis de estas enzimas es muy sensible a la presencia de glucosa, lo cual
evita la ocurrencia simultanea de la glicolisis y la gluconeogénesis (Yin et al,,
1996; Ronne, 1995). El segundo grupo esta representado por las enzimas del
ciclo de KREBS vy la respiracion en general, que no se requieren durante el
crecimiento fermentativo (De Winde et al., 1997). Una vez que la levadura

establece su preferencia por la utilizacién de glucosa dejan de producirse



proteinas involucradas en el consumo y metabolizaciéon de fuentes de carbono

alternas como la galactosa y la maltosa, (Trumbly, 1992; De Winde et al.,, 1997).

1.4. Regulacion del ciclo celular por aziicares a través de la via de

transduccién RAS/Camp

La levadura Saccharomyces cerevisiae enfrenta diversas condiciones
medioambientales regulando de manera coordinada el crecimiento, el progreso
del ciclo celular y las actividades metabdlicas (De Winde et al., 1997). En S.
cerevisiae la disponibilidad de nutrientes es verificada dentro de un estrecho

rango en la fase G+ del ciclo de division celular (Figura 2).

Los primeros eventos que dan lugar a un nuevo ciclo de proliferacion (Inicio A)
son ejecutados cuando el suministro de nutrientes es suficiente. Cuando hay
cantidades limitadas de cierto nutriente provoca que las células permanezcan
temporalmente en G, mientras reprograman el metabolismo para la utilizacién
de algun nutriente alternativo disponible. Cuando las células experimentan una
inanicién definitiva por carencia de uno o mas nutrientes, entran a una fase

estacionaria llamada Gg distinta de G4
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Figura 2. Ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae. La proliferacion de células de levadura
experimenta varias fases de desarrolio, G, (gap1), S (sintesis de ADN), G, (gap2) y M (division
celular mitética), cada una definida cuando una célula madre inicia una nueva ronda de
proliferacion, resultando en al descarga de una nueva hija. El titimo crecimiento continuo en Gy
hasta alcanzar el tamafio celular requerido para iniciar un nuevo ciclo celular. Las diferencias en
tamafio entre células madre e hija es pronunciado en un rapido crecimiento, en cultivo
fermentativo. El inicio de Inicio en G; es separado en dos fases: Inicio A que es el punto de
control de nutrientes y crecimiento y en Inicio B que es el punto de replicacion y proliferacion.
Cuando uno o mas nutrientes esenciales del medio de crecimiento es insuficiente las células
entran en un estado quiescente fuera del ciclo conocido como G,. Cuando los nutrientes estan
disponibles, las células reasume el crecimiento a el Inicio A.

Es importante hacer notar que el sensado de nutrientes y la regulacion del
crecimiento estan restringidos a la fase G, del ciclo celular, también en otras
especies de levaduras como S. pombe. antecedentes experimentales muestran
que el sensado de nutrientes, la via de transduccion de sefnales y las rutas de
regulacion metabdlicas involucradas estan bien conservadas entre diversas

especies eucaridticas (De Winde et al., 1997).



Las células de levadura que carecen de algin nutriente esencial y que entran
en fase estacionaria muestran A) acumulacion elevada de carbohidratos de
reserva (trehalosa y glicogeno), B) activacién de genes de control de STRE
(Stress Responsive Element) como CTT1 y SSA3, c) represion de proteinas
ribosomales, D) resistencia general a estrés E) elevada termotolerancia y F)
una alta resistencia de la pared celular a enzimas liticas. Estas caracteristicas
no son muy diferentes de las que muestran las células que se encuentran en

crecimiento exponencial en una fuente de carbono no fermentable (Figura 3).

Esta podria ser una razéon de que la respuesta general y las consecuencias
metabolicas de la inanicién de nutrientes y la resuplementacion nutricional no
son han sido muy estudiadas en levadura que crecen en fuentes de carbono no
fermentables. Sin embargo las diferencias entre células desprovistas de
nutrientes y las células en crecimiento exponencial en un azucar muy
rapidamente fermentable estdn muy marcadas por las caracteristicas

mencionadas.
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Figura 3. Caracteristicas metabdlicas de células de levadura en crecimiento exponencial o
entrando a fase estacionaria, en fuentes de carbono fermentables y no fermentables. Una
inanicion severa y caracteristicas ligadas a estrés de Saccharomyces cerevisiae se indican en el
cuadro, solo estan ausentes en células que se encuentran en crecimiento exponencial en fuentes
de carbono fermentables.

La via cAMP-RAS es esencial para el control e integracion de estos procesos
en particular con respecto a el nivel nutricional. La reprogramacion drastica del
metabolismo a una transicion diduxica cuando la glucosa es limitada, asi como
algunas adaptaciones subsecuentes durante la fase post-diduxica, cuando las
células crecen de manera respiratoria en etanol, y durante la entrada a la fase
estacionaria, son controlados de manera negativa por la via RAS/cCAMP. Asi las
células con una elevada actividad de la proteina cinasa A (cPkA) dependiente

de cAMP, suspenden a acumulacion de carbohidratos de reserva, durante la



transicion diduxica y la detencion de G, por la falta de nutrientes. Por ello esas
células son altamente sensibles a estrés por calor y rapidamente pierde
viabilidad en la fase estacionaria. En contraste, las células deficientes en cPkA
muestran cambios fisioldgicos asociados con la falta de nutrientes, como la
detencion de la fase Gy del ciclo celular, la acumulacién de carbohidratos de
reserva y un incremento en la resistencia a calor y estrés oxidativo (Pedruzzi et

al., 2000).

Una de las principales evidencias de la activacion de esta via (RAS/cAMP) por
azucar fermentable, es el incremento transitorio en los niveles de cAMP y la
inmediata activacion de las cinasa PkA minutos después de la adicion de
glucosa. La concentracién de cAMP se incrementa alrededor de cinco veces
mas en un tiempo de aproximadamente un minutd para luego descender de
inmediato y abruptamente a un nivel igual o ligeramente superior al prevalerte
cuando no hay glucosa en el medio (Thevelein y De Winde, 1999). Dado este
ligero incremento, se ha sugerido que los niveles de cAMP podrian participar en
el mantenimiento del estado de represion catabdlica (Gancedo, 1998). Ademas
esta via solo es activa cuando hay una concentraciéon de glucosa superior a 15
mM, lo cual permite una rapida transicién hacia el metabolismo fermentativo
s6lo cuando hay suficientes azlcares disponibles para activarla y en ultima
instancia, para adaptar el crecimiento con la disponibilidad de nutrientes

(Thevelein, 1994).



EL nivel intracelular de cAMP es el resultado de la sintesis y degradacién y este
equilibrio es importante para el desarrollo de las levaduras y para adaptarse
rapidamente al crecimiento en glucosa. La sintesis la lleva a acabo la adenilato
ciclasa codificada por CYR1/CDC35 y su proteina bifuncional asociada
Cap/Srv2, cuyo extremo amino parece interaccionar con la proteina RAS. Por
otra parte, la degradacion del cAMP ocurre via fosfodiesterasas de baja y alta
afinidad codificadas respectivamente por PDE1 y PDE2. La delecidén de PDET,
incrementé Los niveles de cAMP después de la adicién de glucosa o bajo
acidificacion intracelular Y suprimié el incremento de cAMP inducido por
glucosa o por acidificacién intracelular, por ello se ha sugerido que PDE1 esta
especificamente involucrada en la sefializacion por estos antagonistas. Ademas
la fosfodiesterasa PDE1 activada rapidamente por la fosforilacion al incorporar
glucosa a un cultivo de levaduras que habian crecido en glicerol. Finalmente, se
sabe que Tpk, la subunidad catalitica de PkA (proteina kinasa A), ejerce una
fuerte inhibicioén sobre la sintesis de cAMP, el mecanismo propuesto consiste en
la activacion por fosforilacion de la fosfodiesterasa Pde1 por Tpk, la subunidad

catalitica activa de PkA (De Winde et al, 1997).

Antecedentes experimentales sefialan que a tolerancia de S. cerevisiae al
estrés esta influenciada por las condiciones de crecimiento celular. Las células
que estan cerca de la fase estacionaria son mas resistentes al calor y a otros
estreses, comparadas con células en fase exponencial (Werner-Washburne et
al., 1993 y Werner-Washburne et al.,1996). Por ejemplo, células crecidas en

acetato son mas tolerantes al calor que las crecidas en glucosa, pero en cambio
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acumulan menos trehalosa (Gross et al., 1996). La relacién entre estrés y
condiciones de crecimiento se explica parcialmente, por el hecho de que la ruta
de senalizacion Ras-PkA (Figura 4), implicada en el control del metabolismo,
también regula negativamente la trascripcion de muchos de los genes inducidos
de forma general por estrés, como son SSA3, CTT1, DDR2, HSP12, HSP26,

HSP104, HSC82 6 CYC7 (Engelberg et al., 1994; Siderius y Mager, 1997).

3
b

i
o Ciclasa

dgenilal

ATP

g nidrofisis da 5

Aurnento de la fosforiiacidn
de proteinas diana

i alierada Fasfociesterasa

Holoanzima Proeing
fuinasa A {inactivol

Figura 4. Componentes de la via cCAMP-RAS (Fuente: Martinez-Pastor, 1997).

1.5.  El efecto del estrés en la expresion de genes en levadura

Uno de los primeros eventos que se producen tras la exposicion a diferentes
condiciones de estrés, es el aumento en la produccién de trehalosa (a-D-
glucopiranosil  a-D-glucopiranésido), disacarido que  actua como
osmoprotectante (Mackenzie et al., 1988; Singh et al., 1991). Al mismo tiempo,

se activan sistemas de sefalizacion que produciran inducen la produccion de
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proteinas adecuadas para responder al estrés (Mager y Moradas-Ferreira,
1993; Mager y de Kruijff, 1995). Ademas de la produccién de proteinas de
respuesta especifica a un tipo de estrés, también se sintetizan otras generales
inducidas por un amplio rango de estreses, cuya funcion es Util para la célula en
muy diferentes condiciones. Los diferentes agentes estresantes pueden causar
efectos similares en la célula, como la desnaturalizacion de proteinas, La
alteracion de membranas, el dafio al DNA o la aparicion de agentes oxidantes
(Piper, 1993: Mager y Moradas-Ferreira, 1993, Moradas-Ferreira, 1996). Ello
explica, la sintesis de proteina comunes que forman parte de una respuesta
general al estrés. Por ejemplo, muchas HSPs (de las siglas en ingles Heat
Shock Proteins), son inducidas no sélo por calor, sino también en otras
condiciones de estrés, lo que concuerda con su papel de chaperonas
moleculares, necesarias para la reparacion de proteinas (Mager y Moradas-
Ferreira, 1993). Otro gen de respuesta general a estrés es el de la
poliubiquitina, UBI4, proteina, implicada en la proteolisis no lisosomal, Util para
que la levadura se libere de proteinas dafiadas, que podrian ser toxicas para la
célula (Finley et al., 1987). Por otra parte el gen DDR2 es inducido, por dafio al
DNA y por calor (Kobayashi y McEntee, 1993). Aunque su funcion no esta clara,
quiza ayude a evitar los efectos dafiinos del estrés sobre el DNA celular, como
se menciono anteriormente una de las respuestas mas rapidas comunes a la
mayoria de estreses es el aumento de trehalosa. Ello ocurre rapidamente por la
activacion postraduccional de las enzimas implicadas en su sintesis, pero
ademas, se produce una induccién transcripcional de los genes que codifican

estas enzimas. Otra respuesta comun al estrés es el aumento de intermediarios



reactivos del oxigeno, que causan dafios oxidativos como la catalasa T de S.
cerevisiae se induce en muy diferentes condiciones: choque térmico, choque
osmotico, estrés oxidativo, acidos débiles (Piper, 1993, Marchler et al., 1993,
Schiller et al, 1994). Otros genes, como CUP1, son inducidos por estrés

oxidativo, por la ausencia de glucosa y por el choque térmico.

1.5.1. Respuesta al choque térmico

La respuesta a estrés por calor en levadura es de las mejor estudiadas. Un
incremento de 10 a 15°C por arriba de la temperatura éptima de crecimiento
induce la sintesis de un grupo de proteinas llamadas Heat Shock Proteins
(HSPs). La mayoria de las proteinas de este grupo son proteasas y chaperonas
moleculares involucradas en impedir la desnaturalizaciéon, o inducir la
renaturalizacion de proteinas (Lindquist, 1992). Ademas se relaciono con la
degradacion de proteinas mal plegadas y la diseminacion de agregados
proteinicos causados por desnaturalizacién. Algunas de estas proteinas se

encuentran también estan presentes a temperaturas éptimas.

En eucariotas, los genes heat shock se regulan por la accién del factor
transcripcional de choque térmico, el Heat Shock Factor (HSF), que
interacciona con una secuencia de DNA conocida como elemento de respuesta

al choque térmico (Heat Shock Element, o HSE) (Sorger, 1991).
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La transcripcion de genes inducidos por calor depende de dos elementos
regulatorios: el STRE, y el HSE. Este Gltimo elemento consta de por lo menos
tres copias de la secuencia NnGAAn (donde n puede ser cualquier nucleétido)
arreglados en orientaciones alternadas. Cambios de secuencias y/o distancia
entre los elementos son tolerados in vivo, pero la afinidad por el factor de
transcripcion puede verse afectada y por lo tanto disminuir la transcripcion
desde estos promotores mutantes (Santoro et al, 1998). El factor
transcripcional que se une a los HSEs y activa a los genes que estan bajo su
control se ha denominado Hsf1p y esta codificado por un gen unico y esencial
para la levadura (Wiederrecht ef al, 1988). Un factor similar se ha encontrado
en Drosophila, en humanos y en otros organismos (Clos et al., 1990; Kingston

et al., 1987; Yancey et al., 1982).

En eucariontes superiores, la unién de DNA depehde de la trimerizacion de
monémeros de HSF en repuesta al choque térmico (Westwood et al., 1991). Sin
embargo, en S. cerevisiae Hsfp1 se encuentra trimerizado y unido a DNA aun
en ausencia de choque térmico. El hecho de que haya unién al HSE sin
induccién de la transcripcion, indica que se requiere de un segundo factor para
activar a Hsf1p. Se ha propuesto que en este mecanismo esta involucrada la
adicion de P, pues Hsf1p es fosforilalada en respuesta a estrés oxidativo o
térmico. Sin embargo, este mecanismo parece estar mas relacionado a la
inactivacion del factor, lo cual permite una respuesta transitoria (Piper, 1997).

Estudios con mutantes puntuales con remociones parciales de Hsflp que

aumentan la actividad constitutiva de la transcripcion, sugieren la existencia de
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un control negativo sobre la activacion de este factor de transcripcién (Hardy et

al,, 2002).

1.5.2. Respuesta al estrés oxidativo y por metales

Durante el metabolismo celular normal se generan especies reactivas del
oxigeno que son toxicas para la célula. También se generan especies de este
tipo por la presencia de pro-oxidantes como H,0,, menadiona, por aumentos
en la presion de oxigeno, y por exposicion a radiaciones ionizantes. Las
principales especies reactivas del oxigeno son el radical superoxido (O2), Y el
hidroxilo, (OH-). El peréxido de hidrégeno no suele ser téxico por si mismo, sino
por su capacidad de reaccionar con el radical superéxido (02" + H,O,—>OH +
OH’ + O reaccién denominada de Fenton/Haber-Weiss). Esta es catalizada por
metales, y en ella se genera un radical hidroxilo, especie capaz de reaccionar
directamente con, DNA, lipidos y proteinas, en éstos puede ocasionar dafios

importantes que afectan a su funcion (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Las proteinas pueden sufrir dafios por oxidacion de algunas cadenas laterales
de aminoacidos, o por entrecruzamientos con otras proteinas, lo que aumentara
su susceptibilidad proteolitica y disminuye su actividad biol6gica (Levine et al.,
1994). Las proteinas modificadas por oxidacion podrian ser sustratos de la

ubiquitina, ya que cuando se disminuyen los niveles de ubiquitinacion por
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inactivacion de UB/4 se produce un aumento de la sensibilidad a H,O; (Cheng

et al., 1994).

1.5.3. Defensa contra el estrés oxidativo

El ejemplo mas conocido de defensa no enzimatica contra los cambios en el
estado redox de la célula es el glutation (GSH), un tripéptido y-L-glutamil-L-
cistinilglicina. Esta molécula reacciona con los oxidantes a través de su grupo
sulfhidrilo para producir glutation reducido (GSSG). El gen de levadura que
codifica la y-L-glutamil-L-cisteina sintetasa, enzima implicada en la biosintesis
de GSH es GSH1, se induce por estrés oxidativo (Ohtake et al., 1991). Otras
moléculas pequefias con propiedades antioxidativas son las metalotioneinas,
pequefias proteinas ricas en cisteinas que tienen la capacidad de unir
diferentes iones metalicos (Hamer, 1986). Estas ultimas son un ejemplo de la
fuerte relacion existente entre los sistemas de defensa antioxidativa y los
sistemas de destoxificacion u homeostasis de iones metalicos. El radical OH' se
produce a partir de H2O2 en una reaccién catalizada por metales, lo cual un
gran efecto toxico. Una de las formas que tiene la célula para minimizar la
formacion de radicales superoxido es mediante el secuestro de metales como
cobre y hierro, por metalotioneinas. Estas estan implicadas en contrarrestar la
toxicidad de metales y radiaciones desionizantes, homeostasis de metales y
destoxificacion frente a radicales libres. En levadura se han encontrado al
presente dos metalotioneinas. La primera descrita fue la codificada por el gen

CUP1, éste es inducido tanto por estrés oxidativo como por metales pesados, Y
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ausencia de fuente de carbono. CUPT esté regulado transcripcionalmente por
secuencias en su promotor reconocidas por el factor Acelp, que es
dependiente de cobre (Thiele, 1988 y 1992). El factor Ace2p se encarga de
mantener los niveles basales de CUP1T (Butler et al., 1991). Por otro lado, se ha
descrito que la regulacion de CUP1 por estrés oxidativo se da a través del factor
de choque térmico o heat shock, que interacciona con las HSEs presentes en
su promotor. El Hsf1p también regula la expresién de CUPT por choque térmico
y por privacion de fuente de carbono, aunque parece que diferentes dominios
del Hsf1p estan implicados en la regulacion por estos diferentes estreses
(Tamai et al., 1994). Mas recientemente, Liu y Thiele (1996) han descrito que la
induccion DE CUP1T por menadiona (compuesto que causa estrés oxidativo,
debido a la generacién de radicales superdxido) También es dependiente de

Hsf1p.

Recientemente se ha descrito una segunda metalotioneina en levadura,
codificada por el gen CRS5. Este gen esta regulado negativamente por
oxigeno, y esta represion aerdbica implica a iones cobre y al factor Acelp. La
represion aerobica se suprime cuando se trata con concentraciones altas de

cobre (Strain y Culotta, 1996).

Oftra forma de defensas antioxidativas de la célula incluyen algunas enzimas

capaces de eliminar radicales de oxigeno y productos derivados de los mismos.

S. cerevisiae tiene dos tipos de catalasas, enzimas que catalizan la rotura de
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H,0, a O,y H,0: la catalasa A y la catalasa T, codificada por CTA1y CTT1,
respectivamente (Cohen et al, 1988; Hartig y Ruis, 1986). La catalasa A se
localiza en el peroxisoma, y su funcién es eliminar el H,O, producido por la §3-
oxidacion de acidos grasos. El papel fisioldgico de la catalasa T, en cambio, no
esta del todo claro, aunque la expresidn de CTT7 esta relacionada con un
numero amplio de estreses como el: choque oxidativo, choque osmético,
choque térmico, ausencia de fuente de carbono, acidos débiles, etanol, etc.

(Marchler et al., 1993).

1.5.4. Respuesta al estrés osmoético

Al ser sometidas a un medio extracelular hiperosmético, las células sufren una
pérdida importante de agua citoplasmatica. Para contrarrestar este efecto,
Saccharomyces cerevisiae produce una rapida acumulacién de glicerol, esto
posible gracias a la expresion de una serie de genes especificos. El facilitador
de glicerol Fps1p, que permite la difusion facilitada de glicerol a través de Ia
membrana, se cierra en estas condiciones, impidiendo asi la salida de glicerol
del interior celular (Luyten ef al., 1995).

Se han postulado tres diferentes fases en la respuesta de la levadura a
condiciones de estrés hiperosmético. La primera es un proceso puramente
fisicoquimico que en la levadura es de aproximadamente un minuto (Hohmann,
1997). En este la célula pierde agua pasivamente para equilibrar las presiones

hidricas. La segunda fase de la respuesta a este tipo de estrés es la adaptacion
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fisiologica que se completa cuando el organismo se osmorregula. La adaptacion
fisiologica a un estrés hiperosmético, involucra la acumulacion de glicerol, que
es el osmolito compatible por excelencia en este organismo (Blomberg y Adler,
1989). La tercera fase consiste en la recuperacion del crecimiento, que se
produce cuando la levadura se ha adaptado al nuevo ambiente (Figura 5).

Entre los ajustes metabdlicos que favorecen la producciéon de glicerol en
condiciones de estrés osmético se encuentran los siguientes: a) Un incremento
en la transcripcion de los genes GPD1 y GPP2; los cuales codifican para
enzimas que catalizan los ultimos pasos en la via de sintesis de glicerol. b) Un
aumento en la actividad fosfofructocinasa (es una enzima de la glucdlisis que

cataliza una reaccion irreversible).
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Figura 5. Vias de produccion y eliminacion del glicerol. Modificado de Norbeck y Blomberg,
1997. Las flechas a la izquierda de las proteinas indican un incremento y las flechas a la
derecha indican una disminucién en la concentracién y/o actividad de las mismas (Fuente:
Garay-Arroyo, 1999).
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c) Inhibicién de la produccién de etanol debida probablemente a que la ADH1
utiliza el mismo cofactor que la GPD1 (NADH). d) Disminucién en la
transcripcion de los genes que codifican para las enzimas TDH3 (gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa) y ENO2 (Enolasa). Esto es relevante para la
produccion de glicerol ya que, al no existir estas enzimas en cantidades
normales, no se utiliza gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y, por lo tanto, se
aumenta la reserva de fosfato de dihidroxiacetona (DHAP; precursor del
glicerol). e) Reduccioén de la expresion de la piruvato descarboxilasa (PDC1) y
de la alcohol deshidrogenasa (ADH1) y una elevaciéon en la actividad de la
aldehido deshidrogenasa (ALD8). Estos cambios también son importantes para
la produccion de glicerol ya que se incrementa la concentraciéon de NADH

(Blomberg, 1997).

La acumulacién de glicerol es producida por dos eventos: El incremento en su
sintesis e inhibicién de su salida (Albertyn et al., 1994; Ansell et al., 1997;
Blomberg y Adler, 1989; Luyten et al., 1995). La enzima responsable de la
sintesis de glicerol en S. cerevisiae es la GPD. El transcrito de la GPD1 se
induce en condiciones de estrés hiperosmoético y una interrupcién del gen,
produce un fenotipo de osmosensibilidad (Albertyn et al., 1994, Larsson et al.,
1993). Se ha descrito otra isoforma del gen denominada GDP2 cuyo transcrito
no se induce en estas condiciones de estrés y cuya interrupcién no produce un
fenotipo de osmosensibilidad. Sin embargo, la doble interrupcién en GDP1 Y
GDP2 da lugar a una levadura altamente osmosensible que produce cantidades

despreciables de glicerol (Ansell et al., 1997).
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El dltimo paso en la sintesis de glicerol (Figura 5) involucra la desfosforilacion
del glicerol-3-fosfato a glicerol, esta reaccion es catalizada por las fosfatasas
GPD1 y GPD2. GPD2 se regula transcripcionalmente por estrés hiperosmatico
y por la via de HOG. GPP1 se expresa constitutivamente y se ha demostrado
que codifica para una proteina que, in vitro, funciona como fosfatasa (Norbeck
et al., 1996). La interrupcién de, GPP1, GPP2, o de ambos, no genera ningun
fenotipo de sensibilidad a estrés osmético (Hirayama et al., 1995), lo cual
sugiere la existencia de una fosfatasa adicional involucrada en la produccion de

glicerol.

1.5.5. Respuesta al estrés salino

En altas concentraciones de NaCl, el i6n sodio entra en la célula via los canales
de K* (codificados por TRK1 y TRK2), y probablemente otros transportadores
de cationes (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984; Gaber et al., 1998; Ko et al.,
1990). La alta toxicidad que presenta este ion parece deberse a que interfiere
con los procesos celulares que requieren K*, puesto que si se aumenta la
relacion K*/ Na® intracelular (por ejemplo sobreexpresando el gen HAL1)
aumenta la tolerancia a sal (Haro et al., 1993; Gaxiola et al., 1992). Ante una
concentracion de Na® elevada, y para evitar la entrada excesiva de Na®*, se
produce un cambio en el sistema de transporte de K*, que pasa de un estado
de baja afinidad, para el que se requiere Trk2p, a otro de alta afinidad,

determinado por Trk1p (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984 Gaber et al., 1988;
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Ko et al., 1990). Por otra parte, se activa el bombeo de iones sodio al exterior
por la ATPasa de tipo P codificada por los genes ENAT-ENA4, de los cuales
ENA1 esta inducido por sal (Garciadeblas et al., 1993). La induccion de ENAT

esta mediada por diferentes rutas de transduccion (Marquez y Serrano, 1996).

A bajas concentraciones de sal (NaCl 0.3 M), la inducciéon es mediada por la
ruta HOG, sistema que se activa por un estrés osmético no especifico. A
elevadas concentraciones de sal (NaCl 0.8 M), la induccién de ENA1 requiere
calcineurina, una proteina fosfatasa de tipo 2B que requiere Ca?" y calmodulina
para su activacion, y en este caso la induccién es especifica de sodio. La
proteina cinasa dependiente de AMP ciclico (cPkA), y Hal3p/Sis2p regulan la
expresion de ENA7T como factores negativos y positivos, respectivamente,
aunque Hal3p no participa en la transduccién de la sefal por sal. Cuando se
expresa en multicopia el gen PDE1, que codifica la fosfodiesterasa de cAMP de
baja afinidad, se suprime el fenotipo de sensibilidad a Li* y Na* de mutantes en
calcineurina. Por otra parte, en un mutante bcy7 se inhibe la induccion de ENAT
por alta concentraciéon de sodio. Todo parece indicar que calcineurina y cAMP
actian antagoénicamente en una ruta coman para la adaptacion a estrés salino

(Hirata et al., 1995).

1.6. Genes heterdlogos expresados en levadura

Desde hace unos 15 afos, se logré la primera complementacion funcional

heterdloga por un gen de plantas al identificarse la clona correspondiente capaz
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de rescatar la mutante g/nA para glutamino sintetasa de E. coli (DasSarma et
al., 1986). Sin embargo, la utilidad de este sistema de expresién es limitada
para los organismos eucariotes, debido a grandes diferencias en la estructura y
el procesamiento de la informacién genética. El primer gen de eucariote
superior aislado por complementacion en levadura, fue el CDC2 de humanos,
implicado en la division celular (Lee and Nurse, 1987). Desde entonces, la
expresion en levadura se ha utilizado como una herramienta muy util para aislar
genes por complementacion o para probar su funcion.

Los primeros ejemplos de genes de plantas expresados exitosamente en
levadura, fueron una cinasa de arroz que complementé la mutante snf1, cuyo
gen silvestre esta implicado en la represion cataboélica por glucosa (Alderson et
al., 1991), y la enzima formadora de etileno (Efe) de jitomate (Hamilton et al,
1991). Mas tarde, se construyé una genoteca de expresion de cDNA de
Arabidopsis thaliana en el vector pFL61 de levadura con el promotor PGK1 (del
gen de fosfoglicerol cinasa). Ademas de haber complementado las auxotrofias
mas usuales de levadura (ura3, ade1, leu2, his3, trp1) con los correspondientes
cDNAs de Arabidopsis, de esta genoteca se han aislado por complementacion

una gran cantidad de genes de plantas (Minet et al., 1992).

El sistema heterdlogo de levadura ha sido de gran utilidad para aislar genes que
codifican proteinas de transporte de membranas, por la facilidad para
establecer sistemas de seleccion adecuados basados en mutantes. Por
ejemplo, valiéndose de la doble mutante trk7trk2 que pierde la capacidad para

transportar potasio hacia el interior de la levadura, se han podido aislar los
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genes codificantes de los canales de potasio KAT1 y AKT1 de Arabidopsis
(Anderson et al., 1992; Sentenac et al, 1992). Ademas se aislaron de trigo
transportadores de K* de alta afinidad (Schachtman y Schroeder, 1994) y de
AtKUP1, y otro transportador dual de alta y baja afinidad para el mismo ion,
reportado simultaneamente en arabidopsis y en trigo (Fu y Luan, 1998; Kim et

al., 1998).

1.7. Elgeny el promotor CUP1

Segun Butt y Ecker (1987), las secuencias de ADN reguladas por metales
constituyen elementos interesantes para la expresion heterdloga en levaduras.
Para utilizarlos ha sido necesario comprender la expresién de los genes que
codifican las metalotioneinas, una familia de proteinas especializadas en la
detoxificacion de metales pesados como cobre, cadmio y zinc a nivel molecular.
Uno de los primeros genes clonados, que codifica una de estas proteinas fue el
CUP1 de S. cesevisiae, también denominado como Cu-MT (Fogel y Welch,
1982; Butt et al., 1984); el cual constituye uno de los pocos genes repetidos en
levadura, y el nimero de copias, con un arreglo en tindem en el cromosoma
VIII, esta relacionado con el nivel de resistencia a la toxicidad por Cu. Las cepas
mas resistentes, generalmente de origen industrial, son capaces de crecer bajo
una concentracion de hasta 2 Mm. Estas normalmente tienen 10 o mas copias
de CUP1, mientras que las cepas susceptibles sin ningin gen CUP1 funcional
no pueden crecer a mas de 100 uM de Cu (Welch et al., 1983). El fenébmeno

que propicia el incremento en el numero de copias, ES la amplificacion
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genética, resultante de la recombinacién no reciproca o la conversion genética,
bajo la presion selectiva del cobre. Debido al uso de contenedores de cobre
para fabricar vinos y cerveza, asi como al uso del caldo bordelés el cual
contiene altas concentraciones de sulfato de cobre (empleado para el control de
enfermedades fungosas en vides), las levaduras han estado en contacto con

este metal durante miles de arios (Fogel et al., 1983; Hamer et al., 1985).

El gen CUP1 de levadura codifica una pequefia proteina de solo 61
aminoacidos capaz de unir hasta 8 atomos de cobre de manera cooperativa, a
traves de 12 residuos de cisteina (Winger et al., 1985). La metalotioneina es
capaz de acomplejar in vitro al zinc, plata y cadmio; aunque in vivo, sélo se ha
comprobado que protege de la toxicidad de cobre y cadmio. Por otra parte, el
gen es solo inducido por cobre y plata (Ecker et al., 1986; Hamer, 1986; Furst ef
al., 1988). Homologos de este gen se pueden encontrar practicamente en todos
los organismos eucariotes. En organismos superiores constituyen familias
multigénicas complejas que codifican proteinas de unién A metales pesados

(Hamer, 1986).

1.7.1. El promotor CUP1 de levadura es regulado por Cu

El promotor CUP1 posee propiedades que lo han vuelto atractivo para ser
empleado tanto en investigacion y particularmente en biotecnologia industrial,
debido a las siguientes ventajas: 1) es un promotor inducible por cobre, lo cual

permite el mantenerlo activo o inactivo segun sea conveniente. La adicion de
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cantidades micromolares de cobre, incrementa hasta 25 veces su actividades
basal (Butt et al., 1984); 2) la actividades basal puede ser controlable,
seleccionando la cepa hospedante adecuada, en la que el nimero de copias de
CUP1 y la presencia de activadores y represores afectaran el nivel de expresion
(Hamer et al., 1986); 3) la fuerza o eficiencia del promotor (el numero de veces
que la RNA polimerasa transcribe el gen en un periodo de tiempo determinado)

es moderada (Butt y Ecker, 1987).

A la fecha, se han caracterizado varios elementos cis y frans que afectan el
nivel de transcripcion basal en relacién a la propiedad de este promotor de ser
inducido gradualmente en funcién de la adicién de cantidades micromolares, no
toxicas de cobre. Un resumen de lo reportado hasta ahora se presenta en la
Figura 6. Inicialmente se determind que el segmento BamHI|-Rsa | de 431 bp,
en la regidbn 5 inmediata al gen CUPT1, podia retener las principales
propiedades de control transcripcional por el gen CUPT (Butt et al., 1984,
Hamer et al., 1985; Thiele y Hamer, 1986). Analisis posteriores se centraron en
tratar de identificar los elementos de control presentes en ésta region. El
promotor CUP1T posee dos cajas TATA putativas, ubicadas a —-98 y —-142 bp
arriba del primer ATG de CUP1, y coincidente, se han identificado dos sitios de
inicio de la transcripcién, a —65 y ~56 bp arriba del inicio de transcripcién (Karin
et al., 1984). Dentro de los elementos cis de control positivo, se han
caracterizado las secuencias MT-UAS 6 UAS 1 (TTTTGCTG y TTTTCCGCTG)
(regidn —274 a —193 arriba del inicio de la traduccidn) presentes en tandem en

el promotor CUP1T.
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Figura 6. Elementos cisy trans involucrados en el control transcripcional del promotor CUP1
(Fuente: Mascorro-Gallardo, 2000).
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Mediante experimentos de “footprinting”, se ha demostrado que estas
secuencias constituyen el sitio de union del factor de transcripcion Ace1,
responsable de sensar la concentracion de cobre en el medio después de lo
cual, de manera proporcional, activa al gen MT (Thiele y Hamer, 1986; Thiele,

1988; Huibregtse et al., 1989; Szczypka y Thiele, 1989).

Esta regulacion tan sensible y fina es posible debido a que la proteina Acel, y
la metalotioneina misma, son capaces de unir cooperativamente a los atomos
de Cu(l) y experimentar un cambio conformacional que incrementa su afinidad
por la secuencia UAS.,p1, lo cual tiene como efecto un aumento en la tasa de

transcripcion de CUP1 (Furst et al., 1988; Furst y Hamer, 1989).

1.7.2. Induccién por choque térmico y estrés oxidativo

En levadura, la respuesta transcripcional al choque térmico (HS) se lleva a cabo
a través de elementos cis (HSE) y un factor de transcripcion (Hsf) que se activa
en respuesta al choque térmico, mediante su fosforilacion y trimerizacion. Los
elementos cis presentes en los genes responsivos al calor presentan tres o mas
repetidos de la secuencia GAANNTTCnnGAA 6 TTnnGAAnNnTTC (Sorger y
Nelson, 1989). El promotor CUP1 presenta una secuencia TTCTAGAA (-229 a
—-222) que podria poseer afinidad por Hsf, y por lo tanto una capacidad de
respuesta al choque térmico. Se demostrdé que esto es asi, aunque de manera
indirecta, cuando se aislé6 una mutante supresora de ace? (hipersensible a

cobre), que resultd ser el factor Hsf que al ser mutado incrementd su afinidad
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por el HSE presente en el promotor de CUP1. La proteina Hsf silvestre muestra
s6lo una ligera afinidad por el HSE de CUP1, que sin embargo es detectable in
vifro mediante experimentos de union a DNA y de retardo en geles de
poliacrilamida, e in vivo al seguir la activacion de la fusién del promotor CUP1 a
lacZ (CUP1-lacZ) en respuesta a choque térmico (Silar et al., 1991: Yang et al.,
1991). Se ha reportado que la metalotioneina de levadura es capaz de suprimir
varios de las deficiencias al estrés oxidativo mostrados por la mutante sod14
(Tamai et al., 1993). En concordancia con esto, se determiné que el gen CUP1
es activado transcripcionalmente por estrés oxidativo, y que esta respuesta esta
mediada por la unién de Hsf a HSE. Un dato interesante es que el patron de
activacion por fosforilacion de Hsf es diferente al patron tipico inducido por

choque térmico (Liu y Thiele, 1996).

1.7.3. Control negativo de CUP1 por glucosa

La regulacion por fuente de carbono ha sido demostrada solo
circunstancialmente, ya que una delecion entre el sitio UAScyp; mas cercano al
inicio de transcripcion y la primera caja TATA del promotor CUP7 (a unas 105
bp del primer inicio de transcripcion), incrementd en 10 veces el nivel de
expresion basal. Dado que los experimentos se hicieron suministrando glucosa
como fuente de carbono, se asume que en esa region podria encontrarse un
elemento URS de regulacion de CUP? se han hecho empleando glucosa como

fuente de carbono, asi que es evidente que la posible represion del promotor
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ejercida por este azlcar, es superada por la activacién del mismo cuando se

adiciona cobre (Butt y Ecker, 1987).

1.7.4. Vectores basados en el promotor CUP1

Aungue el promotor CUP1T es un promotor débil comparado con otros como el
PGK'y el GAL1 (Piper, 1994), puede dar resultados similares bajo un manejo
adecuado si se trata de producir proteinas recombinantes, con la ventaja
adicional que su expresion es independiente del desarrollo y es inducible en un
amplio rango. Se ha reportado que el rendimiento de suero de albumina
humana en levadura recombinante fue tan alto bajo el control del promotor
CUP1, como el obtenido utilizando el promotor PGK1 (Etcheverry et al., 1986).
Un cultivo de levadura puede dejarse crecer hasta, por ejemplo la parte final de
la fase exponencial para incrementar la biomasa y luego inducir la produccion
de proteina recombinante simplemente mediante la adicién de cantidades no
toxicas de cobre, lo cual en algunos casos da mejor resultado que empezar el

cultivo bajo una expresion constitutiva alta.

La mayoria de los promotores utilizados en los vectores de expresion se derivan
de genes de expresion constitutiva, regulados o inducibles por fuentes de
carbono, como PGK, GALK1 y ADH, contrariamente de CUP1 cuya regulacion
es ejercida principalmente por el cobre. Aunque se ha reportado elementos de
regulacion negativa por glucosa en el promotor CUP1, también se sabe que la

adicién de cobre supera parcialmente esta represién. Cuando se elimina esta
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secuencia del promotor, se incremente la expresion basal, y se duplica el nivel
maximo de expresion inducible por cobre en vectores monocopia (Thiele y
Hamer, 1986).

Por otra parte no siempre es conveniente el obtener una expresion fuerte, hay
genes cuya sobre-expresion puede producir efectos toxicos para la levadura,
por lo cual en ese caso lo mejor es una expresion moderada (Chen et al., 1990).
Ademas, es posible incrementar la fuerza del promotor CUP1 mediante varias
vias, por ejemplo utilizar un vector con origen de replicacion multicopia en vez
del monocopia, con lo cual se incrementa el numero de unidades de
transcripcion activas (Macreadie et al., 1991); o bien sobre-expresando ACET,

el factor de transcripcion responsivo a Cu (Thorvaldsen ef al., 1993).

Mascorro-Gallardo et al., (1996) llevaron a cabo la clonacién del gen lacZ en
pSAL1 para probar el nivel de expresion y control de la induccién por cobre. La
construccion pSAL1::lacZ la ensayaron en la cepa RS58 de levadura, a la que
anadieron diferentes cantidades de cobre en la fase exponencial del cultivo.
Ellos encontraron que la maxima induccion se obtuvo al adicionar 100 uM de
CuS0Q4 concentracion que estd muy por debajo del nivel de toxicidad (1000 uM)

para esta cepa.

1.8 El gen y el promotor PMA1

La ATPasa de protones (H+ ATPasa) codificada en levadura por PMA7 es un

polipéptido abundante expresado, ya que puede constituir entre 7-10% de la
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proteina de la membrana plasmatica. Tiene como principal funcién el bombear
protones hacia el exterior de la célula para generar un gradiente electroquimico
que luego es utilizado para introducir iones, azlicares y aminoacidos a traves de
los sistemas de transporte secundarios (Serrano, 1288). Adicionalmente, el
bombeo de protones contribuye a regular el pH intracelular (Eraso y Gancedo,
1987). PMA1 es un gen esencial en levadura, ya que su ruptura produce una
mutante inviable (Serrano et al., 1986). Dada la importancia metabdlica de esta
proteina, su disponibilidad debe de ser cuidadosamente regulada. Las primeras
evidencias, demostraron que estaba sujeta a regulacion post-traduccional en
respuesta a glucosa, ya que su actividad se incrementa después de la adicion
de este azlcar, lo que induce la fosforilacién de Ser/Thr en uno de los sitios del

polipéptidos de 100 kD (Chang y Slayman, 1991).

1.8.1. Regulacion transcripcional de PMA1

Contra la idea que este gen se expresa de manera constitutiva, originada mas
que nada por la larga vida media de la proteina (20 horas) (Serrano, 1988;
Benito et al., 1991), se ha encontrado que también esta sujeto a una evidente
regulacion transcripcional, mediado por el factor Tuf1/Rap1 el cual responde a
la adicion de azucares fermentables (Capieaux et al,, 1989; Rao et al., 1993,

Figura 7).

La transcripcion cuantificada mediante una fusién del promotor PMAT con el

gen reportero /lacZ, muestra una reduccion de cerca del 60% en la actividad
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especifica de B-galactosidasa, cuando la fuente de carbono es galactosa en vez
de glucosa, (Garcia-Arranz et al., 1994). A pesar de estar influido por la fuente
de carbono, la expresion no se abate como es el caso del promotor GALT,
donde la transcripcién se incrementa hasta 100 veces al emplear galactosa en

lugar de glucosa como fuente de carbono (Serrano y Villalba, 1995).

Hasta ahora, no se ha explorado si estos consensos intervienen en La
regulacion de la transcripcion de este gen, aunque, dada la importancia de la
ATPasa de protones en levadura, se esperaria que estuviese sujeta a una
cuidadosa regulacion. Por ello no seria extrafio que otros elementos cis
diferentes a los RPG también estén involucrados en el control transcripcional de

PMA1T.

El promotor PMA1 se considera un promotor fuerte, similar al promotor GAL7,
por lo cual se le ha utilizado para expresar genes heterélogos de plantas en los
cuales se espera que el fenotipo responda proporcionalmente a un incremento
en la cantidad de proteina. Rubio et al (1995) expresaron en levadura el gen
HKT1 que codifica un putativo cotransportador K+/Na+ de trigo, y mas
recientemente, Zentella et al (1999), lograron complementar a la mutante tps714
con el gen homologo de S. lephidophylla clonado en un vector de expresion con

el promotor PMAT.
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Elementos cis y trans involucrados en el control transcripcional del promotor PMA1
(Fuente: Mascorro-Gallardo, 2000).
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Aunque se ha demostrado que el promotor PMAT es fuerte y constitutivamente
activo, la fuerza del mismo es modulada por la fuente de carbono.
Especificamente, es activada por glucosa a través del factor de transcripcion
denominado Tuf/Rap1/Grf1, el cual se une a las dos regiones UAS-RPG
presentes en el promotor (Capieaux et al., 1989; Rao et al., 1993). El factor Tuf
es extremadamente importante en la regulaciéon de genes por glucosa, dado
que al menos 45 genes son coordinadamente activados en respuesta a la
presencia de glucosa, y estos estan involucrados en funciones vitales para el
crecimiento celular, como son la traduccion, transcripcion, glicélisis, transporte y
diferenciacion celular (Diffey, 1992). Rao et al. (1993) determinaron que bajo
adicién de 2% de glucosa (el contenido estandar en un medio de cultivo) se
detecta un incremento evidente en el mMRNA de PMA7 a los 20 minutos,

alcanzando este un maximo a los 60 minutos.

Mascorro-Gallardo (2000) propone otros elementos hipotéticos en la secuencia
del promotor PMA1, Por ejemplo, hay tres secuencias NTR que intervienen en
la represion catabolica por nitrégeno. En presencia de una fuente de nitrégeno
como amonio los genes con estas secuencias se reprimen y al menos se
requieren dos de éstas en tandem para ser activadas. Fuentes de nitrogeno
menos preferidas por la levadura como la arginina activan a los genes con estos

elementos en sus promotores (Smart et al., 1996).

Por todo lo referido anteriormente, tanto CUP1 y PMA1 son dos promotores

interesantes para utilizarse en biotecnologia, para experimentos de
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complementacién funcional o para producir proteinas recombinantes. En este
trabajo se plantea analizar el comportamiento transcripcional de ambos
promotores bajo distintas fuentes de carbono y condiciones de estrés similares
a las que se exponen a la levadura en procesos como fermentacion o

produccién de proteinas recombinantes, por lo que se plantean los siguientes:

OBJETIVOS

1. Determinar el patron de regulacion transcripcional del promotor inducible
por cobre CUP1.

2. Determinar el patron de regulacion transcripcional del promotor
constitutivo PMAT.

3. Comparar ambos promotores como sistemas para la expresion de genes

homoélogos y heterdlogos en la levadura.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion del sitio experimental
La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola del

Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo.

2.2. Material biolégico empleado

Cepas de Sacharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo fueron:

W303-1A Cepa silvestre (MAT a leu2-3, 112 ura3-1, trp 1-1, his3-11, 15 ade2-

1, can1-100, GAL, SUCZ2)

2.3. Medios de cultivo para levadura

Cuadro 1. Componentes de medio minimo SD

Componente Cantidad
Yeast Nitrogen Base (w/o aminoacids) 0.7% 7 g/l
Dextrosa 2% 20 g/I
MES 10X © 100 mi/l
Leucina (stock 100X, 10 mg/ml) 10 mi/ |
Uracilo (stock 100X, 3 mg/ml) 10 ml/ |
Histidina (stock 100X, 3 mg/ml) 10 ml/ |
Triptéfano (stock 100X, 3 mg/ml) 10 mi/ |
Adenina (stock 100X, 3 mg/ml) 10 mi/ |
Agar (solido) 20 g/l

37



Cuadro 2. Componentes del medio minimo SGAL

Componente Cantidad

Yeast Nitrogen Base (w/o aminoacids) 0.7% 7 g/l

Galactosa (2%) 20 g/l

MES 10X 100 mi/i
Leucina (stock 100X, 10 mg/ml) 10 mi/ |
Uracilo (stock 100X, 3 mg/ml) 10 ml/
Histidina (stock 100X, 3 mg/mi) 10 mi/ i
Triptofano (stock 100X, 3 mg/ml) 10 ml/ |
Adenina (stock 100X, 3 mg/ml) 10 mi/ |
Agar (sd6lido) 20 g/l

Cuadro3. Componentes del medio minimo SGLY

Componente Cantidad
Yeast Nitrogen Base (w/o aminoacids) 0.7% 7 g/l
Glicerol (3%) 30 m/i
MES 10X @ 100 ml/l
Leucina (stock 100X, 10 mg/ml) 10 ml/ |
Uracilo (stock 100X, 3 mg/ml) 10 ml/ |
Histidina (stock 100X, 3 mg/ml) 10 ml/ |
Triptéfano (stock 100X, 3 mg/ml) 10 mi/ |
Adenina (stock 100X, 3 mg/ml) 10 mi/ |
Agar (so6lido) 20 g/l

Aforar a 1 litro con agua destilada y esterilizada a 110 °C por 15 minutos.
™) MES= 2-(N-morpholino) ethane-sulphonic acid, PM=195.2).
Se prepara 0.5M, con 97.6 g/l, se disuelve y con Tris base se ajusta el pH a 6.0

se esteriliza a 110°C por 15 minutos. Para algunas cepas de levadura que se
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han transformado y que llevan aigun marcadqr como HIS, entonces omitir la
histidina para que se seleccionen los transformantes, Una vez con el vector,

crecerla en medio minimo sin histidina para evitar la pérdida del mismo.

2.4. Construccion de la fusidn transcripcional CUP1::lacZ

Para contar con una fusidén transcripcional del promotor CUPT con el gen
reportero lacZ, se partié del vector monocopia pSALS construido por Mascorro
Gallardo (2000). El vector fue digerido con las enzimas Ncol y Notl. El gen /acZ
se obtuvo del vector pSAL1::/lacZ mediante digestiéon con Ncol y Notl. Después
de la digestion, tanto el vector como el inserto se purificaron de un gel de
agarosa al 0.8%. Los fragmentos se recuperaron y se purificaron con el sistema
Gen Clean |l y luego se procedi6 a llevar a cabo la ligacion entre el vector y el
inserto con ADN ligasa T4. La construcciéon pSAL5:lacZ se identifico al
introducir parte de la ligaciéon por transformaciéon en E. coli DH5a y las clonas
recombinantes se identificaron en medio LB+Ap100+X-gal+IPTG, en el cual se
desarrolld un color azul claro que indico la presencia de lacZ y su expresion en
la bacteria. En la figura 8 se muestra el mapa de restriccion de la construccion

referida.
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Figura 8. Mapa de restriccion de pSALS::lacZ

2.5. Construccion de la fusion transcripcional PMA1::lacZ

Esta construccion se llevd a cabo siguiendo la misma estrategia referida
anteriormente, pero el gen lacZ se clono en el vector pRS5 | el cual es un vector
de expresion monocopia, con el promotor PMAT y el gen marcador HIS3

(Mascorro-Gallardo, 2000).
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2.6. Transformacion de la levadura con las construcciones.

Para introducir las construcciones en la cepa de levadura W303-1A, se siguid el

siguiente procedimiento (Elble, 1992):

1.

Tomar 1 mi de cultivo liquido en fase exponencial o estacionaria (1-5 dias de
crecimiento) y colocarlo en un tubo eppendorf. Trabajar junto al mechero o
en la camara de flujo laminar para evitar la contaminacion bacteriana o de
hongos.

Centrifugar en microfuga a unas 5 K para colectar las células y decantar el
sobrenadante.

Con el poco medio que haya quedado, resuspender las células y luego
afadir 5 pul de DNA de esperma de salmén (5-10 pg/ul).

Anadir 1 pg de ADN transformante.

Afadir 500 pl de PLATE (Mezcla de 9 ml de PEG 3450 al 50% y 1 mi de
acetato de litio 1 M pH 7.5 (10X), el cual se prepara en TE 10X (0.1 M Tris-
HCI, 0.01 mM EDTA, pH 7.5) Ambas soluciones deben de esterilizarse en
autoclave.

Dejar incubando toda la noche, o hasta dos dias a temperatura ambiente.
Centrifugar a 5 K para colectar las células y retirar el sobrenadante con
micropipeta.

Afadir 100-200 pl de medio minimo y platear en medio minimo selectivo

(SD-HIS).
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9. Las colonias aparecen a los 3 dias cuando se incuba a 25-30 °C.
Seleccionar al menos 3 colonias para probarlas posteriormente. La caja Petri

con los transformantes puede mantenerse a 4 °C por varias semanas.
2.7. Estrategia experimental para analizar CUP1::lacZ

Niveles de CuSQO, probados para el promotor CUP1

Dia 1

Preparacion de inoculo: Se trasfirié una colonia de W303-1A (pSALS::/acZ) a 10
ml de medio liquido SD (-HIS), se incubo toda la noche a 27° C, en agitacion.
Dia 2

Se inocularon 200 ml de medio SD (-HIS) con 50 pl de inoculo, se incubd en
agitacion a 27°C toda la noche.

Dia 3

Se tomd una muestra de 1 ml de cultivo a la cual se le midié la absorbancia a
660 nm con el espectrofotdmetro JENWAY UV-VIS Spectrophotometer Model
6305, usando como blanco 1 ml de medio SD(-HIS). Para llevar a cabo este
experimento se dejo crecer la levadura hasta fase exponencial 0.5 a 0.8 fue en
este momento cuanto se colectaron 12 ml de cultivo y se centrifugaron por 5
minutos en la centrifuga clinica a 4000 rpm, se retiro el sobrenadante y se
repitio la operacion. La pastilla resultante de 24 mi se resuspendié en un matraz

con 25 ml de medio SD(-HIS) con diferente concentracion de CuSO..
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Tratamientos
SD+ 0 uM CuSOq4

SD+ 1 uM CuSOy4

SD+ 10 yM CuSO4

SD+ 100 pM CuSO4

SD+ 200 pM CuSOq4

SD+ 500 uM CuSO4
Se tomaron datos a la una y dos horas de haber estado bajo estas condiciones.
Procediendo de inicio a medir la densidad optica del cultivo, después se

tomaron cuatro muestras por matraz a las cuales se les midi6é la actividad [3-

galactosidasa.

Fuentes de carbono probadas para el promotor CUP1

Dia 1

Preparacioén de inoculo: Se trasfirié una colonia de W303-1A (pSALS::/acZ) a 10
mi de medio liquido SD (-HIS), se incubo toda la noche a 27° C, en agitacion.
Dia 2

Se inocularon 200 mi de medio SD (-HIS) con 50 pl de inoculo, se incubd en
agitacion a 27°C toda la noche.

Dia 3

Se tomd una muestra de 1 ml de cultivo a la cual se le midi6 la abserbancia a
660 nm con el espectrofotometro JENWAY UV-VIS Spectrophotometer Model
6305, usando como blanco 1 ml de medio SD(-HIS). Para llevar a cabo este

experimento se dejo crecer la levadura hasta fase exponencial 0.5 a 0.8 fue en
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este momento cuanto se colectaron 12 ml de cultivo en tubos Falcon y se
centrifugaron por 5 minutos a 4000 rpm en una centrifuga clinica, se retiro el
sobrenadante y se repiti6 la operacion. La pastilla resultante de 24 ml se

resuspendio en un matraz con 25 mi de medio minimo.

Las fuentes de carbono ensayadas fueron las siguientes:
Tratamientos
SD(-HIS)+CuSO,4 (200 puM)
SGAL(-HIS) +CuSOQO4 (200 uM)
SGLY(-HIS) +CuS04 (200 pM)
Se tomaron datos a la una y dos horas de haber estado bajo estas condiciones.
Procediendo de inicio a medir la densidad Optica del cultivo, después se

tomaron cuatro muestras por matraz a las cuales se les midi¢ la actividad (-

galactosidasa.

Fuentes de carbono durante todo el ciclo de crecimiento probadas para el

promotor CUP1

Dia 1

Preparacion de inoculo: Se trasfirid una colonia de W303-1A (pSALS5::lacZ) a 10
ml de medio liquido SD (-HIS), se incubo toda la noche a 27° C, en agitacion.
Dia 2

Se inocularon 30 ml de medio minimo (-HIS) con 30 pl de inoculo, se incubd a

27°C en agitacion constante.
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Dia 3
Se tomo una muestra de 1 ml de cultivo a la cual se le midio la absorbancia a
660 nm con el espectrofotometer JENWAY UV-VIS Spectrophotometer Model
6305, usando como blanco 1 ml de medio SD(-HIS). Las fuentes de carboro
utilizadas fueron:
Tratamientos
SD(-HIS)+CuSO4

SGAL(-HIS)+CuSO,

SGLY(-HIS)+CuS04
Se tomaron muestras a diferente etapa de crecimiento de la levadura, que

posteriormente se fueron procesando para determinar la actividad B-

galactosidasa.

Condiciones de estrés probadas para el promotor CUP1.

Dia 1

Preparacion de inoculo: Se trasfirié una colonia de W303-1A (pSAL5::lacZ) a 10
ml de medio liquido SD (-HIS), se incubo toda la noche a 27° C, en agitacion.
Dia 2

Se inocularon 200 ml de medio SD (-HIS)+CuSQ4 (200 pM) con 50 pl de
inoculo, se incubd en agitacion a 27°C toda la noche.

Dia 3

Se tomé una muestra de 1 ml de cultivo a la cual se le midié la absorbancia a
660 nm con el espectrofotometro JENWAY UV-VIS Spectrophotorneter Model

6305, usando como blanco 1 ml de medio SD (-HIS). Para llevar a cabo este
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experimento se dejo crecer la levadura hasta fase exponencial Agso= 0.5 a 0.8
fue en este momento cuanto se colectaron 12 ml de cultivo en tubos Falcon y se
centrifugaron por 5 minutos a 4000 rpm en una centrifuga clinica, se retiro el
sobrenadante y se repitio la operacion. La pastilla resultante de 24 mi de medio
se resuspendid en un matraz con 25 ml de medio SD (-HIS) con la condicion de

estrés.

La construccion pSAL5::lacZ se ensayo bajo diferentes condiciones de estrés

las cuales se mencionan a continuacion.

Cuadro 4. Condiciones de estrés probadas para CUP1

Tratamientos Tratamientos Tratamientos Tratamientos
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4
LiICI(100mM)+CuSQO, 37°C + CuSOq, Choque térmico +NaC! (0.9M)+CuSOy
LiCI(100mM)-CuSO, 37°C - CuSO, 39°C + CuSO, -NaCl +CuS0O,

Sorbitol(1.5M)+ CuSO,; H,0,(0.4mM)+CuSO, 39°C - CuSOQ4
Sorbitol(1.5M)-CuSQ,  H;0,(0.4mM)- CuSO, Control + CuSO4
Control + CuSQO, Control + CuSQO, Controi ~ CuSQOy4
Control - CuSQO, Control = CuSO,

Se tomaron datos a la una y dos horas de haber estado bajo estas condiciones.

Procediendo de inicio a medir la densidad Optica del cultivo, después se
tomaron cuatro muestras por matraz a las cuales se les midio la actividad (-

galactosidasa.
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2.8. Estrategia experimental para analizar PMA1::lacZ

Fuentes de carbono probadas para el promotor PMA1

Dia 1

Preparacion de inoculo: Se trasfirio una colonia de W303-1A (pRS5::/acZ) a 10
ml de medio liquido SD (-HIS), se incubo toda la noche a 27° C, en agitacion.
Dia 2

Se inocularén 200 ml de medio SD (-HIS) con 50 pul de indculo, se incubd en
agitacion a 27°C toda la noche.

Dia 3

Se tom6 una muestra de 1 ml de cultivo a la cual se le midi6 la absorbancia a
660 nm con el espectrofotometro JENWAY UV-VIS Spectrophotometer Model
6305, usando como blanco 1 ml de medio SD(-HIS). Para llevar a cabo este
experimento se dejo crecer la levadura hasta fase exponencial 0.5 a 0.8 fue en
este momento cuanto se colectaron 12 ml de cultivo en tubos Falcon y se
centrifugaron por 5 minutos en la centrifuga clinica a 4000 rpm, se retiro el
sobrenadante y se repitid la operacion. La pastilla resultante de 24 ml se

resuspendio en un matraz con 25 ml de medio minimo.

Las fuentes de carbono ensayadas fueron las siguientes:

Tratamientos
SD(-HIS)
SGAL(-HIS)
SGLY(-HIS)
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Se tomaron datos a la una y dos horas de haber estado bajo estas condiciones.
Procediendo de inicio a medir la densidad optica del cultivo, después se
tomaron cuatro muestras por matraz a las cuales se les midio la actividad f-

galactosidasa.

Fuentes de carbono durante todo el ciclo de crecimiento probadas para el

promotor PMA1

Dia 1
Preparacion de inoculo: Se trasfirié una colonia de W303-1A (pRS5::/acZ) a 10
ml de medio liquido SD (-HIS), se incubo toda la noche a 27° C, en agitacion.
Dia 2
Se inocularon 30 ml de medio minimo (-HIS) con 30 pl de inoculo, se incubo a
27°C en agitacion constante.
Dia 3
Se tomé una muestra de 1 ml de cultivo a la cual se le midié la absorbancia a
660 nm con el espectrofotometer JENWAY UV-VIS Spectrophotometer Model
6305, usando como blanco 1 ml de medio SD (-HIS). Las fuentes de carbono
utilizadas fueron:

Tratamientos

SD(-HIS)

SGAL(-HIS)
SGLY(-HIS)
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Se tomaron muestras a diferente etapa de crecimiento de la levadura, que
posteriormente se fueron procesando para determinar la actividad p-

galactosidasa.

Condiciones de estrés probadas para el promotor PMA1
La construccion pRS5::/acZ se ensayo bajo diferentes condiciones de estrés las

cuales se mencionan a continuacion.

Cuadro 5. Serie de tratamientos de estrés aplicados a la construccion
RS5::lacZ

Tratamientos Tratamientos Tratamientos
Serie 1 Serie 2 Serie 4
37°C pH SD+NacCl (0.9M)
Frio 4.0 SD-NaCl
NaCl (0.9 M) 6.0
LiCl (100mM) 8.0
H20; (0.4mM) Control
Control

Se tomaron datos a la una y dos horas de haber estado bajo estas condiciones.
Procediendo de inicio a medir la densidad optica del cultivo, después se
tomaron cuatro muestras por matraz a las cuales se les midi6 la actividad B-

galactosidasa.

2.9. Determinacion de la actividad de pB-galactosidasa en levadura

1. Dependiendo de la actividad del promotor, se utiliza de 1-3 mi de cultivo,
el cual se crece hasta la absorbencia 0.4-0.5 (fase exponencial).

Registrar la absorbencia Asso.
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2. Centrifugar las células en un tubo eppendorf por 1 minuto, y
resuspender el pellet en 100 ul de buffer GTEDZ20.

En este momento se pueden guardar las células en el congelador para
procesarlas posteriormente, sobre todo si se estan colectando muestras
a diferentes tiempos.

3  Afadir 6 pl de TET y agitar enérgicamente en el vortex durante 3
minutos para permeabilizar las células. Es importante hacerlo siempre
igual, ya que las diferencias en la permeabilizaciébn podrian generar
variaciones aparentes en las estimaciones.

4. Valorar la actividad por duplicado, afiadiendo en un tubo eppendorf: 20
ul de células permeabilizadas, 0.58 m! de buffer Z y 0.12 ml de ONPG

5. Desarrollar la reaccién a 30°C durante un lapso de 5 a 60 minutos, hasta
que adquiera una coloracion amarillo no muy intenso, y entonces parar
la reaccion con 0.3 ml de carbonato de sodio

6. Centrifugar las células por 1 minuto y leer la absorbencia del
sobrenadante a 420 nm en una celda de 1 cm
Para calcular la actividad en unidades internacionales, se utilizé la
siguiente formula:

Actividad= (1000 x As0)/ (t X Vc X Agso)
Donde:
t = tiempo en minutos de la reaccion

Ve = volumen del cultivo sin diluir y en ml utilizado en la reaccion

2.10. Analisis estadistico de los bioensayos

Para el analisis de los bioensayos se utilizd la hoja de calculo Excel de
Microsoft Office, se graficd el comportamiento de cada uno de los tratamientos
donde se evaluaran dos componentes: el tratamiento (eje X) y las unidades de

B-galactosidasa (eje Y). Asi también se calculé la media y desviacion estandar.
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. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. FUSION TRANSCRIPCIONAL CUP1::lacZ

3.1.1. Induccioén por cobre de CUP1

En el primer experimento para caracterizar al promotor CUP1 en la construccion
pSALS5::lacZ transformada en la cepa W303-1A de levadura, se analizo el efecto
de diferentes cantidades de sulfato de cobre en la fase exponencial del cultivo y

muestreando a diferente tiempo de induccion.

El resultado de estos experimentos se muestran en la Figura 10, donde es
importante observar que desde el momento que se aflade CuSO, al medio, a
los 15 minutos ya es posible detectar que a 200 uM se tiene la mayor induccién
con 32.78 unidades de PB-gaiactosidasa comparado con las 18.78 y 27.04
unidades que se obtienen con 100 y 500 yM de CuSO,. Sin embargo a la hora
del tratamiento, observamos que a 500 uM de CuSO, en el medio se obtiene la
mayor induccién con 57.45 unidades y a 200 uM se tienen 54.57. A las dos
horas con 200 uM de CuSO, se tiene una induccion de 98.43 unidades de (-
galactosidasa, superior a lo mostrado por 100 pM con 63.75 unidades y 500
MM con 93.73 unidades. Lo anterior muestra que la maxima induccion de CUP1

ensayado en la cepa W303-1A se alcanza con 200 uM de CuSO,4 Después de

este valor y a juzgar por lo obtenido con 500 uM, se alcanza el limite maximo de

induccion.
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Mascorro-Gallardo et al (1996) probé la construccion pSAL1::/acZ en la cepa
RS58 de levadura donde encontré6 que la maxima induccién se logra al
adicionar 100 pM de CuSO,. La diferencia observada se debe al fondo
genético, el cual puede variar en cuanto al numero de copias del gen CUP1, asi
como el nivel de expresion del factor de transcripcion Ace1 que se une al

elemento cis de CUP1.

Con la informacién obtenida se corrobora que el promotor CUP1 es modulable
por cobre de una manera titulable y que el efecto del cobre al nivel
transcripcional es muy rapido. Lo anterior concuerda con lo reportado por Butt
et al (1984); donde sefalan que por adicién de cantidades micromolares de
cobre, este promotor puede inducirse hasta 25 veces respecto a su actividad

basal sin cobre.

Por su parte Hamer et al (1986) menciona que la actividad basal puede ser
controlable, seleccionando la cepa hospedante adecuada, en la que el numero
de copias de CUP1 y la presencia de activadores y represores afectara el nivel
de expresion. La fuerza o eficiencia del promotor (el nimero de veces que la
RNA polimerasa transcribe el gen en un periodo de tiempo determinado) es

moderada para el caso del promotor CUP1 (Butt y Ecker, 1987).
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Figura 10. Induccion por cobre de CUP1 en la construccion pSAL5::lacZ

Butt ef al (1984) y Hamer et al (1985), determinaron que el fragmento BamH I-
Rsa I de 431 bp, en la regién 5° inmediata al gen CUP1, podia retener las
principales propiedades de control transcripcional mostradas por el gen CUP1T.
Analisis posteriores demostraron que existen elementos cis de control positivo,
dentro de las cuales se han caracterizado las secuencias MT-UAS 6 UAScp1
ubicadas en la region -274 a -193 arriba del inicio de la traduccién, estas
secuencias se encuentran presentes en el promotor CUP1 (Figura 6). Se ha
demostrado que estas secuencias constituyen el sitio de unién del factor de
transcripcion Ace1, el cual es el responsable de sensar el cobre en el medio
(Thiele and Hamer, 1986; Thiele, 1988; Huibregtse et al., 1989; Szczypka and
Thiele, 1989). Esta regulacion tan sensible y fina es posible porque el factor de
transcripcion Ace1, como la metalotioneina misma, es capaz de unir
cooperativamente a los atomos de Cu y experimentar un cambio
conformacional que incrementa su afinidad por la secuencia UAS.;+, lo cual
tiene como efecto un aumento en la tasa de transcripcion de CUP1 (Furst et al.,

1988; Furst and Hamer, 1989) (Figura. 6)



3.1.2. Efecto de la fuente de carbono

En la Figura 11, se muestran los resultados del experimento en el que las
células de levadura en fase exponencial de crecimiento en medio SD (glucosa)
fueron transferidas a un medio minimo donde la fuente de carbono fue
sustituida por galactosa y glicerol o glucosa de nuevo. Se observa que tras el
cambio brusco en la fuente de carbono, las células que estaban en fase
exponencial de crecimiento mostraron una parada del crecimiento (datos no
mostrados), el crecimiento se analizé midiendo la densidad dptica del cultivo a
660 nm (ODsgo) y la induccion de JacZ se midié ensayando la actividad de la -
galactosidasa en unidades arbitrarias. Solo en la fuente de carbono SD+CuSO,
el crecimiento continué. Esto no concuerda con lo reportado en la literatura, ya
que CUP1 tiene un elemento de represion por glucosa, y lo mostrado en la
Figura 11, es lo contrario, hay mayor crecimiento y expresion de f-
galactosidasa en el medio con glucosa (SD —-HIS) como fuente de carbono que
en los medios con una fuente diferentes (galactosa (GAL —HIS) y glicerol (GLY

—HIS).
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Unidades de p-Galactosidasa
N
o

SD(-HIS)-  SD(-HIS)+CuSO4  GAL(-HIS)- GAL(- GLY(-HIS)- GLY(-
Cuso4 Cuso4 HIS)+CuS 04 cuso4 HIS)+Cus 04

Tratamientos

Figura 11. Efecto de la fuente de carbono sobre CUP1 en pSAL5::lacZ (1y 2 horas)

En la Figura 11, podemos observar la respuesta del crecimiento de la levadura
por el uso de dos tipos de fuentes de carbono, una fermentable la glucosa
(reprimido) y la otra no fermentable como la galactosa y el glicerol (no
represion). La glucosa tiene dos efectos principales en la expresion de los
genes de levadura; primero, reprime la expresion de genes como los que estan
involucrados en la via respiratoria y los involucrados en la via de utilizacion de
galactosa y maltosa. Segundo, se activan los genes necesarios para la
utilizacion de la glucosa, transportadores de glucosa y los usados en al via
glicolitica (De Winde, 1997). Esta es la razén de por que al cambiar de una
fuente de carbono fermentable a una no fermentables, la actividad de la B-
galactosidasa disminuye, ya que las células tienen que reprogramar su
metabolismo de un crecimiento anaerobico a uno aerobico y el proceso toma
mas de las dos horas a las que se hizo la ultima estimacion en este

experimento.
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Lo mostrado en esta Figura 11, concuerda con lo reportado por Martinez-Pastor
(2005) donde estudio el crecimiento de dos cepas (la silvestre W303-1A y la
mutante msn2msn4) y al transferir células en crecimiento exponencial a YPD a
un medio rico (YP) con galactosa o rafinosa como fuente de carbono (YPGal o
YPRaf), no se encontraron diferencias de crecimiento entre ambas cepas. Sin
embargo, cuando se analizé el crecimiento en medio sintético conteniendo
como fuente de carbono rafinosa o galactosa libres de glucosa se observo un
comportamiento diferente en la cepa silvestre W303-1A y en la mutante
msn2msn4. Observé que tras el cambio brusco en la fuente de carbono, las
células que estaban en fase de crecimiento exponencial mostraron una parada
transitoria del crecimiento. La cepa silvestre W303-1A no reiniciaba el
crecimiento hasta unas 20 horas después del cambio, un periodo de latencia
sorprendentemente largo. El hecho mas destacable observado en este
experimento fue que el periodo de latencia, ya de por si largo en la cepa
silvestre, se alargaba en el doble mutante msn2msn4 hasta unas 50 horas, mas
del doble que en la cepa silvestre. Sin embargo observo que una vez iniciado, el

ritmo de crecimiento era similar en ambas cepas.

Al analizar la actividad de la B-galactosidasa (Figura 11) se observa que solo la
fuente SD+CuSO4 es la que muestra mayor numero de unidades de (-
galactosidasa, esto tal vez se debe a que las células de levadura al sufrir un
cambio brusco de fuente de carbono, reprograman su metabolismo para poder

hacer uso de la fuente de carbono disponible, y las células tardan en expresar
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la B-galactosidasa. Se ha reportado la expresion de la fusion GAL10:JacZ, a

través de la actividad B-galactosidasa. Donde se observd actividad de (-
galactosidasa Unicamente justo antes del reinicio del crecimiento y cuando se
midié la actividad invertasa, se observd que los niveles de actividad invertasa
eran nulos durante la mayor parte del periodo de latencia, empezando a
detectarse actividad antes del reinicio del crecimiento, y alcanzandose el
maximo de expresion cuando las células ya habian reasumido totaimente el
crecimiento exponencial (cepa silvestre) o un poco antes, en el caso del doble
mutante msn2 msn4. Las células no fueron capaces de reiniciar el crecimiento
hasta que expresaban en cantidad suficiente la enzima invertasa, que permite
metabolizar la nueva fuente de carbono. Y esto sucedia asi en ambas cepas,
aunque en el doble mutante se produjo un alargamiento del tiempo necesario
para expresar el enzima. Asi pues, el fendmeno observado no es exclusivo de
la expresion de invertasa, sino que se extiende a los productos de otros genes

reprimidos por glucosa (Martinez-Pastor, 2005).

En la Figura 6 se destaca, que la presencia de Cu en el medio hace que se
supere la represion ejercida por la glucosa, ya que se asume que pueda existir
un elemento URS de regulacion negativa por glucosa entre el sitio UAScup1 y 1a
primera caja TATA del promotor CUP1, segun lo reportado por Thiele y Hamer

(1996) y Butt y Ecker (1987).

-7



Para completar la informacion sobre el efecto de la fuente de carbono en la
regulacion transcripcional de CUP1, se llevaron a cabo experimentos en los que
la cepa se mantuvo desde el inicio y por varias horas (dias) en las fuentes de
carbono glucosa, galactosa y glicerol. Estos datos se presentan en la Figura 12,
donde se puede observar que la mayor expresion se observa en glicerol, luego

en dextrosa y finalmente en galactosa.
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Figura 12. Induccion por fuente de carbono de CUP1 en la construccion pSALS::lacZ. Al medio
de cultivo no se le aftadié MES.

Cuando se llevan experimentos por varias horas y dias con levadura, es
importante amortiguar los cambios de pH en el medio. Para esto se puede
afiadir al medio el amortiguador MES (acido 2-N-morfolino etano-sulfinico). El
efecto del MES es impresionante, como puede verse en la Figura 13, ya que
bajo estas condiciones el nivel de expresion de CUPT, estimado con lacZ, fue
mayor bajo glicerol, luego galactosa y luego glucosa, incrementandose los

valores de unidades de p-galactosidasa mas de 10 veces, comparando cuando
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no se anadi6 MES. Esto se observo durante todo el tiempo que se monitoreo la
actividad del promotor, lo cual incluye las fases exponencial, diduxica vy

estacionaria.

600 -

; 1
% 500 4
3 y = £38.88x + 30.054 # DEX)
S 400 - e , £ y=23741x+111.15 ;
2 =380 <o OO
3 300 g 8 — 1
§ ‘ el
8 200 5/&{/’/ -
- e

100 - g % ¥ y =111.24x + 51.584

R? =0.8529
O ¥ S o 1T e i
0 0.2 04 0.6 0.8 1

Absorbenciagg,

Figura 13. Induccion por fuente de carbono de CUP1T en la construccion pSALS:lacZ. Al medio
de cultivo se le aftadidé MES para amortiguar el pH.

En la Figura 13, se observa que la represion por glucosa del promotor CUPT es
muy notoria ya que bajo esta fuente de carbono la levadura expresa niveles
bajos de actividad de p-galactosidasa comparados por los expresados en
galactosa y glicerol. Se aprecia claramente que mientras se llega a una
absorbencia de 1 medida a 660 nm para glucosa es de aproximadamente 150
unidades de B-galactosidasa, para galactosa es de aproximadamente 300
unidades, practicamente el doble y en el caso de glicerol de 550 unidades,
bastante mayor que en glucosa. Estos resultados son muy contrastantes con
los obtenidos en los medios donde no se aplico MES, ya que en glucosa la

actividad de la B-galactosidasa es de tan solo apenas 28 unidades, para
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galactosa aproximadamente 25 unidades y finalmente para glicerol de 50

unidades, cuando el cultivo tiene una absorbencia de 1.0.

3.1.3. Efecto de distintos tipos de estrés sobre la transcripciéon de CUP1.

3.1.3.1. Estrés oxidativo

En los diferentes experimentos donde se ensayd la construccion pSALS::lacZ
para ver el comportamiento bajo diferentes condiciones de estrés se observo
que cuando en el medio se aplica peroxido de hidrogeno (H202) como agente
oxidante hay una represion de la expresion de B-galactosidasa comparado con
el control; sin embargo al comparar entre H,O, (con CuSO4 y sin CuSO,) hay
mayor expresion de pB-galactosidasa en presencia de cobre.

Se ha reportado que el gen CUP1 es activado transcripcionalmente por estrés
oxidativo, y la respuesta esta mediada por la unién previa fosforilacion de Hsf al
elemento HSE. En el promotor CUP1 se encuentran dos elementos HSE de
respuesta a choque térmico (Figura 6). Sin embargo, al igual que los resultados
obtenidos aqui, el peréxido no inhibe la expresion de CUP1, sino la menadiona.
Lo anterior muestra que debe haber una via de sefializacion que detecta
menadiona y esto se manifiesta en la expresion de CUP1, lo cual no ocurre
cuando se aplica el estrés oxidativo con peroxido de hidrégeno (Liu y Thiele,

1996).
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3.1.3.2. Efecto del choque térmico.

Para probar la funcionalidad de los elementos HSE del promotor CUP1, se
llevaron a cabo experimentos de choque térmico cultivando las levaduras en
medio con dextrosa hasta la mitad de la fase exponencial y luego se aplico un

choque térmico a 37 y 39 °C por 1y 2 horas.

En las figuras 14 y 15 puede verse que no hay una respuesta a la activacion de
CUP1 a traves de la actividad de la B-galactosidasa, esto mismo sucede cuando

se cumplen 2 horas, lo anterior en comparacion con el control que crecio a

temperatura de 25 °C.
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Figura 14. Induccion por estrés de CUP1T en la construccion pSAL5::lacZ

Liu and Thiele (1996) reportaron que la transcripcion de CUP1 en respuesta a
calor, carencia de glucosa y estrés oxidativo directo, requiere de el dominio

carboxilo terminal localizado en Hsf. Sin embargo encontraron que en la
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respuesta a estrés por calor, la transcripcion de CUP1 es transitoria ya que la
respuesta esta presente entre los cinco y los cuarenta minutos de iniciado el
tratamiento a una temperatura de 39°C. Es posible que a tiempos mas largos
como los que se estimaron aqui, prevalezca la inhibicion en la sintesis de
proteinas, desde el nivel de transcripcion de los genes y la actividad de varias

enzimas, en este caso de la B-galactosidasa.
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Figura 15. Induccion por choque térmico de CUPT en pSAL5::lacZ

3.1.3.4. Estrés osmético y salino.

Se analizo el efecto del estrés salino sobre la actividad del promotor CUP1T.
Para lo anterior, se hicieron experimentos con cloruro de litio y con sorbitol. Lo
anterior permite diseccionar el efecto de la sal, ya que al aplicar cloruro de sodio
en cantidades elevadas, se esta aplicando estrés osmotico y salino al mismo
tiempo. El cloruro de litio permite ver si hay un efecto toxico de la sal, ya que su

efecto se presenta a baja osmolaridad.

Puede observarse en la Figura 16, un drastico efecto de represion del promotor

CUP1 por efecto de cloruro de litio, al comparar el nivel de expresioén con cobre,
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con y sin cloruro de litio. Bajo cloruro de litio, los valores de actividad
practicamente caen casi al nivel basal de expresion. Con sorbitol se observa un
descenso en la actividad transcripcional de CUP1, lo cual es evidente hasta las

2 horas de aplicacion del estres.
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Figura 16. Efecto del estrés salino y osmético sobre el promotor CUP1 en la construccion
pSALS::lacZ.

El efecto negativo del LiCl en la actividad de B-galactosidasa puede deberse a
que realmente la sal (el litio) afecte negativamente la transcripcion mediada por
CUP1, a través de una via no elucidada aun. Otra alternativa es que el litio sea
muy toxico para la actividad de p-galactosidasa (efecto post traduccional). Lo
anterior podria determinarse mediante experimentos de northemn blot, en los
que una caida en el ARN mensajero indicaria un efecto al nivel transcripcional,

como se observa utilizando el gen reportero /lacZ.

Cuando se estimé la actividad transcripcional de CUP1 con la actividad de B-

galactosidasa, se observa una notable represion por efecto de NaCl, en
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experimentos en que el cultivo se mantuvo en dextrosa, con NaCly con CuSO4

por varias horas (Figura 17).
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Figura 17. Efecto del NaCl sobre la expresion de CUP1 en la construccion pSAL5::/acZ.

Unidades de p-Galactosidasa

El efecto del NaCl sobre el promotor CUP1 no se ha reportado hasta ahora, por
lo cual para confirmar estos resultados, seria muy conveniente disefiar mas
experimentos como el anterior, en los que se aplique por separado sorbitol y
LiCl, para determinar si la represion se debe a la toxicidad, o a la
hiperosmolaridad. Los resultados de ambos agentes estresantes en el lapso de
1 6 2 horas después de aplicado el estrés, parecen sugerir que el LiCl afecta
mas negativamente la expresion de CUP1 que la hiperosmolaridad con sorbitol

(Figura 16).
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3.2. FUSION TRANSCRIPCIONAL PMA1::lacZ

3.2.1. Fuentes de carbono

La Figura 18 muestra la respuesta de PMAT en la construccion pRSS5::/acZ
cuando se cambia en fase de crecimiento exponencial, de una fuente
fermentable a una no fermentable (de glucosa, a galactosa o glicerol), se
aprecia que después de una o dos horas de incubacion, la diferencia en la
expresion de B-galactosidasa no es muy significativa, ya que practicamente no

se aprecian diferencias.
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Figura 18. Efecto de la fuente de carbono sobre PMA1 en pRS5::/acZ (1y 2 horas).

Es interesante comparar este resultado con el obtenido bajo similares
condiciones con el promotor CUP1, pues en ese caso, la expresion en glucosa
fue cuatro veces mayor a las dos horas que bajo galactosa o glicerol.

También se llevo a cabo un experimento por mas tiempo en las diferentes
fuentes de carbono (Figura 19), y se midié el comportamiento de la (-

galactosidasa en diferentes fases del crecimiento de la levadura. Se observa
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menor expresion de la B-galactosidasa en condiciones de glucosa, que en el
medio que contiene galactosa y glicerol.
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Figura 19. Induccién por fuente de carbono de PMA1 en la construccion pRS5::lacZ. Al medio
de cultivo no se le afadié MES

Garcia-Arranz et al., (1994), mencionan que en la fusiéon de PMA1 con el gen
reportero lacZ, se muestra una reduccion de cerca del 60% en la actividad de p-
galactosidasa, cuando la fuente de carbono es galactosa en vez de glucosa, lo
cual se contrapone a los resultados aqui obtenidos. PMA71 esta sujeto a
regulacién transcripcional en presencia de glucosa la cual es mediada por el
factor Tuf1/Rap1 el cual responde al paso de una fuente de carbono no
fermentable a azucar fermentable como la glucosa, incrementando la expresion
de PMA1 en un lapso de 20 a 60 minutos (Rao at al., 1993).

Cabe sefialar que en estos experimentos no se afadié MES al medio de cultivo,
lo cual pudo haber distorsionado y alterado el patron de comportamiento normal
de PMA1. Es necesario repetir este experimento bajo condiciones mas

controladas que permitan replicar lo que reporta la literatura.
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3.2.2. Efecto de distintos tipos de estrés

3.2.2.1. Efecto del pH

En la figura 20, se muestran los resultados de someter a tres diferentes
condiciones de pH a las células de levadura, esto aplicado en crecimiento
exponencial. Los resultados muestran que no hay diferencia entre los

tratamientos de pH 4.0, 6.0 y 8.0 comparado con el testigo (pH= 7.0).
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Figura 20. Efecto de pH en el promotor PMA1 en la construccién pRS5::/acZ

Serrano (1991), senala que PMA1 es regulado principalmente por dos factores:
la glucosa y el pH acido debajo de 4.0. Mientras que la glucosa activa a PMA1
en células en fase exponencial, a través de las dos secuencias activadoras
(ACCCATACA) el pH acido activa a la H*-ATPasa en la fase estacionaria, en
células des-reprimidas por el agotamiento de la glucosa y la acumulacion de
etanol y acidos organicos, con la finalidad de mantener activa a la H-ATPasa

para que lleve a cabo su importante funcion de regular el pH intracelular. Tanto
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el ARNm como la proteina codificada por PMA1 permanecen constantes a lo
largo del ciclo de la levadura y solo en la fase estacionaria ocurre una
disminucion de ambos en el orden de un 20-40%, por lo cual PMAT se
considera un gen de expresion constitutiva y fuerte, similar al promotor inducible

por galactosa GAL1 (Serrano, 1991).

3.2.2.2. Distintos tipos de estrés

Al probar distintas condiciones de estrés sobre PMAT a través de la actividad de
B-galactosidasa de lacZ, en todos los casos, en menor o mayor medida, se

observa una disminucion en la actividad, comparado con el control (figura 21).
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Figura 21. Induccion de PMA1 por el estrés en la construccion pRS5::/acZ.
Lo anterior es un resultado interesante, que estaria mostrando que la actividad
transcripcional del promotor PMA1 es bastante estable aun bajo condiciones de
estrés de diferente tipo como pueden ser el calor, frio, salino, osmoético y

oxidativo, al menos bajo las condiciones probadas aqui, en tiempos de 1y 2
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horas. Los cambios ambientales bruscos, son por lo general rapidamente
detectados por las células, a lo cual responden activando y desactivando genes,
por lo cual estas evidencias parecerian indicar que no hay efectos drasticos de
estos tipos de estrés sobre PMA1. Lo anterior también contrasta con la
respuesta de CUP1 a los mismos tipos de estrés en los tiempos de 1y 2 horas,
ya que este promotor, a diferencia de PMA7, redujo significativamente su

expresion en presencia de H;0; y LiCl.

3.2.2.3. Estrés por NaCl

Se llevo a cabo un experimento donde se determind el comportamiento de
PMA1 en la construccién pRS5::/acZ en el medio con glucosa y cloruro de
sodio. Como se aprecia en la Figura 22, hay un efecto inductivo de NaCl sobre
la actividad de PMAT:lacZ. Aunque la recta de regresion ajustada bajo
condiciones de NaCl muestra un buen ajuste, no asi la recta que explica el
comportamiento sin NaCl. Parece que en este ultimo caso, un modelo
cuadratico podria ajustar mejor a la distribucién de actividades /acZ en las

distintas etapas en que se hicieron las determinaciones.

La motivacion para llevar a cabo este experimento fue que se identifico en el
promotor PMA1, un elemento STRE, de respuesta a estrés osmético a traves
de la via de HOG1 (Figura 7). A juzgar por este resultado, tal elemento es
capaz de activar PMA1, pero en un tiempo mayor a las 2 horas, como queda de

manifiesto en los datos de la Figura 16 y 17. Cabe sefialar que el experimento
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por lo cual es probable que la respuesta al NaCl sea cuantitativamente mayor a
la observada. De estos experimentos, puede decirse que el estrés osmotico
debido a NaCl, incrementa la expresion, probablemente a traves de la via de

transduccion de HOG1, ya que el promotor PMA1 cuenta con un elemento

STRE al cual se unen los factores de transcripciéon Msn2Msn4 (Figura 7).

Una prueba definitiva para probar lo anterior seria la de introducir la
construccion pSAL5::lacZ en la mutante hog1, donde se esperaria que se afecte

negativamente el patrén de expresion de CUP1 por efecto del estrés osmotico.
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Figura 22. Efecto del NaCl sobre la expresion de PMA1 en la construccion pRS5::/acZ

A reserva que estos datos se pudieran corroborar bajo condiciones mas

controladas afadiendo al medio MES, lo cual no se hizo en este experimento,
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parece que el estrées osmético o salino o la combinaciéon de ambos contribuye a
incrementar la actividad de PMA1, como se determiné con la fusion PMA1::lacZ.
Esto podria tener sentido ya que PMA71 es la bomba primaria que bombea
protones hacia fuera de la célula, lo cual crea las condiciones de potencial de
membrana adecuados para activar algunos de los sistemas membranales de
transporte como los canales de K (Serrano, 1988). En altas concentraciones de
NaCl, el ion sodio entra en la célula via los canales de K+ (codificados por
TRK1y TRK2), y probablemente otros transportadores de cationes (Rodriguez-
Navarro y Ramos, 1984; Gaber et al., 198; Ko et al., 1990). La alta toxicidad que
presenta este ion parece deberse a que interfiere con los procesos celulares
que requieren K+, puesto que si se aumenta la relacion K+/ Na+ intracelular se

incrementa la tolerancia a Na* (Gaxiola et al., 1992).

3.3. COMPARACION ENTRE CUP1y PMA1

Es interesante comparar el comportamiento transcripcional de un promotor de
expresion moderada e inducible, con la de otro de expresion constitutiva y
fuerte mediante sus respectivas fusiones transcripcionales. Parece que el nivel
de expresion mantenido por ambos promotores es muy similar al menos hasta
la fase exponecial (Ass0=1.0), lo cual se contradice con la idea que CUP1 es un
promotor moderado en comparaciéon con PMA1. CUP1 tiene la ventaja que es

inducible, lo cual le d& una gran versatilidad biotecnolégica.
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El cuadro 6, resume las propiedades comparativas de ambos promotores segun
las determinaciones de este trabajo complementadas con lo reportado por otros

autores.

Cuadro 6. Comparacion de las propiedades de los promotores CUPT y PMA1

Factor CUP1::lacZ PMA1::lacZ
Expresion inducible constitutivo
Tiempo de induccién 15 min 20-60 min
Fuerza moderada fuerte
Induccién por Cu 25 se

Induccion por azdcares:

Glucosa pd i+
Galactosa | R
Glycerol i+ R

pH nd se (pH 4.0-8.0)
Induccién por NaCl r+ i+
Induccién por estrés:

choque térmico r rose
Frio nd se
LiCl r+ rése
Sorbitol r+ rose
H20, r+ rose

i = induccioén leve;

i+ = induccién evidente;
r = represion leve;

r+ = represion evidente;
se = sin efecto;

nd = no determinado
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Las células, incluyendo la levadura poseen genes de expresidon constitutiva y
otros inducibles. Genes que codifican enzimas o productos involucrados en el
metabolismo del carbono muestran una induccion mas lenta, mientras que los
que tienen que ver con cambios ambientales bruscos y repentinos, muestran
una respuesta mas rapida, cuando la hay. Lo anterior pone una nota de
precaucion sobre la interpretacion de los resultados, pues algunas veces, el
hecho de no ver un efecto rapido, no excluye que en el largo plazo pueda
observarse una respuesta muy diferente, como se pudo observar en los

experimentos con distintas fuentes de carbono.

Si un promotor se utiliza con fines biotecnolégicos, es conveniente conocer su
comportamiento bajo diferentes condiciones o bajo condiciones similares a las
que se presentan durante un cultivo continuo. La informacién generada de este
trabajo permitira hacer un uso més razonado de ambos sistemas de expresion,
ya sea para expresar genes homdlogos o heterélogos en la levadura para
experimentos de complementacion funcional, asi como para la expresion y

produccion de proteinas recombinantes.

Esta informacion contribuye a la caracterizacion de la serie de vectores pSAL1-
8 y pRS1-8 previamente construidos por Mascorro Gallardo (2000), de los
cuales se cuenta con versiones mono y multicopia y con los marcadores de

auxotrofia para leucina, histidina, uracilo y triptéfano.
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IV. CONCLUSIONES

. El promotor CUP1 es un sistema de expresiéon muy versatil y de gran
utilidad biotecnolégica debido a que es inducible y titulable.

. La expresion de CUP1 es afectada por la fuente de carbono, ya que esta
es mayor en glicerol y en galactosa, mientras que glucosa reprime
parcialmente.

. Larepresion de CUP1 en glucosa se compensa porque en esta fuente de
carbono se alcanza una mayor biomasa en menor tiempo que en
galactosa y glicerol.

. Al amortiguar el medio de cultivo con MES, hay un efecto dramatico
sobre los valores de la B-galactosidasa, que se incrementan en mas de
diez veces, comparado con el medio sin MES.

. La expresién de CUP1 sufri6 un descenso en un lapso de 1-2 horas
después de aplicar el estrés osmético, choque térmico, estrés oxidativo
y estrés ibnico.

. En CUP::lacZ, el mayor efecto de represion se observd con LiCl y H,Oo

. En experimentos que abarcan todo el ciclo de crecimiento de la levadura,
hay un efecto notable de represion de CUPT por NaCl.

. El promotor PMA1 es de expresion constitutiva (housekeeping) fuerte,
aunque al evaluarse la fuerza del promotor con la fusion PMA1.:lacZ, dio

similares resultados que con CUP1.
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9. No pudo corroborarse la induccion de PMA1 bajo una fuente de carbono
como glucosa, comparado con galactosa y glicerol.

10. El efecto del estrés por choque térmico, frio, oxidativo, osmético, y salino
fue menos drastico en afectar la expresion de PMA1 en comparacion con
CUP1.

11.No hubo un efecto en la expresion de PMA1 debido al pH del medio de
cultivo en el rango probado de 4.0 a 8.0

12.Al evaluar el efecto de NaCl en la expresién de PMA1, durante todo el
ciclo de crecimiento de la levadura, se observa una induccién de este

promotor por la sal, probablemente a través de la via HOG.
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Vi. ANEXO 1
EXPERIMENTOS REALIZADOS CON LA FUSION CUP1::lacZ

INDUCCION POR COBRE DE CUP1 EN LA CONSTRUCCION pSALS::lacZ
Experimento (15 min) promotor CUP1

Tratamientos: o uMm 1uM 10 uM 100 uM 200 uM 500 uM
AB60 0.657 0.661 0678 0.685 0.664 0.704
B-gal 3.17 317 2.94 16.37 31.25 24.45

3.37 3.35 4.25 18.61 26.89 25.97

3.26 3,53 4.25 20.64 34.37 28.41

2.94 3.68 3.51 19.49 38.62 29.32

Media 3.19 3.43 3.74 18.78 32.78 27.04
Desvest 0.18 0.22 0.64 1.81 4.96 2.23

INDUCCION POR COBRE DE CUP1 EN LA CONSTRUCCION pPSALS5::lacZ
Experimento (1 hora) promotor CUP1

Tratamientos: 0 uM 1uM 10 uM 100 M 200 uM 500 uyM
ABB0 0.755  0.769 0.791 0.792 0.773 0.781
B-gal 3.95 4.33 11.52 36.63 51.18 63.77

4.32 4.24 11.44 39.85 54.56 55.68

3.70 4.29 10.07 36.70 57.80 54.09

3.68 4.26 9.56 40.42 54.74 56.37

Media 3.91 4.28 10.65 38.40 54.57 57.45
Desvest 0.30 0.04 0.98 2.02 2.71 4.32

INDUCCION POR COBRE DE CUP1 EN LA CONSTRUCGCION pPSALS::lacZ
Experimento (2 horas) promotor CUP1

Tratamientos: 0 uM 1 uM 10 M 100 uM 200 uM 500 uM
AB60 0.924 0925 0.925 0.934 0.871 0.887
B-gal 3.61 3.71 17.50 67.38 96.29 95.36

3.75 8.24 19.26 63.33 96.67 94.86

3.38 6.55 18.22 62.97 103.06 91.97

4.26 6.38 18.18 61.30 97.70 92.73

Media 3.75 6.22 18.29 63.75 98.43 93.73
Desvest 0.37 1.87 0.73 2.58 3.14 1.64
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Induccién de CUPT en la contruccion pSALS5::JacZ por fuentes de carbono
Experimento de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 (1 hora)

] SD(-HIS) - SDEX(- SGAL(-HIS)- SGAL(- SGLY(-HIS)- SGLY(-
Tratamientos: CuSO; HIS)+CuSO, CuSO, HIS).CuSO, CuSO, HIS)+CuSO,
Asso 0.694 0.691 0.448 0.475 0.475 0.548
B-gal 5.07 25.14 4.40 11.12 4.32 7.88
4,88 32.34 5.23 8.31 5.50 10.07
465 35.73 428 8.31 5.33 13.28
4.45 36.8 5.35 11.55 6.45 13.5
Media 4.76 32.50 4.82 9.82 5.40 11.18
Desvest 0.270 5.264 0.553 1.755 0.873 2.703

Inducciéon de CUPT en la contruccion pSALS5::lacZ por fuentes de carbono
Experimento de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 (2 horas)

SD(-HIS) - SDEX(- SGAL(-HIS)- SGAL(- SGLY(-HIS)- SGLY(-
Tratamientos:  cuso, HIS)+CuS0, CuSO, HIS).CuSO, CuSO, HIS)+CuS0,

Asso 0.856 0.841 0.478 0.494 0.498 0.578
pB-gal 4.20 66.81 3.59 13.96 12.45 6.97
5.88 55.49 6.52 13.90 5.54 13.26

6.49 50.39 6.77 12.14 7.38 15.51

6.30 67.04 7.69 12.68 6.82 14.59

Media 5.72 59.93 6.14 13.17 8.05 12.58
Desvest 1.043 8.339 1.774 0.905 3.034 3.854

Induccion de CUP1 en la contruccion pSALS5::/acZ por fuentes de carbono
Experimento a largo plazo de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 -MES
SDEXTROSA

Asso 0.36 0.763 1.14 2.896
B-Gal 25.97 31.23 28.9 39.1
22.77 30.32 30.7 53.71

24.86 26.33 33.12 58.99

24.58 29.17 30.16 56.05

Promedio 24.55 29.26 30.72 51.96
Desvest 1.33 2.13 1.77 8.84

Induccion de CUP1 en la construccion pSALS5::/lacZ por fuentes de carbono
Experimento a largo plazo de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 -MES
SGALACTOSA

Asso 0.253 0.498 1.275 242
B-Gal 14.62 15.56 31.76 47.85
14.36 15.36 38.27 44.54

13.3 14.95 38.58 57.52

13.38 16.36 38.58 54.13

Promedio 13.92 15.31 36.80 51.01
Desvest 0.67 0.26 3.36 ~ 5.89
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Induccién de CUP1T en la construcciéon pSALS::lacZ por fuentes de carbono
Experimento a largo plazo de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 -MES

SGLYCEROL o
Agso 0.189 0.249 0.676 1.296
B-Gal 201 2717 39.73 62.65
25.04 32.53 41.11 55.24
335 24 63 3724 61.11
32.27 29.45 44.03 61.11
Promedio 27.73 28.45 40.53 60.03
Desvest 6.31 3.36 2.83 3.27
Induccién de CUP1 en la construccion pSALS::lacZ por fuentes de carbono
Experimento a largo plazo de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 +MES
SDEXTROSA - -
Asso 0.416 0.588 0.805 0.942 1.560
B-Gal 72.59 84.8 93.32 101.19 72.82
83.17 82.65 91.30 98.53 74.52
88.78 83.78 96.58 101.19 74.44
73.44 80.38 86.33 104.24 74.44
Promedio 79.50 82.90 91.88 101.29 74.06
Desvest 7.83 1.90 4.29 2.33 0.82
Induccioén de CUP1T en la construccion pSALS5::jlacZ por fuentes de carbono
Experimento a largo plazo de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 -MES
SGALACTOSA
Asgo 0.223 0.403 0.577 0.721 0.913 2.40
B-Gal 146.66  180.07 287.93 271.18 301.36 77.94
161.21 221.83 248.00 315.27 304.10 74.35
161.61  207.27 217.60 297.22 303.56 75.51
16545 224.90 296.60 292.01 305.47 77.69
Promedio 163.71 208.52 262.53 293.92 303.62 76.37
Desvest 8.14 20.46 36.68 18.14 1.71 1.03
Induccion de CUP1 en la construccion pSALS5::lacZ por fuentes de carbono
Experimento a largo plazo de Fuentes de Carbono Promotor CUP1 -MES
SGLYCEROL. )
Asso 0.189 0.249 0.676 1.296
B-Gal 201 2717 39.73 62.65
25.04 32.53 41.11 55.24
335 2463 37.24 61.11
32.27 29.45 44.03 61.11
Promedio 27.73 28.45 40.53 60.03
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Induccion de CUP1T en la construccion pSALS5::lacZ por estrés
Experimento de Estrés Promotor CUP1 (1 hora)

Tratamientos: 37°C - CuSO, 37°C + CuSO, H,0,- CuSO, H,0, . CuSO4 Control - CuSO4 Control + CuSO,4
Asgso 1.316 0.93 0.774 0.73 0.899 0.866
B-gal 4.44 449 3.25 17.02 415 83.29
4.44 36.89 3.43 21.62 4.21 67.66
41 30.45 26 2455 3.39 90.37
422 28.42 3.02 23.48 417 98.53
Media 4.30 35.17 3.08 21.67 3.98 84.96
Desvest 0.169 7.427 0.358 3.326 0.394 13.108
Induccién de CUP1T en la construccion pSALS5:lacZ por estrés
Experimento de Estrés Promotor CUP1 (2 horas)

Tratamientos: 37°C - CuSO,4 37°C + CuSOy4 H,0,- CuSO4 H,0,. CuSO, Control-CuSO,4 Control+CuSO,
A660 1.622 1.402 0.932 0.824 1.672 1.424
B-gal 7.05 68.9 2.66 29.49 3.34 123.59

7.03 59.55 26 35.07 3.41 114.6

7.34 55.84 3.08 33.98 3.45 137.07

7.72 43.93 2.86 33 3.36 125.28

Media 7.29 57.06 2.80 32.89 3.39 125.14
Desvest 0.323 10.332 0.217 2.416 0.050 9.235

Induccion de CUPT en la construccion pSALS5::/acZ por estrés
Experimento de Estrés Promotor CUP1 (1 hora)

Tratamientos: 39°C+CuS0, 39°C-CuS0, Control+CuSO4 Control-CuSQO,
A660 0.470 0.448 0.427 0.360
B-gal 34.06 9.76 86.72 13.05
43.13 8.61 69.72 10.18
39.14 9.86 67.02 9.07
43.26 10.79 63.6 10.9
Media 39.90 9.76 T 10.8
Desvest 4.34 0.89 10.28 1.68
Induccién de CUP1 en la construccion pSALS5:lacZ por estrés
Experimento de Estrés Promotor CUP1 (1 hora)
Tratamientos: 39°C+CuSO, 39°C-CuSO, Control+CuSO, %?Strgl-
A660 0.587 0.634 0.657 0.549
B-gal 48.34 773 106.67 7.93
49.07 7.85 76.34 6.64
32.54 6.25 78.8 5.78
41.94 7.42 58.2 6.86
Media 42 .97 7.31 80.00 6.80
Desvest 7.66 0.73 20.01 0.88
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Induccion de CUP1 en la construcciéon pSALS5:/acZ por estrés

Experimento de Estrés Promotor CUP1 (1 hora)

Tratamientos: LiCI+CuSO4 LiCI-CuSO, Sorbitol+CuSO,4 Sorbitol-CuSO4 Control+CuSO4 Control-CuSO4
AB60 0.952 0.71 0.427 0.403 0.808 0.908
B-gal 10.86 3.80 51.69 8.05 53.82 6.08

9.56 3.40 50.08 8.24 49.32 4.83
9.27 473 46.84 9.09 55.96 5.00
9.56 4.35 46.84 11.52 49.32 4.79
Media 9.81 4.07 48.86 9.23 52.11 5.18
Desvest 0.71 0.59 2.43 1.60 3.33 0.61
Induccion de CUPT en la construccion pSALS::/acZ por estrés
Experimento de Estrés Promotor CUP1 (2 horas)

Tratamientos: LiCI+CuS04 LiCI-CuS0O4 Sorbitol+CuS04 Sorbitol-CuS04 Control+CuS04 Control-CuS04
AB60 1.074 1.42 0.792 0.517 1.342 1.548
p-gal 10.27 1.61 59.79 5.23 83.79 3.47

5.94 224 53.33 7.51 62.13 3.85

7.09 1.47 34.74 6.06 89.55 3.80

8.30 0.87 46.96 6.22 93.35 4.28

Media 7.90 1.55 48.71 6.26 82.21 3.85
Desvest 1.85 0.56 10.68 0.94 13.95 0.33

Induccién de CUPT en la construccion pSALS::JacZ por estrés (SDEX —NaCl y +NacCl)
Experimento de SDEX+NaCl

AB60 0.360 0.763 1.14 2.896
B-Gal 25.97 31.23 28.9 39.1
22.77 30.32 30.7 53.71

24.86 26.33 33.12 58.99

24.58 2917 30.16 56.05

Promedio 24.55 29.26 30.72 51.96
Desvest 1.33 2.13 1.77 8.84

Induccion de CUP1 en la construccion pSALS::lacZ por estrés (SDEX —NaCl y +NaCl)
Experimento de SDEX-NaCl

ABGO 0.163 0.947 1.284 1.94 2.16
B-Gal 40.24 21.43 58.35 126.80 101.44
39.01 2217 44 .34 131.95 119.42
26.25 22.8 47.45 107.98 146.37
46.13 25.59 52.44 119.84 150.14
Promedio 37.91 23.00 50.65 121.64 129.34
Desvest 8.37 1.82 6.13 10.37 23.09
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Vil. ANEXO 2

EXPERIMENTOS REALIZADOS CON LA FUSION PMA1::lacZ

Induccion de PMA1 en la construccion pRS5::/acZ por fuentes de carbono

Experimento Fuentes de carbono (1 hora)-

Dextrosa Galactosa Glicerol
Asgs0 0.902 0.788 0.766
B-Gal 53.57 4553 32.49
50.69 42.70 42 .16
50.45 40.07 4477
53.41 4524 47.38
Media 52.03 43.39 41.70
Desvest 1.69 2.55 6.50

Induccion de PMAT en la construccion pRS5::/acZ por fuentes de carbono

Experimento Fuentes de carbono (2 horas)-

Dextrosa Galactosa Glicerol

Asso 1.39 0.855 0.794
B-Gal 57.49 42.21 51.16
33.42 4176 42.82

52.18 53.82 51.93

50.24 46.44 57.46

Media 48.33 46.06 50.84
Desvest 10.40 5.59 6.04

Induccion de PMA1 en la construccion pRS5::/lacZ por fuentes de carbono
Experimento a largo plazo Fuentes de carbono (-MES)-

SDEXTROSA

Asso 0.189 0.689 0.989 2.208

B-Gal 13.9 25.93 28.9 722

13.9 23.23 28.9 71.14

14.23 21.36 37.75 71.42

15.23 20.33 36.53 75.37

Promedio 14.32 22.71 33.02 72.53
Desvest 0.63 2.46 478 1.94
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Induccion de PMA1 en la construccion pRS5::/lacZ por fuentes de carbono

Experimento a largo plazo Fuentes de carbono (-MES)-
SGALACTOSA

Asso 0.179 0.37 1.2 2.204
B-Gal 26.43 35.81 52.0 69.13
36.2 36.35 52.11 71.55

33.71 39.45 51.44 68.38

19.92 40.13 54.33 68.07

Promedio 29.07 37.94 52.47 69.28
Desvest 7.37 217 1.27 1.58

Induccion de PMA1 en la construccion pRS5::/acZ por fuentes de carbono

Experimento a largo plazo Fuentes de carbono (-MES)-
SGLYCEROL

Asso 0.253 0.321 0.611 2.04
B-Gal 18.31 26.98 53.53 75.49
25.69 32.76 59.13 15.32
17.39 42.63 54.48 75.28
15.81 41.04 54.59 77.77
Promedio 19.30 35.85 55.43 75.97
Desvest 4.38 7.33 2.51 1.21
Induccion de PMA1T en la construccion pRS5::lacZ
Experimento pH (1 hora)
Control 4.0 6.0 8.0
Aseo 1.328 1.246 1.228 1.33
B-Gal 50 39.15 40.73 39
58.3 43.87 44.19 41.16
55.7 50.8 47.04 49.34
61.41 45.68 50.3 43.23
Media 56.35 44 .88 4557 43.18
Desvest 4.84 4.81 4.08 4.45
Induccion de PMAT en la construccion pRS5::lacZ
Experimento pH (2 horas)
Control 4.0 6.0 8.0
ABB0 1.806 1.792 1.172 1.79
B-Gal 113.17 112.23 126.76 130.05
115.61 89.52 127.93 101.89
112.07 104 78.63 91.28
114.29 107.05 91.78 94.52
Media 113.79 103.20 106.28 104.44
Desvest 1.52 9.73 24.92 17.64
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Induccion de PMAT en la construccion pRS5::/acZ por estrés

Experimento estrés (1 hora)

Tratamientos: 37°C Frio Nacl LCI H,0, Control
A660 0.869 0.653 0.657 0.76 0.614 0.793
B-Gal 100.34 61.13 47.5 454 36.48 116.2

73.76 63.29 43.75 37.7 38.87 102.14
73.76 65.77 33.9 41.22 34.09 108.4
74.68 61.75 48.93 35.96 39.73 1054
Media 80.635 62.985 4352 40.07 37.2925 108.035
Desvest 13.144 2.067 6.775 4173 2.539 6.014
Induccion de PMA1 en la construccion pRS5::/acZ por estrés
Experimento estrés (2 horas)

Tratamientos: 37°C Frio Nacl LCI H,0, Control
A660 1.53 0.704 0.84 1.246 0.679 1.496
B-Gal 69.86 94.78 79.89 59.1 70.21 105.16

64.19 94.62 58.59 64.82 70.86 92.57
65.57 103.47 67.59 50.62 75.61 94.2
66.52 100.63 82.53 78.3 75.12 104.01
Media 66.535 98.375 72.15 63.21 72.95 98.985
Desvest 2.414 4.400 11.140 11.629 2.808 6.517

Induccion de PMA1 en la construccion pRS5::/acZ por estrés (—NaCl y +NacCl)

Experimento (+NaCl)

AB60 0.189 0.689 0.989 2.208
B-Gal 13.9 25.93 28.9 72.2
13.9 23.23 28.9 71.14

14.23 21.36 37.75 71.42

15.23 20.33 36.53 75.37

Promedio 14.32 22.71 33.02 72.53
Desvest 0.63 2.46 478 1.94

Induccion de PMA1 en la construccion pRS5::/acZ por estrés (-NaCl y +NaCl)

Experimento (-NaCl)

AB60 0.118 0.964 1.048 1.148 2.896
B-Gal 57.88 25.10 30.91 38.79 39.1
43.81 25.68 34.44 37.28 53.71

55.32 27.80 31.48 39.81 58.99

49.56 27.59 31.29 42.39 56.05

Promedio 51.64 26.54 32.03 39.57 51.96
Desvest 6.27 1.35 1.62 2.15 8.84
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