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RESUMEN

La acumulacién del disacdrido trehalosa en los organismos anhidrobi6ticos les

permite sobrevivir al estrés ambiental severo. Previo a este trabajo, se aislé SITPS/, un
cDNA que codifica para un proteina de 109 kD, de la planta de resurreccidén Selaginelia
lepidophylla que acumula altos niveles de trehalosa. La comparacién de secuencias de
proteinas demostré que S/TPS/ comparte una alta similitud con los genes que codifican
para la trehalosa-6-fosfato sintetasa de procariotes y eucariotes. Se demostré también que
SITPS] se encuentraen una sola copia en el genoma de Selaginella, y que el gen se expresa
de manera constitutivaen la planta.

Se comenzé la caracterizacién de SITPS/ mediante transformacién- y
complementacién funcional de la mutante tpsiA de Saccharomyces cerevisiaze que lleva

deletado al gen ScTPS/. El gen SITPS] de S. lepidophylla restaurd el crecimiento en
aziicares fermentables y la sintesis de trehalosa a niveles altos. Mds ain, el gen SITPS/

introducido en la mutante tps/ A fue capaz de complementar la sensibilidad a la temperatura
subletal de 39 °C y la termotolerancia inducida a 50 °C. También el gen SITPS] rescaté al
fenotipo de osmosensibilidad de fps/A. Por lo tanto, se concluye que la proteina SiTps] es

un homélogo funcional de plantas capaz de llevar a cabo la biosintesis de trehalosa y
podria jugar un papel importante en la resistencia al estrés en S. lepidophylla.

Se deletaron los extremos amino y carboxilo de 100 y 394 amino4cidos de SITpsl,
y se demostré que la regidn central de 500 aa fue suficiente para restaurar el crecimiento en

glucosa de 1psiA. En particular, la detecién de la region amino terminal de 100 aa parece

eliminar una regulacion negativa sobre la actividad de S1Tps1, como se demostré mediante
evidencia genética y bioquimica. Se observ6 lo mismo con AtTPS], el gen de Arabidopsis
thaliana. '

Finalmente, se reporta la construccién y caracterizacién parcial de dos series de
vectores de expresion de levadura, cuya funcién se basa en los promotores CUPI y PMAI.
Estos vectores complementan las auxotrofias lew, wra, his y trp, y se encuentran
disponibles como vectores monocopia o multicopia. Como se demostrs, estos vectores
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ABSTRACT

The accumulation of the disaccharide trehalose in anhydrobiotic organisms allow

them to survive severe environmental stress. Previously to this work, a plant cDNA
SITPS] encoding a 109-kD protein, was isolated from the resurrection plant Selaginella
lepidophylia, which accumulates high levels of trehalose. Protein-sequence comparison
showed that SITps1 shares high similarity to trehalose-6-phosphate synthase genes from
prokaryotes and eukaryotes. S/TPS/ mRNA was constitutively expressed in §.
lepidophylla . A gel-blot analysis indicated that SITPS] was present as a single-copy gene.

We began to characterize S/TPS/ by transformation and functionat

-complementation of a Saccharomyces cerevisiae tpslA mutant disrupted in tﬁe ScTPS1
gene. §. lepidophylla SITPS1 restored growth on fermentable sugars and the synthesis of
trehalose at high levels. Moreover, the SITPS/ pene introduced into the tps1A mutant was
able to complement both deficiencies: sensitivity to sublethal heat treatment at 39 °C and
induced thermotolerance at 50 °C. The osmosensitive phenotype of the yeast tps/A mutant

grown in NaCl and sorbitol was also restored by the SITPS! gene. Thus, SITpsl protein is
a functional plant homologue capable of sustaining trehalose biosynthesis and could play a
majorrole in stress tolerancein §. lepidophylia.

The amino and carboxyl ends (100 and 394 aa) were deleted from the SITps1, and

after transformation of the tps/A strain, the 500 aa-central region was sufficient to restore

growth on glucose. Particularly, the deletion of 100 aa from the amino end, seems to
overcome a negative regulation of the SITps1 activity as was demonstrated by genetic and
biochemical evidence. Similar effect was observed on the AtTPS/ gene and protein of
Arabidopsis thaliana.

Finally, we also reported the construction and partial characterization of two series
of yeast shuttle-expression vectors whose expression features are based on the CUP/ and
PMAI promoters. This vectors complement lew, wa, his or trp auxotrophies and are
available as monocopy or multicopy vectors. It was also demonstrated that the vectors can
be used to express homologous or heterologous genes in the yeast.
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RESUMEN

En este trabajo se reporta la caracterizacion de SITPS! un cDNA de la planta de
resurreccién Selaginella lepidophylla que codifica para una proteina de 994 aa con 50% de
identidad y 61% de similitud con ScTpsl de Saccharomyces cerevisiae; ésto se hizo
empleando herramientas de genética, fisiologfa, biologia molecular y bioquimica para
analizarla complementacién funcional de mutantes 7ps de lalevadura.

Se logr6 demostrar que el cDNA de S. lepidophylla al igual que el gen ScTpsl de

levadura, codifica para la enzima trehalosa-6-fosfato sintetasa ya que se complementd en la
mutante zps/A la capacidad de sintetizar trehalosa, de crecer en una fuente de carbono

fermentable como glucosa o fructosa, la capacidad de desarrollar termorresistencia
tolerancia al choque térmico y la osmorresistencia a altas concentraciones de sorbitol y
NaCl. El ¢cDNA de SITPS! se expres6 en levadura de manera moderada con el promotor
CUPI del gen que codifica para la metalotioneina inducible por cobre; o fuertemente con

el promotor del gen PMA/ de la ATPasa plasmética de protones. Se encontr6 que para que
SITPS! complemente a la mutante 1ps/4, se requiere un nivel de transcripcién alto, como

el proporcionado por el promotor PMA/.

Por otro lado, se generaron una serie de deleciones sobre el cDNA, reteniéndose la
capacidad de complementar el crecimiento en glucosa con sélo el dominio central que
codifica un péptido de 500 aa, no obstante haber deletado un extremo amino de 100 aa y
uno carboxilo de 394 aa. Se comprobé que el carboxilo, a pesar de poseer cierta similitud
con enzimas Tpp (trehalosa-6-fosfato fosfatasa), no posee esta funcién. También se
comprobé que la remocién del extremo amino de SITpsl da lugar a un incremento
considerable en la actividad enzimdtica con el consecuente aumento en la capacidad de
sintetizar trehalosa; atin resta por aclarar si este efecto se debe a una estructura més efciente
de la proteina y/o a alguna interacci6n negativa de SiTps! con la subunidad Tps2 de la
levadura. También se aislé por RT-PCR a AtTPSI de Arabidopsis thaliana con el cual se

repiti6 la complementacién de la mutante tpsl A, que recuperd la habilidad para crecer en

glucosa. También en este caso al eliminar 100 aa en el extremo amino se¢ noté un

incremento en la actividad de la enzima.

vil




RELACION DE GENES Y PROTEINAS DE LEVADURA MENCIONADOS
EN ESTE TRABAJO

GENES Y PROTEINAS INVOLUCRADOS EN LA VIA PRINCIPAL DE REPRESION
CATABOLICA POR CARBONO ENLEVADURA

Genes involucrados en esta via

HXTI

HXT?
HXTI1-20
SNF3

RGT2

HXK]

HXK?2

GLK!
REGI(HEX2)
REG2
GLC7(CIDI)
SNF(CATI)
SNF4(CAT3)
GALS3

SLPI

SLP2

TUPI
SSN6(CYCS8)
MIGI

GRRI

RGTI

SKPI
CDC53

Transportador de glucosa de baja afinidad
Transportador de glucosa de alta afinidad
Transportadores de hexosas de alta y baja afinidad
Sensor de glucosa de alta afinidad
Sensor de glucosa de baja afinidad
Hexocinasa 1
Hexocinasa 2
Glucocinasa
Subunidad regulatoria de la cinasa Glc7
Subunidad regulatoria de la cinasa Glc7
Subunidad catalitica de la cinasa 1 de serina/treonina
Cinasa de serina/treonina para la des-represion catabélica por carbono
Proteina regulatoria de la cinasa Snfl
Proteina para la represion catabolica por glucosa
Subunidad regulatoria de la cinasa Spfl
Subunidad regulatroia de la cinasa Snf1
Protefna que se asociaa Ssn6y a Migl para reprimir genes
Proteina asociada a Tupl y al represor Migl
Represor activo defosforilado bajo crecimiento en glucosa.
Proteina que podrié reclutar al represor Rgtl para ser ubiquitinado
Represor de la transcripcion para genes HXT
Proteina participante en el complejo de ubiquitinacién SCF
Proteina participante en el complejo SCF

CDC34 (UBC3) Enzima conjugada de ubiquitinacién de SCF

SCF

Complejo de ubiquitinacién constituido por las proteinas Skp1, Cde53,

Cdc34 y una proteina con una caja F

viil




Genes que se reprimen a través de esta via.

suc2 Invertasa que se reprime en presencia de alta glucosa o de glicerol
FBPI Enzima gluconeogénica cuya expresion s reprimida por glucosa
ADH? Alcohol deshidfogenasa reprimida la expresién por glucosa
CYci Iso-1-citocromo ¢, cuyo gen es reprimido por glucosa

GALA Activador de genes GAL que es reprimido por Mig!l bajo glucosa

GENES Y PROTEINAS INVOLUCRADOS EN EL SENSADO, LA TRANSDUCCION
Y LA RESPUESTA A GLUCOSA A TRAVES DELA VIA cAMP-PkA

Genes involucrados directa o indirectamente en esta via.

GPR1 Putativo receptor de glucosa

GPA2 Proteina G que une GTP

RGS2 Regulador negativo que activa Ja funcion GTPasa de Gpa2
RASI,2 Proteina G que une GTP pero no se trimeriza

IRAL?2 Proteinas que activan la funcién GTPasa de Ras
CDC25 Intercambiador en Ras de GTP/GDP

SDC25 Intercambiador en Ras de GTP/GDP

HXK! Hexocinasa 1

HXK?2 Hexocinasa 2

GLK] Glucocinasa 1

HXTI-20 Transportadores de hexosas de alta y baja afinidad
CYRI Adenilato ciclasa

CAPI(SRV2) Proteinaasociada a la adenilato ciclasa Cyrl

PDEI Fosfodiesterasa de alta afinidad de cAMP

PDE2? Fosfodiesterasa de baja afinidad de cAMP

BCYI Subunidad regulatoria de la cinasa PkA

TPK1,2,3 Subunidades cataliticas de la cinasa PkA

SCHY Cinasa que inhibe la actividad de PkA

YAK! Cinasa de serina/treonina involucrada en el ciclo celular
SOK2 Proteina regulatoria de la via de PKA

MSN2,4 Factores de transcripcién regulados por la via HOG (+) y por PkA (-)
RIMI5 Cinasa regulada negativamente por fosforilacién de PKA

ix




Genes que se reprimen por esta viaen presencia de glucosa, y que también se activan en

fase estacionaria y por estrés abiético.

HSP12 Proteina de choque térmico

HSP26 Proteina de choque térmico

CTT! Catalasa T citosélica

GLC3 Enzima ramificadora de 1,4-glucano (sintesis de glic6geno)
GACI Subunidad regulatoria de la fosfatasa 1 de serina/treonina
UBI4 Ubiquitina

ADH? Alcohol deshidrogensa II

SSA3 Proteina de choque térmico de 70 kD citosélica

TPS! Trehalosa 6-fosfato sintetasa (subunidad de 56 kD)

TPS2 Trehalosa 6-fosfato fosfatasa (subunidad de 105 kD)
TPS3 Subunidad regulatoria del complejo Tps (115 kD)

TSL! Subunidad regulatoria del complejo Tps (123 kD)
HSPI104 Proteina de choque térmico

ALGUNOS DE LOS GENES QUE SE INDUCEN POR GLUCOSA

NTHI Trehalasa neutra citopldsmica

CLN3 Ciclina especifica para las fases G 1/S de la divisién celular
cYcz isoforma 2 del citocomo ¢

PDCI Subunidad a de la piruvato decarboxilasa

ENO?2 Enolasa il (2-fosfoglicerato dehidratasa)

PGK! Fosfoglicerato cinasa

ADHI Alcohol deshidrogenasa

PYK! Piruvato cinasa

PFK2 6-fosfofructo-2-cinasa

HXT transportadores de hexosas

Para hacer este glosario se consulté principalmente la siguiente referencia:

Mewes, H.W., K. Albermann, M. Bahr, D. Frishmann, A. Gleissner, J. Hani, K.
Heumann, K. Kleine, A. Maierl, S.G. Oliver, F. Pfeiffer and A. Zollner. 1997. Overview
of the yeast genome. Nature 387: 7-65.

[nformacion detatlada sobre cada gen y proteina de Saccharomyces cerevisige se encuentra
en la siguiente direcci6n del Web:

htp:// genome-www.stanford.edul Saccharomyces/




INTRODUCCION

1. LA TREHALOSA Y SU FUNCION EN LOS ORGANISMOS.

1.1 Biosintesis de trehalosa.

La trehalosa fue identificada y designada por M. Berthelot ‘en 1858, como el
principal azicar presente €n trehala, el capullo de un escarabajo del género Larinus
(Singer and Lindquist, 1998).

El azicar se identificé mucho después como un disacarido no reductor, consistente
de dos unidades de glucosa unidas mediante un enlace a-glicosidico que originan a-D-
glucopiranosil a-D-glucopiranésido (Elbein, 1974). La biosintesis de trehalosa tal y como
se efecta en levaduras, bacterias, y posiblemente en plantas y animales, fue elucidada por
primera vez por Leloir de sus estudios con levaduras, y comprende la formacién de
trehalosa-6-fosfato a partir de UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato, reaccion catalizada por la
enzima trehalosa-6-fosfato sintetasa (Tpsl) (EC #2.4.1.15), compuesto que e€s luego
defosforilado a trehalosa por la enzima trehalosa-6-fosafato fosfatasa (Tpp, o Tps2 en
levadura) (EC # 3.1.3.12) (Cabib and Leloir, 1958; Elbein, 1974; Muller ef al_, 1999). la
reaccion se muestra a continuacion:

UDP-Glucosa + Glucosa-6P ---------- > trehalosa-6P ----e--m---- > trahalosa

trehalosa-6P sintetasa  trehalosa-6P fosfatasa

En levadura también se ha determinado que la sintesis de la trehalosa se ileva a cabo
a través de un complejo denominado Tps, constituido por las proteinas Tpsl, Tps2, Tps3y
Tsi1. Tpsl tiene la actividad de sintetasa de trehalosa y Tps2 la de fosfatasa de trehalosa,
mientras que Tps3 y Tsll regulan la actividad del complejo (Thevelein and Hohmann,
1995).

Recientemente se ha elucidado otra via de biosintesis de trehalosa en bacterias, en la
cual al degradarse el glicégeno, los residuos de glucosa son transferidos por una glicosil
transferasa a los residuos de glucosa terminal de malto-oligémeros creando un enlace

o-1,1-0y una molécula de trehalosa que luego es liberada por una hidrolasa especifica

(Nakada ef al., 1995).




La degradacion de la trehalosa es llevada a cabo por la trehalasa (EC # 3.2.1.28),
que origina dos moléculas de glucosa. La trehalasa se encuentra en muchos organismos,
incluyendo levaduras y plantas (Muller ef al., 1995). Alternativamente, la degradacion y
sintesis de trehalosa se puede lograr con la trehalosa fosforilasa, una enzima de accion
reversible aislada de Euglena y algunos otros microorganismos (Maréchal e al., 1971,

Aisaka and Masuda, 1995; Muller ef al., 1999).

1.2 Trehalosa y resistencia al estrés en levadura.

En la levadura, el equilibrio entre la sintesis y la degradacion de la trehalosa parece
tener diversas implicaciones en el desarrollo y la respuesta a diversos tipos de estreses
abiéticos.

En experimentos en que s€ logré incrementar la concentracién intracelular de
trehalosa mediante la disrupcion del gen que codifica a la trehalasa neutra (NTH!I), no s¢
observé una correlacion entre el contenido de trehalosa y la termotoleracia (Nwaka et al.,
1994). Durante la fase exponencial, ¥ después de que las células se recuperan de un
choque térmico, 1a trehalosa que se sintetizo es degradada rapidamente. Esto se lleva a cabo
con la intervencién de dos trehalasas capaces de hidrolizar a la trehalosa: una trehalasa
neutra (Nth) y la otra acida (Ath). Mientras que la primera se encuentra en el citoplasma y
es la de mayor actividad, la segunda se ubica en la vacuola, y su actividad es mayor a pH 4-
5 (Thevelein, 1994, Kim , 1996).

Durante afios ha intrigado que el incremento en la concentracion intracelular de
trehalosa a temperaturas tan altas como 40 °C va acompafiado de un incremento en la
actividad de Tpsl, lo cual es légico. Pero tambi¢n la trehalasa experimenta un incremento
en su actividad, lo cual es extrafio, i se supone que la célula requiere de trehalosa para
contender con las altas temperaturas (Hottiger ef al, 1987, Winkler et al., 1991). En
realidad la respuesta al estrés por calor involucra otros actores importantes ademas de la
trehalosa. Uno de éstos actores €8 la proteina Hspl04, cuya funcién también es importante
durante la termoinduccién a temperaturas subletales cercanas a 40 °C, y el choque térmico a
50 °C. Se ha encontrado que, mientras que la trehalosa act(ia como un termoprotectante,

Hspl04 se encarga de reparar a las proteinas desnaturalizadas, resolubilizando los




agregados insolubles de proteinas (De Virgilio et al., 1991; Hottiger ef al., 1994 Elliot et
al., 1996).

La trehalosa protege a membranas y proteinas de la desnaturalizacién y dafio
durante la termoinduccion y durante el choque térmico (Hottiger ef al., 1994; De Virgilio et
al., 1994). Sin embargo, si no se elimina después por la trehalasa, entonces interfiere en la
actividad de renaturalizacion de chaperonas como la Hsp104, al estabilizar estados semi-
desnaturalizados de las proteinas (Singer and Lindquist, 1998). Visito en conjunto, lo
anterior provee de una convincente explicacion que concilia los datos contradictorios
mencionados anteriormente.

Sobre el estrés osmotico extremo, s¢ han mostrado evidencias de que la trehalosa
incrementa la resistencia a la desecacién, estimada como la sobrevivencia celular. La
ausencia de un transportador que controla la salida de trehalosa, afecté drasticamente la
sobrevivencia de las levaduras. Esto ha llevado a proponer que la trehalosa se requiere tanto
en el interior como en el exterior de la célula, protegiendo a la bicapa de la membrana
plasmatica por ambos lados (Eleutherio et al, 1992). La disrupcién del gen ATHI, que
codifica a la trehalasa vacuolar, confirié mayor resistencia a la deshidratacion y al
congelamiento, debido a un incremento €n la concentracion intracelular de trehalosa. No se
sabe como la trehalasa vacuolar contribuye a degradar a la trehalosa intracelular (Kim e/
al., 1996). En otro reporte, la resistencia de una cepa de levadura al estrés osmético
durante el crecimiento, S€ explicé como debido a la presencia de trehalosa, que estaria
actuando como un osmoprotectante (MacKenzie ef al., 1988).

En experimentos in vitro, 56 demostré que la actividad de la enzima Pfk (fosfofructo
cinasa) fue preservada mas eficientemente en condiciones de desecacion moderada o severa
por disacaridos como trehalosa, sacarosa y maltosa; mientras que el glicerol, la glucosa, la
prolina y el TMAO (trimethylamine-N-oxide) fueron efectivos solamente bajo
deshidaratacion moderada (Crowe et al, 1990). Més recientemente, s€ determind que la
trehalosa posee una funcion protectiva importante en levaduras in vivo, bajo estres
osmético severo (Hounsa ef al., 1998).

Se ha obtenido una buena cantidad de evidencia sobre el papel de la trehalosa
durante el estrés abidtico, principalmente altas temperaturas y €strés osmotico extremo ©

desecacién. No es de sorprender entonces, que los genes TPS1, TPS2, TPS3 Y TSLI, que
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codifican para el complejo Tps de levadura, son co-regulados como respuesta al estrés
osmético a través de elementos STRE (stress response glement) en sus promotores. Como
para el caso de otros genes con elementos similares, ademas del estrés osmotico también se
inducen por calor y carencia nutricional y son negativamente regulados por la via cAMP-
PkA (Winderickx et al., 1996).

También se ha reportado que genes como HSP12, HSPI104, CTTI, ENAI y ALD2,
cuya expresion tiene la particularidad de estar relacionada con diversos tipos de estrés
abiético, reducen enormemente su RNA mensajero en la mutante tps14, en relacion con la
cepa silvestre, bajo estrés osmético de 0.8 M de NaCl o 1.5 M de sorbitol (Hazell et al.,
1997). Esto muestra un gran efecto peliotrépico de TPSI, més atin cuando se involucra a
un gen como ENAI, que hasta donde se sabe, se regula positivamente por la via de
calmodulina-calcineurina, y negativamente a través de cPkA (Hirata et al, 1995).

La biosintesis de trehalosa en levadura también est4 regulada durante el desarrollo,
ya que las enzimas que la sintetizan son fuertemente activas a partir de la etapa post-
diauxica y durante la fase estacionaria (Winkler er al., 1991).

;Que tienen en comun el estrés abibtico y las etapas post-diatxica y estacionaria?.

La fase estacionaria es una etapa en la que las células se enfrentan a diversos tipos
de estrés, ya que han agotado los azicares fermentables y han originado un medio con
etanol como Gnica fuente de carbono. Carencia de aziicares fermentables, pH acido y estrés
oxidativo son algunos de los estreses presentes en esta etapa de desarrollo. En ese
momento deben de pasar del metabolismo fermentativo al respiratorio, transiciéon que se
lleva a cabo de manera eficiente a través de las vias cCAMP-PKA y de la Via Principal de
Represién Catabolica por Carbono (Werner-Washburne et al., 1993; Thevelein et al.,
1995; Siderius and Mager, 1997). Posteriormente se abundaré sobre estas importantes vias

involucradas en la regulacion de la utilizacién del carbono en las levaduras.

1.3 Papel protector de la trehalosa y su potencial en biotecnologia.

Algunos tardigrados como Echiniscus blumi , la angiosperma Myrothamus
flabellifolius, la planta vascular inferior Selaginella lepidophylla, otros organismos como
Artemia salina y las levaduras, muestran la capacidad extrema de permanecer

completamente deshidratados y recuperar sus funciones vitales tan pronto entran en
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contacto con la humedad. A este tipo de dormancia se le conoce como anhidrobiosis
(Crowe ef al., 1992). Bajo tal estado de desecacién, se incrementa enormemente la
resistencia a calor y frios extremos, al vacio y a altas dosis de radiacién ionizante. La clave
para este tipo de latencia es la conservacion de un nivel de integridad y organizacion celular
y molecular que hace posible la resurreccion. Aparentemente, esta conservacion de la
estructura esta relacionada con la presencia de los disacridos sacarosa y trehalosa, sobre
todo este ultimo (Roser and Colago, 1993; Weisburd, 1988).

Se ha demostrado la capacidad de la trehalosa para preservar la integridad de las
membranas bajo condiciones de alta temperatura o estrés osmdtico, mediante un
mecanismo que permite la permanencia del estado fluido de los lipidos, evitando asi la
separacion de fases, la fusién y el rompimiento de las membranas (Crowe et al., 1984)

Para explicar el mecanismo mediante el cual la trehalosa estabiliza las moléculas
bioldégicas como las proteinas durante desecacion, se han propuesto dos hipotesis:

a) La substitucién del agua; en la que se propone que la trehalosa establece enlaces
de hidrogeno en vez del agua, contribuyendo a mantener y estabilizar la estructura terciaria
de las proteinas (Clegg, 1985, Crowe et al., 1990).

b) La teoria de la vitrificacién; que establece que la trehalosa en solucién tiende a
vitrificar, resultando en la formacion de una especie de cristal liquido, que adquiere las
propiedades mecénicas de un sélido, estado bajo el cual la movilidad molecular, y por
consecuencia las reacciones degradativas son insignificantes (Burke, 1985; Koster, 1991).
En semillas secas de maiz, se ha establecido que el estado de vitrificaciéon es el que
preserva la viabilidad de la semilla (Koster and Leopold, 1988).

Mediante la reaccién de Maillard se unen aziicares y proteinas durante los procesos
de almacenamiento y conservacién de alimentos, y éste s tal vez el principal factor del
deterioro. Este se minimiza en gran parte cuando se utiliza a la trehalosa como un
conservador, especialmente bajo condicione de altas temperaturas (Colago et al., 1992).

La capacidad de la trehalosa para preservar la actividad enzimaética y evitar la
desnaturalizacion de proteinas sometidas a desecacion que luego son rehidratadas podria
explotarse para preservar productos bioldgicos como vacunas, enzimas, sangre artificial,

etc. (Colago et al., 1992, Weisburd, 1988).




La fermentacion alcohdlica llevada a cabo por la tevadura a partir de mostos de
frutas como la uva, o la produccién de pasta de levadura para su posterior uso en la
panificacién, conllevan condiciones aitamente estresantes (bajas y altas temperaturas,
oxidacién, nutricién deficiente, hiperosmolaridad, desecacién-rehidratacion y congelacion-
descongelacion) (Attfield, 1997). No obstante, la levadura es capaz de sobrevivir bajo estas
condiciones y se piensa que gran parte de este comportamiento es debido a la trehalosa
(Paiva and Panek, 1996).

En experimentos de desecacion de fragmentos de plitanos, mangos, manzanas,
cerezas y aguacates en presencia de trehalosa, éstos recuperan la mayoria de sus
propiedades organolépticas después de ser rehidaratados (Roser and Colaco, 1993).

Algunas empresas, principalmente Osmotica Foods (Davis, Ca.), un ‘joint venture’
entre Calgene (Davis, Ca.) y Quadrant Hodings (Cambridge, UK) tratan de desarrollar
ingredientes y alimentos basados en trehalosa, y Zeneca-MOGEN International (Leiden, the
Netherlands) y D.J. van der Have (Kapelle, the Netherlands), plancan desarroliar plantas
productoras de trehalosa. Por otra parte, en Zeneca-MOGEN planean utilizar los genes
bacterianos para producir tomates transgénicos que acumulan trehalosa, y actualmente
efectuan experimentos similares en otros cultivos, ya que se espera que esto permita nuevas

formas de conservacién de productos vegetales perecederos (Goddijn and Pen, 1995).

2. REGULACION EN LA UTILIZACION DE AZUCARES EN LA LEVADURA

Saccharomyces cerevisiae.

La levadura creciendo en una fuente no fermentable de carbono, como glicerol o etanol
(estado desrreprimido) , responde a la adicién de azicares fermentables como glucosa,
fructosa y manosa, con una amplia gama de efectos regulatorios que originan lo que se
designa como el estado reprimido. Dentro de los efectos rapidos, a nivel post-traduccional,
ocurre una estimulacién de la via cAMP-PKA, con un incremento transitorio en el cAMP
intracelular y su descenso posterior a niveles ligeramente superiores al basal, recambio de
fosfatidil-inositol, sintesis de fructosa-2,6-bifosfato, estimulacién en el influjo y eflujo de
Ca* con un incremento transitorio neto en el nivel de Ca* intracelular, activacion de
trehalasa y H'-ATPasa, inactivacion de fructosa-1,6-bifosfatasa, malato deshidrogenasa

citopldsmica, isocitrato liasa, fosfoenolpiruvato carboxi cinasa, inactivacion de sistemas de
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transporte de galactosa, maltosa y del transporte de alta afinidad de glucosa, activacién del
transporte de potasio (De Virgilio et al., 1991; Van Aelst et al., 1993).

Otro tipo de efectos més lentos, relacionados con la transcripcion son: la represion
por glucosa de la respiracién mitocondrial, gluconeogénesis, transporte y catabolismo de
azicares alternos , as{ como la represién por glucosa de los genes CTTi, UBl4, ADH2,
SSA3 y HSP12. Otros genes que codifican enzimas glicoliticas (PDCI, PYKI, ENOZ,
PGK! y ADHI), RNAs ribosomales y proteinas, son inducidos por glucosa (Van Aelst et
al., 1993; Thevelein and Hohmann, 1995; de Winde et al., 1997).

Varias vias de transduccién sé encuentran involucradas en la gran cantidad de
fendmenos regulatorios inducidos por"los azlcares fermentables, siendo las dos vias mejor
caracterizadas: a) la via principal de represion catabélica, responsable de inactivar a la
respiracion y la gluconeogénesis durante ¢l crecimiento en un medio fermentativo, y b) la
via cCAMP-PKA (hasta hace muy poco conocida como la via de Ras-cAMP), involucrada en
el sensado répido de nutrientes y en la regulacion del crecimiento (Thevelein, 1991;
Ronne, 1995; Gancedo, 1998; Thevelein and de Winde, 1999). Estas dos vias comparten
una necesidad comin por el transporte y la fosforilacién posterior del azicar disponible.
Como se ha determinado, su accién ocurre de manera independiente aunque paralela

(Ronne, 1995; Gancedo, 1998).
2.1 VIA PRINCIPAL DE REPRESION CATABOLICA POR CARBONO .

La glucosa tiene dos efectos principales en la expresion de los genes de levadura:
reprime la expresion de muchos genes, incluyendo a los que codifican a las enzimas de la
via respiratoria, as{ como las enzimas implicadas en la utilizacion de fuentes de carbono
diferentes a la glucosa como galactosa y maltosa. Por otro lado, induce la expresion de
genes que se requieren para la utilizacién de la glucosa, como los que codifican enzimas
glicoliticas y transportadores de glucosa (De Winde ef al., 1997, Johnston, 1999).

La represion por glucosa afecta -la sintesis de muchas enzimas, mismas que pueden
dividirse en tres grupos principales: el primer grupo contiene las enzimas especificas para
la gluconeogénesis fructosa-1,6-bifosfatasa (Fbp) y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa

(Pckl), junto con las enzimas del ciclo del glioxalato, como la isocitrato liasa (Icll). La
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sintesis de estas enzimas es muy sensible a la presencia de glucosa, lo cual evita la
operacién simultinea de la glicélisis y la gluconeogénesis (Yin et al., 1996; Ronne, 1995).
El segundo grupo esté representado por as enzimas del ciclo de Krebs y la respiracion en
general, ya que casi no se requieren durante el crecimiento fermentativo (de Winde et al.,
1997). En tercer lugar, dejan de producirse las proteinas involucradas en el consumo y
metabolizacién de fuentes de carbono alternas como galactosa y maltosa, una vez que la
levadura establece su preferencia por la utilizacién de glucosa (Trumbly, 1992; de Winde
etal., 1997).

El sensado y transporte de azicares (glucosa).

Aflin no se tiene del todo claro como se sensa la glucosa en la via principal de
represion catablica por carbono en la levadura.

En mamiferos hay una cinasa homéloga a Snfl, AMPk la que a su vez ¢s activada
por la cinasa AMPkk. Esta via de transduccién es muy sensible al cambio en la relacion
AMP:ATP. Diversos tipos de estreses ambientales, y al menos en las células B-
pancreéticas, la presencia de glucosa depleta el ATP intracelular activando la via (Hardie e
al, 1998). En levadura al contrario, es la deprivacion de glucosa eleva la relacion
AMP:ATP activando a Snfl (Wilson ef al., 1996). Por otra parte, dado que el AMP no
activa alostéricamente a AMPk 6 Snfl, permanece abierta la posibilidad de que el sensado
se lleve a cabo arriba de Snfl, tal vez mediante la activacion de otra cinasa (Halford et al.,
1999).

Otros grupos han propuesto que el sensor primario de glucosa seria la hexocinasa 2
en levadura y su contraparte en plantas (Jang and Sheen, 1997 y Smeekens, 1998). En
plantas transgénicas con el gen HXK sobre-expresado o en antisentido, las plantas
mostraron mayor 0 menor sensibilidad a glucosa (Jang et al., 1997).

La otra linea de evidencia, consiste en que solo un analogo fosoforilable, como la 2-
deoxiglucosa produce represion de genes involucrados en la fotosintesis, no asi un
compuesto como 3.0-metilglucosa; deduciéndose que no se requiere otro metabolito

después de la glucosa-6-fosfato para generar la sefial (Jang and Sheen, 1994).
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Paralelo a la via principal de represion catabblica en levadura se han identificado
dos sensores de glucosa cuyo efecto inmediato es la induccion transcripcional de los genes
que codifican para transportadores de glucosa. Estos sensores son Snf3, un sensor de alta
afinidad (activo bajo 0.1% de glucosa y Rgt2, un sensor de baja afinidad (activo a 4% de
glucosa). Ambos poseen una alta homologia con los transportadores de hexosas Hxt, sin
embargo, aunque estdn ubicados en la membrana plasmatica no transportan glucosa
(Ozcan and Johnston, 1995; Ozcan et al., 1998).

En levadura se ha identificado al menos 20 genes que codifican putativos
transportadores de hexosas de baja y alta afinidad (Bisson ef al., 1993). Utilizando como
reporteros a los genes de HX) 1y HXT2 que codifican tranportadores de baja y alta afinidad
respectivamente, se determind que a concentraciones altas de glucosa Rgt2 genera una
sefial para la induccién de HXT 1y la represion de HXT2, mientras que Snf3 provoca la
induccion transcripcional de HXT! cuando hay poca glucosa en el medio (Ozcan et al.,
1998). La induccién por glucosa de los genes HXT esta mediada por un mecanismo de
represién que involucra al represor Rgtl: en ausencia de glucosa Rgtl se une a los
promotores de los genes HXT reprimiendo su induccién; la glucosa inactiva la funcion de
Rgtl mediante un mecanismo dependiente de Grrl, que es parte del complejo SCF" el cual
se piensa es un complejo de ubiquitinacién, por la participacién en el complejo de la
enzima conjugada de ubiquitinacion Cdc34. La denominacion SCF es por sus componentes
Skpi, Cdc53 y Cde34, asi como una proteina que posee una caja F (Ozcan and Johnston,
1995; Li and Johnston, 1997, Johnston, 1999) (Figura 1).

Funcién de Ias hexocinasas.

La levadura posee tres hexocinasas encargadas de fosforilar a los azicares glucosa y
fructosa. Mientras que la glucosa puede ser fosforilada por las tres, la fructosa sélo lo es
por Hxklyla Hxk2 ( Ma and Botstein, 1986). Las mutantes en la actividad hexocinasa
fueron unas de las primeras en relacionarse con defectos en la represion catabdlica,
especificamente de la Hxk2 (Entian, 1977); llegandose a postular que esta enzima podria

poseer tanto una funcién regulatoria como catalitica (Entian and Frohlich, 1984). Como ya
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se menciond antes, en plantas se ha postulado que ha hexocinasa podria ser el sensor
primario de hexosas (Jang and Sheen, 1994; Jang ef al., 1997).

Un andlisis reciente del papel de las hexocinasas en el establecimiento de la
represion catabélica, ha demostrado que, para que ésta ocurra, al menos en la via principal
de represién y en la cAMP-PKA, se requiere que los aziicares estén fosforilados (Gancedo,
1998). Por otra parte, s¢ ha determinado que, mientras que las tres. cinasas intervienen
indistintamente en las etapas tempranas de la sefializacion (entre éstas la via CAMP-PkA),
la Hxk2 es indispensable para una represion de més largo plazo (la via principal de
represion por glucosa y la denominada como via FGM) (de Winde ef al., 1996; Sanz et al.,
1996).

Se ha demostrado que ademas de la regulacion transcripcional que controla a las
ires hexocinasas (Hxk1 y Gikl se reprimen 10 a 15 minutos después de la adicion de la
fuente de carbono fermentable), las modificaciones post-traduccionales también ejercen
control sobre la actividad de Hxk2, ya que ésta puede existir en dos estados, uno
monomérico y fosforilado, y otro dimérico defosforilado, éste Gitimo predominante despues
de la adicién de glucosa. Se piensa que la fosfatasa Cid1/Glc7, junto con la subunidad
regulatoria Hex2/Regl, sea la encargada de la defosforilacién del monémero de Hxk2,
mientras que la fosforilacion podria darse mediante autofosforilacién (Fernandez e! al.,
1988). Al menos en levadura, estos datos parecen mostrar queé Hxk2 podria estar
involucrada de manera importante en la transduccion de la sefial de la glucosa, mas gue en
su sensado como ha sido propuesto por algunos grupos (Thevelein and Hohmann, 1995,
Jang and Sheen 1997; Randez-Gil et al., 1998).

E) complejo Snfl.
Snfl codifica una proteina cinasa de Ser/Thr completamente necesaria para la des-

represion de genes reprimidos por glucosa. En levadura, se le ha encontrado asociada a
otras proteinas como Snf4, Sipl, Sip2 y Gal83 (Figura 1) (de Winde et al, 1997, Gancedo,
1998). Se ha propuesto que las Qltimas tres proteinas podrian actuar como adaptadores que
faciliten la interaccién de Snfl con Snf4 (Yang et al., 1994; Jiang and Catlson, 1996).
Existe en mamiferos un homélogo de Snfl, que es la cinasa AMPk, activada por

AMP mediante un mecanismo que podria involucrar la interaccion alostérica de AMP con
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la cinasa, lo cual ha llevado también a proponer que €n levadura, la relacion AMP:ATP
podria ser la seffal para activar la via de Snfl (Hardie er al, 1998). Se ha propuesto el
siguiente modo de accién de Snfl: en ausencia de glucosa, Snfl es fosforilado, tal vez
mediante autofosforilacion y la unidad regulatoria se disocia dejando libre al dominio
catalitico de la cinasa. En presencia de glucosa, s¢ genera una sefial que da como resuitado
la defosforilacién de Snfl, tal vez por €l complejo de la fosafatasa Glc7,. lo cual requiere de
Grrlp/Cat80 y de Hxk2. Esta defosforilacion debilita la interaccion entre Snf4 y el dominio
regulatorio de Snfl, que al quedar libre bloquea el dominio catalitico y de esta forma se
inactiva su capacidad de fosforilar al blanco (represor Migl), el cual en su estado
defosforilado actiia como represor active unido al ADN e inhibiendo la transcripcién (Jiang
and Carlson, 1996; Ludin ef al., 1998). Esto es compatible con el hecho de que la mutante
snf4 origina una cinasa Snfl permanentemente inactiva, y por lo tanto una mayor represion
por parte de Migl (Blazquez and Gancedo, 1997; Gancedo, 1998). Las mutantes snfl4 son
incapaces de crecer en fuentes de carbono no fermentables, como glicerol.

Acentuando la homologia en estructura y funcién de esta cinasa en levaduras y
plantas, la mutante snfl4 se ha logrado complementar por genes homélogos de plantas de
diversas especies como arroz y tabaco permitiendo la des-represién de los genes que hacen
posible el crecimiento en glicerol, aunque en la mutante snf14 complementada con el gen
de planta, fa expresién del gen SUC2 de la invertasa no s6lo se activa en presencia de
azicares no fermentables, sino que también en presencia de glucosa, cuando en la cepa

silvestre este gen permanece reprimido (Alderson et al., 1991; Muranaka ef al., 1994).

El complejo represor Migl.

Mig] es un represor del tipo dedos de zinc, capaz de unirse a una gran cantidad de
promotores de genes reprimidos por glucosa. A esta proteina se le ha encontrado
relacionada con Tupl y Cyc8/Ssn6. Se piensa que Tupl-Ssn6 afectan la estructura de la
cromatina, 0 interaccionar de alguna forma con el aparato basal de transcripcién dando
lugar a la represion de genes 2 un nivel general, ya que también se les ha encontrado
asociadas con otro tipo de proteinas que se unen al DNA (Keleher et al., 1992).

La activacion-desactivacion de Migl parece estar controlada por el estado de

fosforilacién-defosforilacién. Cuando hay glucosa en el medio, Migl es un represor unido
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al DNA, en un estado de defosforilacién inducido por la fosfatasa Glc7/Regl. Genes
relacionados principalmente con respiracién y gluconeogénesis, asi como aquellos
relacionados con la utilizacion de otras fuentes de carbono diferentes a la glucosa o fructosa
estin reprimidos (Figura 1). Cuando no hay glucosa, Snfl esta activo como cinasa que
fosforila & Migl, disocidndose de las proteinas re;iresoras Tupl-Ssn6. En el estado
fosforilado a Migl se le localiza en el citoplasma, en su forma de represor inactivo (De Vit
etal., 1997).

2.2 LA VIA cAMP-PKA.

La funcién de la cinasa PkA es muy importante, ya que se le ha implicado en la
coordinacién de eventos celulares esenciales como el crecimiento celular, la entrada en la
divisién celular y reprograma la transcripcién durante el cambio de una fuente no
fermentable de carbono a otra fermentable actuando como un fuerte represor de la
transcripcion de genes con elementos STRE. Se piensa que mediante ésta cinasa se
relacionan el control positivo del crecimiento con el control negativo relacionado con la
respuesta al estrés (Boy-Marcotte et al., 1996; Ruis, 1997).

Para ésta via se han identificado dos tipos de mutantes no letales, dependiendo si
suprimen o incrementan la actividad de la cinasa PkA: una baja o nula actividad de cPkA
ocasiona que se interrumpa ¢l crecimiento y que las células se paren en Gl, a la vez que
muestran cambios fisiolégicos asociados normalmente con la deprivacién de nutrientes,
como son la acumulacién de trehalosa y glicogeno, un aumento en la expresién de varios
genes (como SSA3, HSP12, HSP26, CTTI, UBI4 y ADH2), y un incremento en la
resistencia al calor. En contraste, la hiperactividad de ésta via o de cPkA, ocasiona que las
células sean incapaces de arrestarse en G1, muestran un bajo contenido de trehalosa y
glicégeno, pérdida de viabilidad y las células se vuelven muy resistentes al calor bajo
deprivacién de nutrientes (Wemer-Washbumne ez al., 1993; Thevelein, 1994).

Esta via ha sido conocida tradicionalmenie comé la via Ras-cCAMP, sin embargo,
recientes investigaciones han cuestionado que la sefializacion por azucares hacia la
adenilato ciclasa implique a protefnas Ras, y en su lugar se ha propuesto una ruta que
involucra a una proteina G (Gpe2), pero cuyo blanco es la proteina cinasa A, PkA
(Colombo et al., 1998, Thevelein and de Winde, 1999), por lo cual serfa mds conveniente
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denominarla como via Gpa-cAMP, 0 mds general como via cAMP-PKA 6 cPKA, ya que
PKA es la cinasa central de la via que integra la sefial proveniente de glucosa, acidificacion
intracelular o estrés por calor, osmotico o salino y cuya funcién principal parece ST la de
adaptar el crecimiento 2 las condiciones ambientales.

Una de las principales evidencias de la activacién de esta via por las hexosas
fermentables, ha sido un aumento transitorio en los niveles de cAMP unos minutos despues
de la adicion de glucosa 'y la inmediata activacion de la cinasa PkA. La concentracion de
¢AMP se incrementa alrededor de cinco veces més en un tiempo de aproximadamente un
minuto para luego descender de inmediato y abruptamente a un nivel igual o ligeramente
superior al prevalente cuando no hay glucosa en el medio (Jiang ef al., 1998, Thevelein and
de Winde, 1999). Dado este ligero incremento, S€ ha sugerido que los niveles de cAMP
podrian estar jugando un papel ain no elucidado en €l mantenimiento de! estado de
represion catabdlica (Gancedo, 1998). Otra caracteristica distintiva de esta via, es que es
activa sélo cuando hay una concentracion de glucosa superior a 15 mM, lo cual permite una
rapida transicién hacia el metabolismo fermentativo sélo cuando hay suficientes azucares
disponibles para activar esta via y en Gltima instancia, para adaptar el crecimiento con la
disponibilidad de nutrientes (Thevelein, 1994).

Los componentes de esta via se muestran en la Figura 2. A continuacién se

describen las etapas y componentes mas importantes.

Transporte y sensado de glucosa

Rasado més que nada en el fenotipo de la mutante tpsl 4, que no puede crecer €n
glucosa, carece del incremento transitorio de cAMP, y muestra algunos defectos de
sefializacion para establecer el estado reprimido en presencia de glucosa, Thevelein y su
grupo, propusieron la existencia de un complejo sensor de glucosa constituido por un
transportador (Hxt), 1a hexocinasa 2. (Hxk2) y Tpsl (Thevelein and Homann, 1993).

Recientemente, se ha identificado la interaccion de Tps! con la proteina Rim15,
cinasa regulada negativamente por PKA, y el primer blanco debajo de PkA, es decir, abajo
del hipotético sensor de glucosa constituido también por Tpsl (Reinders ef al., 1998). Este
resultado parece contradecir la participacion de Tps1 como sensor, ya que ¢ esperaria que

el receptor estuviese antes de PkA y no despues.
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de glucosa en levadura (Modificado de: de Winde et al., 1997;

Thevelein and de Winde, 1999)
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Como se reportd la identificacion de los sensores Snf3 y Rgt2 en la via de
activacién de algunos genes que codifican para transportadores de hexosas, se probd si
estos sensores pudieran también estar involucrados en el sensado para la via cAMP-PkA y
esto no fue asi (Thevelein and de Winde, 1999).

Recientemente se ha identificado una proteina denominada como Gprl (G-protein
coupled receptor), la cual interacciona con la proteina membranal Gpal (ver adelante) que
es una proteina G, dando origen a un receptor extracelular de glucosa para la via cPkA.

Hasta ahora, no esta claro la conexién entre el sistema Gpa2-Gprl adenilato ciclasa
y de la fosforilacion de la glucosa, por més que siempre se ha afirmado la necesidad de este
evento de fosforilacién para activar las dos vias principales de sensado de hexosas

(Kraakman et al., 1999; Thevelein and de Winde, 1999).

Funcion de las proteinas Ras y G.

Las proteinas Ras de levadura, igual que sus contrapartes de mamiferos, son
proteinas que unen GTP, y en sistemas vertebrados estas proteinas modulan a la adenilato
ciclasa (Kataoka et al., 1985; Toda et al., 1985). A diferencia de las proteinas G triméricas,
las proteinas Ras son monoméricas, aunque ambas se consideran como GTPasas que se
activan al unirse a GTP, y se inactivan al auto-hidrolizar este compuesto (Alberts ef al.,
1994). En la levadura la mutacién de los dos genes RASI y RAS2 es letal, pero puede ser
suprimido por la mutante dcy! que codifica para la subunidad regulatoria de PkA; en la
mutante ras2, mas que en la ras!/, se reduce drasticamente el nivel de cAMP (Toda er al.,
1985). Ras es activa cuando se encuentra unida a GTP (Ras-GTP) e inactiva cuando esta
unida a GDP (Ras-GDP). Los genes CDC25 y el SDC25 codifican al intercambiador de
GDP por GTP, mientras que los productos de IRAI e IRA2, activan la funcién GTPasa
intrinseca de Ras, por lo cual inactivan la via. La proteina Ras-GTP activada estimula a la
adenilato ciclasa (codificada por CYRI/CDC35) para que produzca cCAMP (Thevelein,
1991; Thevelein and de Winde, 1999).

Desde hace mucho tiempo se sugerido que los elementos de Ras, son necesarios
para que se de el sensado de la glucosa (Mbonyi et al., 1990). Més recientemente se ha
propuesto que la eficiente transicion hacia el crecimiento en una fuente de carbono no

fermentable a otra fermentable, requiere de la via Ras-cAMP (Jiang et al., 1998).
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La relacion GTP/GDP determinada a partir de proteinas Ras aisladas mediante
inmuno-purificacién, permite estimar el grado de activacién de la via de una manera mas
confiable y directa (Tanaka et al., 1990). Mediante este analisis, Colombo et a/ (1999)
determinaron que la acidificacién intracelular induce la sintesis de cAMP a través de Ras y
que la glucosa estarfa produciendo el mismo efecto, pero, contrario a lo sostenido hasta
entonces, a través de la proteina Gpa2 (una proteina G trimérica). Después de este hallazgo,
se identificé a Rgs2, un regulador de Gpa2. Al deletarse o sobre-expresarse Rgs2,
incrementa y reduce. respectivamente la acumulacién de cAMP inducida por glucosa.
Rgs2 es entonces un regulador negativo de la sefializacién por cAMP inducida por glucosa,
que se llevaria a cabo a través de la activacion ejercida por Rgs2, de la actividad GTPasa

de la proteina Gpa2 (Versele ef al., 1999).

Sintesis y degradacién de cAMP

La cantidad de cAMP presente intracelularmente 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 cabo la adenilato
ciclasa codificada por CYRI/CDC35 y su proteina bifuncional asociada Cap/Srv2, cuyo
extremo amino parece interaccionar con la proteinas Ras. Por otra parte, la degradacién del
cAMP es llevada a cabo por las fosfodiesterasas de baja y alta afinidad codificadas
respectivamente por PDE! y PDE2 (Thevelin, 1994). La delecion de PDEJ, pero no de
PDE2, causé un incremento de cAMP después de la adicién de glucosa o bajo acidificacion
intracelular, siendo la fosfodiesterasa Pdel activada rdpidamente por fosforilacion al
adicionar glucosa a un cultivo de levaduras creciendo en glicerol. Ademads, la delecién de
PDE] y no de PDE2, suprimié el incremento de cAMP inducido por glucosa o
acidificacion intracelular, lo cual ha llevado a concluir que Pdel estd especificamente
involucrada en la seflalizacién por estos agonistas (Ma et al,, 1999). Finalmente, se sabe
que Tpk, la subunidad catalitica de PkA, ejerce una fuerte inhibicion sobre la sintesis de
cAMP, mediante un mecanismo apenas elucidado y que consiste en la activacion especifica

por fosforilacién de la fosfodiesterasa Pdel por Tpk, la subunidad catalitica activa de PkA
(Ma et al., 1999).

17




La proteina cinasa A (PkA)
La cinasa PkA estd constituida por una subunidad catalitica compuesta a su vez por tres
subunidades codificadas por los genes TPKI, TPK2 y TPK3. La subunidad regulatoria se
encuentra constituida por dos subunidades idénticas codificadas por el gen BCYI. Cuando
el cAMP se une a la subunidad Beyl se disocia de Tpk que constituye la subunidad -
catalitica activa. La subunidad catalitica fosforila proteinas blanco, de las cuales unas
cuantas han sido identificadas (Thevelein, 1994).

Adicionalmente con la transduccién durante el sensado de glucosa levado a cabo
por PkA, se ha propuesto que esta cinasa juega un papel mas general, monitoreando e
integrando las condiciones externas prevalecientes con el control del ciclo celular. Asf, PKA
también forma parte de una respuesta general al estrés, caracterizada por controlar genes
como HSP104, HSP26, HSP12, UBI4, CTTI, DDR2, TPS2, GAC! y CYC7, inducidos por
condiciones tan diversas como alta osmolaridad, salinidad, calor, estrés oxidativo, metales
pesados, acidez y condiciones adversas de nutricion (Ruis and Schuiler, 1995, Siderius and
Mager, 1997). Aunque la regulacién ejercida por la via cPKA es negativa, ya que la falta de
actividad de PKA (por ejemplo mediante mutacién en los genes 7PK), origina una
expresion constitutiva de los genes antes sefialados (Siderius and Mager, 1997).

Por debajo de PKA
Se han identificado varias proteinas que podrian ser fosforiladas por PkA, como la

fructosa 1,6 bifosfatasa, el factor de transcripcion Adrl, la cinasa Riml, la fosfatidil serina
sintetasa y tal vez la trehalasa y la fosfofructocinasa 2. También se debe mencionar al factor
de transcripcién constituido por Msn2 y Msn4 sobre el cual ejerce represién mediante
fosforilacion (Thevelein, 1994; Smith et al., 1998).

Aunque no s¢ ha demostrado que el blanco de fosforilacion sean Msn2 y Msn4, si
ge ha elucidado que la localizacién en el niicleo de estos factores depende de la induccién
por una variedad de estreses (Gomer et al., 1998). Es interesante mencionar que estos
factores también se han relacionado con la via HOG, de induccién especifica por estrés
osmoético (Siderius and Mager, 1997). Se ha determinado que el elemento responsivo al que
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se pegan estos factores (presentes en los promotores inducidos por estrés osmoético), es el
llamado elemento STRE, con la secuencia AGGGG 6 CCCCT (Schuller et al., 1994,
Marchler et al. 1997).

El arresto en el crecimiento bajo ayuno nutricional o inactivacién de PKA estd
asociado con la pérdida en la sintesis de ciclinas. Existen algunas evidencias que sugieren
que la ciclina Cln3 podria actuar como un mediador entre la nutricién vy el control de la
transicién de Go/G1. Se ha propuesto que PkA regula la sintesis traduccional de Cln3,
enlazando asi la disponibilidad de nutrientes con el crecimiento ( Hall et al., 1998).

Finalmente debe mencionarse a la cinasa Rim15, que fue identificada durante un
rastreo mediante el sistema de dos hibridos (que permite identificar interacciones proteina-
proteina in vivo), en el cual mostro interaccién con la proteina Tpsl utilizada como
*anzuelo’. Esta cinasa es fosforilada e inactivada por PKA. De esta manera, la delecion de
RIM15 suprime la termosensibilidad de una mutante en la adenilato ciclasa, y origina
células que no dependen de la actividad de PkA. La sobre-expresion de RIMI5 origina
células que en fase exponencial se comportan pafcialmente como si estuviesen bajo estrés
de nutrientes, por lo que muestran mayor sintesis de trehalosa tanto en fase exponencial
como estacionaria, una mayor induccion del gen SS43, y una mayor termotolerancia
(Reinders et al., 1998). Una de las posibilidades mis intrigantes es que, dada la interaccién
de Rim15 con Tpsl, se debe probar si la activacién de Tpsl es dependiente de la
fosforilacién por Rim15. Esto se vuelve particularmente imperativo, en vista de que a Tpst
se le ha involucrado, adicionalmente a su funcién en la biosintesis de trehalosa, en la
regulacion de la entrada de la glucosa en la glicélisis y en la sefializacién de azicares a

través de la via aqui descrita (Thevelein and Homann, 1995).

Otras vias relacionadas con PKA

La inactivacion de PkA bloquea el crecimiento y las células se arrestan en la fase G1
del ciclo celular, igual a lo ocurrido bajo aytno de nutrientes. Sin embargo, la delecion de
MSN2MSN4 suprime el arresto debido a la inactivacién de PkA, indicando que estos
factores de transcripcion median la expresion de proteinas que causan la inhibicién del
crecimiento (Smith et al., 1998). Igualmente, la deleciéon de RIMIS5 suprime la letalidad

causada por la inactividad de PkA (Reinders et al., 1998). En la mutante msn2msn4, se
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abate la expresion de YAKI, que codifica una proteina cinasa que inhibe el crecimiento. La
supresién por la mutante yak! de la letalidad de una cepa con PkA inactiva, depende de ia
presencia de Sokl. De igual manera, la sobre-expresion de Sokl también suprime la
letalidad de una mutante en la actividad de PkA, por lo cual se supone que Sok2 pudiera
ser un factor de regulacién positivo, por debajo de Yakl (Ward and Garrett, 1994). La
ubicacion de Yak] y Sok2 como se muestra en la Figura 2 es hipotética, y aiin podria haber
cambios, en relacion a su ubicacion con respecto a Msn2Msn4 (Thevelein and de Winde,
1999).

Otra via que converge en la cinasa PKA, es la llamada via FGM (Fermentable
Growth Medium-Induced Pathway). Las levaduras pueden entrar en una especie de fase
estacionaria aun en presencia de glucosa, si hay deficiencias de nitrégeno, fosfato o sulfato.

En cuanto se afiade el compuesto faltante, ocurre una rapida activacion de la
trehalasa para que la trehalosa sea removida rapidamente (de Winde et al., 1997). Hasta
ahora se han establecido varios hechos respecto a ésta via: 1) no depende de cAMP, y sin
embargo se activa PKA, por lo cual se supone que esta cinasa posee otro mecanismo de
activacién independiente de cAMP (Hirimburegama ef al., 1992); 2) al suplirse la
deficiencia nutricional, también ocurre una activacién en la transcripcion de genes para
protefnas ribosomales, a la vez que los genes con elementos STRE decrece rapidamente
(Winderickx et al., 1996), 3) la activacion de la via FGM no requiere de la fosforilacion de
los azicares fermentables ( Pernambuco et al., 1996), y 4) se ha identificado a la cinasa
Sch9, la cual de alguna manera actia como inhibidor de PkA, y su delecién origina una
mayor actividad de PkA, aunque no se han identificado mas elementos por arriba de esta

cinasa (Crauwels et al., 1997, Thevelein and de Winde, 1999).

3. ANALISIS DE LA FUNCION DE Ggs1/Tpsl EN LEVADURA.

3.1 Funcién propuesta y evidencias.

Para elucidar el papel de Ggs/Tps! en la regulacion y el metabolismo de azlcares en

levaduras, se ha estudiado con detalle al fenotipo de la mutante tpsl A: es incapaz de crecer
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abate la expresion de YAK, que codifica una proteina cinasa que inhibe el crecimiento. La
supresion por la mutante yak! de la letalidad de una cepa con PkA inactiva, depende de la
presencia de Sok!. De igual manera, la sobre-expresion de Sokl también suprime la
letalidad de una mutante en la actividad de PkA, por lo cual se supone que Sok2 pudiera
ser un factor de regulacién positivo, por debajo de Yakl (Ward and Garrett, 1994). La
ubicacién de Yak! y Sok2 como se muestra en la Figura 2 es hipotética, y atn podria haber
cambios, en relacién a su ubicacién con respecto a Msn2Msn4 (Thevelein and de Winde,
1999).

Otra via que converge en la cinasa PkA, es la llamada via FGM (Fermentable
Growth Medium-Induced Pathway). Las levaduras pueden entrar en una especie de fase
estacionaria adn en presencia de glucosa, si hay deficiencias de riitrégeno, fosfato o sulfato.

En cuanto se afiade el compuesto faltante, ocurre una rapida activacion de la
trehalasa para que la trehalosa sea removida rapidamente (de Winde er a/., 1997). Hasta

ora se han establecido varios hechos respecto a ésta via: 1) no depende de cAMP, y sin
mbargo se activa PkA, por lo cual se supone que esta cinasa posee otro mecanismo de
activacion independiente de cAMP (Hirimburegama ef al., 1992), 2) al suplirse la
deficiencia nutricional, también ocurre una activacioén en la transcripcion de genes para
proteinas ribosomales, a la vez que los genes con elementos STRE decrece rapidamente
(Winderickx et al., 1996); 3) la activacién de 1a via FGM no requiere de la fosforilacién de
los azicares fermentables ( Pernambuco ef al., 1996), y 4) se ha identificado a la cinasa
Sch9, la cual de alguna manera actia como inhibidor de PkA, y su delecion origina una
mayor actividad de PkA, aunque no se han identificado més elementos por arriba de esta

cinasa (Crauwels et al., 1997, Thevelein and de Winde, 1999).

3. ANALISIS DE LA FUNCION DE Ggs1/Tps1 EN LEVADURA.

3.1 Funci6n propuesta y evidencias.

Para elucidar el papel de Ggs/Tps! en la regulacion y el metabolismo de azlicares en

levaduras, se ha estudiado con detalle al fenotipo de la mutante fps/A: es incapaz de crecer

20




en una fuente de carbono fermentable como glucosa o fructosa, carece de activacién de la
via cPkA dependiente de cAMP, al estar ausente un pico de activacion transitorio que
muestra la cepa silvestre inmediatamente después de la adicién de glucosa; la enzima
fructosa 1, 6-bifosfatasa no se inactiva y hay una induccién deficiente de piruvato
descarboxilasa; no produce trehalosa y bomo consecuencia la mutante es termosensible y
osmosensible; en cuanto a los metabolitos lo mas sobresaliente en la mutante €s un
incremento en glucosa, glucosa-6-fosfato, frucosa-1,6-bifosfato y dihidroxiacetona fosfato;
el fosfato intracelular y el ATP se agotan rapidamente, mientras que intermediarios de
glicolisis como piruvato y 1, 3.bifosfoglicerato no se forman en la mutante, lo cual.
evidencia un cuello de boteila antes de la sintesis de 1,3-bifosfoglicerato y piruvato;
también se reduce mas de 100 veces la frecuencia de esporulacién (Van Aelst et al., 1993,
Thevelein and Hohmann, 1995).

Alelos de tpslA como fdpl, bypl, cifl y glc6 han sido clonados y caracterizados.
Ademas, estos son complementados por GGS1, indicando que se trata de alelos del mismo
gen. GGS! fue también clonado por dos- grupos bajo la denominacion de TPS! y TSS/,
dado que encontraron que codificaba la subunidad pequefia del complejo de la trehalosa
sintetasa involucrada en la sintesis de trehalosa (Bell et al., 1992; Vuorio et al., 1993). Se
demostré ademas que el gen de levadura complementaba la sintesis de trehalosa en la

mutante otsA de Escherichia coli defectiva en la trehalosa-6-fosfato sintetasa.

Se ha demostrado que la sintesis de trehalosa se lleva a cabo realmente en un
complejo u holoenzima compuesto de varias subunidades: la trehalosa-6-fosfato sintetasa y
la trehalosa-6-fosafato fosfatasa. El complejo lo integran tres subunidades y GGSI/TPS!
codifica la subunidad mas pequefia (56 kDa) que se supone es la subunidad catalitica de la
actividad sintetasa. El gen 7PS2 codifica la subunidad fosfatasa (102 kDa), mientras que
7PS3 y TSLI codifican redundantemente la subunidad regulatoria (de 115 y 123 kDa
respectivamente). Tpl muestra una gran homologfa con las otras tres proteinas, lo que ha
hecho suponer que la region de homologia podria estar implicada en la oligomerizacién de
1as subunidades en el complejo (Reinders et al., 1997; Bell et al., 1998).

21




El hallazgo de que GGSI/TPS! codificaba la subunidad de la trehalosa sintetasa dio
una explicacién légica al bajo nivel de trehalosa observado originalmente en la mutante
fdp!l. En ese momento se pens6 que podria deberse a un defecto regulatorio. Sin embargo,
una pregunta completamente nueva emergio, referente a porqué un defecto en la sintesis de
trehalosa es capaz de producir un fenotipo tan pleiotropico en las mutantes ggs/4/tpsl A, en
especial la inhabilidad para crecer con glucosa 0 fructosa como fuente de carbono y la falta
de activacion de la via cAMP-PKA.

Mediciones hechas e la mutante tps]A inmediatamente después de aftadir glucosa, han
mostrado un influjo desmedido de glucosa en glicolisis, resultando en una répida des-
regulacién, misma que se manifiesta como una acumulacién excesiva de fructosa 2,6-
bifosfato y una deficiencia de polifosfato que ocasiona que la glicolisis se interrumpa
durante 1a reaccion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Van Aelst et al., 1993).
Cabe sefialar que esta mutante pude rescatarse creciéndola en un medio con una fuente de

carbono no fermentable como etanol y glicerol, o semi-fermentable como galactosa.

Hasta ahora es universalmente aceptado el papel del complejo Tps en la biosintesis
de trehalosa. M4s dificil de explicar es como éste podria estar involucrado en la regulacion
de 1a entrada de hexosas en la glicolisis, y tal vez también en la sefializacion de los azlicares
en las células. Actualmente hay tres hipbtesis: 1) se ha propuesto que las células de
levadura poseen un complejo sensor de glucosa (GGS o General Glucose Sensor),
compuesto al menos de, un transportador de azucar de baja afinidad, la hexocinasa 2, y
Tps!. El complejo o al menos la interacciéon funcional entre estas proteinas tendria al
menos dos efectos principales: i) el control en el influjo de glucosa en glicolisis , y 11) la
activacién de varias vias de sefializacién, responsables de la amplia gama de efectos
regulatorios producidos por la glucosa (Van Aelst er al., 1993; Thevelein and Hohmann,
1995); 2) La biosintesis de trehalosa sirve como un amortiguador metab6lico cuando la
glicolisis se sobreactiva y disminuye el fosfato inorganico, el cual después se requiere
como substrato de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Hohmann et al., 1993; ); 3)
Tps1 es requerido para controlar la entrada de glucosa en glicélisis, mediante la produccién
de trehalosa-6-fosfato, substrato que inhibe la actividad de la hexocinasa, regulando de ésta
manera una entrada desbordada de hexosas en glicolisis (Blézquez et al., 1993, Teusink et

al., 1998).
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3.2 Alelos de ggsl ApslA

Ei fenotipo de ggs/4/fpsiA es bastante complejo, y para facilitar su andlisis se
puede dividir en tres diferentes aspectos que s¢ ven afectados: 1) La mutante es incapaz de
crecer utilizando azicares répidamente fermentables, como glucosa o fructosa, 2) es
deficiente en la activacién de PkA a través de un incremento transitorio de cAMP, y 3)
tiene un bajo o nulo contenido de trehalosa y glicégeno (Hohmann et al., 1993; Thevelein
and Hohmann, 1995).
Mutantes puntuales que originan alelos como fdpl, bypi-3, cifl, glc6 y la delecion
ggslAMpsiA se denominan de forma sugerente, ya que se enfatiza el principal defecto

fenot{pico que permiti6 su identificacion y caracterizacion.

fdpl (deficiente en la activacion de la fructosa bifosfatasa).

Esta mutante fue aislada por Van de Poll et af (1974), y al secuenciar al gen
mutado, se encontrd que tiene una mutacion puntual que cambia glutamina por glicina en el
aminoécido 64 de la proteina (Van Aelst ez al., 1993). Es incapaz de crecer en glucosa, pero
las enzimas de glicolisis no se inactivan. No sintetiza trehalosa. Carece de la activacion de
Pka mediante cAMP, pero al crecer en una fuente de carbono no-fermentable, PkA presenta
una alta actividad; la enzima fructosa 1,6-bifosfato no se inactiva rapidamente en presencia
de glucosa; presenta ayuno de ATP y muestra una hiperacumulacién de azucares
fosforilados (Van Aelst et al., 1991).

byp1-3 ( bypass of phosphofructokinase reaction).

Este alelo es una mutacion ambar sin sentido a la altura del aminoédcido 317 (de 495
de la proteina completa) que puede suprimirse parcialmente con la sobre-expresion del
{RNA®Y (CAG) o del mismo alelo mutado. Se considera una mutacién débil, ya que un
poco del tRNAY pude aparearse el codén de terminacién, mas adn cuando el gen ciue
codifica a éste tRNA se sobre-expresa; no crece en presencia de glucosa o lo hace con una

fase lag muy prolongada; es deficiente en la sefializacién por cAMP; puede llegar a

23




sintetizar trehalosa en ciertos fondos genéticos, pero no en la cepa W303-1A; después de
afiadir glucosa, la inactivacién de la fructosa 1,6-bifosfatasa y la estimulacion de la
sintesis de fructosa 2,6-fosafato se retardan mucho en comparacion con la cepa silvestre,
' pero la activacion de trehalasa inducida por glucosa es normal (Breitenbach-Schmitt er al,

1984; Hohmann et al., 1992; Hohmann et al., 1994).

cif (catabolite inactivation of fructose-1,6-bisphosphatase).

Esta mutante fue aislada por Navon ef al (1979). Al secuenciar este alelo, se
encontré que una mutacién en el codén 182 (triptéfano), origina un codén sin sentido,
originando una proteina no funcional (Van Aelst ef al., 1993). Es incapaz de crecer en
aziicares fermentables, no inactiva a la fructosa 1,6-difosfatasa en presencia de glucosa, no
responde a la glucosa con un incremento en cAMP; no acumula trehalosa y es muy similar

a la mutante fdp! (Bell et al., 1992; Blézquez and Gancedo, 1994).

Serfa interesante probar si, al igual que como ocurre con bypl-3, la sobre-expresion
de tRNAN pudiera suprimir al menos parcialmente esta mutante sin sentido, ya que en
ambos casos, se ha mutado un codén TGG que codifica para triptéfano, aunque en el caso

de cifl, la proteina truncada es mucho mas pequefia, y tal vez por esto, la mutacion es mas

dréstica.

ggsl Aipsl A (general glucose gsensor/trehalose phosphate synthase).

La designacion de Tpsl se adoptd cuando se relacioné al gen TPSI con la trehalosa
6-fosfato sintetasa (Bell er al., 1992). De hecho, también se le designdé como 7SS/
(trehalose synthase short chain), para diferenciarlo de 7SL/, 6 TPS2 que codifica para la

funcion de fosfatasa de trehalosa (Vuorio ef al., 1993). Inmediatamente se cay6 en la

cuenta que la mutante ips/Aera alélica afdpl, cifl y bypl-3.

Otro grupo que analizaba la activacion de la via de Ras-cAMP (ahora denominada
como cAMP-PkA) por glucosa, le designé como ggs/ 4, por su supuesto involucramiento
en la sefializacion mediante esta via (Van Aelst et al., 1993). Esta mutante posee juntos

todos los defectos de los alelos antes mencionados: no crece ni en glucosa ni en fructosa, no
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produce trehalosa, no hay activacién de la sintesis de cAMP inducids por glucosa, las
enzimas fructosa 1, 6 bifosfatasa no se reprime en presencia de glucosa, se agota el ATP y
el fosfato inorgénico lo que ocasiona que no s¢ produzcan los primeros productos de la
glicélisis, como el 1,3-fosfoglicerato y el piruvato (Van Aclst ef al., 1993; Thevelein and
Hohmann, 1995).

glct (glycogen-deficient).

Este alelo se aislé en un rastreo para buscar mutantes defectivas en la sintesis de
glicégeno. El alelo glcs posee un codén pars histidina (CAT) en el residuo 223, mientras
que el gen silvestre codifica para tirosina. Sintetiza solo un 70% de glicdgeno en
comparacién con la cepa silvestre, y lo més notable, es que produce alrededor de 120% de
trehalosa en comparacion con la cepa silvestre y crece muy lentamente en glucosa (Cannon
et al., 1994)

3.3 Supresores de ggsl ApsiAy sus alelos,

Un cuadro sintético de las mutantes supresoras, y los supresores por sobre-
expresién se presentan en la Figura 3, y a continuacién se enlistan éstas, detallando el

efecto que provocan.
Mutacién de HXK2,

La delecién de HXX2, corrige slgunos defectos de ggs/4/ipsid4, como el
crecimiento en glucosa, la induccién por glucosa de piruvato decarboxilasa, de la vis de
sefializacion mediante cAMP, la inactivacién de 1a fructosa-1,6-bifosfatasa y la activacién
del sistema de transporte de potasio (Hohmann ef al., 1993)

Como se menciond antes, la mutacién de 7PS/ tiene como uno de sus principales
efectos el producir un exceso de aziicares fosforilados, un excesivo flujo inicial de estos en
glicolisis y el agotamiento de ATP. Esto finalmente bloquea 1a glicolisis debido a Ia falta de
fosfato libre para que la glicolisis proceda mas alld de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Van Aelst er /., 1993). Por esto, parece congruento que al disminuir la
fosforilacion de hexosas a través de disminuir la actividad hexokinssa, se alivie uno de los
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problemas ocasionados por la mutacién ¢ps] 4, al menos en lo que se refiere al flyjo de
hexosas en la glicolisis. Se ha postulado que la sintesis de trehalosa podria funcionar como
un amortiguador de la poza de fosfato inorgnico libre, el cual se requiere para la reaccion
de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, reguldndose de esta manera el inflyjo de

azucares en glicolisis (Hohmann et al., 1993).

Mutacién de QCRY.

QCR9 codifica una subunidad del complejo bel del citocromo, y su disrupcion
restaura el crecimiento en glucosa de la mutante fps/A. Se piensa que esta supresion se
debe a que la inhibicién provocada sobre la cadena respiratoria y por lo tanto sobre la
respiracién tiene como efecto un incremento en los niveles de NADH, forzando por lo tanto
la produccién de glicerol por la glicerofosfato deshidrogenasa y la glicerofosfatasa
(Blazquez and Gancedo, 1995). Esta idea es consistente con el hecho de que también la
sobre-expresion de GPDI, que codifica la glicerofosfato deshidrogenasa, permite el
crecimiento de la mutante fps/ A en glucosa (Luyten et al., 1995). Acorde con este posible
efecto de ger9, algunos bloqueadores de la cadena respiratoria, como la antimicina A,

restauran igualmente el crecimiento de tps/ A en glucosa (Bl4zquez and Gancedo, 1995).

Sobre-expresion de FPS1.

El gen FPS! fue aislado como un supresor de fdpl, durante los intentos por
complementar con el gen silvestre a esta mutante con una genoteca hecha en un vector de
copia tinica (Van Aelst ef al., 1991). Se ha postulado que este gen codifica una proteina de
la familia de los MIPs (' membrane-intrinsic proteins’), probablemente un canal que facilita
1a difusién de glicero, el cual permanece cerrado bajo condiciones de estrés hiperosmotico,
cuando la sobrevivencia depende de la acumulacion interna de glicerol, y se abre cuando
desaparece el estrés osmético. De manera interesante, FPS1 sblo restaur6 la capacidad de la
mutante fdp] para crecer en azicar fermentable, pero no los defectos de sefializacion
inducidos por glucosa a través de la via ¢AMP-PKA, ni los cambios rapidos inducidos por

glucosa sobre algunas enzimas, como la inactivacién de fructosa-1,6-bifosfatasa ni la
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Figura 3. Funcién que se le asigna a Tpsl en la regulacién del metabolismo
del carbono y mutantes gue suprimen a la mutante tpsla
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activacion de trehalasa (Van Aelst ef al., 1991). Posteriormente, s€ demostré que la sobre-
expresion de FPS/ incrementa la produccién de glicerol . Como es de esperarse, la

disrupcion de FPS/ produce la acumulacion de glicerol intracelular (Luyen ef al., 1995).

Sobre-expresién de GPDI.

GPDI codifica para la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD, que
catoliza el primer paso en la produccion de glicerol al reducir la dehidroxiacetona fosfato a

glicerol-3-fosfato, que luego se convierte a glicerol por la glicerol-3-fosfatasa.

La sobre-expresion de GPD/I suprime la inhabilidad de la mutante ggsi A/fps].A para crecer
en glucosa o fructosa. Dado que la sintesis de glicerol libera Pi, esto se ha tomado como
una prueba més de que el principal problema de la mutante tpsl A que le impide crecer en
glucosa, es la rdpida caida en los niveles de Pi, situacion que es aliviada por la sobre-

expresién de GPD! (Luyten ef al., 1995).

La sintesis de trehalosa se asemeja a la de glicerol en varios aspectos: a) ambos
compuestos se sintetizan bajo condiciones de estrés, la trehalosa bajo condiciones de
choque térmico y desecacion, y el glicerol bajo estrés osmoético; b) los precursores de
ambos compuestos se derivan de la parte inicial de la glicélisis, y ¢) la sintesis de trehalosa

y glicerol libera Pi, el cual limita el flujo en glicolisis en la mutante tpsiA

Mutante DGTI-1 (Decreasing Glucose Transport)

La mutante DGTI-1, es una mutacién dominante con efectos pleiotropicos sobre el
metabolismo de glucosa, pero como su nombre lo dice, lo mas relevante es que disminuye
el transporte de aziicares. En ésta mutante se incrementa la transcripcion de Snf3 (un
sensor de alta afinidad), y se reprime la transcripcion de los transportadores de alta afinidad
Hxtl y Hxt3. Se piensa que la supresién de la mutante ¢ps/ por ésta mutante se debe a que
corrige el problema del sobreflujo de hexosas hacia glicolisis (Gamo et al., 1994; Blazquez
and Gancedo, 1995).
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Mutacién en CAT3 (SNF4/SCI)

CAT3 es un alelo de SNF4 y SCI (Blazquez y Gancedo, 1995, de Winde et al., 1997),
el cual forma parte del complejo Snfl (Catl), que ejerce su efecto a través del represor de la
transcripcion Migl. Inicialmente scil se aislé como un supresor de cif/, permitiéndole
recuperar la habilidad para crecer en glucosa. Adicionalmente, se determind que la delecién
scil también era incapaz de crecer en glucosa (Blazquez and Gancedo; 1994). Uno de los
efectos visibles en esta mutante, es la reduccion del transporte de glucosa, lo cual a su vez
ocasiona una reduccién en la glicélisis de hasta el 33 porciento, lo cual podria tener un
efecto amortiguador sobre el desbalance metabdlico que experimenta la mutante fps/A4,

debido a la excesiva entrada de aziicares en glicélisis (Blazquez and Gancedo, 1995).

Sobre-expresion de MIG1

Migl es un represor de la transcripcion con estructura de dedos de zinc que posee
un papel central en el mecanismo de represién por glucosa. Actua concertadamente con los
factores Tupl y Ssn6 (De Winde et al., 1997, Gancedo, 1998). Suprime el defecto de
bypl-3 para crecer en glucosa cuando se sobre-expresa, incluso en un vector centromérico,
aunque el efecto es mas claro cuando esta en multicopia. Esta supresién es parcial, ya que
sélo se corrige el defecto al inicio del crecimiento en glucosa (el cual para este alelo se
manifiesta con una fase lag muy pronunciada), pero no el resto de las anormalidades

regulatorias de 1a mutante (Hohmann et a/., 1992).

La interpretacién de esta supresion es que, al igual que la mutaciéon en CAT3/SNF4,
ia sobre-expresion de MIG1, conlleva una mayor represion de los genes controlados por
esta via, entre éstos los transportadores de hexosas, con lo cual se logra un flujo de azucares
hacia la glicélisis mas lento, evitdndose la sobre-produccién de azucares fosforilados y el

consiguiente déficit de fosfato que muestra la mutante bcyl/-3 (Blazquez and Gancedo,
1995).
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4. ANALISIS DE GENES DE PLANTAS POR COMPLEMENTACION DE
LEVADURA.
4.1 La levadura como un sistema de expresién heterélogo.

El andlisis de la funcidn de los genes es de central importancia para la comprension
de los procesos fisiolégicos. Desde hace unos 15 afios, se logré la primera
complementacién funcional heteréloga por un gen de plantas al identificarse la clona
correspondiente capaz de rescatar la mutante gind para glutamino sintetasa de E. coli
(DasSarma et al., 1986). Sin embargo, la utilidad de este sistema de expresion es limitada
para los organismos eucariotes, debido a grandes diferencias en la estructura y el
procesamiento de la informacién genética. Por lo mismo, ha sido un gran acierto el
desarrollar las herramientas necesarias para utilizar a la levadura como un sistema de
expresion heterélogo, que ha rendido buenos frutos en el andlisis funcional de los genes de
animales y plantas. El primer gen de un eucariote superior aislado por complementacién de
levadura, fue el CDC2 de humanos, implicado en la divisién celular (Lee and Nurse,
1987). Desde entonces, la expresion en levadura se ha utilizado como una herramienta muy
atil para aislar genes por complementacién o para probar su funcién.

Los primeros éjemplos de genes de plantas expresados exitosamente en levadura,
fueron una cinasa de arroz que complementé la mutante snfl, cuyo gen silvestre esta
implicado en la represién catabélica por glucosa (Alderson e al, 1991), y la enzima
formadora de etileno (Efe) de jitomate (Hamilton ef al., 1991). M4s tarde, se construy6 una
genoteca de expresion de cDNA de Arabidopsis thaliana en el vector pFL61 de levadura
con ¢l promotor PGK (del gen de fosfoglicerol cinasa). Adem4s de haber complementado
las auxotrofias mas usuales de levadura (wra3, adel, leu2, his3, trpl)} con los
correspondientes cDNAs de Arabidopsis, de esta genoteca se han aislado por
complementacién una gran cantidad de genes de plantas (Minet e a/., 1992).

En particular, el sistema heterélogo de levadura ha sido de gran utilidad para aislar
genes que codifican proteinas de transporte de membranas, (dificiles de purificar para hacer
anticuerpos que luego se puedan utilizar para efectuar rastreos de genotecas de expresion)

por }a facilidad para establecer sistemas de seleccion adecuados basados en mutantes.
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No se ha reportado la existencia de una fructocinasa en levadura, donde la

fosforilacion de fructosa es llevada a cabo por la Hxk1 y Hxk2, y adicionalmente existe una
glucocinasa (Glk) que solo fosforila glucosa. Sin embargo, se pudo utilizar la misma doble
mutante Axk] A/hxk2A, para caracterizar dos genes codificantes de fructocinasas de tomate
(FRK1y FRK2), que también fueron capaces de rescatar el crecimiento de la mutante en un
medio con fructosa como fuente de carbono (Kanayama et al., 1998).
Finalmente, se debe consignar que la levadura ha sido util para rebatir la idea hasta hace
poco prevaleciente de que plantas angiospermas no posefan la habilidad para sintetizar
trehalosa (con la excepcion de la planta de resurreccién Myrothamnus flabeliifolia), ya que
al igual que en levadura, se determiné que Arabidopsis posee genes codificantes de
trehalosa-6-fosfato sintetasa y de trehalosa-6-fosfato fosfatasa. El gen A¢TPSI de
Arabidopsis pudo rescatar la mutante ips/A incapaz de crecer en una fuente de carbono
fennentable‘como glucosa (Blézquez et al., 1998), y ambos genes AtTPPA y AtTPPB
restauraron la termotolerancia para crecer a 38.6 °C que pierde la mutante (ps24 de
levadura, presumiblemente debido a la acumulacion excesiva del intermediario trehalosa-6-
fosfato (Vogel et al., 1998).

5. BIOSINTESIS DE TREHALOSA EN PLANTAS

5.1 La trehalosa en las plantas
Hasta hace pocos afios era idea generalizada que la trehalosa sélo se¢ encontraba en

algunas plantas como Selaginella lephidophylla, y en Myrothamus flabellifolia como caso
unico en angiospermas. Al mismo tiempo, era intrigante el haber encontrado actividad de
trehalasa en cultivos in vitro de especies, como maiz, trigo, soya, Arabidopsis y muchas
mas, pero sin detectar su substrato, es decir a la trehalosa (Muller ef al., 1995).

Una primera pista para explicar éstos datos tan contradictorios, se tuvo cuando se
pudo detectar un incremento notable de trehalosa en plantas de tabaco y papa
transformadas con los genes ots4 y otsB de E. coli, bajo la aplicacion de validamicina A, un
potente inhibidor de la trehalasa (Goddijn et al., 1997). Aparentemente la trehalosa puede
ser rapidamente degradada por la trehalasa, y ambas estan presentes en tal vez todas las

gspecies vasculares y no sélo en las primitivas como Selaginella.
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No se ha reportado la existencia de una fructocinasa en levadura, donde la

fosforilacién de fructosa es llevada a cabo por la Hxk1 y Hxk2, y adicionalmente existe una
glucocinasa (GIk) que sélo fosforila glucosa. Sin embargo, se pudo utilizar la misma doble
mutante ikl A/hxk2A, para caracterizar dos genes codificantes de fructocinasas de tomate
(FRK1y FRK2), que también fueron capaces de rescatar el crecimiento de la mutante en un
medio con fructosa como fuente de carbono (Kanayama et al., 1998).
Finalmente, se debe consignar que la levadura ha sido atil para rebatir la idea hasta hace
poco prevaleciente de que plantas angiospermas no posetan la habilidad para sintetizar
trehalosa (con la excepcion de la planta de resurreccion Myrothamnus flabellifolia), ya que
al igual que en levadura, se determind que Arabidopsis posee genes codificantes de
trehalosa-6-fosfato sintetasa y de trehalosa-6-fosfato fosfatasa. El gen AtTPS] de
Arabidopsis pudo rescatar la mutante fps/4 incapaz de crecer en una fuente de carbono
fennen‘table‘como glucosa (Blazquez et al., 1998), y ambos genes AtTPPA y AtTPPB
restauraron la termotolerancia para crecer a 38.6 °C que pierde la mutante ps24 de
levadura, presumiblemente debido a la acumulacién excesiva del intermediario trehalosa-6-
fosfato (Vogel et al., 1998).

5. BIOSINTESIS DE TREHALOSA EN PLANTAS

5.1 La trehalosa en las plantas
Hasta hace pocos afios era idea generalizada que la trehalosa s6lo se encontraba en

algunas plantas como Selaginella lephidophylla, y en Myrothamus flabellifolia como caso
anico en angiospermas. Al mismo tiempo, era intrigante el haber encontrado actividad de
trehalasa en cultivos in vitro de especies, como maiz, trigo, soya, Arabidopsis y muchas
mas, pero sin detectar su substrato, es decir & la trehalosa (Muller ez al., 1995).

Una primera pista para explicar éstos datos tan contradictorios, se tuvo cuando se
pudo detectar un incremento notable de trehalosa en plantas de tabaco y papa
transformadas con los genes ots4 y otsB de E. coli, bajo la aplicacién de validamicina A, un
potente inhibidor de la trehalasa (Goddijn et al., 1997). Aparentemente la trehalosa puede
ser rapidamente degradada por la trehalasa, y ambas estan presentes en tal vez todas las

especies vasculares y no s6lo en las primitivas como Selaginella.
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Tabla 1. Genes representativos de plantas relacionados con la regulacién
y metabolismo del carbono que se han expresado en levaduras.
cDNA Proteina 'y Fenotipo complementado * Referencia
especie
cRKIN Snfl, cinasa Capacidad para crecer en Alderson et al., 1991
de arroz glicerol de snflA
SoSUC Suc, transportador Capacidad para crecer en Riesmeier ezal., 1992
de sacarosa de sacarosa de suc24 ”
espinaca
SUCly Suc, transportador Internalizaci6n de sacarosa  Sauer and Stoltz, 1994
sucz de sacarosa de de cepa silvestre creciendo
Arabidopsis en glucosa
cSBP Sbp, proteina de Restaura el transporte de Overvoorde etal., 1996
unién a sacarosa sacarosa en suc24
de soya
AtHXK!ly Hxkly 2, hexo- Restaura el crecimiento en Jang et al., 1997
AtHXK2  cinasasde fructosa de la mutante
Arabidopsis hxk1Ahxk2A
FRKly Frk1 y 2, fructo- Restaura crecimiento en Kanayama etal., 1998
FRK? cinasas de tomate  fructosa de la mutante
hxki1Ahxk2AglkiA
AITPS! Tpsl, sintasa de Restaura el crecimiento Bldzquez eral., 1998
trehalosa de en glucosa de la mutante
Arabidopsis tpsiA
AITPPAy Tps2, fosfatasa Restaura el crecimiento Vogel etal., 1998
AiTPPB de trehalosa de a 38.6 °C de la mutante
Arabidopsis tps2A
SITPS Tpsl, sintasa de Restaura el crecimiento Zentella etal., 1999
trehalosa de S. en glucosa de la mutante
lepidophylla tpsiA
AKINIO  Snfl, cinasa Capacidad para crecer en Bhalerao etal., 1999
AKIN 11 de Arabidopsis glicerol de snfl0y snf4

* S6lo se indica el fenotipo rescatado més significativo.
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La corroboracién de esto, se dio contundentemente, cuando se reportaron a los
homoélogos de ScTPS! y ScTPS2 de Arabidopsis, y més aln, estos homologos fueron
capaces de corregir los defectos causados en la levadura por la disrupcién de estos genes de
manera separada (Blazquez ef al., 1998; Voguel ef al., 1998).

La secuencia del primer cDNA codificante para Tpsl de plantas se reporté hace
algunos afios (Zentella e Iturriaga, 1996), y posteriormente se reporté el aislamiento y la
caracterizacion molecular de SITPS!, de Selaginella lepidophylia, el cual, al igual que el
gen de Arabidopsis, corrigié la inhabilidad de la mutante {ps/A para crecer en glucosa,
ademds de la sensibilidad de la mutante al estrés osmético y térmico (Zentella et al., 1999).

Recientemente, se hizo una bisqueda de homélogos de Tps1 y Tps2 en las bases de
datos del GenBank y el EMBL, de Arabidopsis y demas especies de plantas, y
sorpresivamente se encontraron 4 secuencias mas relacionadas, adicionalmente a las ya
reportadas de A¢TPSI, AtTPPA y AtTPPB (Goddijn and Van Dun, 1999). De este analisis
de comparacion con TPS! y TPS2 de levadura, y T7PS y TPP de plantas se valida la idea,
consistente en que el dominio carboxilo de Tps1 posee una cierta homologia con Tps2, por
lo cual podria tener también una funcién de fosfatasa Tpp (Zentella ¢ Iturriaga, 1996,
Zentella ef al., 1999). De las comparaciones que se hacen, se encuentra que, aunque todas
las Tps1 de levadura poseen ese dominio carboxilo, solo tres poseen en este un dominio de
fosfohidrolasa presentes también en las fosfatasas Tps2 y en OtsB de E. coli, y dos de éstas
( AtTps1 y SiTps1), no lo poseen, por lo cual se propone la existencia de Tps(s) clase I y
clase II. Mientras que en el primer grupo poseen so6lo la funcién sintetasa, las de clase II,
ademas de la funcién Tpsl de sintetasa podrian tener también la funcién Tpp de la
fosfatasa (Goddijn and van Dun, 1999).

Es predecible que en los préximos afios se avance en la caracterizacion de estas
proteinas. Recientemente en un rastreo hecho con una columna de afinidad con la proteina
14-3-3, (conocidas por unirse y regular a algunas fosfohidrolasas fosforiladas implicadas en
el metabolismo de N y C), se identificaron proteinas Tps (tal vez bipartitas, con dominio
Tpp de fosfatasa de trehalosa) de coliflor (Moorhead et al., 1999).

Sélo la investigacion que se haga directamente en plantas podra contestar hasta
donde se da la similitud entre las Tps de levadura y las de plantas, ya que hasta ahora s6lo
se ha determinado que tanto At7PS! de Arabidopsis como SITPS! de Selaginella corrigen
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el defecto en la sintesis de trehalosa de la mutante ¢ps/ 4, faltando por averiguar si tamitfién

son restaurados los defectos regulatorios (Blazquez et al., 1998; Zentella ez al., 1999.

5.2 Plantas transgénicas productoras de trehalosa.

Las primeras plantas transgénicas utilizando genes TPS heterélogos se obtuvieron
hace unos pocos afios. Holmstrom ef al (1996) y después Romero et al (1997), sobre-
expresaron en tabaco al gen TPS/ de levadura, y observaron una mayor resistencia a la
desecacion estimada en plantas enteras, o en la capacidad de retencion de la humedad en
hojas separadas de la planta y sometidas a desecacién de las plantas transgénicas en
comparacién con el control. Siendo Tpsl la primera enzima de una via biosintética que
requiere también a la fosfatasa Tpp (en levadura Tps2), no se encontré al intermediario
trehalosa-6-fosfato, asumiéndose entonces que una fosfatasa endbgena especifica o
inespecifica transforma a este intermediario en trehalosa (Holmstrom et al., 1996).

Posteriormente se identifico en Arabidopsis a las fosfatasas AtTppA y AtTppB
encargadas de realizar la segunda parte de la reaccién (Voguel ef al., 1998), por lo cual es
seguro que homologos de estas enzimas se encuentran presentes en tabaco.

Es importante mencionar la observacién de que el gen TPSI de levadura sobre-
expresado realmente ejerce un efecto pleiotrépico en las plantas transgénicas, que muestran
algunas malformaciones, como reduccién en el crecimiento, hojas lanceoladas y reducido
contenido de sacarosa (Romero et al.,, 1997), por lo cual se ha especulado sobre la
posibilidad de que en las plantas, estas proteinas pudiesen estar jugando un doble papel
catalitico y regulatorio, ya sea de las proteinas, o bien del intermediario trehalosa-6-fosfato
que podria como en levadura, inhibir la actividad de la hexocinasa (Romero et al., 1997,
Goddijn and Smeekens, 1998). _

El grupo de la compafifa Zeneca-MOGEN de Holanda tambi¢n ha producido plantas
transgénicas sobre-expresando a los genes otsd y ofsB de Escherichia coli. También
pudieron lograr un incremento en la resistencia a la desecacién en las plantas transgénicas
de tabaco, observando también algunos defectos morfolégicos, aunque bajo sequia, las
transgénicas desarrollaron entre un 25 y 33 % mas de superficie foliar y una mayor
eficiencia fotosintética estimada por andlisis de fluorescencia de la clorofila (Pilon-Smits et

al., 1998).
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El mismo grupo habfa demostrado previamente que para que la biosintesis de
trehalosa en las plantas transgénicas de tabaco pudiese ser mas evidente, se requeria de
inhibir a la actividad de la trehalasa con el antibidtico validamicina A; bajo estas
condiciones también detectaron trehalosa en las plantas no transformadas, demostrando que
en angiospermas como el tabaco también podria existir esta via, contrario a la creencia de
que sélo las plantas de resurreccién podrian sintetizar trehalosa (Goddijn er al., 1997).

En el futuro se hardn plantas transgénicas empleando los genes de plantas 7PS/,
como SITPS! u otros de Arabiopsis del tipo TPS1/P bipartitas recientemente identificados
pero atin no probados (Goddijn and Van Dun, 1999). Serd prioritario el incrementar la
sintesis de trehalosa en las plantas, pero reduciendo al maximo los efectos pleiotropicos
colaterales, como deformacién morfoldgica o menor crecimiento.

Otra via para lograr un incremento en la biosintesis de trehalosa, podra ser el de
contrarrestar a las ubicuas trehalasas mediante el uso de RNA antisentido. Al menos en
soya ya se aisl6 el gen que codifica una de éstas enzimas y pronto las habré disponibles

para otras especies de plantas volviendo entonces factible esta estrategia (Aeschbacher et

al., 1999),

6. EL SENSADO Y LA SENALIZACION DE AZUCARES EN LAS PLANTAS

La respuesta de las plantas al estatus cambiante de los carbohidratos puede variar de
manera pronunciada. Algunos genes se reprimen y otros se activan. Como en los
microorganismos, el sensado de azicares es parte de un antiguo sistema de ajuste celular a
la disponibilidad de nutrientes. En las plantas, sin embargo, la expresién regulada por
azuicares provee de un mecanismo para la distribucion de nutrientes entre tejidos y 6rganos
(Koch, 1996). Para el caso de la glucosa, se ha postulado también que juega un papel
importante en el desarrollo de las plantas al actuar como una molécula sefializadora (Sheen
et al., 1999).

En las plantas, la luz enciende genes de fotosintesis y fijacion del carbono en
aziicares, dando lugar a la mobilizacién y exportacién de estos Gitimos. Al mismo tiempo,
algunos de los genes que estdn relacionados con el almacenamiento y utilizacion de

azucares son reprimidos (Koch, 1996, Smeekens and Rook, 1997).
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aziicares son reprimidos (Koch, 1996, Smeekens and Rook, 1997).
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A juzgar por algunos resultados reportados en plantas, €s casi seguro que €n estas
coexistan diferentes vias de transduccién para azicares.

Para analizar la represién metabélica y el sensado de azicares en las plantas, se ha
utilizado un sistema de expresién transitoria para demostrar la represion que azucares
como glucosa y sacarosa (y ademés el acetato), ejercen sobre la transcripcion de algunos
genes de maiz cuyos productos estdn involucrados en la fotosintesis, .como el de la C4
fosfoenolpiruvato carboxilasa (C4PepCZmi ), 1a enzima malica (C4MeZm] ), la proteina
a/b de unién a cloroﬁia (CabZml y CabZm5) y de la subunidad pequefia de la Rubisco
(RbeSZmI y RbcSZm3 ) (Sheen, 1990). Al investigar esto, surge la pregunta de en donde
son sensados primero la glucosa y la sacarosa en la célula. ;Son los azicares sensados por
algin sensor transmembranal, o existe un sensor intracelular?. Para contestar éstas
preguntas, y utilizando el mismo sistema de expresion transitoria, se demostré que la sefial
parece ser primero captada por la hexocinasa (aunque no se sabe como la sefial es
transducida), y posteriormente se pudieron aislar los genes AtHXK1 y AtHXK2 de
Arabidopsis. Con los genes, se construyeron plantas transgenicas de Arabidopsis que sobre-
expresan ambos genes, asi como las construcciones en antisentido para bloquear la
expresion de la hexocinasa. La sobre-expresion de cualquiera de los dos genes volvio a las
plantas transgénicas hipersensibles a la glucosa, y al contrario, el bloqueo de la
transcripcion y el bloqueo de AtHXK] 6 AtHXK2 volvié a las plantas hiposensibles a la
glucosa, lo cual se manifest6 en la desrrepresion de algunos genes de fotosintesis (Jang and
Sheen, 1994; Jang and Sheen, 1997, Jang et al., 1997). Como confirmacién a éstos
resultados, otro grupo aislé y sobre-expres6 AtHXT! en jitomate, encontrando que esto tuvo
el efecto de reducir la fotosintesis, y acelerar la senecencia (Dai et al., 1995; Dai et al.,
1999}

Por otra parte hay algunos datos que contradicen el papel de la hexocinasa como
sensor. Se sabe que la invertasa (que hidroliza sacarosa en fructosa y glucosa) se encuentra
en citosol, en la pared celular o en apoplasto y en la vacuola. La sobre-expresion del gen de
ia invertasa de levadura y su direccionamiento al citoplasma, no mostré el efecto de inhibir
a genes como CAB en tabaco, como podria esperarse ya que las hexosas estarian
inmediatamente disponibles para su fosforilacion. Por otra parte, al enviar a la invertasa a la

vacuola o al apoplasto, los resultados mostraron que podria ocurrir el sensado de hexosas
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en la via de secrecion, posiblemente en el reticulo endoplasmatico o en el aparato de Golgi
(Herbers et al., 1996).

Otro grupo sostiene que al igual que en células animales, la cinasa de plantas
parecida a Snfl, o SnRK podria ser un importante elemento en la via de seilalizacién y
sensado de la glucosa. Proponen que tal vez ésta al igual que en células animales pudiera
estar regulada por la relacién de AMP:ATP (Halford and Hardie ez al., 1998; Halford et al.,
1999). Al hacer plantas transgénicas de papa con el antisentido del gen que codifica SnRK,
se demostré que ésta se mecesita para la activacién del gen de la sintetasa de sacarosa
cuando hay niveles altos de azicares y de ATP y niveles bajos de AMP (Purcell et al.,
1999).

Un dato importante sobre la importancia de SnRK, es el aislamiento y parcial
caracterizacion del locus PRL! (Pleiotropic Regulatory Locus) que codifica a Prll, una
protefna que interactia con AKinl0 y AKinl1, los homélogos de Snfl de Arabidopsis. La
mutante pri/ entre una amplia gama de fenotipos, muestra hipersensibilidad a sacarosa, y se
ha demostrado que Prll inhibe a AKin10 y AKinll, por lo cual parece ser un regulador
negativo de esas cinasas. La interaccién entre ambas proteinas se ha demostrade también
mediante el sistema del doble hibrido en levadura (Bahlerao et al., 1999).

En levaduras se ha demostrado que el gen proveniente de arroz y de tabaco es capaz
de restituir la capacidad de crecimiento en gﬁcerol de la mutante snf14 (Alderson et al.,
1991; Muranaka et al., 1994; Halford and Hardie, 1998)

Reforzando la idea que en plantas deben haber varias vias de transduccion para
azicares, Ehness et al (1997) reportan haber encontrado vias diversas de MAP cinasas que
podrian estar involucradas en vias convergentes de sefalizacién por glucosa, heridas y
elicitores de respuesta a hongos en un cultivo en suspension de Chenopodium rubrum.

Si existen varias vias para aziicares en plantas, entonces debe haber més de un solo
sensor. En levadura se tienen bien caracterizados a los sensores de glucosa de alta y baja
afinidad Snf3 y Rgt2 y que paralelamente a la via de represién por carbono, activan los
genes de los transportadores de hexosas. Recientemente se identificaron tres proteinas
parecidas a estos sensores en Arabidopsis (Lalond et al., 1999, Sheen et al., 1999).
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En el intento de elucidar el sensado y la regulacién de la expresidn por aziicares en
plantas, se ha recurrido a establecer una anatogia entre lo que ocurre en levadura y plantas,
lo cual ha conducido a identificar a algunos actores de la via principal de represion
catabélica (Jang et al, 1997, Smeekens and Rook, 1997). En la Tabla 1 se resumen los
genes y proteinas de plantas més relacionados con el tema, la mayoria de los cuales han
podido restaurar a los fenotipos mutantes de la levadura, teniéndose con esto una
herramienta para aislar y caracterizar algunos genes de plantas. Desde que comenzoé a
utilizarse a la levadura como un modelo para plantas, se logré aislar el homologo de SNF/,
que codifica la cinasa principal de la via de represion catabdlica en levadura (Alderson et
al., 1991). Otra pieza importante ha sido el aislar a los ¢cDNAs AtHXK] y AtHXK2,
codificantes de dos hexocinasas de Arabidopsis que fueron clonados al complementar la
funcién catalitica de la mutante sixk] Ahxk2A4 (Jang et al., 1997).

Por otra parte, la comparacién entre levaduras y plantas es limitada, ya que en
plantas la sacarosa es el azicar mayormente transportado, y se ha propuesto que al igual
que la glucosa, podria también ser un efector en plantas mediante una o varias vias
independientes del sensado de glucosa (Purcell ef al., 1998).

Puede predecirse que los préximos afios seran fructiferos el drea de la regulacion y
el sensado de azucares, un tema que segun se ha visto en levadura y comienza a
establecerse en plantas, es bastante complejo. Ya se ha identificado el entrecruzamiento de
las vias de transduccién, como la utilizacién de la misma via por efectores como glucosa,
heridas y elicitores de hongos (Ehness et al., 1997). Recientemente se ha reportado
también un entrecruzamiento de vias de transduccidn entre glucosa y etileno (Zhou et a/.,
1998).

Varios grupos estan recurriendo al rastreo e identificacion de mutantes obtenidos al
azar o por inserciones con T-DNA para lograr aislar més candidatos que participen en la
transduccion de sefiales y la regulacién de la utilizacion de los azicares.

Actualmente se cuenta con varias mutantes afectadas en su desarrollo en presencia
. de glucosa y otros azhcares: las mutantes gin (glucose insensitive), las glo (glucose
oversensitive), las cai (carbohidrate insensitive), las sis (sucrose insensitive) y las mig

(mannose insensitive germination) (Sheen ef al., 1999: Smeekens and Rook, 1997; Pego et

al., 1999).
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Al analizar las mutantes gin y glo se encontré que otras mutantes relacionadas con
la via de transduccién del etileno como efo (ethilene overproduction) y ctr! {constitutive
triple response) se comportaban como las mutantes gin. Otras mutantes como et/ y ein
(ethylene insensitive) resultaron ser también con fenotipo glo. El mﬂisis genético permitio
elucidar que las vias de transduccién de glucosa y etileno se entrecruzan (Zhou et al,,
1998, Sheen et al., 1999). .

Es sorprendente que las proteinas Tps estén también presentes en plantas que no
acumulan trehalosa como Arabidopsis (Blazquez et al, 1998; Vogel ef al, 1998; Goddijn
and Van Dun, 1999). No se sabe si Tps podria intervenir en alguna funcién regulatoria
adicionalmente a su funcién catalitica en plantas, pero seria interesante llevar a cabo
rastreos por el sistema del doble hibrido para ver con que proteinas interacciones la proteina
Tps1 en plantas. En levaduras un rastreo de este tipo permiti6 identificar a la cinasa Rim15
que es fosforilada e inactivada por la cinasa PkA (Reinders et al., 1998). Ademas seria
interesante averiguar si al igual que en levaduras, el intermediario trehalosa-6-fosfato es
capaz de inhibir a la hexocinasa tanto in vitro como in vivo, ya que de ocurrir se estaria
confirmando otra similitud con las levaduras (Goddijn and Smeekens, 1998). Las mutantes
de pérdida de funcién obtenidas por disrupcion con T-DNA del gen AtTPSI de
Arabidopsis, o mediante el uso de RNA antisentido podrd esclarecer algunas de las
funciones de esta interesante pero hasta hace poco ignorada via biosintética.

El proyecto de secuenciacion sistematica del genoma de Arabidopsis ya esta
permitiendo e! identificar otros genes y proteinas, lo cual esta llevando a la identificacion
in-stlico de los otros actores que podrian participar en la regulacién del metabolismo de
azucares y su sensado y transduccién, como la familia de toda una familia de genes y
proteinas Tps en Arabidopsis, curiosamente algunas con funcion de sintetasa de trehalosa,
otras con la funcién de fosfatasa de trehalosa, y otras hasta ahora no analizadas in vivo ¢ in
vitro que podrian ser proteinas bipartitas con la funcién de sintetasa .y fosfatasa de
trehalosa & la vez (Goddijn and Van Dun, 1999). Otro ejemplo de identificacién de genes
empleando las bases de informacién genética como el GenBank, son los posibles
homologos de Snf3 y Rgt2 que recientemente se han identificado de las secuencias

disponibles de Arabidopsis ( Lalonde et al., 1999).
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HIPOTESIS

SITPS], un cDNA aislado de la planta de resurreccién S. lepidophylla codifica para una
proteina que muestra una alta similitud con la enzima trehalosa-6-fosfato sintetasa por lo

que se espera que sea capaz de corregir los defectos de la mutante tps/ A de S. cerevisiae.

OBJETIVOS

]. Caracterizar al cDNA SITPSI de S. lepidophylla mediante complementacion funcional
de la mutante tps/ A de S. cerevisiae.

2. Demostrar que adicionalmente a la capacidad de sintetizar trehalosa y de crecer en
glucosa, la mutante tps/4 complementada con SITPS! recupera la resistencia al estrés

osmdtico y la capacidad de desarroliar termotolerancia.

3. Comprobar si S/ITPSI, adicionalmente a la actividad de sintetasa codifica también para

la actividad de fosfatasa de trehalosa.. e
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RESULTADOS

1. Una trehalosa-6-fosfato sintetasa de Selaginella lepidophylia complementa el

crecimiento y los defectos en la tolerancia al estrés de una mutante (ps! de

levadura.

Titulo en inglés:

A Selaginella lepidophylia trehalose-6-phosphate synthase complements growth and

stress-tolerance defects in a yeast fps/ mutant.

Se anexa articulo publicado en Plant Physiology (1999) Vol. 119: 1473-82
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A Selaginella lepidophylla Trehalose-6-Phosphate Synthase
Complements Growth and Stress-Tolerance Defects in a
Yeast tps1 Mutant’

Rodolfo Zentella?, José O. Mascorro-Gallardo?, Patrick Van Dijck, Jorge Folch-Mallol, Beatriz Bonini,
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ganisms accumulate the nonreducing disaccharide treha-

The accumulation of the disaccharide trehalose in anhydrobiotic lose (Weisburd, 1988; Crowe et al., 1992).
organisms allows them to survive severe environmental stress. A Among " several well-characterized osmoprotectors
plant cDNA, SITPST1, encoding a 109-kD protein, was isolated from (Yancey et al., 1982), trehalose seems to be one of the most
the resurrection plant Selaginella lepidephylla, which accumulates efficient at maintaining lipids in a fluid phase in the ab-
high levels of trehalose. Protein-sequence comparison showed that sence of water, thus avoiding phase separation, leakage,
SITPS1 shares high similarity to trehalose-6-phosphate synthase and membrane fusion (Crowe et al., 1984, 1987). Trehalose

genes from prokaryotes and eukaryotes. S/TPST mRNA was consti-
tutively expressed in 5. fepidophylla. DNA gel-blot analysis indi-
cated that SITPS7 is present as a single-copy gene. Transformation
of a Saccharomyces cerevisize tps1A mutant disrupted in the
ScTPST gene with S. lepidophylia SITPST restored growth on fer-

{e-D-glucopyranosyl-1,1-a-p-glucopyranoside), like other
polyols, plays a key role in the structural and functional
stabilization of mernbranes and proteins in the anhydrous
state, apparently by means of water replacement of os-

mentable sugars and the synthesis of trehalose at high levels. More- molyte molecules (Clegg, 1985) or formation of a glassy
over, the SITPST gene intraduced into the fpsTA mutant was able to state (Burke, 1985). .

complement both deficiencies: sensitivity to sublethal heat treat- The biosynthesis of trehalose consists of two enzymatic
ment at 39°C and induced thermotclerance at 50°C. The osmasen- steps catalyzed by the oligomeric subunits TPS, which
sitive phenotype of the yeast tpsTA mutant grown in NaCl and synthesizes trehalose-6-P from Glc-6-P and UDP-Glc, and
sorhitol was also restored by the SITPS? gene. Thus, SITPS1 protein  pp  which forms trehalose (Cabib and Leloir, 1958;
is a functional plant homolog capable of sustaining trehalose bio- Vandercammen et al,, 1989; Londesborough and \'/uorio‘

synthesis and could play a major role in stress tolerance in §. 1993). The genes encoding both enzymes from bacteria and

fepidophylta yeast have already been isolated and sequenced (Luyten et
al., 1993; Kaasen et al., 1994). Deletion mutants in the
trehalose pathway in these microorganisms cause a reduc-
An amazing adaptation that allows survival under com- tion in osmotolerance (Giaever et al., 1988; Mackenzie et al.,
plete dehydration is present in yeast cells, fungal spores, 1988) and thermotolerance (Hengge-Aronis et al., 1991; De
certain invertebrate species, and resurrection plants that Virgilio et al., 1994).
resume their vital functions as soon as they resume contact The yeast tps1A mutant and its alleles are unable to grow
with water (Clegg, 1965; Gaff, 1971; Thevelein, 1984). These in Gle as the sole carbon source. There is strong evidence to
anhydrobiotic organisms also withstand strong vacuum, suggest that this defect is attributable to the additional role
high doses of ionizing radiation, and extreme temperatures of the TPS1 subunit in regulating the flow of Glc into the
without suffering damage. In addition, many of these or- cell (Van Aelst et al., 1993; Neves et al., 1995; Thevelein and
Hohmann, 1995; Hohmann et al,, 1996).
¥ This work was supported by grant no. IN202795 to G.I. and Here we report the isolation and molecular characteriza-
J.N.-6. from Direccién General de Asuntos del Personal tion of a full-length ¢cDNA encoding the enzyme TPS
Académico-Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico; (SITPS1) from the resurrection plant Selaginella lepidophylia,
by grants to ].M.T. from the Fund for Scientific Research-Flanders which is one of the organisms that accumulates trehalose at
and the Research Fund of the Katholieke Universiteit Leuven, higher levels (Adams et al., 1990; Miiller et al., 1995). We
Concerted Research g;g:zsgfjj‘gu‘;‘:; é:;zuﬁ;:;*;jg?iﬂ:”“‘x show that SITPS1 cDNA encodes a functional TPS able to
2 These authors contributed equally to the paper.
* Corresponding author; e-mail iturri@ibt.unam.mx; fax 52-73- Abbreviations: TPP, trehalose-6-P phosphatase; TPS, trehalose-
172388. 6-P synthase.
1473

43




1474 Zentella et al.

restore growth in fermentable sugars of a yeast #ps1A mu-
tant. Furthermore, SITPS1 synthesizes high levels of treha-
lose and complements osmotolerance and thermotolerance
deficiencies in a tps14 mutant.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material '

Selaginella lepidophylla (Hook. & Grev. Spring.) plants
were collected from arid regions of Morelos state in Mex-
ico. Plants were rehydrated and maintained in controlled
conditions (24°C and 16 h of light with an average of 50%
humidity) in growth chambers {Conviron, Asheville, NC).
Subsequently, S. lepidophylla microphyll fronds were air
dried at the indicated times by placing them on 3MM filter
paper (Whatman).

Strains

The ¢cDNA bank was plated in the Escherichia coli strain
XL-1-Blue MRF', and the strain SOLR was used to excise
the pBluescript from the A phage, following the manu-
facturer’s instructions {Stratagene). The E. coli DHSa
strain was used to subclone and make constructs. The
yeast strains were wild type, W303-1A (Mat a feu2-3, 112
ura3-1, trpl-1, his3-11, 15 ade2-1, canl-100, GAL, SUC2)
{Thomas and Rothstein, 1989); Ips14, YSH290 (W303-14A,
8gsl/tps1AuTRP1) (Hohmann et al, 1993); #ps24, YSH450
(W303-1A, tps2A:LEU2) (Neves et al,, 1995); and tps1Atps24A,
YSH652 (W303-1A, ggs1/tpsl1A:TRP1, tps2A:LEU2) (Neves
et al., 1995),

Construction of the cDNA Bank of S. lepidophylia

An expression bank was prepared with mRNA isolated
from §. lepidophylin microphylls dehydrated for 2.5 h using
the ZAP ¢DNA synthesis kit, the Uni-ZAP XR vector, and
the Gigapack Il Gold packaging extracts following the
manufacturer’s instructions (Stratagene). The initial titer of
the bank was 2 X 10° plaques of bacteriophage/mL and
1.5 X 10" plaques of bacteriophage/mL after bank ampli-
fication. After 4 X 10° recombinant bacteriophages from
the amplified cDNA bank of 5. lepidophylla were plated, 13
plaques were obtained that hybridized with a mixture of
the five oligonucleotides TPS5'-1, TPS5'-2, TPS5'-3,
TPS3'-1, and TPS3'-2 (see Fig. 1A). In a second screening
round, only 6 of the initial 13 plaques hybridized with a
mixture of the oligonucleotides TPS5'-1 and TPS5'-2. In a
third step, pIBT6 was the only clone that hybridized with
the oligonucleotide TPS5'-1, corresponding to the most 5
end of the selected region for isolation of the ¢DNA,
Plaques were converted into plasmid by in vivo excision
according to the manufacturer’s instructions (Stratagene).
Plasmid DNA was digested with EcoRI and Xhol to excise
the corresponding insert, transferred to a Hybond N* ny-
lon membrane (Amersham), and hybridized to oligonucle-
otides **P labeled with T4 polynucleotide kinase.
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The following degenerated oligonucleotides were syn-
thesized for screening of the ¢DNA bank: TPS5-1, 5'-
YTNTGGCCNBCNTTYCAYTAY-3'; TPS5'-2, 5-GGNTK-
BTTYYTNCAYAYNCCNTTYCC-3'; TPS5'-3, 5'-MGNY-
TNGAYTAYWBNAARGGNBTNCC-3'; TPS3'-1, 5'-SWN-
ACNARRTTCATNCCRTCNCK-3'; and TPS3'-2, 5'-CCRW-
ANTKNCCRTTDATNCKNCC-3' (single-letter abbrevia-
tions for wobble nucleotides are B, C, G, or T; K, G or T; M,
AorCN AorCorGorT; R, AorG; S, CorG; W, Aor
T:D,A,G,orT; and Y, C or T). These oligonucleotides were
designed based on conserved domains of TPS sequences
(depicted in Fig. 1A} using the following accession numbers:
E. coli, X69160; Schizosaccharonyces pombe, Z29971; Aspergil-
lus niger, U07184; Saccharomyces cerevisiae, X68214; and
Kluyveromyces lactis, X72499.

Hybridization of Nucleic Acids

To screen the cDNA bank, the bacteriophage plaques
were transferred to a nylon membrane and the filter was
hybridized with oligonucleotides and labeled with the 2P
isotope by means of T4 polynucleotide kinase using 6x
85C (1x SSC = 0.15 M NaCl and 0.015 M sodium citrate) at
37°C. The filter was washed three times at the same tem-
perature for 10 min each under the following conditions:
6X SSC, 4X SSC, and 2x S5C.

Southern- and northern-blot techniques were used ac-
cording to standard protocols (Sambrook et al., 1989) with
the following medifications. For the genomic Southern-blot
analysis, the DNA was fractionated on a 0.8% agarose gel
in TBE (0.09 m Tris-borate and 0.002 M EDTA) buffer and
transferred to a nylon membrane. The filter was hybridized
using SITPS]1 cDNA labeled with P isotope as a probe,
using 2x SSC at 65°C. The filter was washed three times at
the same temperature for 20 min each time under the
following conditions: 2x SSC, 1% $5C, and 0.5% SSC. For
the northern-blot analysis, a 1.2% agarose gel was used in
a Mops-formaldehyde buffer and a Hybond N* nylon
membrane was also used for the transfer. Hybridization
conditions were in 50% formamide and 2x SSC at 42°C.
The three successive filter washings were performed with
2x 85C, 2x 55C, and 1x SSC at 55°C.

DNA Sequencing

Nested deletions of the insert were created with the
enzymes exonuclease III and nuclease 51 from the selected
clone to subsequently determine the nucleotide sequence of
both strands using Sequenase version 2.0 (United States
Biochemical). Protein sequence aligniments were analyzed
using the CLUSTAL W software program (Thompson et ai.,
1994).

DNA Manipulation and Constructs

Recombinant DNA techniques such as bacterial transfor-
mation, isolation of DNA from plasmid, A bacteriophage,
and labeling of radicactive fragments were carried out
according to standard procedures (Sambrook et al., 1989).
For expression in yeast, two new shuttle-expression vectors
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named pSAL4 and pRS6é were constructed. pSAL4 is simi-
lar to pSAL1 (Mascorro-Gallardo et al., 1996), but it has the
pRS426 backbone (Christianson et al., 1992) with the 2 u
origin of replication and the URA3 marker. The pR56 vec-
tor was constructed using the PMA1 gene promoter from
the pRS699 vector (Serranc and Villalba, 1995), a
polylinker, and the CYC1 terminator. This cassette was
cloned in the pRS423 backbone (Christianson et al., 1992)
with the 2  origin of replication and the HIS3 marker.

Two out-of-frame ATG triplets in SITPS1 ¢cDNA leader
(see Fig. 1D) were removed by digesting the pIBT6 cione
with Neol and treatment with nuclease 51. The intact leader
precludes expression of SITPS1 in yeast (data not shown).
The 3.2-kb SITPS1 ¢cDNA was subcloned into pSAL4 or
pRS6, and the resulting constructions were designated
pSTS1 and pRTS1, respectively. The ScTP51 and 5¢TP52
yeast genes were isolated from genomic yeast DNA by PCR
using primers ScTPS1-5' (5'-CCGCTCGAGGGTACTCA-
CATACAGAC-3), ScTP51-3' (5'-ATAGTTITGCGGCCG-
CATCGGGTTCATCAG-3"), ScTPS2-5' (5'-CCGCTCGAG-
CACTATTTCTGTGCCG-3'), and SeTPS2-3' (5'-CGGG-
GTACCATGGTGGGTTGAGAC-3"). Amplified fragments
were cloned into pSAL4 to give plasmids pSTS2 and pSTS3
or into pRS6 to give plasmids pRTS2 and pRTS3. A trun-
cated SITPS! {SITPS1AC) was constructed by deleting the
DNA sequence coding for the 431-amino acid C terminus.
The SITPSI region coding for the resting 563-amino acid N
terminus was amplified by PCR with primers SIDC400-5°
(5'-CATGCCATGGCTATGCCTCAGCCTTACC-3') and
SIDC400-3' (5'-CGGGGTACCTCACTTTGACTCCGAG-
TACTTTGC-3') with TAG termination codon. A deletion of
SITPS1 (SITPS1AN) comprising the 396-amino acid C termi-
nus was constructed by PCR with primer SIDN600-5" (5'-
CCGCTCGAGCCATGGTGCATATTCCGCCTCAATIGCC-
3"} and universal primer (5'-GTAAACGACGGCCAGT-3).
Both SITPS1AC and SITPSIAN were amplified using pIBTé
as a template. The PCR products were subcloned into pSAL4
vector to give plasmid pSTS4 or into pRS6 vector to give
plasmid pRTS4. PCR was conducted using the Expand High
Fidelity PCR System (Boehringer Mannheim), and reaction
conditions were 1 cycle at 94°C for 3 min; 30 cycles at 94°C
for 1 min, at 55°C for 1 min, and at 72°C for 2 mir; and 1
cycle at 72°C for 10 min.

Transformation, Complementation, and Stress
Assays in Yeast

Yeast was grown at 30°C in minimal medium (0.7%
Bacto-yeast nitrogen base without amino acids, pH 6.0,
supplemented with 0.002% adenine, 0.002% His, 0.003%
Leu, 0.003% Trp, and 0.002% uracil) plus 2% Gal. Transfor-
mation was performed as described previously (Elble,
1992), and transformants were selected in medium without
uracil for pSAL4 or in medium without His for pR56. For
each construct, at least three independent transformants
were chosen to test their ability to restore the growth defect
on minimal medium plus 2% Gle. The candidates were
streaked on agar plates with minimal medium with 2% Gal,
Glc, or Fru. Asa control, the same strains were transformed
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with the pSAL4 or the pRS6 vector alone. After 3d, growth
was visible in positive control and complemented mutants.

For the thermotolerance assays, liquid cultures were
grown at 25°C in minimal medium plus 2% Gal up to the
mid-log phase (4 X 10° colony-forming units/ mL, corre-
sponding to 0.4 Agy), then shifted to 39°C for 1 h for
thermoinduction, and further incubated at 50°C for differ-
ent times to evaluate induced thermotolerance. Decimal
dilutions were plated in solid YPGal (2% Bacto-peptone,
1% yeast extract, 2% Gal, and 2% agar) and grown at 25°C
for 3 d before colony counting. The level of thermotoler-
ance was expressed as the ratio (percentage) of viability
after the 50°C treatment and immediately before the 50°C
treatment.

For the osmotolerance assays, exponential cultures were
first diluted until Ag was 0.1 and then serially diluted
5-fold at each step. Spots were made with 4 ulL of each
dilution and plated in solid YPGal supplemented with 0.9 M
NaCl or 1.6 M sorbitol. Growth was recorded after 3 d for the
control plates and after 4 d for the osmotic stress treatments.

Trehalose Determination

Essentially, yeast cells (25-50 mg fresh weight) were
collected by vacuum filtration through 0.22- to 0.45-pm
membranes (Gelman Sciences, Ann Arbor, MI) and washed
several times with ice-cold water to remove external Glec.
Yeast cells were scraped from the filter membrane before
being frozen in liquid nitrogen and stored at ~80°C or
immediately transferred to a screw-capped tube containing
1 mL of 0.25 M Na,CO, and boiled in a water bath for 20
min. After cooling, samples were centrifuged in a mi-
crofuge and 0.2 mL of supernatant was mixed with 0.1 mL
of 1 M acetic acid to neutralize before the addition of 0.1 mL
of buffer T (0.3 M sodium acetate plus 0.03 m CaCl,, pH
5.5). For trehalose quantification, 0.05 mL of samples or
trehalose standards and 0.05 mL of Humicola grisea tre-
halase (or water to determine Glc not derived from treha-
lose) were incubated for 45 min at 40°C. One milliliter of
Tris-HC] buffer, pH 8.0, containing 100 units each of Glc
oxidase and peroxidase (Sigma) plus 0.1 mg of
o-dianisidine (Sigma) was added. Incubation was for 1 h at
30°C, and the reaction was stopped with 0.5 mL of 56%
(v/v) sulfuric acid. The Ag,, was determined before 1 h.
H. grisea trehalase was purified according to the method of
Neves et al. (1994).

RESULTS
Cloning and Sequence Analysis of S. lepidophylla SITPS1

To isolate a gene involved in trehalose synthesis, a com-
parison of the deduced amino acid sequences of TPS was
made from the reported nucleotide sequences from bacte-
ria and yeast (see “Materials and Methods"). Highly con-
served regions were selected to synthesize degenerated
oligonucleotides (Fig. 1A), which were used to screen a
¢DNA library from S. lepidophylla (see “Materials and
Methods”). The largest clone isolated, pIBT6 (3.2 kb}, con-
tains a 110-nucleotide 5’ leader sequence, a 96-nucleotide
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Figure 1. Comparison of S. lepidophylia SITPS1 with other TPS protein sequences. A, Alignment of an internal region of
plant TPS amino acid sequences with bacteria, yeast, and animal sequences. Gaps that were introduced to optimize the
alignment are indicated by dashes; identical residues are shaded. B, Dendrogram of TPS sequences. Amino acid sequences
of TPS from (top to bottom) M. thermoautotrophicum (MITPS1; accession no. AE0D0931); E. coli (ECOtsA; accession no.
X69160); D. mefanogaster (DMTPS1; accession no. AC004373); A. thaliana (AITPS1; accession no. Y08568); 5. lepidophylla
{S$ITPS1; accession no. U96736); S. cerevisiae (ScTPS1; accession no. X68214); and A. thaliana (AtTPS4; accession no.
Z97344). DmTPS1 and AtTPS4 expressed sequence tags were found in databases from the respective systematic genome-
sequencing programs. C, Diagram of TPS and TPP protein sequences. A comparison of protein size and structure is shown
based on sequence-allgnment data presented In A and compared with E. coli (EcotsB) and 5. cerevisiae {SCTPS2) sequences.
Proteln size is shown in amino acfd (aa) length. D, The 5° leader sequence of the S/TPST gene is shown. Three ATG triplets
are present (boldface), but only the one close to the 3' end is in frame with the open reading frame sequence; thus, it is
considered to be the putative initiation codon. The Ncol restriction site is underlined.
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3'-untranslated sequence, and an open reading frame cod-
ing for a protein of 994 amino acids with a calculated
molecular mass of 109 kD; it was designated SITPS1. The
alignment of deduced amino acid sequences of TPS from
bacteria, yeast, plants, and animals showed several regions
of homology (Fig. 1A). Only the most conserved region in
all of the compared TPS sequences is shown. These de-
duced amino acid sequences were plotted in a dendrogram
(Fig. 1B). The most distant sequence from SITPS1 was the
archaebacterium Methanobacterium thermoautotrophicum Mt-
TPS1, which is only 27% tdentical to S. lepidophylla SITPS1.
The E. coli EcOtsA and the Drosophila melanogaster DmTPS]
sequences shared 35% and 40% identity to SITPS1, respec-
tively. Plant and yeast TPS sequences were found closely
related to each other. SITPS1 is the most related to the
recently reported AtTPS1 sequence from Arabidopsis
(Blazquez et al., 1998), and both sequences share an iden-
tity of 67%, whereas the §. cerevisize SCTPS1 is 50% identical
to both SITPS1 and AtTPS1. It is interesting that another
Arabidopsis TPS homolog, AtTP54, is more closely related
to ScTPS1 (41% identity) than to SITPS1 and AtTPS1 (37%
identity). AtTP54 may represent a divergent TPS gene that
probably arose by duplication of the ScTPS1 ancestor gene.

An additional feature of plant TPS sequences is the pres-
ence of two putative domains (Fig. 1C). Only the
N-terminal sequence of SITPS1, which contains 563 amino
acids, has similarity to TPS sequences (Fig. 1, A and B),
whereas the remaining 431-amino acid sequence of SITPS],
which constitutes its C-terminal region, is also present in
AtTPS1 and AtTPS4 but is absent in yeast and E. coli TPS
sequences (Fig. 1C). This C-terminal region of SITPS1
shows a certain degree of identity to sequences encoding
TPP: 29% to the yeast ScTPS2 subunit and 22% to the E. coli
EcOtsB enzyme.

Expression Pattern and Copy Number of SITPST

RNA-blot analysis was performed to investigate the ex-
pression pattern of the SITPS1 gene. Poly(A™) RNA was
isolated from S. lepidophylla microphylls (lycophyte leaves)
that were fully turgid or desiccated for different lengths of
time. SITPS1 mRNA is expressed as a single band corre-
sponding to, a 3.2-kb transcript present in fully hydrated
and dehydrated . lepidophylla microphylls at similar levels
(Fig. 2). This constitutive expression of the SITPS1 gene is
in agreement with the comparable levels of trehalose in

cC 25 §5 Y
SL-TPS 9-‘“
s (e O O owg

Figure 2. Expression of SITP§1 mRNA in S. lepidophylla. Poly(A™)
RNA (2 ug) was extracted from fully hydrated (lane C) 5. lepidophylla
microphylls or dehydrated for 2.5 h (lane 2.5), 5 h {lane 5), or 1 year
{lane Y}. The RNA blot was hybridized with *2P-labeled SITPS?
cDNA (top row). An rRNA gene fragment was hybridized to the same
filter as a loading control (bottom rowl.
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Figure 3. DNA gel-blot analysis of the 5/TP51 gene. Genomic DNA
(20 pg) of 5. lepidophylia was digested with EcoR! (lane E), Xbal (lane
X), or BamHi {lane B). The filter was probed with *2P.labeled SITPS7
cDNA. The positions of the DNA markers are indicated on the left.

both nonstressed and desiccated S. lepidophylla plants (Ad-
ams et al., 1990).

The copy number of the SITPS1 gene was determined by
DNA gel-blot analysis. S. lepidophylla genomic DNA was
digested with EcoRI, which cuts internally, and BamHI and
Xbal, which do not cut the cDNA. After probing with the
full-length SITPS1 insert, two expected bands were ob-
tained with EcoRI (Fig. 3). Digestion with Xbal corre-
sponded to a single band, but two bands were obtained
using BamH], suggesting either that there are two SITPS1
genes or that the BamHI site is present in an intron. To test
this latter possibility, we used specific oligonucleotides
matching the coding 5' and 3’ ends of SITPS1 to amplify
genomic homologs by PCR. A single fragment was ob-
tained that led to two bands after digestion with BamHI,
thus suggesting the possibility of a BamHI site in an intron.
Partial nucleotide sequence of these PCR fragments
matched exactly the ¢cDNA sequence {(data not shown).
Therefore, according to these data, $ITPS1 seems to be a
single-copy gene.

Functional Analysis of SITPST in Yeast

To determine whether the SITP51 gene can complement
the physiological defects of mutant yeast cells devoid of
trehalose biosynthesis genes, the corresponding 3.2-kb
¢DNA was subcloned into the yeast pSAL4 vector behind a
CUP1 promoter that is inducible by copper ions {Mascorro-
Gallardo et al., 1996). The resulting plasmid pSTS1 was
used to transform the yeast tps1A and tps1Alps2A mutants.
These mutants are unable to grow with Glc or Fru as the
carbon source, apparently because of the role of TPS1 in
regulating the flow of Glc in glycolysis (Van Aelst et al,
1993; Thevelein and Hohmann, 1995). After transformation
with pSTS1 containing the SITPS1 gene, the tpslAlps2A
mutant was able to grow in Glc in the presence of copper
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Figure 4, Complementation of the tpsIAtps2A mutant by SITPS?
under the control of the CUPT promoter. Yeast mutants lacking the
TPS1 protein (1ps1A) or both TPS1 and TPS2 (ipslAtps2A) were
transformed with pSTS1 (pSAL4 containing 5ITPS1), pSTS2 (pSAL4
containing ScTPS1), or pSAL4 vector alone and spread on 2% agar
plates in minimal medium without uracil {(—ura) supplemented with
2% Gal (5Gal), 2% Glc (SGlc), or 2% Gle with copper sulfate (5Glc
+100 pm CuSO,). The wild-type control strain W303-1A (WT) was
also transformed with pSAL4, '

ions (Fig. 4), whereas no growth was observed for the tps14
mutant, Al} strains grew well in Gal, as expected. Trans-
formation of the tps1A mutant with plasmid pSTS2, which
harbors the homologous S¢TPS1 gene, restored growth for
both the ips1A and tps1Atps2A mutants (Fig. 4). Trehalose
levels were measured in the ips1A and #psIAtps2A mutants
transformed with pSTS1 plasmid (containing SITPSI)
grown in different carbon sources (Table I}). Neither the
tps14 nor the psl1Atps2A mutant transformed with SITPS1
accumulated trehalose above the level detected for the
same mutants transformed with the pSAL4 vector alone.
We decided to express SITP51 cDNA under the control of
a stronger promoter to observe a possible accumulation of
trehalose. Thus, the promoter of the PMA1 gene that en-
codes the H™-ATPase (Serrano and Villalba, 1995) was
subcloned in a multicopy vector to give plasmid pRS6 (see
“Materials and Methods”), After SITPS1 was subcloned
under the control of the PMA! promoter (plasmid pRTS1),
this construction was used to transform the yeast tps1A
mutant. It was observed that the tps1A mutant transformed
with pRTS1 plasmid was able to grow in Gle (Fig. 5).

The trehalose content was determined for tps1A mutant
strains transformed with the pRTS1 (containing SITPS1)
and pRTS2 {harboring 5cTP51) plasmids. Trehalose was
detected in the tps1A mutant complemented with SITPS1
grown in different carbon sources (Table 11). The trehalose

48

Zentella et al.

Plant Physiol. Vol. 119, 1999

levels were higher when the tps1A mutant was comple-
mented with the 5. eerevisize 5¢TPSI gene than when
SITPS]1 was used. These results indicate that heterologous
S. lepidophylla SITPS1 is not completely fulfilling the fune-
tion of the yeast ScTPS1 protein, considering the sequence
divergence and the fact that the SITPS1 polypeptide is
larger than ScTPS1. Therefore, we constructed a deletion
mutant of SITPSI, named SITPSIAC, to remove the se-
quence encoding its C-terminal domain of 431 amino acids,
which lacks similarity to ScTPS1 or EcOtsA (Fig. 1C). Plas-
mid pRTS4 containing SITPSIAC was used to transform the
tps14 and #ps1Atps2A mutants. Growth in Glc was comple-
mented in both mutants by the C-terminal deletion of
SITPS1. When SITPSIAC was cloned under control of the
CUP1 promoter (plasmid pSTS4}, only partial complemen-
tation was observed in the fps1Atps2A mutant: Growth in
Glc was slow compared with that in the same mutant
transformed with the full-length S/TPS1 gene in pSAL4
(data not shown). Trehalose levels in the tps1A mutant
transformed with pRTS4 were 2.5 times lower than the
levels with the full-length SITPSI gene but significantly
higher than in the fpsIA mutant transformed with vector
alone (Table II). These results show that the C-terminal
region of SITPS1 is required for full activity.

Given that the C-terminal region of SITPS1 shares rela-
tive similarity to TPPs (Fig. 1C), we tested the ability of
full-length 5/TPS1 and its C-terminal domain {SITPSIAN)
to complement the defect to grow at 37.5°C associated with
the yeast tps2A and tps1Atps2A mutants. pRTS1 (containing
SITPS1) and pRTS5 (harboring SITPSIAN) were used to
transform these mutants. It is known that the ips2A mutant

Table I. Trehalose content of the transformed tps1A and
tpsTAtps2A mutants with pSAL4-derived vectors

Three independent vansformants of wild-type yeast, the (psia
muytant, or the tpstAtps2A mutant transformed with pSAL4 vector
alone or harboring the SITPS1, SITPSIAC, or ScTPSI genes were
grown in minimal medium with the indicated carbon source plus 100
um CuSO,. Trehalose content was determined in the stationary phase
(7.0 Aggo). Values are means = so.

ggﬁ:: Strain Trehalose Téi’:::::;e

wmaol g=' yeast %
wet wt

Gal Wild type (pSAL4) 71.70 = 25.18 100
{ps1Atps24 (pSAL4) 525 *6.77 7
{ps1Atps2A (SITPST) 6.32 > 6.23 9
ps1atps2A (SITPSIACY 2.13 > 0.52 3
tps1Atps2A (ScTPST) 19.27 £ 14,93 27
tps1A (pSAL4) 4.80 = 4.90 7
tps1A (S1TPS1) 2.83 £ 1.65 4
tp314 (ScTPST) 48.43 = 21.16 67
Glc Wild type (pSAL4) 50.90 = 9.02 100
tps1Aps2A (SITPST) 5.42 * 4.58 11
Ips1Atps2A (ScTPST) 18.50 £ 12.93 36
{psT4 (5¢TPST) 36.48 = 10.69 72
Fru Wild type (pSAL4) 81.77 = 31.03 100
tps 1Atps2A (SITPST) 6.95 = 5.01 7
tpsAtps2A (5¢TPST) 21,13 = 13.04 26
tps1A (ScTPS1) 54.40 = 24,92 66
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Flgure 5. Complementation of the ips74 mutant by SITPST under the
conteol of the PMAT promoter. The yeast mutant lacking TPS1 pro-
tein (tps1A) was transformed with pRTS1 (pRS6 containing SITPST),
PRTS2 (pRS6 containing ScTPS1), or pRS6 vector alone and spread
on 2% agar plates In minimal medium without His {—his) supple-
mented with 2% Gal (5Gal) or 2% Glc {5Clc). The wild-type control
strain W303-1A (WT} was also transformed with pRS6.

grows normally in Glc but is unable to grow continuously
at 37.5°C (De Virgilio et al,, 1993), The tps1Atps2A mutant
has both growth defects. SITPS1 was not able to restore the
growth of the tps2A and tpslAtps2A mutants at 37.5°C,
Transformation with pRTS3, which harbors the homolo-
gous 5cTPS52 gene, complemented both mutants (data not
shown).

Trehalose is required for the acquisition of thermotoler-
ance in yeast and E, coli (Hengge-Aronis et al., 1991; De
Virgilio et al.,, 1994). The yeast ips14, tps2A, and ips1Atps24
deletion mutants are deficient in both induced and nonin-

- duced thermotolerance. The phenotypes are restored by
complementation with the corresponding homologous
gene. To determine whether the SITPSI gene can also
complement these "deficient stress responses, the yeast
tps1A mutant was transformed with plasmid pRTS1 (har-
boring SITPS1) or pRTS2 (containing 5¢TPS1). We assayed
the ability to survive both a sublethal heat shock of 39°C for
1 h (thermoinduction) and a lethal heat shock of 50°C for 20
min after an acclimation treatment of 39°C for t h (induced -
thermotolerance). The viability of the tpsIA mutant after
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Table \l. Trehalose content of the transformed tps1A mutant with
pRS6-derived vectors

Three independent transformants of wild-type yeast or the is1A
mutant transformed with pRS6 vector alone or harboring the SITPS1.
SITPS1AC, or 5cTPS1 genes were grown in minimal medium with the
indicated carbon source.

oer s
rmol g~ yeast wet wt %a
Gal Wild type (pRS6) 16.45 = 4.59 100
tps1A (pRS6) 1.45 = 0.07 9
tps1A (SITPST) 16.55 = 0.35 100
ips1a (SITPSI1AC) 6.59 = 0.72 40
tpsid (ScTPSH 26.20 = 2,97 159
Gle Wild type (pRS6) 29,45 = 0.64 100
tps1A (SITPST) 18.95 % 5.87 64
tps1d (ScTPST) 27.85 = 7.42 95
Fru Wild type (pRS6) 29.00 = 7.07 100
tps1A (SITPST) 20.40 = 3.39 70
tps1A (ScTPST) 34.05 * 4,59 17

* Trehzlose content was determined In the stationary phase (7.0
Agoo). Values are means x sp.

thermoinduction decreased to 30%, but almost complete
viability was recovered after transformation with the
SITPS1 or the ScTPS1 gene (Table 1l). After lethal heat
shock, S. lepidophylla SITPS1 restored the induced thermo-
tolerance as effectively as yeast ScTPS1 in tpsIA mutant
cells compared with the level in the wild-type cells (Fig. 6).
Both SITPS1- and S5cTPS1-transformed cells displayed a
10-fold higher induced thermotolerance than the tps1A mu-
tant cells transformed with the pRS6 vector alone after 20
min at 50°C.

Finally, it has been shown that the {ps1A mutant is os-
mosensitive (Hounsa et al., 1998). To determine whether
SITPS1 could restore the osmotolerance defect of the tps1a
mutant, this strain was transformed with the plasmids
pRTS1 and pRTS2 and growth was evaluated under os-
motic stress conditions. The !ps1A mutant transformed ei-
ther with the SITPSI or the ScTPS1 gene was able to grow
in medium containing 1.6 M sorbitol or 0.9 M NaCl (Fig. 7).
As a positive control, we used the wild-type strain, which
also grew normally. In contrast, the tps1A mutant trans-
formed with the vector alone was unable to grow in high-
osmoticum conditions. All of these results suggest that the

Table I, Viability of tps1A mutant cells transformed with SITPS1
gene after thermoinduction

Thermoinduction was performed by incubating yeast cells in lig-
uid SGal (-His) medium up to approximately 0.4 A, at 25°C, and
then shifted for 1 h at 39°C. Aliquots for colony counting were taken
just before and after thermoinduction. Data represent the mean of
three independent transformants and their so,

Strain Surviving Cells
%
wild type (pRS6) 127.00 = 19.52
tps14 (pRS6) 29.67 £ 6.66
ips1A (SITPS1) 80.00 = 21.16
tps14 (ScTPST) 96.00 * 2.65
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Figure 6. Complementation of thermotolerance deficiency of the
tps14 deletion mutant transformed with the S/TPST gene. Trans-
formed strains were grown in liquid culture and assayed for induced
thermatolerance (see “Materlals and Methods”). Values shown for
each construct are the averages of three independent transformants.
WT, Wild-type celis transformed with the pRS6 vector alone; tpsia,
mutant transformed with the pRS6 vector alone; tps14+SITPS1, mu-
tant transformed with plasmid pRTS1; tps1A+5cTPS1, mutant trans-
formed with plasmid pRTS2. Error bars denote =sp.

levels of trehalose accumulated in the tps1A& mutant trans-
formed with SITPSI are sufficient to restore growth under
osmotic and heat stress.

DISCUSSION

Trehalose is one of the most efficient osmoprotectors and
thermoprotectors in nature (Colago et al., 1992; Crowe et
al., 1992). Although much experimental work concerning
trehalose has been done in bacteria and yeast, little infor-
mation has been reported from animals or plants. Here we
report the molecular and functional characterization of a
full-length cDNA encoding a novel TPS (SITPS1} from the
resurrection plant S. lepidophylla. This plant is known to
accumulate trehalose at levels comparable to yeast and
other fungi and at levels much higher than those found in
other plants (Adams et al., 1990; Miiller et al., 1995). It is
likely that a major factor determining the anhydrobiotic
ability of resurrection plants is their capacity to accumulate
high levels of osmoprotectors such as trehalose. Until a few
years ago, it was thought that only resurrection plants had
the capacity to synthesize trehalose (Miller et al., 1995).
Recently, the presence of trehalose was reported in tobacco,
potato (Goddijn et al., 1997), and rice {Garcia et al., 1997),
but at levels about 3000-fold less than in 3. lepidophylla
(Adams et al., 1990): Although the actual level of trehalose
in Arabidopsis has not yet been reported, presumably it is
not significant because AfTP51 mRNA is expressed at very
low levels (Bldzquez et al., 1998). Additionally, it is possi-
ble that the low levels of trehalose in most higher plants
could be the result of very active trehalase. Nevertheless,
when Goddijn et al. (1997) incubated tobacco and potato
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plants in the presence of the trehalase inhibitor validamy-
cin A, trehalose did not reach concentrations comparable to
those in a resurrection plant.

Another possibility is that substitutions in the amino acid
sequence that occurred during evolution in different plant
TPS have an important influence on trehalose synthesis
among plant species.

In this work, we present evidence that the expression of
the SITPS1 gene in the yeast tps1A mutant under control
of the strong PMAI promoter leads to an accumulation of
trehalose in the stationary phase equivalent to 64% to 100%
of the levels reached by wild-type yeast, depending on the
carbon source. Similarly, Blazquez et al. (1998) used the
PGK1 promoter to express AITPS1, which resulted in 25%
of the trehalose found in the wild-type yeast grown in Gal.
These results might be attributable to either a difference
between PGK1 and PMA1 promoter strength or an in-
creased capacity of SITPS] to synthesize trehalose. There-
fore, it remains to be shown if the difference in the treha-

1pslA+SITPS ]
tpslA +ScTPS|

-
~ 5
> &
&)
<

YPGel RN
é}.
YPGal
+0.9 M NaCl
YPQal

+1.6 M sorbitol

Figure 7. SITPS1 restores the osmotolerance defect of a yeast tps1A
deletion mutant. Osmotolerance assay of a tpslA deletion mutant
transformed with the S/ITPS1 gene. Yeast mutants [acking the protein
TPS1 (tps14) were transformed with pRTS1 (containing SITPS1),
pRTS2 (¢ontaining ScTPS?), or pRS6 vector alone and spotted on 2%
agar plates in rich YPGal medium supplemented with 0.9 m NaCl or
1.6 m sorbitol. The wild-type control strain W303-1A (WT) was also
transformed with pRSé.
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lose content between S. lepidophylla and nonresurrection
plants is the result of transcriptional control and/or bal-
ance between trehalase and TPS enzyme activities.

Transformation of the yeast tpslA mutant with the
SITPS1 gene under the control of a moderate promoter
such as CUP1 did not restore the ability of the wild-type
phenotype to grow in Glc, whereas the growth of the
fps1Atps2A mutant was complemented. Nevertheless, tre-
halose levels in both the tps1d and fpsl1Atps2A mutants
transformed with SITPSI were negligible, thus suggesting
that restoration of growth in Glc of the tps1Afps2A mutant
by SITPS1 is independent of the presence of trehalose. This
observation is interesting because SITP51 expressed in a
moderate promotet, such as CUP1, allows separate analy-
ses of both TPS functions, i.e. trehalose synthesis capacity
and regulation of Glc influx in glycolysis (Van Aelst et al.,
1993; Thevelein and Hohmann, 1995).

Moreover, the fact that ¢ps1A was not complemented by
the SITPS1 gene exptessed under the control of the CLIP1
promoter led us to suggest that maybe S5]TPS1 was some-
how inhibited by ScTPS2. One possible explanation for
these results is a negative interaction or sequestration of
SITPS1 by ScTPS2. In yeast, ScTPS1, ScTPS2, ScTPS3, and
ScTSLI interact with each other to form the holoenzyme
complex (Reinders et al., 1997). Thus, given the sequence
similarity between yeast and plant TPS1, ScTPS2 and
SITPS1 may interact with each other, resulting in a strue-
tural constraint of SITPS! enzyme activity.

The 5ITPS1 ¢DNA encodes a 109-kD protein that shares
strong similarity to TPS sequences and has a C-terminal
extension with some similarity to TPP. We tested whether
SITPS1 had TPP activity by transforming the yeast tps24
and Ips1Atps24 mutants with the full-length SITPS1 gene or
just its C-terminal region under the control of the strong
PMA1 promoter. However, the lack of complementation
for growth at 37.5°C suggested that SITPS1 does not have
TPP activity. It has been shown that all TPP enzymes from
bacteria to plants have two short and well-conserved re-
gions of homology (Vogel et al., 1998). These sequences are
absent in SITPS? and AtTPS1, providing further evidence
for the absence of TPP activity in SITPS1.

In yeast, it is well established that trehalose is involved
in acquired thermotolerance and tolerance to continuous
growth at sublethal temperatures (De Virgilio et al., 1994;
Elliot et al., 1996). It has been shown that the tps1A mutant
is deficient in induced thermotolerance, and this pheno-
type can be restored after complementation with the ho-
mologous ScTPS1 gene (De Virgilio et al., 1994). Here we
show that SITPS1 is able to restore the yeast capacity for
both thermoinduction and induced thermotolerance. An-
other aspect of S5/TPSI that we addressed was its capacity
to confer osmotolerance. A recent work (Hounsa et al.,
1998) analyzed the osmosensitive phenotype fps1A mutant
under moderate and severe osmotic stress, revealing the
strong correlation between the presence of trehalose in
yeast and survival under osmotic stress conditions. In the
present study, we showed that both SITPS1 and ScTPS1 are
able to complement and restore growth of yeast cells under
osmotic stress. These data suggest that trehalose may play
a similar role in 5. lepidophylla as a stress protectant,
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A few TPS homologs have been cloned from bacteria,
fungi, and higher eukaryotes (Fig. 1). It is possible that
TPS1 is present in most organisms, although not necessar-
ily involved in the synthesis of significant amounts of
trehalose. That plant or animal TPS might have a role
similar to that of yeast ScTPS1 as a controller of the influx
of sugar into glycolysis is an intriguing possibility. The fact
that both SITPS1 and A!tTPSI are able to complement the
growth defect on fermentable sugars of the yeast tpsla
mutant suggests this possibility and opens a new perspec-
tive on the regulation of glycolysis in plants and animals
that should be explored.
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2. Andlisis de dominios de SITPSI mediante deleciones y complementacién de

las mutantes ps14y tpslAtps2A de levadura.

La comparacién de las proteinas S{Tpsl de levadura, con SITpsl de Selaginella
indica una porcentaje de similitud del 61%, y un 50% de identidad; sin embargo, hay una
region central de unos 500 aminoécidos (aa) en la que se acentua la identidad.

A partir de esta comparacion, nos planteamos la pregunta de que partes de S/7PS/
podrian ser deletadas sin que SITpsl pierda la funcién Tpsl y la habilidad de
complementar la capacidad para crecer en glucosa de la mutante ips/A de levadura, asi
como la capacidad catalitica de biosintesis de trehalosa. La comparaci6n entre proteinas se
presente en la Figura 4 , donde se sefiala la existencia de una regién amino terminal de
unos 100 aa as{ como una regién carboxilo terminal de unos 400 aa. que no guardan
homologia con ScTps!.

Se produjeron una serie de deleciones mediante amplificacién por PCR de alta
fidelidad, afiadiendo sitios de restriccién en los extremos para facilitar la ligacion posterior
en el vector. La clonacion se efectud en los vectores de expresion pSAL4 y pRS6, que
contienen los promotores CUP! y PMAI, respectivamente (ver en Materiales y Métodos).

En la Figura 5 se resumen los resultados de la complementacion de las mutantes
tpsl4 y tpslAips24 con las diferentes construcciones, incluyendo el gen completo,
clonadas en el vector pSAL4 que provee de una expresién moderada, inducida por cobre y
relativamente independiente de la fuente de carbono y del desarrollo.

Las fotos con las mutantes tpsl A4y tpsl Atps24 complementadas en la habilidad
para crecer en glucosa se presentan en las Figuras 6 y 7. Puede verse, que la clona
completa de SITPS! sélo es capaz de complementar a la doble mutante, y no a la mutante
sencilla tps! 4.

La delecién del domino carboxilo con cierta homologia con ScTps2 (delecion
SITPS]AC ), reduce la funcién del gen a casi una actividad nula, como puede verse en la

complementacién en presencia de cobre de la doble mutante fpslAips24 ( Zentella et al,
1999).
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Figura 4. Comparacion gréafica de homélogos de las enzimas Tps (sintetasa de
trehalosa), y de Tpp (fosfatasa de trehalosa), donde se resaltan las
similitudes de las proteinas; EcotsA (E. coli ), ScTps1 (S. cerevisiae ),
AtTpsi (A. thaliana ) y SITps1 (S. lepidophylia } son sintetasas de
trehalosa, mientras que EcotsB (E. coli) y ScTps2 (S. cerevisiag) son
fosfatasas de trehalosa. El porcentaje de identidad (similitud) de SiTps1 ,
con AtTps1 es de 69(75), con ScTpsi es de 50(61), con OtsA de 34(45),
con ScTps2 de 32(44) y con OtsB de 48(60). Se ilustran también las
versiones truncadas de SITps1 que se produjeron para definir et tamafo
minimo con funcién de sintetasa de trehalosa.
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COMPLEMENTACION

CLONA | SITps1 COMPLETA O DELETADA ey
tpsia tps24
SITRPS1 100 600 aa 394 aa e= S
ANSITPST 500 aa 304 aa 4 + 4
SITPS1AC 00 500 a8 - +
ANSITPS1AC 500 aa & & 4

COMPLEMENTACION: -) no crece aun afiadiendo cobre, +) crece poco, aun afadiendo
cobre, +) crece bajo adicion de cobre (100 uM), ++) crece igual

de bien con o sin cobre. La complementacion se llevo a cabo

an medio minimo con glucosa. El crecimiento se evalub despues
de 3 dias de incubacién a 30 °C.

La clona SITPS1 entera codifica 994 aa, a las clonas AN SITPS1y ANSITPS 1A se les

afiadié un ATG para inicio de traduccion, y a las clonas SITPS1AC y ANSITPS1A se
les afiadié un codon de terminacion TGA.

Figura 5.

Analisis de deleciones de la proteina SiTpsi y su clona
SITPS1 bajo la expresion del promotor CUPT y su efecto
sobre la complementaciéon para crecer en giucosa de

mutantes ips de levadura
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SGlc{-ura) SGilc(-ura)
+100 uM CuSO4

Figura 6. Complementacién para crecer en glucosa de la mutante tpslAde
levadura, con versiones deletadas de SITPSI clonadas en pSALA4.
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Figura 7. Complementacién para crecer en giucosa de la mutante
tps14/tps2A de levadura, con versiones deletadas de S/TPI
clonadas en pSAL4.

57




2.1 La delecién del NH, terminal de SITPS1, permite la complementacién de la
mutante {pslA.

La delecion de 100 aminoicidos en el extremo amino incrementé
significativamente la actividad de la proteina ya que bajo estas condiciones fue capaz de
complementar a la mutante fps/A adn sin la adicién de cobre. Incluso la delecion
ANSITPS]AC en la cual se ha deletado la mitad de la proteina (se quitaron 100 aa en el
extremo amino y 394 aa en el carboxilo), sigue siendo capaz de complementar a la mutante
ipsi A ain sin la adicién de cobre.

Segin las estimaciones del contenido de trehalosa, en la cepa ips/A
(pSALA:: ANSITPSI) pasa de ser indetectable, a niveles equivalentes a los de la cepa
silvestre. La actividad enzimética también alcanza niveles similares a la cepa silvestre
cuando tps{ A se complementa con pSAL4::ANSITPS! y al medio se le adiciona cobre para
aumentar el transcrito (Van Dijck et al., 2000, en preparacién).

Es interesante comparar estos resultados con los obtenidos cuando las mismas
construcciones se sobre-expresan en un vector con el promotor fuerte PMAI. En este caso,
todas las versiones de S/TPSI probadas, fueron capaces de complementar no sélo a la

mutante tps! Atps24, sino también a la tps/ 4 (Figuras 8, 9y 10).

2.2 ;Posee SITPSI actividad fosfatasa de trehalosa Tpp?

Dada la relativamente alta homologia del extremo carboxilo de SITpsl con Tps2 y
con EcotsB (44 y 60% de similitud respectivamente), que codifican para la trehalosa-6-
fosfato fosfatasa (Tpp) en levadura y en E. coli respectivamente, se consideré importante
demostrar si SITPS! codificaba una enzima bifuncional con actividad sintetasa y fosafatasa
como se habia propuesto hace algin tiempo. (Zentella and Iturriaga, 1996). La mutante
1ps24 es capaz de crecer en glucosa, sin embargo posee un fenotipo que permite probar su
complementacién de manera directa. La mutante es termosensible ya que es incapaz de

crecer de manera continua a cerca de 37° C. Ademas, este fenotipo es mas claro en la
p
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COMPLEMENTACION
CLONA SITps1 COMPLETA O DELETADA tpe1a/
tpsia tps24 tps2A
SITPS1 100 500 aa 394 aa + + -
SITPS1AC 100 500 ea + + -
ANSITPS1AC 500 aa + + -
ANATPS1 204 as - - —

COMPLEMENTACION: --) no complementa, +) si complementa

1) La complementacién de tps14y tps1AAps24 se probo en medio minimo con

glucosa. El crecimiento se evalud después de 3 dias a 30 °C.

2) Lacepa tps24 complementada con las diferentes deleciones se probd en

medio YPG, bajo crecimiento continuo a 37.5 °C.
3) La clona SITPS1 codifica 994 aa més 2 aa que se afadieron en 5°; a las

clonas ANSITPS1, ANSITPS1AC y ANATPS1 se les afiadié un coddén ATG al
inicio, mientras que a !as clonas SITPS14ACy ANSITPS1AC se les afiadio un

coddén TAG de terminacion.

Figura 8. Andlisis de deleclones de la proteina SITpst y su clona
SITPS1 bajo la expresién del promotor PMA 1Ty su efecto
sobre la complementacién para crecer en glucosa de
mutantes fps de levadura




ot
+ANSTTPS14C

SGal(-his)

SGic(-hie) |

Figura 9. Complementacién para crecer en glucosa de la mutante fpsiAde
levadura, con versiones deletadas de S!TP1 clonadas en pRS6.
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| shél(i'iii's);‘-" |

salc(-his) ;.-

Figura 10, Complementacién para crecer en glucosa de la mutante
tps1 Atps2A de levadura, con versiones deletadas de SITPS]

clonadas en pRS6.
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mutante tps24 que en la doble mutante tps! Atps2A presumiblemente porque bajo estas
condiciones la acumulaciéon de trehalosa-6-fosfato es mas daflina que la ausencia de
trehalosa (Elliot et al., 1996; Voguel ef al., 1998). Se probé si SITPSI podia complementar
a tps2A bajo ésas condiciones selectivas y esto fue negativo para SITPS! y para ANSITPSI.
Més aun, se cloné en pRS6 al fragmento 3° codificante del putativo dominio Tpp con
actividad fosfatasa, pero tampoco éste pudo complementar a la mutante:- Se comprobo por
lo tanto que pesar de que S/7ps! posee un carboxilo con cierta homologia con las
fosfatasas de trehalosa Tpp, la proteina no es bifuncional o bipartita. Como se mencionaré
en la discusion, recientemente se han identificado algunas proteinas Tps de Arabidopsis que

parece que si poseen ambas funciones (Goddijn and van Dun, 1999)

2.3 Funcién del extremo carboxilo de SITpsl.

Como se reportd anteriormente (Zentella et al,, 1999), la delecion del extremo
carboxilo de SlTpsl, afecta negativamente su actividad y la capacidad de sintetizar
trehalosa. Tanto SI/TPS! como SITPSIAC clonados en pSAL4 se utilizaron para
transformar a 1a doble mutante tps!/ dhxk24, que es capaz de crecer en glucosa (esta es la
doble mutante de hexocinasa 2, que suprime parcialmente el fenotipo de la mutante
tpsl 4, seglin Hohmann et al., 1993). El resultado es mostrado en la Figura 11, donde pude
verse que la cepa fps/ Ahxk2A complementada con SITPS/ no es capaz de crecer en glucosa
(ni en galactosa), a diferencia de la mutante transformada con el vector pSALA4. Sin
embargo, al transformar con la SITPS1AC, se ve que ahora la doble mutante es capaz de
crecer un poco, sobre todo cuando el gen no est4 siendo transcrito (sin cobre), y claramente
se observa una cierta inhibicién del crecimiento al afiadir cobre.

Como se discutird posteriormente, este resultado es parcialmente explicable si se
considera que la mutante tps/Ade levadura muestra una excesiva entrada de azicares
fosforilados en glicélisis, y un déficit en fosfato inorgénico, lo cual es contrarrestado al
reducir la fosforilacién (mutando el gen de la hexocinasa HXK2). Sin embargo, esta
mutante complementada con S/ITPS1AC no fue capaz tampoco de crecer en galactosa ni

como se esperaria en un medio parcialmente no fermentativo.
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Figura 11, Expresién de SITPS1 y SITPS1ACOOH en la doble
mutante ips] Ahxk2A bajo el control de CUPL.
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2.4 ;Es el extremo amino un dominio de transito?

El resultado obtenido con ambas clonas de plantas en las cuales la eliminacion del
extremo amino produce una des-represién de la actividad, nos ha llevado a formular la
pregunta de cual es el significado funcional de el fragmento amino terminal de 100 aa de
SITpsl y AtTpsl. Podria también ocurrir que hubiera en levadura resultados artefactuales,
ya que se esta expresando un gen de planta en un ambiente heterélogo. El andlisis de los
primeros 100 aminodcidos con el programa PSORT, (nakai@imcb.osaka-u.ac jp) indicé
alguna posibilidad de localizacion en cloroplasto, més especificamente en el estroma. Con
una menor probabilidad, se predice la localizacion de S1Tps1 en citoplasma. En levadura se
sabe que el complejo Tps se encuentra en citoplasma.

Se ha reportado que la subunidad pequefia de la Rubisco, que se dirige al
cloroplasto en células vegetales, al expresarse en el sistema heterologo de levadura se ubico
en las mitocondrias (Hurt ef al., 1986).

Por lo antes expuesto, se decidié comprobar experimentalmente si este pequefio
dominio pudiese estar enviando a la proteina Tpsl de plantas a algin compartimento
intracelutar de la levadura. Para esto se hizo una fusién traduccional de los 100 aa del
extremo amino de SITpsl, con el gen reportero GFP, que codifica a la proteina verde
fluorescente, En este caso, €l control negativo fue la proteina verde fluorescente expresada
en el mismo vector utilizado (el pRS6, con el promotor P4/ ).  Los 100 aa de SITpsl se
fusionaron en fase traduccional con Gfp, lo cual fue corroborado al observar la
fluorescencia de ambas construcciones en levadura (Figura 12). Sin embargo, no se detectd
que la proteina Gfp se estuviese dirigiendo a algin compartimento intracelular, a juzgar por
la distribucién uniforme de la fluorescencia en el citoplasma: la cepa silvestre
transformada con pRS6::NSI-GFP bésicamente mostré el mismo patrén de distribucion

que el control pRS6::GFP al crecer en glucosa (Figura 12).

3. Caracterizacion del gen AtTPS1.
Blazquez et al (1998), reportaron el aislamiento del cDNA de 4¢TPS/, homélogo a
SITPSI. Segin reportan, aislaron esta clona en un rastreo con une genoteca de expresion en

el que se buscé complementar el crecimiento en glucosa de la mutante ps/ A.
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(pRS6)

PMA1 ] cver

Xho! Ncol Notl Sall

IR
L .
L
(pRS6) | PMAT "
Xhol Ncol Not! Sall

Figura 12.

Expresion de la fusiéon traduccional NH2S1::SGFP-TYG
en la levadura W303-1A. a) y d), luz visible; b) y e),
proteina verde fluorescente (Gfp); ¢) y f), control DAPI.

(v=vacuola; m=mitocondrias). Se presenta una ampliacién
100X de levaduras en medio SD(-his).
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Utilizando la secuencia reportada en el GenBank (Acceso Y08568), se decidid re-
aislar a este cDNA mediante la técnica de RT-PCR. Se disefiaron 3 iniciadores (ver en
Materiales y Métodos), con los cuales se aisl6 la clona completa y la clona sin el extremos
amino. Esto tltimo, porque que al igual que SITPS/, la clona AtTPSI de Arabidopsis posee
bAsicamente la misma estructura que SITPSI (el porcentaje de identidad entre las dos
proteinas de plantas es de 69%, y de un 50% de ambas clonas contra la ScTPS! de
levadura), asi que una de las motivaciones principales para tener este cDNA fue la de
contrastar lo obtenido con SITPS1 con AtTPS!, sobre todo antes de que se hiciera piblica
la caracterizacién de este cDNA (Blazquez ef al., 1998).

La clona AfTPS! se aislé mediante RT-PCR, utilizando RNA poly (A)" de pléntulas
de Arabidopsis crecidas en un medio liquido con 100 mM de NaCl. ANAtTPS! se pudo
aislar mediante la misma técnica de RT-PCR, pero también mediante PCR, utilizando como
templado al mismo banco de ¢cDNA de Minet et al (1992). En todas las amplificaciones que
se hicieron se affadieron sitios de restriccién en los extremos para facilitar la posterior
ligacién de los cDNAs en los vectores de levadura.

Tanto la clona completa AtTPS! como la ANA!TPS! fueron clonadas en el vector
pSALG6 con el promotor CUP! y en vector pRS6, con el promotor PMAI. Con estas
construcciones se llevaron a cabo los ensayos de complementacion de la mutante tpsidy
de la doble mutante {ps/ Aps2 A.

Con la clona completa pSAL6::AtTPS! se pudo complementar a la mutante
tps14 bajo adicién de cobre y a la doble mutante {ps]Aips24 aim sin la adicién de cobre
(Figuras 13 y 14). Por otra parte, al eliminar el extremo amino, la clona pSAL6:: ANA(TPS!
fue capaz de complementar a la mutante {ps] 4, ain si 1a adicién de cobre (Figuras 13 y 14).
Estos datos demostraron que: a) la clona AtTPS! a diferencia de la clona SITPS! es capaz
de complementar a la mutante tps/4 cuando el transcrito se expresa a un nivel moderado,
bajo la expresién del promotor CUP! ; yb) que la delecion del extremo amino al igual
que con SITpsl de Selaginella parece incrementar la actividad de la proteina, ya que
ANATPSI, al igual que ANSITPS! es capaz de complementar a la mutante ipslA  ain

sin la adicion de cobre para incrementar la transcripcion (ver anexo sobre vectores
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. SGic{-his)
SGlc(-hls) +100 M CuSO4

Figura 13. Complementacién para crecer en glucosa de la mutante
tps14 de levadura, con AtTPS1 clonado en pSALS.
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. Salc(-hls)
+100 pM CuSO4

sGlc(-his) -

Figura 14. Complementacién para crecer en glucosa de la mutante
tps1A/ips2A4 de tevadura, con AtTPS! de Arabidopsis
clonado en pSALG.
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sc_aar(-mé)‘

o

sGlc(-hig)

Figura 15. Complementacién para crecer en glucosa de la mutante tpsid
de levadura, con AtTPSI de Arabidopsis clonado en pRS6.
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SGal(-his) - [N

salc(a'his) '

Figura 16, Complementacién para crecer. en glucosa de la mutante
tpsl 4tpsA de levadura, con AtTPS1 de Arabidopsis
clonado en pRS6.
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pSAL). Segin datos bioquimicos preliminares, también ocurre un incremento en la
biosintesis de trehalosa en ¢ps/4 complementada con la clona de ANAITPS!, en
comparacién con la complementacién con la clona completa. Cabe mencionar que la cepa
tps] A(ANSITPS1) produjo el doble de trehalosa en fase estacionaria (58 umol/g) en
comparacion con la cepa tps1 A(ANAtTPS1) (Van Dijck et al., 2000; en preparacion).

Al igual que SITPS!, la clona AtTPS! complementé facilmente tanto a la mutante
tps! A como tps! Atps2A cuando se cloné en el vector pRS6, con el promotor PMAL ylo
mismo ocurrié al complementar con pRS6::ANAtTPS! (Figuras 15y 16).

En la Figura 17 se presenta un resumen de las complementaciones hechas con las
clonas de Arabidopsis cuando se clonaron en el vector pSAL6 (con el promotor CUPH 6

en el vector pRS6 (con el promotor PMAT).

7



PRO- COMPLEMENTACION
MO- NA
Ton | CL° AtTps1 COMPLETA O DELETADA Y
tpsia tps2A
AtTPS1 100 500 aa 342 aa + < 4
cuP1
V| anatresi 500 aa 342 as ++ + ¢+
AtTPS1 100 500 aa 342 aa ++ o'
PMAT
ANALTPST 500 aa 342 aa ++ + 4

COMPLEMENTACION CON pSALS (promotor CUP1):

-} no crece aun afadiendo cobre, +) crece poco, aun afladiendo cobre,

+) crece bajo adicion de cobre (100 uM), ++) crece igual de bien

con 0 sin cobre. La complementacion se llevé a cabo en medio minimo

con glucosa. El crecimiento se evalué después de 3 dias de incubacion a 30 °C.

COMPLEMENTACION CON pRS6 (promotor PMAT):
++) Crece muy bien en glucosa

£l crecimiento se evalud después de 3 dias de incubacién a 30°C

Figura 17. Analisis de complementaciones del crecimiento en

glucosa de mutantes tps, con AtTps1 y ANAtTps1 bajo su
expresion con los promotores CUP16 PMA1.
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DISCUSION

1. El gen SITPS! codifica para trehalosa-6-fosafato sintetasa.

En este trabajo, se réporta la caracterizacién del gen SITPS! de Selaginella
lepidophylla, mediante su expresién en Saccharomyces cerevisiae.

Desde que se aislé este cDNA, la comparacién de la secuencia de aminoacidos que
codifica, con otras secuencias relacionadas de levadura y £. coli entre otras, sugiri6
fuertemente que se trataba de un putativo gen 7PS que codifica para una sintetasa de
trehalosa (Zentella e Iturriaga, 1996, Zentella et al 1999). Sin embargo, a pesar de poseer
una identidad del 50% y una similitud del 61% con la proteina ScTpsl de levadura, su
estructura posee notables diferencias como el de ser el doble de grande, con un extremo
carboxilo con cierto grado de homologia con ScTps2 de levadura con la cual la proteina
entera de SITps! conserva un 32% de identidad y un 44% de similitud. Mas atin, SITpsl
tiene un 48% de identidad y un 60% de similitud con OtsB, la fosfatasa de trehalosa de £.
coli (Zentella et al., 1999). Adicionalmente, SITps] posee un extremo amino de unos 100
aa que no se encuentra en la proteina ScTpsl de levadura.

De las comparaciones hechas antes, emergieron nuestros dos primeros objetivos que
fueron los de demostrar: a) si SITpsl poseia la funcidn de sintetasa de trehalosa vy, b) si
adicionalmente poseia la funcién de fosfatasa de trehalosa.

Para cubrir estos dos objetivos, se utilizé como modelo experimental a la levadura,
aprovechando la versatilidad que este organismo tiene para llevar a cabo de manera
combinada el andlisis genético, fisiolégico y bioquimico.

Primero se clond SI/TPSI en el vector pSAL4, el cual posee un promotor de
expresién moderada y con la clona pSAL4::SITPS! (que también podriamos representar
como CUPI::SITPS1, por el promotor de la metalotioneina) solo se pudo restaurar el
crecimiento en glucosa de la doble mutante tps/Afps24, si y solo si se adicionaba cobre
para incrementar la expresién (ver resumen en la Figura 5). La falta de complementacién de
la mutante sencilla fps/4 se interpreté a la luz de lo que se sabe del complejo Tps en
levadura, donde adicionalmente a las proteinas ScTpsl y ScTps2, hay otras dos
regulatorias, o ScTsll y ScTps3, interactuando los cuatro polipéptidos para formar un
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complejo oligomérico Tps que se encarga de sintetizar trehalosa (Bell et al., 1992; Vuorio
et al., 1993; Bell et al., 1998). El modelo de interaccidn que se propone para este ¢aso
entre SITpsl y ScTps2, se presenta en la Figura 18. Para explicar la falta de
complementacién en la mutante #ps/d, suponemos que pudiera estar ocurriendo una
interaccion negativa entre S1Tps1 y ScTps2, que de alguna manera interfiere en la actividad
catalitica (y tal vez regulatoria también) de SITps1, al ser secuestrada por ScTps2 (Zentella
et al., 1999). Se ha determinado que ScTpsl se puede encontrar como mondmero,
adicionalmente a su participacion en el complejo Tps (Bell et al., 1998). No se tiene claro
cual es la funcién del mondémero, aunque se ha sugerido su posible participacion en un
complejo encargado del sensado de la glucosa que estaria constituido por la proteina Tpsl,
la hexocinasa 2 y un transportador de baja afinidad (Thevelein and Hohmann, 1995).

Decidimos probar si un incremento en la transcripeién de S/TPSI, podria superar
esta inhibicién, Para lograr esto, se cloné a SITPS/ en un vector con el promotor PMA/, €l
cual es mucho mas fuerte que CUP/. Se esperaba que incrementando la transcripcién se
pudiera aumentar la cantidad de proteina SITpsl en las células (lo cual no se pudo
cuantificar por no contar con un anticuerpo especifico contra esta proteina). Con la
construccién pRS6::SITPS! (6 PMAI::SITPSI) se volvieron a transformar las mutantes
tpsl Ay ips] Aps2A Como se esperaba, ahora si se pudo complementar a la mutante tps/ 4
y también de nueva cuenta a la doble mutante (ver resumen en la Figura 8).

Ademds de restaurar el crecimiento en glucosa, se esperaba obtener y detectar
actividad de la sintetasa de trehalosa, y a la trehalosa misma. Con la construccién
CUP1.::SITPSI no pudo detectarse trehalosa en la cepa fus!Aips2A (SITPS! ), lo cual
podria parecer normal, ya que la trehalosa-6-fosfato, no podria convertirse a trehalosa por
falta de la fosfatasa de trehalosa especifica, a menos que se pudiera sintetizar un poco de
trehalosa por la accién de las fosfatasas enddgenas inespecificas (Bell et al., 1998). Lo
ultimo parece que ocurre, ya que la cepa tpsi dtps2A (ScTPS1), mostro entre 26 y 36% de
trehalosa al compararla con la cepa silvestre (Zentella ef al., 1999).

Se debe sefialar que el fenotipo de la mutante ¢ps/A4 involucra tres aspectos
importantes: 1) la inhabilidad para crecer en una fuente de carbono fermentable debido a un

imbalance metabdlico que deja sin fésforo inorganico a las primeras etapas de la glicolisis;
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cDNA con

que 8@ com- SITPS1 ANSITPS1

plementa

copa de
s tps1 4 tps1 ips2 4 tpst 4 tpot Atpe2 4
arasias
modelo de
regulacion

{Promotor
CUP1)(**)

(+)
cracimiento + + + + +

on glucosa —_—
contenido
trehalosa
)
modelo de
regulacion
{promotor
PMA1)

(+++)

crecimlento

on glucosa + + + +

confenido
trohaloca 1.0 X n.d n.d n.d

)

*  La determinacion de trehalosa se hizo en fase estacionaria

«* Al complementar con las clonas en el promotorCUPT: () no crece adn
afladiendo cobre; (+) crece al afladir cobre; (++) crece sin afadir cobre

1.0X = igual a la cantidad de trehalosa de la cepa silvestre

n.d.= no determinado

Figura 18. Modelo propuesto para explicar la complementacién de mutantes
tps con SITPS1, en el cual se supone que hay una interaccién entre
la proteina SITpsl de S. lepidophylla y ScTps2 de §. cerevisiae.
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ii) una serie de defectos en la seflalizacién por glucosa mediada por la via cAMP-PKA, y
iii) la falta de sintesis de trehalosa, que trae aparejada la pérdida de resistencia al estrés por
calor y osmético (Van Aelst ef al., 1993; Thevelein and Hohmann, 1995; ); las tres
categorfas de efectos se ilustran en la Figura 3.

Es interesante notar como en la doble mutante se pudo restaurar el crecimiento en
glucqsa con CUPI::SITPSI, aun sin que hubiera sintesis neta aparente de trehalosa. ;Se
corrigen algunos efectos de la seflalizacién? Para poder contestar esta pregunta, tendrian
que hacerse otro tipo de mediciones en las cepa ps] Atps2A (CUP::SITPS!I ), como los
perfiles de Pi, de cAMP y de la actividad de Fbpl,6, y estimar la actividad transcripcional
de genes que se sabe son blancos de la via c(AMP-PKA, como CTT!, HSP12 y SSA3 (Van
Aclst et al., 1993; Kraakman et al., 1999).

La transformacién de la mutante /ps/A con SITPS! sobre-expresado mediante el
promotor PMA! no sélo restaurd el crecimiento en glucosa, sino que se obtuvo un
incremento notable en la biosintesis de trehalosa, mismo que fluctu6 entre 64 a 100% en
comparacién con la cepa silvestre transformada sélo con el vector pRS6 (Zentella er al.,
1999). Este resultado, comparado con la nula complementacion lograda con el mismo gen
bajo el control transcripcional de un promotor débil como CUP/, parecieran indicar que la
complementacion en este caso depende de un incremento en la transcripcidn, y tal vez
también en la traduccion de S/TPSI. Se debe sefialar que Bldzquez er a/ (1998) también
utilizaron un promotor fuerte como PGK/ para complementar a la mutante fps/A con la
clona AtTPSI de Arabidopsis, aunque sélo detectaron un 25% de trehalosa al comparar a la
mutante complementada con la cepa silvestre. Este resultado podria deberse a las
diferencias debidas a la fuerza y patrén de expresién transcripcional de los promotores
PGK1 y PMAI, o bien a una mayor actividad especifica de SITps] para sintetizar trehalosa
(Zentella et al., 1999)

2. SITps1 restaura la termotolerancia y la osmotolerancia de psiA.

Otro de los objetivos de este trabajo fue el de corroborar si SITps1 y su capacidad
de biosintetizar trehalosa se relaciona con la resistencia al estrés osmético y por choque
térmico en levadura (Winkler e al.,, 1991; Hounsa er al., 1998). Esto debido a que la
actividad de SITps1 puede ensayarse in vivo en levadura, y que su funcién seria analoga en
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plantas. En el caso particular de Selaginella, se ha propuesto que sus propiedades
anhidrobidticas se deben en gran medida al alto contenido de trehalosa presente tanto en los
tejidos frescos como en los completamente desecados (Adams et al., 1990; Muller et al.,
1995). También en levadura, se ha propuesto que su enorme capacidad para soportar la
deshidratacién sin perder por completo su viabilidad se debe a la presencia de la trehalosa
(Kim et al., 1996). Por otra parte, se ha documentado ampliamente el papel que la trehalosa
juega en el desarrollo de la termotolerancia y la resistencia al choque térmico (Winkler et
al., 1991; De Virgilio et al., 1994).

Se pudo demostrar, utilizando la cepa tps/ A(PMAI::SITPS1), que la presencia de
SITPS! confiere a las células complementadas 1a capacidad de desarrollar termotolerancia a
42°C con pérdida de poca viabilidad (80% de la cepa mencionada, y 127 % para WT, es
decir, aparentemente las temperaturas moderadamente altas en la cepa WT aceleran la tasa
de divisién celular sin pérdida de viabilidad ) y que la resistencia al choque térmico a 50
°C permanece a los mismos niveles tanto en la cepa complementada como la cepa silvestre
cuando son termoinducidas (Zentella et a/l., 1999).

También la osmotolerancia fue restaurada en la cepa tps! A(PMA::SITPSI), cuando
se prob6 en medio rico YPGal con 1.6 M de sorbitol 6 0.9 M de NaCl. Dado que ambas
molaridades son equivalentes, se podria concluir que lo que se alivia es el estrés osmético,
y que tps]A es una cepa osmosensible y no halosensible. Es importante sefialar que en
levadura el osmolito principal es el glicerol, sin embargo también se requiere a la trehalosa
para contender con el estrés osmético: mientras que el glicerol es efectivo bajo estrés
moderado, la trehalosa se requiere para resistir al estrés osmético severo. Dado que este
compuesto es efectivo a concentraciones moderadas de 5 a 10 mM, més que como un
osmolito, funciona como un osmoprotectante de moléculas y estructuras celulares
(Holmstrom et al., 1996; Hounsa et al., 1998).

3. Andlisis de los dominios de SiTps1 mediante deleciones.

En la biisqueda por encontrar a la actividad fosfatasa de trehalosa en SITpsl, se
efectué una delecién en el extremo carboxilo COOH, el cual comprende a 394 aa. También
se clon6 al fragmento COOH, adiciondndole a la clona un ATG para probar si se podia
complementar a la mutante {ps24. Se efectuaron una serie de deleciones, incluyendo una en
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la cual se eliminé al extremo amino de 100 aa, y otra en la cual se deletd tanto el extremo
amino como el carboxilo dejando s6lo la parte central de 500 aa. Estas deleciones fueron
ensayadas en su capacidad para complementar las mutantes {ps en los vectores pSAL4 y
pRS6.

Como ya se mencion6, no se pudo detectar la actividad fosfatasa de trehalosa Tpp
en SITpsl, a pesar de buscar evidencias bioquimicas y mediante ensayos genético-
fisiologicos de complementacién (Zentella ez al., 1999). La evidencia bioquimica buscada
fue la acumulacién o desaparicién de trehalosa-6-fosfato, segun fuera el caso; esta parte la
lievd a cabo el grupo del Dr. Thevelein (Leuven, Bélgica), mientras que en nuestro grupo,
se tratd de complementar a la incapacidad de la mutante ips24 para crecer a una
temperatura continua de 37.5 °C, fenotipo debido a la acumulacién y efecto toxico de la
trehalosa-6-fosfato (Elliot et al., 1996). Ni con la clona completa, ni con el solo dominio
putativo Tpp clonados en pSAL4 y después en pRS6 se pudo complementar este fenotipo,
lo cual demostré que efectivamente no habia evidencias de actividad de trehalosa-6-fosfato
fosfatasa.

La clona pSAL4::SITPS!AC, mostré una disminucién de actividad en la mutante
tps] Aips2A4, ya que solo se notd un débil crecimiento en donde antes habia crecimiento
pleno. Sin embargo, de nuevo un incremento en la transcripcion obtenido con
pRS6::SITPS1AC superd esta limitacién del crecimiento (Figura 9).

El reporte del gen AtTPSI de Arabidopsis (Blazquez et al., 1998) codificante de la
trehalosa-6-fosfato sintetasa, y de los genes 7PPA y TPPB de Arabidopsis codificantes de
la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (Vogel et al., 1998), aportd una evidencia mds a favor de
que en plantas existe la fosfatasa de trehalosa de manera separada. Aunque una evidencia
definitiva es que en las fosfatasas existe un dominio de fosfohidrolasa que estd presente
s6lo en Tps2 de levadura y en las proteinas TppA y TppB de Arabidopsis (Vogel et al.,
1998). Recientemente Goddijn y Van Dun (1999) efectuaron una busqueda en las bases
ptiblicas de genes, y pudieron identificar tres secuencias de Arabidopsis muy parecidas a
AtTpsl, pero en este caso, con el dominio de fosfohidrolasa en el carboxilo, lo cual los ha
llevado a proponer que existen Tps(s) clase 1 (sélo Tps) y las de clase 2 (funcion Tps/Tpp),

lo cual serda facil de demostrar utilizando complementaciéon de la doble mutante de
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levadura. Adicionalmente identificaron otra Tps de Arabidopsis y una proteina Tps/Tpp de
Solanum tuberosum (papa), Por este resultado inesperado, es posible que también en
Selaginella se encuentren genes y proteinas bipartitas, como se habla propuesto antes para
SITpsl (Zentella ¢ Iturriaga, 1996)

Siguiendo con el andlisis de deleciones, se obtuvo un resultado muy interesante al
deletar los 100 aa del extremo amino. El gen y la proteina truncada resiiltante mostré una
actividad acrecentada, lo cual fue mds claro cuando se cloné en el vector pSAL4, v a
diferencia del gen completo, fue capaz de complementar a la mutante {ps/4 atn en
ausencia de cobre, Mas ain, bajo estas circunstancias, ahora se pudo detectar la actividad
enzimdtica de Tps!, a niveles muy cercanos a los mostrados por la cepa silvestre (Iturriaga
et al,, 1998; Van Dijck et al., 2000, en preparacion).

La prevalencia de este incremento en la actividad cuando se deleta el extremo
amino quedé de manifiesto una vez mas cuando se deleté el extremo carboxilo y el amino
a la vez, reduciendo a la mitad el tamafio de la proteina. Bajo estas condiciones, y en
pSAL4 fue capaz de complementar a #ps/A(Figura 6). Hasta ahora no se han hecho
estimaciones de actividad enzimatica y concentracién de trehalosa, pero se espera que en
las cepas tpslA y tps! Aips24, presenten una reduccién gradual en el orden siguiente:
ANSITPS1 > ANSLTPS1AC > SITPS! > SLTPS1AC, a juzgar por los resultados de las
complementaciones en medio minimo con glucosa. Estas deleciones también se han
probado con el promotor PMAI del vector pRS6, v para este caso, incluso la delecion
SITPSIAC  complementa a tps/4, por lo cual se deberdn hacer las estimaciones
bioquimicas para determinar si Ia actividad de PMAI:ANSITPS! 'y de
PMAL::ANSITPS1AC, es mayor que para sus contrapartes clonadas bajo el control de
CUPI. No ha sido desventajoso haber puesto las mismas clonas en pSAL4, ya que este
promotor aunque débil presenta la ventaja de ser inducible y poco afectado por la fuente de
carbono y el ciclo de desarrollo. La cepa tps!d (ANSITPSI) produjo tanta o mas trehalosa
que la cepa silvestre y la actividad enzimatica llegé a valores de cercanos a los obtenidos en

la cepa silvestre (Van Dijck ef al,, 2000; en preparacion).
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La falta de complementacién de zps/4 por SITpsl pudo superarse al utilizar un
promotor mas fuerte como PMA I, por lo cual pareceria que se requiere una mayor cantidad
de proteina, lo cual puede lograrse: incrementando la transcripcién, aumentando la
estabilidad del transcrito y su vida media, volviendo més eficiente la traduccion
incrementando as{ la cantidad de proteina, o mediante alguna modificacion en la proteina
que produce un efecto positivo. Pareciera que la Gltima posibilidad es la mas viable, ya que
ante la falta de un anticuerpo especifico contra SITps1 se hizo una fusion en el carboxilo
con el epitope HA de la hemaglutinina y contra la cual hay disponibles anticuerpos
comerciales. En un analisis Western no se notaron diferencias significativas en la cantidad
de proteina para SITpsl::HA y ANSITps1::HA aislada de la mutante /ps/ 4 complementada
(Van Dijck et al., 2000; en preparacién).

Sin embargo, no se quiso dejar de probar si los 100 aa del extremo amino pudieran

constituir un dominio de transito hacia algin compartimento intracelular, lo cual en
levadura podria inactivar parcialmente a la enzima. El andlisis de los 100 aa del extremo
amino, con el programa PSORT, revelé un posible 'targeting” hacia ¢l cloroplasto, con una
probabilidad un poco més alta que su posible presencia en el citoplasma. En levaduras, no
es raro que las proteinas de cloroplasto se dirijan a la mitocondria, asi que tedricamente
pude obtenerse informacién sobre el “targeting’ con este tipo de experimentos de expresion
heterologa (Hurt et al., 1986)
Se construyd la fusién traduccional pRS6:NH;::GFP, para monitorear in vivo la
ubicacion de la proteina verde fluorescente. Como se aprecia en la Figura 12, no hay
diferencias notables entre el control pRS6::GFP y pRS6:NH,::GFP al expresar estas
clonas en la cepa silvestre, ya que la fluorescencia se distribuy6 en el citoplasma sin un
patrén evidente de compartamentalizacién intracelular.

JEs la ganancia de funcién de ANSITpsl sélo un artefacto al complementar a la
levadura o el incremento en la actividad también se manifiesta en las plantas?. La segunda
opcion seria mas interesante, ya que se habria producido in vitro una versiéon mejorada, o
més activa de SITpsl. Esto serd demostrado hasta que se produzcan plantas transgénicas
con este gen modificado.

En A. thaliana, adicionalmente a AtTpsl se han identificado en las bases de

informacion genética, entre otras proteinas homélogas, a una putativa proteina Tps de 795
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aa que carece del extremo amino (Acceso EMBL E1392090); ésta podria ser una buena
herramienta para analizar comparativamente la funcién de los distintos dominios de los
miembros de la familia de proteinas Tps de esta planta(Goddijn and Van Dun, 1999).

4. Arabidopsis también posee genes TPS.

Aunque nadie hasta ahora ha logrado detectar trehalosa en Arabidopsis, ha sido
una sorpresa el que se haya aislado e identificado al gen AfTPS/, que codifica para la
trehalosa-6-fosfato sintetasa y los genes ATTPA y ATTPB que codifican para la fosfatasa
especifica de trehalosa. La funci6n de estos genes ha sido también elucidada a través de
complementacién de las respectivas mutantes de levadura (Blazquez et al., 1998; Vogel e
al., 1998). Mis sorprendente ha sido el hallazgo reportado recientementede la existencia de
toda una familia de Tps(s), en las cuales las hay con funcién sintetasa, con funcién
fosfatasa o con ambas (Goddijn and Van Dun, 1999).

Utilizando la secuencia reportada de ArTPS/! disponible en el GenBank desde
1997, se aislé su cDNA por RT-PCR con la finalidad de comparar los resultados obtenidos

con SITPS!. Ambos cDNAs AtTPS! y ANAITPS/ fueron clonados en los vectores
pSALS6 de moderada actividad, y en pRS6 para obtener una mayor transcripcién.  La

clona completa AtTPS! en pSALG fue capaz de complementara #ps/4 en glucosa bajo
adicién de cobre; de manera interesante también al deletar el extremo amino, se observd una

mayor actividad de ANAtTpsl, a juzgar porque ahora la clona pSALG::ANAITPS |

complement6 a zps/A atin sin la adicién de cobre. Resultados preliminares indican que

también para la clona de Arabidopsis, como para Selaginella, 1a delecién del extremo amino
incrementala actividad de biosintesis de trehalosa al ser expresada en levadura (lturriaga ef
d., 1998; Van Dijck et dl., 2000; en preparacion).

Una comparaci6én de SITps1 y AtTps], muestra que existe una gran similitud entre
ambas proteinas, que poseen un porcentaje de identidad de 69% y 75% de similitud.
También existe una gran semejanza cuando se comparan los perfiles hidropéticos de ambas

protefnas, notdndose que la region de los primeros 100 aa es bastante hidrofilica (Figura

23; pagina 105a).

5. ;Que funcién tienen Tpsl y la biosintesis de trehalosa en las plantas?
La presencia genes que intervienen en la biosintesis de trehalosa en plantas como
S. lepidophylia, que producen grandes cantidades de este disacdrido no es del todo
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sorprendente ya que sus propiedades anhidrobiéticas se deben precisamente a azucares
como la trehalosa (Crowe et al., 1992). Al igual que en las levaduras, la trehalosa es muy
efectiva en Selaginella para contender con el estrés osmético o por calor (Hounsa et al.,
1998, Singer and Lindquist, 1998, Zentella et al., 1999).

Sin embargo, en Arabidopsis y en muchas angiospermas no hay trehalosa con una
funcion aparente pero tiene a las enzimas para su biosintesis. Ademds, tanto en Selaginella
como en Arabidopsis los transcritos de los genes aqui analizados son constitutivos bajo las
condiciones evaluadas (Blazquez e al., 1998; Zentella e al., 1999). Es probable que en
plantas Tpsl se regule mediante un mecanismo post-traduccional (fosforilacion o
defosforilacion), de hecho, recientemente se ha determinado mediante Far-Western con
extractos de proteinas de coliflor, la unién de las proteinas 14-3-3 a algunas Tps
fosforiladas que poseen el dominio de fosfohidrolasa, mismo que también estd presente en
la Tps2 de levadura; esto sugiere un patrén complejo de regulacion post-traduccional
(Moorhead et al., 1998, Thaller et al., 1998).

El haber descubierto que la trehalosa que se sintetiza en plantas angiospermas puede
ser mayoritariamente degradada por la trehalasa, ademds de explicar en primera instancia la
ausencia de este az(icar. Este hallazgo también ha sugerido un meétodo para lograr un
incremento en el contenido de trehalosa en las plantas con fines biotecnoldgicos.

Recientemente se caracterizé a una trehalasa de soya (Aeschbacher er al., 1999), y
también se ha reportado la secuencia proveniente de papa (acceso EMBL R98600). Desde
hace algunos afios, de manera indirecta se habfa identificado la actividad trehalasa mediante
el uso de validamicina A, que inhibe especificamente a esta enzima (Goddijn et al., 1997).
Al tener estos genes, serd posible el emplear la estrategia del RNA antisentido para
inactivar la traduccion de la trehalasa, como una estrategia para incrementar el contenido de
trehalosa en plantas.

Més intrigante es el elucidar el papel de Tps en el metabolismo de azicares y su
posible participacion en la regulacién y/o el sensado y la seflalizacién de estas moléculas
(Goddijn and Smeekens, 1998; Muller er a/., 1999). En plantas tal vez sea mas complicado
que en levaduras, pues de entrada, en la angiosperma Arabidopsis, se ha identificado una
familia multigénica de Tps(s) y sus enzimas relacionados Tpp(s) cuyo papel apenas ha

comenzado a esclarecerse (Blazquez er al., 1998; Goddijn and van Dun, 1999).
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La produccion de plantas tranégém'cas ha aportado algunos datos al sobre-expresar
el gen de levadura en plantas, pero ha quedado evidente que aunado al incremento de la
trehalosa, ocurren una serie de efectos pleiotrépicos indeseables que se manifiestan en la
morfologia de las plantas (Holmstrom et al., 1996; Romero ef al., 1997, Pilon-Smits er «/.,
1998).

Una serie de preguntas que habrd que contestar es si Tpsl posee algin papel
regulatorio adicionalmente a su funcién catalitica, o si los efectos negativos en el desarrollo
de las plantas transgénicas que sobre expresan este gen, se deben a una acumulacién toxica
de la trehalosa-6-fosfato. Este intermediario posee en la levadura un papel regulatorio al
inhibir a la hexocinasa 2, lo cual se ha demostrado tanto in vitro como in vivo (Blazquez et
al., 1993; Hohmann et al., 1996). Una de las tareas inmediatas es el determinar que tanta
semejanza existe en el papel de la trehalosa y las proteinas Tps entre levaduras y plantas
(Goddijn and Smeekens, 1998; Muller et al., 1999). Las comparaciones entre ambos grupos
de organismos ha guiado parte de la investigacion hasta ahora realizada en plantas en lo
referente a los mecanismos de regulacién por carbono y la transduccién de sefiales en
respuesta a los azucares (Jang and Sheen, 1997; Smeekens and Rook, 1997; Halford and
Hardie, 1998; Goddijn and van Dun, 1999; Lalonde et al., 1999; Sheen et al., 1999);

aunque es logico esperar que en plantas estos fenémenos sean mucho mas complejos
CONCLUSIONES

1) Se demostré por complementacion del crecimiento en glucosa de la mutante fps/ A de
levadura, que el gen SI7PS! de Selaginella es un homologo de Sc7PS! que codifica para la

trehalosa-6-fosfato sintetasa.

2) Se demostrd, en colaboracién con éifgx;tipo del Dr. Thevelein, la actividad enzimatica de

SITpsl, asi como su capacidad para biosintetizar trehalosa.

3) Con la restauracion de la biosintesis de trehalosa que hace SI7PS/ sobre la mutante

Ipsi4, se restauran la termotolerancia y la osmotolerancia de la mutante.
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La produccion de plantas tranégénicas ha aportado algunos datos al sobre-expresar
el gen de levadura en plantas, pero ha quedado evidente que aunado al incremento de la
trehalosa, ocurren una serie de efectos pleiotrépicos indeseables que se manifiestan en la
morfologia de las plantas (Holmstrom et al., 1996; Romero et al., 1997; Pilon-Smits er al.,
1998).

Una serie de preguntas que habrd que contestar es si Tpsl posee algin papel
reguiatorio adicionalmente a su funcidn catalitica, o si los efectos negativos en el desarrollo
de las plantas transgénicas que sobre expresan este gen, se deben a una acumulacidn téxica
de la trehalosa-6-fosfato. Este intermediario posee en la levadura un papel regulatorio al
inhibir a la hexocinasa 2, lo cual se ha demostrado tanto in vitro como in vivo (Blazquez et
al., 1993; Hohmann et al., 1996). Una de las tareas inmediatas es el determinar que tanta
semejanza existe en el papel de la trehalosa y las proteinas Tps entre levaduras y plantas
(Goddijn and Smeekens, 1998; Muller et al., 1999). Las comparaciones entre ambos grupos
de organismos ha guiado parte de la investigacién hasta ahora realizada en plantas en lo
referente a los mecanismos de regulacién por carbono y la transduccién de sefiales en
respuesta a los azicares (Jang and Sheen, 1997; Smeekens and Rook, 1997; Halford and
Hardie, 1998; Goddijn and van Dun, 1999; Lalonde et af.,, 1999; Sheen er al., 1999);

aunque es légico esperar que en plantas estos fenémenos sean mucho més complejos
CONCLUSIONES

1) Se demostré por complementacién del crecimiento en glucosa de la mutante tps/A de
levadura, que el gen SITPSI de Selaginella es un homélogo de ScTPS1 que codifica para la

trehalosa-6-fosfato sintetasa.

2) Se demostrd, en colaboracién con el grupo del Dr. Thevelein, la actividad enzimética de

SITps], asi como su capacidad para biosintetizar trehalosa.

3) Con la restauracién de la biosintesis de trehalosa que hace SITPS] sobre la mutante

ipsl 4, se restauran la termotolerancia y la osmotolerancia de la mutante.
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4) Se encontré que la delecién de 100 aa en el extremo amino incrementa la actividad

enziméatica de SITpsl.

3) Se demostré que puede reducirse el tamafio de SITps] a la mitad (500 aa), al eliminar
100 aa en el extremo amino y 394 en el carboxilo, sin que se pierda la capacidad para

complementar a la mutante tps/A.
PERSPECTIVAS

En este trabajo, se contestaron algunas interrogantes, pero otras cuestiones quedaron

pendientes , por lo cual se seflalan algunas que pudieran considerarse en el futuro.

1) Profundizar el conocimiento sobre la complementacion de tps! A4 por SITPS/, analizando
los perfiles de Pi, cAMP y enzimas como Fbpl,6asa, para determinar si también se

complementan los problemas de sefializacién de esta mutante.

2) Elucidar €l papel de SITPS! en Selaginella y de AtTPS1 en Arabidopsis, jinterviene
solo en la biosintesis de trehalosa bajo condiciones de estrés?, ;posee algun papel

regulatorio en el metabolismo de aziicares o en su seflalizacion?.

3) Determinar si hay interaccién de AtTpsl con otras proteinas, mediante rastreos por el
sistema del doble hibrido, para avanzar en la caracterizacion molecular de éstas proteinas

en plantas.

4) Obtener plantas transgénicas de Arabidopsis con el gen AtTPS! sobre expresado para ver
si hay cambios fenotipicos adversos como.con los homdlogos de levadura y de £. coli.

expresados en plantas, y en antisentido para estudiar la pérdida de funcion.

5) Producir anticuerpos contra SITpsl y AtTps] para efectuar ensayos Western y poder
detectar a la proteina en los diferentes organos, etapas de desarrollo y en las plantas

transgénicas, para efectuar inmuno-localizacién in situ y para realizar una deteccién de
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4) Se encontr6 que la delecion de 100 aa en el extremo amino incrementa la actividad

enzimética de SITps1.

5) Se demostré que puede reducirse el tamafio de SITpsl a la mitad (500 aa), al eliminar
100 aa en el extremo amino y 394 en el carboxilo, sin que se pierda la capacidad para

complementar a la mutante tps/A.
PERSPECTIVAS

En este trabajo, se contestaron algunas interrogantes, pero otras cuestiones quedaron

péndientes , por lo cual se sefialan algunas que pudieran considerarse en el futuro.

1) Profundizar el conocimiento sobre la complementacién de ¢ps/4 por SITPS!, analizando
los perfiles de Pi, cAMP y enzimas como Fbpl,6asa, para determinar si también se

complementan los problemas de seflalizacién de esta mutante.

2) Elucidar el papel de SITPS! en Selaginella y de AtTPSI en Arabidopsis, jinterviene
sélo en la biosintesis de trehalosa bajo condiciones de estrés?, ;posee algin papel

regulatorio en el metabolismo de aziicares o en su sefializacion?.

3) Determinar si hay interaccion de AtTpsl con otras proteinas, mediante rastreos por el

sistema del doble hibrido, para avanzar en la caracterizacion molecular de éstas proteinas

en plantas.

4) Obtener plantas transgénicas de Arabidopsis con el gen AtTPS! sobre expresado para ver
si hay cambios fenotipicos adversos como.con los homélogos de levadura y de E. coli.

expresados en plantas, y en antisentido para estudiar la pérdida de funcidn.

5) Producir anticuerpos contra SITpsl y AtTps] para efectuar ensayos Western y poder
detectar a la proteina en los diferentes drganos, etapas de desarrollo y en las plantas

transgénicas; para efectuar inmuno-localizacién in situ y para realizar una deteccion de
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proteinas Tps relacionadas imnunolégiéamente en otras especies vegetales.

6) El reporte reciente de una serie de genes de Arabidopsis que codifican para sintetasas de
trehalosa, fosfatasas de trehalosa, y aparentemente enzimas bipartitas Tps/Tpp (Goddijn
and van Dun, 1999), abre enormes interrogantes sobre la funcién y significado evolutivo

de estos genes y proteinas en las plantas. Algunas cuestiones podran contestarse utilizando

el sistema de levadura, pero otras deberan de resolverse en la planta de manera directa.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO

Cepas de Sacharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo

W303-1A

Cepa silvestre

(MAT a leu2-3,112 ura3-1, trpl-1, his3-11,

15 ade2-1, canl-100, GAL, SUC2 Thomas and Rothstein, 1989

YSH290 (tpsiA)

No crece en glucosa, crece en galactosa

es termosensible y osmosensible

(W303-1A ggsl/ips14::TRPI) Hohmann et al., 1993

YSH450 (ips24)
Crece en glucosa, es termosensible a 37 °C

(W303-1A tps24::LEU2) Neves ef al., 1995
YSH652 (tpsi Afps24)

No crece en glucosa, crece en galactosa

(W303-1A ggs/tps1 A:: TRP l/tps2A::LEU2) Neves et al., 1995

YSH312 (tps1 Ahxk24)
Si crece en glucosa
(W303-1A ggsl/tpsi A:: TRP1/hxk24::LEU2) Hohmann ef al., 1993

Especies de plantas utilizadas
Selaginella lepidophylla  (Planta de resurreccién, Rosa de Jeric6, Doradilla)

Arabidopsis thaliana cv. Columbia
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MEDIOS DE CULTIVO PARA LEVADURAS

Medio Rico YPD

Extracto de levadura 1% 10 g/t
Bacto Peptona 2% 20 g/l
Dextrosa o glucosa (*) 2% 20 g/l
Agar (s6lido) 2% 20 g/l

Aforar a 1 litro con agua destilada
(*) Para el medio YPG, sustituir 2 la dextrosa por 2 % de galactosa.

Si la cepa es auxétrofa de adenina, afiadir 10 ml/1 de un stock 100X de 3 mg/ml para evitar
que el cultivo adquiera un color muy rojo.
Esterilizar a 110 °C por 20 minutos.

Medio Minimo SD

Yeast Nitrogen Base (w/o aminoacids) 0.7% 7 ¢/l
Dextrosa 2% (*) 20 g/
MES 10X (**) 100 mi/1
Leucina (stock 100X, 10 mg/ml) 10 mi/
Uracilo (stock 100X, 3 mg/mi) 10 mi/
Histidina (stock 100X, 3 mg/ml) 10 mi1
Triptéfano (stock 100X, 3 mg/ml) 10 ml/l
Adenina (stock 100X, 3 mg/ml) 10 mi/
Agar (s6lido) 20 g/1

Aforar a 1 litro con agua destilada y esterilizar a 110 °C por 20 minutos.

(*) O galactosa al 2% para algunas mutantes como tps1A.

(**) MES= 2-(N-morpholino) ethane-sulphonic acid, PM=195.2). Buffer
Se prepara 0.5 M, con 97.6 g/, se disuelve y con Tris base se ajusta el pH a 6.0.
se esteriliza a 110 °C por 20 minutos.

Para la cepa silvestre W303-1A (MAT a, leu2-3, 112 ura3-1, trpl-1, his3-11, 15 adel-1,
canl-100, GAL. SUC2), ésta debe crecerse en medio rico, o en medio minimo con la
adicion de los 5 amino4cidos para los cuales es auxdtrofa. Si se transforma por ¢jemplo con
pSALA4, como lleva el marcador URA3, entonces omitir el uracilo para que se seleccionen
los transformantes. Una vez con el vector, crecerla en medio minimo sin uracilo para evitar
la pérdida del mismo. Puede crecer con glucosa o galactosa, pero crece mejor con glucosa.
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METODO 1

AISLAMIENTO DE DNA DE PLASMIDO DE LEVADURA
(Método del laboratorio del Dr. Gerald Fink de Whitehead Institute, MIT)

1. Crecer overnight 2 mi de células en medio 2X SD 6 2X SG, pero emplear medio
minimo que mantenga la seleccién del vector.

2. Centrifugar en eppendorf y decantar el medio de cultivo usado,

3. Resuspender el pellet con vértex en 1ml de Hz0.

4, Centrifugar de nuevo.

5. Resuspender en 1ml de 50 mM Tris pH7.5, 10 mM EDTA, 0.3% B-mercaptoetanol

6. Centrifugar y decantar el sobrenadante de manera que queden unos 100 ul y
resuspender en el buffer residual.

7. Agregar 25 pl de una solucion de 5 mg/ml Zymoliasa (Sigma, de 100,000 U)
(preparar un stock y cuando no se use se puede guardar a -20 oC).

8. Incubar a 37 °C por por lo menos 1 hora (hasta 2 horas). La incubacién se debe hacer
con agitacion suave para que no se precipiten los protoplastos que se estin formando.

9. Agregar 25 pl de 10% SDS.

10. Mezclar con vortex o con la mano y dejar reposar por 1 minuto.

11. Agregar 100 ul de Acetato de amonio 7.5 M y mezclar suavemente.

12. Incubar a -70 °C por 15 minutos para precipitar rapido el DNA.

13, Centrifugar en eppendorf por 5 minutos.

14. Transferir sobrenadante unos 100 pl a tubos nuevos y agregar 70 pl de isopropanol.
15. Mezclar y centrifugar por 5 minutos.

16. Lavar con EtOH 70%.

17. Secar y resuspender en 100 ul de TE.

18. Usar 1 pl para transformar £. coli electrocompetentes, pues el plasmido no puede
amplificarse en las levaduras por su bajo rendimiento.
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METODO 2

TRANSFORMACION DE LEVADURAS.

1. Tomar 1 ml 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
chmara de flujo laminar para evitar la contaminacion bacteriana o de otros hongos.

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

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

4. Afadir | mg de DNA transformante.

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

6. Dejar incubando overnight, o hasta dos o tres dias a temperatura ambiente.
7. Centrifugar a 5 K para colectar las células, y retirar el sobrenadante con micropipeta.

8. Afiadir 100-200 pl de medio minimo y platear en medio minimo selectivo (si el vector
es +URA, no poner uracilo en el medio, para seleccionar transformantes antes de probar
el feNot Ipo de los tranformantes en otro medio de seleccion (pe. con glucosa si se esta

complementando tps1A).

9. Las colonias aparecen unos 3 dias después 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.

De: Elble, R. 1992. A simple and efficient procedure for transformation of yeasts.
BioTechniques 13: 18-20.

Este método no es muy eficiente pero es facil de llevar a cabo en los ratos libres. Para
mayor eficiencia hay que utilizar otros procedimientos que generalmente implican el uso de
células en fase exponencial, mayor volumen de células, mas DNA carrier y transformante y
un choque de temperatura a 42 °C.
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METODO 3

DETERMINACION DE TREHALOSA EN MUESTRAS DE LEVADURA.
(Estandarizado en el laboratorio del Dr. J. Thevelein de la U. Catdlica de Leuven).

10.

1L

12.

13.

Se prepara un cultivo en suspension de levaduras en fase estacionaria en unos 50 ml de
medio minimo con la fuente de carbono que se esté ensayando, en matraces Erlenmeyer
(5 dias de crecimiento).

Unos 5-10 ml de cultivo se pasan por un sistema de filtracion conectado a una bomba
de vacto, utilizando filtros pre-enfriados de 0.22-0.45 mm, de 47 mm de didmetro. Se
colectan unos 25-50 mg de células, mismos que se remueven con una espétula del filtro,
se vacian en tubos eppendorf'y se enfrian de inmediato en nitrégeno liquido. Las células
pueden almacenarse a -80 °C.

Tomar las muestras de células y pasarlos a tubos de ensayo pequefios, y por cada 50 mg
de células, afladir 1 ml de Na,CO; 0.25 M.

Colocar un tapén en el tubo y colocarlo en agua hirviendo por 20 minutos. Dejar
enfriar.

Centrifugar; la trehalosa y demds azlicares estdn en el sobrenadante. Transferir 200 pl
en otro tubo. Preparar también algunos tubos con un blanco y un estandar de trehalosa.

Afiadir 100 pul.de 4cido acético 1 M para neutralizar (también a los blancos y estandar
de trehalosa). El pH debe quedar entre 5.0-5.5; de ser necesario, ajustar con Na;CO; o
acido acético. :

Aftadir 100 pl de buffer T a los extractos neutralizados y a los estandares.

La misma cantidad de muestra o estindar de trehalosa y de trehalasa de Humicola (50
ul de c/u), se juntan en un eppendort.

Para conocer la cantidad de glucosa no derivada de trehalosa, se juntan igual cantidad
de muestra y agua.

Los tubos se agitan por 45 minutos en un bafio a 40 °C. Durante este tiempo, la
trehalosa se degrada en glucosa. Centrifugar si es necesario.

Tomar 30 pl del sobrenadante para {a determinacién de glucosa.
Preparar una serie de estandares de glucosa de un stock 4 mM (p.e. 1,2,3 y 4 mM).

Afiadir 1 ml de solucién de glucosa oxidasa/peroxidasa, conteniendo O-dianisidina (0.1
mg/ml), a las muestras y estindares.
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14. Incubar la reaccién a 30 °C por 1 hora.
15. Parar la reaccion con 0.5 ml de dcido sulfurico al 56%.

16. Medir la absorbencia a 546 nm dentro de un lapso no mayor de 1 hora.

MATERIAL EMPLEADO.

0.25 M Na,CO; (Se requiere 1 ml por muestra).

Acido acético 1 M (100 pl por muestra)

Bafio de agua

Estandar de D-glucosa

Estandar de trehalosa (stock de 10 mM en 0.25 M de Na,CO;).

Buffer T: 300 mM Acetato de Na + 30 mM CaCl,, pH 5.5.

Solucion de glucosa oxidasa/peroxidasa; por litro, 42 mg de peroxidasa (100 000 U/419
mg) + 16 mg de glucosa oxidasa (100 000 U/491 mg) en buffer Tris-HCl 25 mM, pH 8.0.
Orthodianisidina: Se prepara en stocks de 5 ml a concentracion de 10 mg/ml porque se
degrada facilmente. Se almacena a -20 °C. Se afiade en dilucién 1/100 justo antes de iniciar
la reaccion con glucosa oxidasa/peroxidasa

Acido sulfurico al 56%.

La trehalasa de Humicola se puede almacenar més de un afto a -20 °C, y sélo | semana a

temperatura ambiente.
Sistema de filtraciéon Millipore o Gelman conectado a bomba de vacio.

Basado en: Neves, M.J., HF. Terenzi, F.A. Leone and J.A. Jorge. 1994, Quantification of
trehalose in biological samples with a conidial trehalase from the thermophilic fungus
Humicola grisea var thermoidea. World Journal of Microbiology and Biotechnology. 10:

17-19.
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METODO 4

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA EN LEVADURA.
(Del lab. del Dr. Ramén Serrano de la Universidad Politécnica de Valencia)

L.

Dependiendo de la actividad del promotor utilizado, se utiliza de 1-3 ml de cultivo, el
cual se crece hasta la absorbencia de 0.4-0.5 (fase exponencial) para trabajar con el
promotor CUP/. Registrar la absorbencia Ags al momento de muestrear los cultivos.

Centrifugar las células en un tubo eppendorf por 30 segundos, y resuspender al pellet en
100 pl del buffer GTED20. El factor de concentracién del cultivo original serd entre 10
y 30 y habra que tenerlo en cuenta para el calculo de las unidades de actividad. En éste
momento se pueden guardar las células en el congelador para  procesarlas
posteriormente, sobre todo si se estan colectando muestras a diferentes tiempos.

Afiadir 6 ul de TET vy agitar enérgicamente en el vortex durante 3 minutos para
permeabilizar las células. Es importante hacerlo siempre igual, ya que las diferencias en
la permeabilizacion podrian generar discrepancias en las estimaciones,

Valorar la actividad por duplicado, afiladiendo en un eppendorf: 20 ul de células
permeabilizadas, 0.58 ml de buffer Z y 0.12 ml de ONPG (concentracion final de 2.2
mM, la Km es de 0.4 mM).

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

Centrifugar las células por 30 segundos y leer la absorbencia del sobrenadante a 420 nm
en una cubeta de | cm.
Para calcular la actividad en unidades internacionales, se utiliz6 la siguiente formula:

Actividad= (1000 X Ag0)/(t X Ve X Ageo)

Donde  t=tiempo en minutos de la reaccion.

Ve= volumen del cultivo sin diluir y en ml utilizado en la reaccién.
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METODO 5.

EXPERIMENTO DE CHOQUE TERMICO CON LEVADURAS
(Metodologia del Dr. Jordi Folch-Mallol del IBT, UNAM)

Dialy?

Preparar inoculo con tubos con 4 ml de medio minimo (en este caso SG-his), una colonia

1.

por tubo, e incubar por 48 horas a 25 °C en el tambor giratorio.

Inocular overnight (como de 8 a 10 pm), matraces de 50 ml, llevando la absorbencia
inicial (A600) a 0.05. Incubar a 25 °C, en agitador orbital (200 rpm).

Dia 3

2.

Empezar a termoinducir cuando la absorbencia este entre 0.3 y 0.5, lo cual puede
alcanzarse a media mafiana, después de unas 14 horas de incubacién . Poner los
matraces por una hora a 39 °C, en un bafio con buen control de temperatura.

Después de termoinducir, tomar muestras alicuotas de 4 ml para aplicar el choque
térmico.

Como tiempo 0, tomar 100 ul del primer tubo de 4 ml, y hacer tres diluciones decimales
(Las diluciones se hacen en 900 pl de agua en los que se ponen 100 pl de cultivo
después de aplicar vortex. Platear por duplicado 50 ml de la ultima dilucién.

El choque térmico se aplica por 3, 6, 10, 15 y 20 minutos (mas el control 0 después de
termoinducir). A 50 °C, controlando muy bien el tiempo y la temperatura.

Colectar los tubos y ponerlos en hielo, después del tratamiento antes de platear todos
los tratamientos.

Se toman 100 ul de cada tratamiento, se hacen diluciones decimales. Tratamientos
resistentes, como el control silvestre, requieren de 3 diluciones decimales, pero para el
control termosensible, con dos diluciones basta.

Platear 50 pl en medio s6lido (YPGAde), por duplicado, e incubar a 25 °C por 3 o 4
dias, hasta que las colonias se puedan contar.

Dia 667

9.

Para cada repeticion, hacer el conteo de sobrevivencia antes y después del choque
térmico, sacar desviaciones estindar y graficar (Abscisa: porciento de sobrevivencia (0-
1); ordenada: Tiempos de choque térmico a 50 °C. 0, 3, 6, 10, 15 y 20 minutos de

choque.
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Si el experimento esta bien hecho, usando la cepa W3031-A como control silvestre, debe

de sobrevivir entre un 50 y un 100 porciento de las células después de 20 minutos de
choque térmico. La sobrevivencia en las termosensibles depende de la mutante con que

se este trabajando (tpsl 4, hspl044, etc.)

METODO 6.

EXPERIMENTO DE CHOQUE OSMOTICO CON LEVADURA

L.

Se inoculd un cultivo de levadura de 2 m! de medio minimo SG(-his) con 20 pi de un
cultivo saturado de 2 dias , y se pone a crecer a 25 °C y agitacion rotativa hasta que
alcanza la absorbencia promedio de Ag0=0.4-0.6, es decir en fase exponencial.

Se mide la absorbencia, y en una placa para ELISA esténl, con pocillos de 200 pl, se
lleva la absorbencia Age =0.1, en el primer pocillo, afladiendo medio minimo para
diluir.

Hacer 5 diluciones, colocando 80 ul de medio SG(-his) en los pocillos de cada hilera, y
luego, afladir 20 pl del primer pocillo (absorbencia 0.1), mezclar con la micropipeta,
tomar 20 ul y pasarlos al siguiente y asi sucesivamente. Asi, se hacen diluciones 1:5, y
en la dltima habrd menos de 10 colonias que podran contarse.

Con la pipeta de 20 ul, tomar 4 ul de cada pocillo, y colocar las gotas cuidadosamente
sobre el medio sélido de prueba ( en éste caso YPG+ NaCl 6 YPG+ Sorbitol) bajo la
cual se coloca una plantilla cuadriculada para conservar la linea para cada tratamiento.
Se debe trabajar en la cdmara de flujo laminar para evitar contaminacion,

Dejar que las gotas se absorban, y poner a incubar a 25 °C por 3-4 dias, hasta que se
aprecie claramente el crecimiento, y las diferencias entre tratamientos. Tomar foto o
tomar una imagen de la caja con el escdner

Para cada mutante, e incluso para cada cepa stlvestre, hay que encontrar el nivel de
estrés que se va a probar , de tal forma que puedan apreciarse claramente las diferencias
entre las mutantes y las silvestres. En nuestro caso, se encontré que las diferencias se
apreciaban més claramente con 1.6 M de sorbitol 6 0.9 M de NaCl , en medio YPG.
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METODO 7.

AISLAMIENTO DE ¢DNA de AtTPS1 de Arabidopsis thaliana por RT-PCR.

Se utilizaron 5 pug de RNA total aislado de planteles de A. thaliana cv. Columbia creciendo
durante 2 semanas bajo agitacién en medio liquido suplementado con I:IaCl 100 mM. Con
los 5 pug se hizo una reaccion de transcripcion inversa empleando la transcriptasa reversa
Superscript II de Gibco-BRL, siguiendo las instrucciones acompaiiadas con la enzima,
empleando como iniciador a un oligo dT de Amersham (dT 25 primer). Después, y antes
de hacer la reaccién de PCR, se eliminé el RNA templado con Ribonucleasa H. De los 20
ml resultantes de la reaccion de sintesis del cDNA de cadena sencilla, se tomaron 2 ul para
la reaccion de PCR.

La reaccién de PCR se hizo utilizando los primers Ath/TPS-5°, Ath/TPS-3" y
Ath/TPS-ANS’ (ver lista de iniciadores anexa). Este ultimo para obtener al cDNA sin las
primeras 300 pares de bases y asi deletar el extremo amino de la proteina.

La reaccién de amplificacién se hizo con las temperaturas de 94 °C, 1 min./50 °C, 1
min./72 °C, 2 min.; por 40 ciclos. Al inicio se dio un ciclo de 94 °C, 3 min. y al final, 72
°C por 10 min. La amplificacion se hizo con DNA polimerasa Expand de Boheringer, para
asegurar alta fidelidad.

Parte de la reaccion se corrié en un gel de agarosa al 0.7 % y la banda resuitante del
tamafio deseado, se eluyé y se reamplificd de nuevo por PCR para contar con suficiente
DNA para hacer las clonaciones posteriores y para eliminar bandas inespecificas

amplificadas en la primera ocasion.
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METODO 8.

PRIMERS Y CONDICIONES DE PCR EMPLEADAS.

A continuacién se describen las condiciones de PCR. A las condiciones de PCR sefialadas,
se le afladieron 3 minutos a 94 °C de entrada para asegurar una eficiente desnaturalizacion
inicial del DNA, y 10 minutos a 72 °C de salida o extensién adlclonal para terminar la
amplificacion de posibles productos incompletos.

SITPS1 (Producto amplificado)

Forward (5 "TPS-SI/pBIN): 5'-CATGCCATGGCTATGCCTCAGCCTTACC -3’

Reverse (Universal): 5'=GTAAAACGACGGCCAGT -3’

Templado: 100 ng de la clona pSK::SITPS/.

Amplificacion: Para clonar el gen completo y no alterar el sitio ATG original, se afiadié un
sitio Nco I, en fase con el verdadero ATG. Por lo tanto, se afiadieron los aminoacidos met y
ala en 5°. Entonces, a diferencia del SITPS! que codifica 994 aa (2982 bp), en este caso
serian 996 aa (2988 bp).

Condiciones de PCR: 94 °C, 1 min.; 47 °C, 1 min.; 72 °C, 2 min. 35 ciclos.

ANH2-SITPS1 (0 ANSITPS1)

Forward (SLTPS-100): 5'-CATGCCATGGGTCGAGGCCAGCGGTTGC -3°
Reverse (Universal): 5'-GTAAAACGACGGCCAGT -3’

Templado: 10 ng de pSK::S/TPS/.

Amplificacion: 2685 bp 6 895 aa

ACOOH-SITPS1 (o SITPSIAC)

Con un sitio BamH 1 0 Nco 1 en el forward y Kpn1 o Not 1 en el reverse.
Para clonar en pSAL4 con BamH 1-Kpn 1 (CUPI+SITPSIAC ).

Forward (CUPTPS5'): CGCGGATCCCATTACCGACATTTGG -3°
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Reverse (TPS600-3'): 5'-CGGGGTACCTCACTTTGACTCCGAGTACTTTGC -3
Para clonar en pRS6 (con Nco I-Not 1).

Forward (5 TPS-SI/pBIN): 5'-CATGCCATGGCTATGCCTCAGCCTTACC -3
Reverse (TPSSI(3DCOOH)):
5-ATAGTTTTGCGGCCGCTCACTTTGACTCCGAGTACTTTGCGAC -3°
Templado: 20 ng de pSALA4::SITPSI.

Amplificacion: 602 aa 6 1806 bp.

Condiciones de PCR: 94 °C, 1 min.; 50 °C, 1 min.; 72 °C, 2 min. 30 ciclos.

ANH2-SITPS1-ACOOH (0 ANSITPS1AC)

Con un sitio Nco 1 en forward y Kpn 1 o Not I en reverse

Forward (SLTPS-100): 5'-CATGCCATGGGTCGAGGCCAGCGGTTGC -3
Reverse (TPS600-3'): 5'-CGGGGTACCTCACTTTGACTCCGAGTACTTTGC -3

Reverse (TPSS1)3DCOOH)):

5 -ATAGTTTTGCGGCCGCTCACTTTGACTCCGAGTACTTTGCGAC -3°
Templado: 20 ng. de pSAL4::SITPS/
Amplificacion: 501 aa ¢ 1503 bp.

Condiciones de PCR: 94 °C, 1 min.; 55 °C, 1 min.; 72 °C. 35 ciclos.

SITPP (ANH2-ATPS1 6 extremo carboxilo)

Con sitios Xko 1y Nco 1 en ¢l forward

Forward (SITPP-5"); 5'-CCGCTCGAGCCATGGTGCATATTCCGCCTCAATTGCC -3’
Reverse (Universal): 5'-GTAAAACGACGGCCAGT -3

Templado: 10 ng de pSK::SITPS]
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Amplificacion: 396 aa 6 1188 bp.

Condiciones de PCR: 94 °C, 1 min.; 50 °C, 1 min.; 72 °C, 2 min. 30 ciclos.

SI-NH2 (extremo amino)

Con sitios Xho 1y BamH 1en el forwafd y Nco 1 en el reverse.

Forward (TPSSI-SN(XB): 5'-CCGCTCGAGGATCCTATGCCTCAGCCTTACCC -3
Reverse (TPSSI-3N(N): 5'-GCATGCCATGGAAATCTTGGACGGCTC -3°
Templado: 100 ng de pRS6::5/7PS!

Amplificacion: 100 aa 6 300 bp.

Condiciones de PCR: 94 °C, 1 min.; 48 °C, 1 min.; 72 °C, 2 min. 40 ciclos.

SeTPS1

Con sitios X#o I en el forward y Kpn 1 0 Not I en los reverse

Forward (TPS 1.-5 ): §-CCGCTCGAGGGTACTCACATACAGAC -3’
Reverse (TPS1-3°): 5'-CGGGGTACCGCATCGGGTTCATCAG -3

Reverse (TPS1-38¢): 5'-ATAGTTTTGCGGCCGCATCGGGTTCATCAG -3°
Templado: 100 ng. banco gendémico de levadura en el vector YCp50.

Programa: 94 °C, 1 min/ 48 °C, 1 min/ 72 °C, 2 min., 35 ciclos.

ScTPS2

Con sitios Xho I en el forward y Xpn 1 en el reverse

Forward (TPS2-5°): 5"-CCGCTCGAGCACTATTTCTGTGCCG -3’
Reverse (TPS2-3"): 5'-CGGGGTACCATGGTGGGTTGAGAC -3°

Templado: 100 ng banco gendmico de levadura en el vector YCp50.
Programa: 94 °C, 1 min/ 48 °C, 1 min/ 72 °C, 2 min., 35 ciclos.
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AtTPS1

Con los sitios Nco 1 en forward y Not 1 en reverse

Forward (Ath/TPS-5°): 5'-CATGCCATGGCTGGAAATAAGTACAACTGC -3
Reverse (Ath/TPS-3°):

5. ATAGTTTTGCGGCCGCTTAAGGTGAGGAAGTGGTGTCAG-3’

Templado: 1/10 de la reaccién de sintesis de ss cDNA (2 ul), a partir de RNA total de
plantulas de Arabidopsis thaliana, y despucs se eluy6 la banda y se reamplifico de nuevo.

Condiciones de PCR: 94 °C, 1 min.; 48 °C, 1 min.; 72 °C, 2 min. 40 ciclos.

ANA(TPS1

Con lo sitios Nco I en forward y Not I en reverse

Forward (Ath/TPS-ANS').

5 . CATGCCATGGCTTATAATAGGCAACGACTACTTGTAGTG -3
Reverse (Ath/TPS-3°):

5. ATAGTTTTGCGGCCGCTTAAGGTGAGGAAGTGGTGTCAG-3’

Templado: 1/10 de la reaccién de sintesis de ss cDNA (2 ul), a partir de RNA total, y
después se eluyo la banda y se reamplificé de nuevo.

Condiciones de PCR: 94 °C, 1 min.; 50 °C, 1 min.; 72 °C, 2 min. 40 ciclos.
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METODO 9.

TRANSFORMACION DE E. coli MEDIANTE ELECTROPORACION

10.

11.

12.

Por la mafiana inocular 100 ml de medio LB en un matraz de 100 m! con un 1 ml de un
cultivo overnight de E. coli (cepa DHS5a).

Incubar a 37 °C con agitacién vigorosa, hasta que el cultivo alcance una densidad Aggo
de 0.6.

Enfriar con hielo al cultivo, por 30 minutos. A partir de aqui es critico el mantener las
células frias, bajo 4 °C.

Colectar las células mediante centrifugacion a 4000 g por 15 minutos, a 4 °C y luego
decantar el sobrenadante.

Lavar 2 veces con 50 ml de glicerol al 10%, pre-enfriado en hielo.

El peliet resultante después de dos lavados, resuspenderlo en 0.2 ml de GYT (glicerol
10%, extracto de levadura, 0.125% y bacto triptona, 0.25%) pre-enfriado en hielo o en el
refrigerador.

Preparar muestras alicuotas de 40 ul en tubos eppendorf pre-enfriados, y las células
ahora competentes pueden emplearse de inmediato, o bien pueden congelarse en hielo
seco, 0 metiéndolas al ultracongelador para su uso posterior.

Para electroporar, se afiade el DNA a las células (1-2 ul, de 1-100 ng), se mezcla con la
punta de la pipeta y luego se transfiere a una cubeta pre-enfriada de electroporacién de
0.1 6 0.2 cm de ancho. Mantener la celda en el hielo hasta que se electropore.

La electroporacion se lleva a cabo aplicando los siguientes parametros: 25 uF, 200 ohms
y 2.5 Kv (para celdas de 0.2 cm) 6 1.8 Kv para celdas de 0.1 cm.

Después, se afiade a la cubeta 1 ml de medio SOC (bacto triptona, 2%; extracto de
levadura, 0.5%; NaCli, 10 mM; MgSOq4, 10 mM y MgCl,, 10 mM), y se recuperan las
células con una micropipeta azul, pasdndolas a un tubo de ensayo chico.

Incubar a 37 °C por una hora para permitir la expresidn del gen de resistencia a
ampicilina.

Tomar alicuotas para platear en cajas petri con medio LB selectivo (con ampicilina, 50
pg/ml; o carbenicilina, 100 pg/ml), e incubar overnight a 37 °C, después de lo cual se
podrén apreciar las colonias transformadas resistentes a ampicilina.
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La electroporacion es el método a elegir cuando se desea maximizar la eficiencia de
transformacion (10%-10'? transformantes por g de DNA) al hacer genotecas en plasmidos, o
cuando se desean recuperar clonas resultantes de ligaciones de baja eficiencia, como cuando
se clona un fragmento de PCR con extremos romos.

Basado en:

Tung, W.L., and K.-C. Chow. 1995. A modified medium for efficient eletrotransformation
of £. coli. TIG 11: 128-129,

METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR DE RUTINA
Estos se efectuaron basdndonos fundamentalmente ¢n alguno de los manuales siguientes:

Ausubel, F. M., R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith and K.
Stuhl. 1994. Current Protocols in Molecular Biclogy. John Wiley and Sons, NY.

Kaiser, Ch., 8. Michaelis and A. Mitchell. 1994. Methods in Yeast Genetics. A Cold Spring
Harbor Laboratory Course Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring
Harbor, NY.

Sambrock, J., E.F. Fritsch, and T. Maniatis. 1989. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Ed 2. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Serrano, R. 1993. Métodos de Bioquimica y Biologia Molecular. Mimedgrafo del

Departamento de Biotecnologia de la Escuela Superior de Ingenieros Agronomos,
Universidad Politécnica de Valencia, Espafia.

ANEXO DE CONSTRUCCIONES EMPLEADAS.
A continuacién se anexan las figuras (19,20, 21 y 22) de la estrategia para clonar

SITPS1 en pSAL4, asi como las clonas que se utilizaron para los experimentos reportados
en éste trabajo.
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Figura 19. Estrategia de clonacién de SITPST en pSAL4
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Figura 20. Cionas de levadura y Sefaginella en el vector pSAL4
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Figura 21. Clonas TPS en el vector pRS6
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Figura 22. Clonas TPS en el vector pSAL6
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Figurs 23. Perfiles hidropéticos de SITps1 y AtTps1. Los perfiles se hicieron
promediando 12 aa por punto.
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ANEXO

CONSTRUCCION DE VECTORES DE EXPRESION PARA
LEVADURA BASADOS EN LOS PROMOTORES
CUP1 Y PMAI
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RESUMEN

Con el objetivo de generar un grupo de vectores de expresién con diferentes
caracteristicas que ofrecieran opciones acordes con las necesidades del sistema
experimental requerido, se construyeron y caracterizaron parcialmente dos series de
vectores de expresion para S. cerevisiae.

Para ello, se aprovechd la disponibilidad de los vectores de clonaciéon mono y
multicopia con los marcadores de seleccién para URA3, LEUZ2, HIS3 y TRPI previamente
construidos (Sikorski and Hieter, 1989, Christianson er al., 1992).

El primer grupo de vectores (pSAL1 a pSALR) esta basado en el promotor CUP/ el
cual fue elegido por ser un promotor modulable en el cual puede inducirse la transcripcion
del gen de interés a través del uso de diferentes concentraciones de cobre como CuSO,; es
ademas un promotor poco afectado por el desarrollo y por la composicion del medio de
cultivo. Para construir estos vectores, se disefid un cassette de expresion CUPI/CYC!
constituido por el promotor CUPJ del gen de la metalotioneina y por el terminador de la
transcripcién CYCI. A este cassette se le mejoré el lugar de clonacion multiple o
‘polylinker’ que quedé constituido por los sitios Eco RI, Xko I, Nco 1, Sac 1, Not 1, Sph |,
Sal 1y Kpn 1. Se probé el funcionamiento correcto de estos vectores mediante la clonacion
del gen reportero /acZ en el vector pSALI (monocopia con el marcador LEUZ),
demostrandose que la transcripcion puede modularse mediante la adicion de cantidades no
toxicas de 5 a 100 uM de sulfato de cobre.

El segundo grupo de vectores fue disefiado en base al promotor fuerte PMAJ
proveniente del gen que codifica para la ATPasa de protones de la membrana plasmatica de
la levadura. Estos vectores se hicieron para contar con la opcion de expresar genes a un
nivel alto y constitutivo. Estos vectores que denominamos pRS1 a pRS8, se construyeron
substituyendo el promotor CUP! por el promotor PMA! para obtener el cassette de
expresion PMAI/CYCI. El funcionamiento de estos vectores se probo cualitativamente
clonando en uno de ellos (pRS6, muiticopia, HIS3) al gen reportero SGFP-TYG, que
codifica para la proteina verde fluorescente.

.9
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Los vectores pSAL4 (multicopia, /RA3), pSAL6 (multicopia, H/S3) y pRS6
(multicopia, H/S3) también fueron empleados para expresar en levadura genes homologos
y heter6logos de la misma levadura o de plantas que codifican genes 7PS y que intervienen

en la biosintesis de trehalosa.
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INTRODUCCION

1. EL PROMOTOR CUP1.

1.1 El gen CUPI de metalotioneina y su proteina.

Segin Butt y Ecker (1987), las secuencias de DNA reguladas por metales
constituyen de los elementos mas interesantes para ia expresion heteréloga en levaduras.

Sin embargo, para poder utilizar estos elementos, primero ha sido necesario
comprender al nivel molecular, la regulacién de los genes que codifican las
metalotioneinas, una familia de proteinas especializadas en la detoxificacion de metales
pesados como cobre, cadmio y zinc. Uno de los primeros genes clonados, que codifica una
de estas proteinas fue el CUP! de Saccharomyces cerevisiae, también denominado como
Cu-MT ( Fogel and Welch, 1982; Butt e 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, estd relacionado con el nivel de resistencia a la toxicidad por Cu. Las
cepas mads resistentes, generalmente de origen industrial, son capaces de crecer bajo una
concentracion de hasta 2 mM, y estas cepas normalmente tienen 10 o més copias de CUP/,
mientras que las cepas susceptibles sin ningin gen CUP/ funcional no pueden crecer a mas
de 100 pM de Cuy (Welch er al,, 1983). El fendmeno que propicia el incremento en el
numero de copias, ha sido la amplificacién génica, resultante de la recombinacion no
reciproca o la conversién 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 que
contienc altas concentraciones de sulfato de cobre (muy empleado para el control de
enfermedades fungosas en las vides), las levaduras han estado en contacto con este metal
durante miles de afios (Fogel et al., 1983; Hamer et al., 1985).

En la levadura, CUP/ codifica una pequefia proteina de s6lo 61 amino4cidos capaz
de unir hasta 8 atomos de cobre de manera cooperativa, a través de 12 residuos de cisteina
(Winge 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
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cadmuo. Por otra parte, el gen es solo inducido por cobre y plata (Ecker et al., 1986; Hamer,
1986; Furst et al., 1988). Homdlogos de este gen se pueden encontrar practicamente en
todos los organismos eucariotes, aunque en organismos superiores constituyen familias
multigénicas complejas que codifican proteinas con propiedades para unir una amplia
variedad de metales pesados (Hamer, 1986).

En Arabidopsis se han identificado dos genes MT homoélogos de CUPI! y
codificantes de metalotioneina homélogos, que ademés fueron capaces de complementar
funcionalmente a la mutante cup/4 de levadura, incrementando adetnds su resistencia a la
toxicidad por cobre y cadmio. Similar al gen de levadura, MT/ y MT2 son inducidos por
cobré, por lo que se supone que estos genes estarian involucrados en la detoxificacién por

metales pesados en plantas (Zhou and Goldsbrough, 1994).

1.2 El promotor CUPI de levadura es finamente reglilado por Cu.

El promotor CUP! posee ctertas propiedades que lo han vuelto atractivo para ser
empleado tanto en investigacibn como en biotecnologia industrial debido
fundamentalmente a las siguientes ventajas: 1) es un promotor inducible por cobre, lo cual
permite el mantenerlo activo o inactivo segun sea conventente. Por adicion de cantidades
micromolares de cobre, puede inducirse hasta 25 veces en relacién con su actividad basal
(Butt er al.,, 1984); 2) la actividad basal puede ser controlable, seleccionando la cepa
hospedante adecuada, en la que el nimero de copias de CUP/ y la presencia de activadores
y represores afectard 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 ha hecho una caracterizaciébn mas o menos exhaustiva de los
elementos cis y trans que afectan el nivel de transcripcién basal y la propiedad de este
promotor de ser inducido gradualmente en funcién de la adicién de cantidades
micromolares, no téxicas de cobre. Un resumen de lo reportado hasta ahora se presenta en
las Figuras 1 y 9.

Inicialmente se determiné que el fragmento BamH 1-Rsa | de 431 bp, en la region 5°

inmediata al gen CUP/, podia retener las principales propiedades de control transcripcional
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{-65 bp y -56 bp)

I ] I ! | ] I | i I ] I I
-500 -400 -300 -200 -100 +1 +100 bp

Elementos cis en el promotor CUP1
N
g UAScupy (TTTTGCTG) (-273 a -266 y -244 a -237)

UAShse (TTCTAGAA) (-227 a -220)

URS? (-194 a -143) (ELEMENTO REPRESIBLE POR GLUCOSA, PARCIAL-
MENTE FUNCIONAL EN PRESENCIA DE COBRE)

é CAJA TATA (TATAAAA) (-142 a -136 )
(TATAATA) (-92 a-98)

Figura 1. Elementos cisy trans involucrados en el
control transcripcional del promotor CUP 1
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mostradas por el gen CUP! (Butt ef a/., 1984; Hamer et al., 1985, Thiele and Hamer).
Andlisis posteriores se centraron en tratar de identificar los elementos de control presentes
en ésta regién. El promotor CUP/ posee dos cajas TATA putativas, ubicadas a -98 y -142
bp arriba del primer ATG de CUPI, y coincidentemente, se han identificado dos sitios de
inicio de la transcripcion, a -65 y -56 bp arriba del inicio de traduccion (Karin ef a/., 1984),
Dentro de los elementos cis de control ‘positivo, se han caracterizado las secuencias MT-
UAS 6 UAScun (TTTTGCTG y TTTTCCGCTG) (region -274 a -193 arriba del inicio de la
traduccién) presentes en tAndem en el pfomotorC UPI.

Mediante experimentos de “footprinting”, se ha demostrado que estas secuencias
constituyen el sitio de unién del factor de transcripcion Acel, responsable de sensar la
concentracion de cobre en el medio después de lo cual, de manera proporcional, activa al
gen MT (Thiele and Hamer, 1986; Thicle, 1988; Huibregtse et af., 1989; Szczypka and
Thiele, 1989). Esta regulacién tan sensible y fina es posible porque la proteina Acel, como
la metalotioneina misma, es capaz de unir cooperativamente a los dtomos de Cu(l) y
experimentar un cambio conformacional que incrementa su afinidad por la secuencia
UASCUPI, lo cual tiene como efecto un aumento en la tasa de transcripcion de CUP! (Furst
et al., 1988; Furst and Hamer, 1989).

1.3 Induccién por choque térmico y estrés oxidativo

En levadura, la respuesta transcripcional al choque termico (HS) se lieva a cabo a
través de elementos cis (HSE) y un factor de transcripcion (Hsf) que se activa en respuesta
al choque térmico, mediante su fosforilacién y trimerizacion. Los elementos cis presentes
en los genes responsivos al calor presentan tres o mdas repetidos de la secuencia
GAAnTTCnnGAA 6 TTCnnGAAnnTTC (Sorger and Nelson, 1989).

El promotor CUP! 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
demostré que esto es asi, aunque de manera indirecta, cuando se aislé una mutante
supresora de acel (hipersensible a cobre), que resultd ser el factor Hsf que al ser mutado
incremento su afinidad por el HSE presente en el promotor de CUP/. La proteina Hsf
silvestre muestra s6lo una ligera afinidad por el HSE de CUP/, que sin embargo es

detectable in-vitro mediante experimentos de unién a DNA y de retardo en geles de
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poliacrilamida, e in-vivo al seguir la activacién de la fusion del promotor CUP! a lacZ
(CUPI-lacZ) en respuesta al choque térmico (Silar et al., 1991; Yanget al., 1991).

Se ha reportado que la metalotioneina de levadura es capaz de suprimir varios de los
defectos al estrés oxidativo mostrados por la mutante sod/A (Tamai er al., 1993). En
concordancia con esto, se determiné que el gen CUP/ es activado transcripcionalmente por
estrés oxidativo, y que esta respuesta estd mediada por la unién de Hsf a HSE. Un dato
interesante es que el patron de activacién por fosforilacién de Hsf es diferente al patrén

tipico inducido por choque térmico (Liu and Thiele, 1996).

1.4 Control negativo de CUP! por glucosa.

La regulacién por fuente de carbono ha sido demostrada sélo circunstancialmente,
ya que una delecién entre el sitio UASCUP1 mas cercano al inicio de transcripcion y la
primera caja TATA del promotor CUP/ (en otras palabras, a unas 105 bp del primer inicio
de transcripcién), incrementé en 10 veces el nivel de expresién basal. Dado que los
experimentos se hicieron suministrando glucosa como fuente de carbono, se asume que en
esa regién podria encontrarse un elemento URS de regulacién negativa por glucosa (Thiele
and Hamer, 1986). La gran mayoria de los estudios de regulacién de CUP! se han hecho
empleando glucosa como fuente de carbono, asf que es evidente que la posible represion
del promotor ejercida por este azilicar, €s superada por la activacién del mismo cuando se

adiciona cobre (Butt and Ecker, 1987).

1.5 Vectores basados en el promotor CUP!

Aunque el promotor CUP/I es un promotor débil comparado con otros como el
PGK y el GALI (Piper, 1994), puede dar resultados similares bajo un manejo adecuado si
se trata de producir proteinas recombinantes, con la ventaja adicional de que su expresién
es independiente del desarroilo y su expresion puede inducirse dentro de un amplio rango.
Se ha reportado que ¢l rendimiento de suero de albimina humana en levadura recombinante
fue tan alto bajo el control del promotor CUP1, como el obtenido utilizando el promotor
PGK|I (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 adicion de cantidades no
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toxicas de cobre, lo cual en algunos casos da un mejor resultado que empezar el cultivo
bajo una expresién constitutiva alta.

La mayoria de los promotores utilizados en los vectores de expresion se derivan de
genes de expresion constituiva, regulados ¢ inducibles por fuentes de carbono, como los
PGK, GAL! y ADH, a diferencia del CUP/ cuya regulacion es mayoritariamente ejercida
por el cobre. Aunque se ha reportado que hay elementos de regulacién negativa por glucosa
en el promotor CUP/, también se sabe que la adicién de cobre supera parciaimente esta
represién. Cuando se elimina esta secuencia del promotor, se incremente la expresion basal,
y se duplica el nivel méximo de expresion inducible por cobre en vectores monocopia
(Thiele and Hamer, 1986).

Por otra parte no siempre es conveniente el obtener una expresion fuerte. Hay genes
cuya sobre-expresion puede resultar en efectos téxicos para la levadura, por lo cual en ese
caso lo mejor es una expresién baja (Chen et al., 1990).

Ademds, es posible incrementar la fuerza del promotor CUP/ mediante varias vias,
como utilizar un vector con origen de replicacién multicopia en vez del monocopia, con lo
cual se incrementa el nimero de unidades de transcripcién activas (Macreadie ef a/., 1991);
o bien sobre-expresando ACE1, el factor de transcripcion responsivo a Cu (Thorvaldsen et
al., 1993).

En plantas también se desarrolld un sistema versatil de expresién, al construir un
promotor quimérico formado por los elementos UASCUP!1 de levadura, de 90 bp de CaMV
355 para proveer del promotor minimo. Este promotor fue fusionado a GUS, vy,
adicionalmente, el sistema incluye la cotransformacion de plantas de tabaco con el gen que
codifica el factor de transcripcion de levadura ACE! sobre-expresado. Bajo estas
condiciones, se obtuvieron plantas en las que fue posible mantener un nivel bajo de
expresion basal, e inducir la transcripcién de GUS hasta 50 veces al afiadir S0 pM de
CuSO, en la solucién de riego, 6 asperjando 0.5 pM a las hojas para evitar los efectos
toxicos del cobre. Se demostré que la transcripcién podia interrumpirse simplemente al

retirar el cobre (Mett et al., 1993).
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2, EL PROMOTOR PMAL

2.1 E1 gen PMA1 y su proteina.

La ATPasa de protones (H'-ATPasa) codificada en levadura por PMA! es un
polipéptido abundantemente expresado, ya que pude constituir entre.un 7-10% de la
proteina de la membrana plasmatica. Tiene como principal funcidén el bombear protones
hacia el exterior de la célula para generar un gradiente electroquimico que luego es
utilizado para introducir iones, aziicares y aminoacidos a través de los sistemas de
transporte secundarios (Serrano, 1988). Adicionalmente, el bombeo de protones contribuye
a regular el pH intracelular (Eraso and Gancedo, 1987). PMA] es un gen esencial en
levadura, ya que su disrrupcién produce una mutante inviable (Serrano et al., 1986).

Dado lo escencial de esta proteina, su disponibilidad debe de estar cuidadosamente
regulada. Las primeras evidencias demostraron que estaba sujeta a regulacién post-
traduccional en respuesta a la presencia de glucosa, ya que su actividad se ve incrementada
después de la adicion de este aziicar, que induce la fosforilacion de Ser/Thr en uno de los
sitios del polipéptido de 100 kD (Chang and Slayman, 1991).

2.2 Regulacion transcripcional de PMAL

Contra la idea que este gen se expresa de manera constitutiva, originada més que
nada por la larga vida media de la proteina (20 horas) (Serrano, 1988; Benito ef al., 1991),
se ha encontrado que también estd sujeto a una evidente regulacién transcripcional,
mediado por el factor Tufl/Rapl el cual responde a la adicion de azdcares fermentables
(Capieaux et al., 1989; Rao et al., 1993, ver Figuras 2 y 10). La transcripcion cuantificada
mediante una fusién del promotor PAMA/ con el gen reportero lacZ , muestra una reduccion
de cerca del 60% en la actividad especifica de [B-galactosidasa, cuando la fuente de
carbono es galactosa en vez de glucosa, (Garcla-Arranz er «f., 1994). A pesar de estar
influido por la fuente de carbono, el nivel de expresién no se ve tan abatido como es el
caso del promotor GALI, donde la transcripcién se incrementa hasta 1000 veces al
emplear galactosa en lugar de glucosa como fuente de carbono (Serrano and Villalba,

1995). En las Figuras 2 y 10, se indican otros consensos cis identificados analizando la
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secuencia del promotor PMA/. Segin nuestro conocimiento, no se ha explorado si estos
consensos son realmente funcionales en regular la transcripcién de este gen, aunque, dada
la importancia de la ATPasa de protones en levaduras, se esperaria que estuviese sujeta a
una cuidadosa regulacion, por lo que no seria extrafio que otros elementos cis diferentes a
los RPG también estén involucrados en el control transcripcional de PMA L.

El promotor PMA ! se considera un promotor fuerte, similar al promotor GAL{, por
lo cual se le ha utilizado para expresar genes heterologos de plantas en los cuales se espera
que el fenotipo responda proporcionalmente a un incremento en la cantidad de proteina.

Rubio et a/ (1995) expresaron en levadura al gen HKT/ que codifica un putativo
cotransportador K'/Na* de trigo, y mds recientemente, Zenteila es af (1999), lograron
complementar a la mutante ps/ 4 con el gen homélogo de S. /ephidophylla clonado en un

vector de expresion con el promotor PMAJ.

OBJETIVOS

1) Construir una serie de vectores de expresion basados en el promotor CUP! inducible
por cobre y en el promotor constitutivo PAMA/ con un origen de replicacion monocopia o

multicopia, con los genes marcadores mas usuales.

2) Probar el funcionamiento de los vectores mediante la clonacién de un gen reportero,

como lacZ o GFP de la proteina verde fluorescente.
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secuencia del promotor PMAJ. Segiin nuestro conocimiento, no se ha explorado si estos
consensos son realmente funcionales en regular la transcripcién de este gen, aunque, dada
la importancia de la ATPasa de protones en levaduras, se esperaria que estuviese sujeta a
una cuidadosa regulacién, por lo que no seria extrafio que otros elementos cis diferentes a
los RPG también estén involucrados en el control transcripcional de PMA/.

El promotor PMA/ se considera un promotor fuerte, similar al promotor GAL/, 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 al gen HKT! que codifica un putativo
cotransportador K*/Na* de trigo, y mds recientemente, Zentetla et a/ (1999), lograron

complementar a la mutante (ps/A4 con el gen homologo de S. lephidophylla clonado en un

vector de expresién con el promotor PMAI.

OBJETIVOS

1) Construir una serie de vectores de expresion basados en el promotor CUP/ inducible
por cobre y en el promotor constitutivo PMA! con un origen de replicacién monocopia o

multicopia, con los genes marcadores mas usuales.

2) Probar el funcionamiento de los vectores mediante la clonacién de un gen reportero,

como flacZ o GFP de la proteina verde fluorescente.
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RESULTADOS

1. Construccion de vectores pSAL
Se construyeron una serie de 8 vectores utilizando el mismo cassette de expresion
CUPI/CYC] y aprovechando los vectores de clonaciéon monocopia y multicopia

construidos por Sikorski y Hieter (1989) y por Christianson er a/ (1992).

1.1 Construccién de pSALI1
La construccién del primer vector de esta serie se muestra graficamente en la Figura

3, y se describe en la publicacion anexa (Mascorro-Gallardo ef al., 1996).

1.2 Construccién de otros vectores pSAL

Una vez que se decidi6 construir toda la serie de vectores enlistados en la Tabla 1,
se considerd que era més conveniente primero preparar un cassette CUPI/CYC] que
sirviera para llevar a cabo las 7 clonaciones restantes de la manera més sencilla. La
estrategia para la construccion se ilustra para pSAL4 en la Figura 4, proceso que se repitié
para el resto de los vectores. Se parti¢ del vector pCUPI en el cual se sustituyo el
terminador CYC/ por el terminador CYC! modificado de pSALI, en el cual se cuenta con
un 'polylinker’ . Para esto, el terminador CYC/ de pSALI se escindi¢ digiriendo con Neo I-
Hind 111, y en el testo de pSAL1 se cloné el terminador CYC/ con el "polylinker” integrado;
al vector resultante se le llamé pCUP2. Este paso adicional se hizo debido a dos
consideraciones: 1) integrar el 'polylinker’ previamente sintetizado al construir pSAL1, y
2) conservar los sitios BamH 1-Cia I que permitirian obtener el cassette completo, que
tuego de ser rellenado con enzima Klenow podria emplearse para hacer el resto de los
vectores pSAL.

Una vez que se tuvo al vector pCUP2, se purificé suficiente DNA del cassette
CUPI/CYC] digerido con BamH 1-Cla 1, el cual se rasuré con la enzima Klenow. Por otro
lado, el armazén o esqueleto de los vectores se obtuvo simplemente digiriendo con Pvu II,
que origina extremos romos, a los vectores monocopia pRS313, pRS314, pRS316 y a los
multicopia pRS423, pRS424, pRS425 y pRS426; después, el fragmento mayor se ligé con
el cassette de expresion. Esto nos permitid principalmente el eliminar el "polylinker”y un
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Construction of a CUPI promoter-based vector to modulate gene
expression in Saccharomyces cerevisiae *

(Yeast shuttle-expression vector; centromeric plasmid; recombinant DNA)
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SUMMARY

We report the construction and characterization of a yea: : shuttle-expression vector that can be used to express genes
in yeast in a modulated form. This vector is centromeric, with a polylinker that optionally can provide an ATG start
of transtation. Expression features are based on the CUPI yeast metallothionein gene promoter, which can be tightly

modulated by copper.

Heterologous genes can be expressed in yeast and this
property has been exploited to identify genes by screening
cDNA libraries by complementation (Elledge et al,,
1991). Although in many examples overproduction of a
protein has allowed to rescue yeast mutations, in other
cases a phenotype shown by moderate gene expression
can be masked by its overexpression (Chen et al., 1990).
These limitations could be overcome by using an expres-
sion system susceptible of being modulated.

In order to develop an alternative expression vector
for yeast, we used the yeast CUPI promoter (Butt et al..
1984) to construct a new centromeric, shuttle-expression
vector named pSALI (Fig. 1). To test the main advan-
tages of this vector, we directionally inserted the lacZ
reporter gene in the Ncol-Notl orientation (Fig. 2). After
previous amplification in E. coli strain DH5¢, we trans-

Correspondence to: Dr. R, Gaxiola. Depto. de Biologia Molecular de
Plantas, [nstitute de Biotecnologia, UNAM, Apdo. Postal 510-3,
Cuernavaca, Morelos 62250, Mexico. Tel. (52-73) 291643, Fax {52-73)
172388;

e-mail: gaxiola@ibt.unam.mx
* On request, the authors will supply detailed experimenial evidence

for the conclusions reached in this Briel Note. The plasmids are avail-
able upon request.

Abbreviations: aa, aminc acid(s); Ap, ampicillin: BGal.
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formed the yeast strain RS-58 (MATa. ade!-100. urai-s2,
leu2-3-112, his4-419; R, Serrano. personal communica-
tion) with pSAL1::lecZ. To test the lacZ expression under
control of the CUP! promoter, the transformed yeast
were assayed for PGal activity (Gaxiola et al., 1992)
Cu?* caused a tight regulation of the CUP! promoter
as follow: a basal activity of 18 units of BGal (Miller,
1972) was detected without addition of Cu? ™ : it increased
to 58, 298, 373 and 476 units after addition of 1. 10, 50
and 100 uM Cu?*, respectively. These results are in
agreement with previous reports on CUP! behavior
(Butt et al., 1984). The effectiveness of the CUP! pro-
moter to regulate gene expression in this vector will be
very useful when the level of expression of a gene is critical
to show up a phenotype.

B-galactosidase; bp, base pair(si CEN6/ARSH4, veast centromere
sequence and autonomous replication sequence; CL PJ. veast metatloth-
ianein-encoding gene: C YCI, yeast iso-1-cytochrome-encuding gene; ds,
double strand(ed); [1i+), phage origin of DNA replication for the in
vivo production of single-siranded DNA; kb, kilobase(s) or 1000 bp;
LEUZ. leucine auxothropic marker gene: MCS, multiple cloning site;
nt, nucleotide(s}; oligo. oligodeoxyribonucleotide: orf, pBLUESCRIPT
origin of DNA replication; Pollk, Klenow {large) fragment of E. coli
DNA polymerase | *. resistance/resistant; RBS, ribosome-binding
site(s).;:. novel joint (fusion or insertion).
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Xhel 0.001
Neol 0,007.
Sacl 0.018
Notl 0.023

MCS

EcoRl 6.42 Sphi 0.031
HindIll 0.42
Bamill 6,00 Pvul 0.46
Nael 0.62

[wbid| CYCH
promoter term

flgs}

PSAL1

R 6.42 kb LEU2 Clul 183
Kpnl 1,92
Pvul 4.57
: EcoR! 2.31
Scal 446 CENG/ARSHH
Bl 2.38

EcoRV 2.43

Fig. I. Map of pSALI. We used the pRS315 backbone to design a
centromeric yeust vector with a LEU2 auxothropic marker (Sikorski
and Hieter, 1989). pRS31S was digested with Poull and the 5.54-kb
fragment was retained. The CUPI-CYC! cassette was excised {rom the
pCUP! plasmid (R. Coria, personal communication) as a 0.82-kb
BamRi-Clal fragment. After fill-in with Pollk, the cassctie was ligated
to the pR3315 fragment. During the cloning, the BamHI site was regen-
erated, while the Clal and Prull sites were destroyed. MCS was synthe-
sized in  two complementary 29-mer oligos (5-CATGGT-
GAGCTCTGCGGCCGCTGCATGCT and  5-CATGAGCATGC-
AGCGGCCGCAGAGCTCAC), where the Ncol site distal to the
CUP! promoter was destroyed by G-+ T transversion.The dephosphor-
ylated ds oligo was inserted into the Neol site of the CUPI-CYC!
cassette.
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Tabla 1. VECTORES DE EXPRESION DE LEVADURA
BASADOS EN EL PROMOTOR CUPI
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VECTOR NO. COPIAS GEN VECTOR POLYLINKER’
SELECTOR BASE (5°a3")
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pSALIl monocopia LEU2 pRS315 EcoRI,Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphl, Sall, Kpnl.

pSAL2 multicopia LEU2 pRS5425 EcoRlI, Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphl, Sall, Kpnl.
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pSAL3 monocopia URA3 pRS316 EcoRl, Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphi, Sali, Kpnl.
pSAL4 multicopia URA3 pRS426 EcoRI, Xhol, Ncol,Sacl,

Notl, Sphl, Sall, Kpal.
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pSALS monocopia HIS3 pRS313 EcoR], Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphi, Sall, Kpnl.

pSALSG multicopia HIS3 pRS423 EcoRlI, Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphl, Sall, Kpnl.

2k s 6 ok e o 3k e e 35 e K ok ok ke ok ok e ok o e ok ok o b o ok ok sk sk ok o 3 3k ok de ke o o 3k ke ok ok oft o ok ok ok ok o R o ok ok 3 ok ok ok sk ok ok koK K kR K

pSAL7 monocopia TRP1 pRS314 EcoRI, Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphl, Sall, Kpnl.

pSALS multicopia TRP1 pRS424 EcoRl, Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphl, Sall, Kpnl.
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* Los sitios tinicos en el polylinker aparecen subrayados. Aunque estdn también presentes en el
mismo, no se indican los sitios Hae 111, Hinc I y Asp 718, ya que el primero no es util por
ser de 4 pares de bases. Hinc Il es isoesquizémerode Sally Asp 718 de Kpn 1.
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pequeiio fragmento de 400 bp de los vectores originales. Después de analizar las clonas
resultantes de la ligacion, se retuvieron aquellas que poseian las orientaciones mostradas en
los mapas que se anexan (Figuras 5 y 6). En la Tabla 1 se resumen los ocho vectores

construfdos y sus propiedades distintivas.

1.3 Ensayo funcional de pSAL1

En el articulo anexo (Mascorro-Gallardo er al., 1996) se sefiala que se llevo a cabo
la clonacién del gen /acZ en pSAL1 para probar el nivel de expresion y el control de la
induccidén por cobre, En la Figura 7 se muestra la manera como se prepard una delecion de
lacZ para ser clonado en la fase adecuada en pSALIL. En la Figura 2 del articulo anexo
(Mascorro-Gallardo ef al., 1996) se muestra la secuencia donde puede verse que se hizo
una fusién traduccional de 31 aminoacidos que empieza desde el sitio Nco 1, y abarca parte
del polylinker de pSL301, hasta el sitio BamH 1 del gen AlacZ original, proveniente del
vector pMC1871 y que carece de los primeros 8 aminoacidos.

Se ensayd la construccidon pSALIL::/acZ en la cepa RS58 de levadura, afiadiendo
diferentes cantidades de cobre en la fase exponencial del cultivo. El resultado se muestra
graficamente en la Figura 8, en la que puede verse que para pSALIl:/acZ, la méxima
induccion se logra al adicionar 100 uM de CuSQ, . Esta concentracién de cobre estd muy
por debajo del nivel de toxicidad para la cepa RS58, ya que previamente se determiné que
hasta 500 uM de sulfato de cobre no afectaba significativamente el crecimiento. Sdlo hasta
que se us6 1000 uM, se produjo inhibicién del crecimiento, ya que 24 horas después, el
cultivo bajo estas condiciones mostré aproximadamente la mitad de densidad optica,

respecto a los otros cultivos con un rango de 0 a 500 uM sulfato de cobre.

1.4 Secuenciacién del cassette CUP1/CYC1

Con el objetivo de corroborar la secuencia del promotor CUP/ y del terminador
CYC1, ambos se clonaron por separado en el vector pKS™ y fueron secuenciados utilizando
el kit de Sequenasa de Amersham. La secuencia tal como se determind se anexa en la
Figura 9, en la cual se indican los elementos cis ilustrados previamente en la Figura 1. Se
debe sefialar que si bien la secuencia de CUP/ coincidié con lo reportado previamente por
Butt et al (1984), para el caso de CYC/ se encontraron algunas discrepancias con lo

140



.CRI0.7

. -EcoRV 1.186

pMC1871
7.47 Kb " seci 1,98

" st 2,26

Corta con 4
BamH! S48 4,52 J EcoRl 3.02
BamHI 4,23 . “~BamHl 3.10
Ecomt 3.87 Corte con , 5s13.11
BamHl P32
Xhgl 6.01

DNA ligass T4

EeoR] 6.43
el 6,23, \
.

Yl 0.83 EcoRv 8.18
BamHl £.60 — Pvul 0.48
RY t,22
Sacl 2.63
Bt 2.32 Pvl 4.57 - .ngl]l.:lz
CENB/ARSH4
Hinge 1.42 Bsb0 292 \&._..E“m .
Sacinem Ecokl 2.00 NS
Bamhi 3,17
Natl 3,82 * . EcoRY 2.43
Bapht 2,68
Corts con e con
ot NeolNot!
DNA ligasa T8

BsLXI 2.93
EceRl 3.08

Bamii 2,17
Bl 3.18
B 3.19
s g " Bswi 3.20
CYCitam /e E”‘;’ ol
Lew 2 fle) ) e
by » \ A Xoa 3,23
e g i Kol 3.24
Eeo kv 5.72 .\ Pyt
B0 § .8 Sna#l 328
ans s,
Xpot 521 Cals.12 Ecory .50 W \\\\sn 3,28
Mind 1 8.71 Avl 829
Prutars Nsi 3.30
Nodl 331

Pwtl 7,97

Ap
PSALY smcE

CENB/ARSHA  R74KD

Figura 7. Construccién de pSAL1::lacZ
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Q_AI_C_QCATFACCGACATI'TGGGCGCF ATACGTGCATATG’[TCATGTATGTATCT 392
BamH!

GTAT'I'TAAAACACITTT GTA’ITA’I'I"I'ITCCT CATATATGTGTATAGGTTTATACGG -336
ATGATITAA’I'I‘A'I'I‘ACIT CACCACCCTT TATTTCAGGCTGA TATCIT AGCCTTGTT -280

EcoRV
ACT AG'ITAGAAAAAGACATI_I‘_IIQ_Q_T_GTCAGTCACF GTCAAGAGATTCTTTTGCT =224
UAS-CUPL UAS-CUP1
QGCATFTC[_'[gLA_(LAAGCAAAAAGAGCGATGCGTCFTTTCCGCTGAACCGTTCC -169
HSE Xbal
AGCAAAAAGACT ACCAACGCAATATGGA’I"I‘GTCAGAATCA’[_‘QIA_&MGAGAAG -115
CAJA TATA
CAAATAACTCCTT GTCTT GTATCAATTGCATTATAATN‘ CTTCTT GTTAGTGCAAT -62
CAJA TATA
ATCATATAGAAGTCATCGAAATAGATATTAAGAAAAACAAACF GTAACGAATTC -8
— - EcoRl
TCGAGQCATGQTQ_AM GCGGCC GC TGCATGCT CATGGCC AGTCGACGTAG +46
Xhol Neol Haelll Sall

'ITAAGTAGQTACCAEE:]ATGGCC’TN?% GGTGGG%'EF:SAAGAAGGAAAAAGACAGAA +99
ACGACTT AAI"CIEIII'IACCT ATTGAAAAAAGCCT GTGAGTAAACNGGCCCCTTTT CCTTT +154
GTCGATAT O\TGTAATTAG’ITATGTCACNC[T ACATTCACNCCCT CCCCCCACAT +209
CCGCTE(CIPFRXACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCF GAAGTCTAGGTCCCIATTT +263
AT’I‘TTT'I"TATK}'ITATGTTAGTATTAAGAAQETTATTTATAﬂT_C_AA_,ATmTCEf*EFF +320

EE PE poly(A)
ITTTTCT GTACAGACNGTGTAGGCATGTAACA'I'FATACT GAAAACCTTGCTTGA +374

GAAGGTTTTGGGANGCT CGAAGGCTT TAATTTGCAAGCTTATCG +418
: Hindiil  Clal

Figura 9. Secuencia del cassette C UP1/CYCI utilizada para construir los

vectores pSAL.
Se subrayan los sitios de restriccién, los elementos cis identificadosen CUPI,

y el polylinker. Ademés, se indican los dos sitios de inicio de transcripcién (—).
La numeracién de los nucleétidos se inicia hacia atras y hacia adelante, tomando
la A del ATG del sitio Nco I como +1. Al clonar en Nco 1, este ATG funciona
como el sitio de iniciode la traduccion. La secuenciaarriba del polylinker es del
promotor CUPI, y hacia3’ es del terminador CYC/. En CYC1 se indican los

tres sitios EE y PE criticos para una terminacién de la transcripcién eficiente. El
sitio Clal se destruye al clonar en Pyu 11, pero el sitio Bam HI se regenera.
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poly (A)
CTGAAAACCT TGCTTGAGAA

Figura 10. Secuencia del cassette PMA1/CYC1 utilizada para construir los
vectores pRS.
La numeracién empieza a partir de la A del ATG. Se indican los sitios de inicio de

transcripcién (=>), los elementos cis en el promotor PMA/,

CYC/ los tres sitios criticos para una terminacién eficiente de la transcripcién.
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Figura 11. Construccion del vector de expresion pRS6
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Tabla 2. YECTORES DE EXPRESION DE LEVADURA
BASADOS EN EL PROMOTOR PMA1L

SO s ok s e e e ko 3ok 3 ke sk o ook e ok S e ok e o8 o ok ok K 3ok sk ok e o s ol ok ol e e ke e ok Sk s e 3 3 e e 3 e o6 e e s 3 ok s oK ok

VECTOR NO. COPIAS GEN VECTOR POLYLINKER
SELECTOR BASE (5°-37)*
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pRS1 monocopia LEU2 pRS315 Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphl, Sall.

pRS2 multicopia LEU2 pRS425 Xhol, Ncol, Sacl,
' Notl, Sphl, Sall.
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pRS3 monocopia URA3 pRS316  Xhol, Sacl, Ncol
otl, Sphl, Sall.

pRS4 multicopia URA3 pRS§426 Xhol, Sacl, Ncol,
Notl, Sphl, Sall.
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pRS5 monocopia HIS3 pRS313 Xhol, Ncol, Sacl,
Notl, Sphl, Sall.

o], Sacl.

1, Sall.

pRS6 multicopia HIS3 pRS423 Xhol,
Notl,

17l
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pRS7 monocopia TRPI pRS314  Xhol, Ncol, Sacl,
"Notl, Sphl, Sall.

pRS8 multicopia TRP1 pRS424  Xhol, Neol, Sacl,
Notl, Sphi, Sall.
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149



en este trabajo a este tema y también han sido reportados recientemente ( Zentella ef al.,
1999).

Como una caracterizacion adicional, se hizo una fusién de una versién modificada
de la proteina verde fluorescente (SGfp-TYG) (Chalfie et al., 1994 y Chiu et al., 1996),
clonando su gen codificante en pRS6, v se observé la expresion en las levaduras utilizando
un microscopio de fluorescencia. Las fotografias se muestran en la Figura 12 de la primera

parte de este trabajo.
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DISCUSION

1. Construccion y caracterizacion de los vectores pSAL

En esta seccion se reporta la construccién de 8 vectores de expresién para levadura
basados en el cassette de expresion CUP1/CYCI.

La disponibilidad de vectores monocopia y multicopia permite el regular la
transcripcion al seleccionar uno u otro; y la disponibilidad de vectores con diferentes genes
para corregir las auxotrofias mas comunes de las cepas experimentales de levadura, permite
el tener mayor versatilidad en el uso de estos vectores.

La construccion de toda la serie de vectores fue posible también debido a la
disponibilidad de los vectores de clonacion previamente construidos y de los cuales se
cuenta con las versiones monocopia y multicopia, con los marcadores de auxotrofia mas
utilizados para la seleccion de transformantes (Sikorski and Hieter, 1989; Christianson ef
al., 1992).

La estrategia seguida para construir el vector pSALI se ilustra en la Figura 3,y la
del resto de los vectores pSAL en la Figura 4 . Al pegar el cassette de expresién por
extremos romos, se retuvo solo la orientacion que se¢ muestra en los mapas anexos de los
vectores (Figuras 5 y 6). En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de esta serie de
vectores.

En el polylinker, en especial son de utilidad los sitios Nco I y Not 1. El primero
porque es un sitio que efectivamente es uti! para el inicio de traduccién en levadura
(Amann and Brosius, 1985; Kozak, 1983), y el segundo porque es un sitio de 8 pares de
nucledtidos que raramente se encuentra en cDNAs y genes, lo cual lo hace muy til para
clonar fragmentos sin necesidad de afiadir adaptadores cuando existe un sitio interno en el
inserto (Minet et al., 1992).

Por otra parte, arriba del sitic Nco I, estdn los sitios Eco RI y Xho I que pueden
usarse para hacer fusiones transcripcionales al promotor CUP1, si es que se clona un gen
con su propio ATG. Debe sefialarse que si desea clonar en Nco 1, o abajo de Nce 1, hay que
procurar que el ATG quede en fase con el resto de 1a secuencia que se va a traducir, de otra
forma el mensaje podria desfasarse y abortar la correcta traduccion del mismo.

Para probar la utilidad de los  vectores construidos, se cloné el gen lacZ
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en el vector pSAL1, monocopia con marcador LEU2. Como se sefiala en el articulo anexo
(Mascorro-Gallardo et al., 1996), se demostré que la induccidén por cobre ocurre en
PSALL::lacZ segin lo reportado previamente por otros autores, es decir, con una sensitiva
respuesta a la adicién de cantidadeslmicromolarcs de cobre, alcanzando un maximo de
expresion al afiadir 100 uM de CuSO; (Figura 8)( Butt ef a/., 1984; Thiele and Hamer,
1986).

No se estim6 el efecto de otros factores diferentes al cobre sobre la actividad del
promotor CUP/. En nuestro caso, hubiera sido interesante medir el efecto de la fuente de
carbono, puesto que uno de los vectores (pSAL4) fue utilizado para hacer una
complementacion heterdloga de la mutante tps/ Atps24 con el gen SITPS! de Selagineila, y
uno de los fenotipos complementados fue el de crecimiento en glucosa, condicion en la cual
se supone ocurrirfa algo de represion (Thiele and Hamer, 1986; Butt and Ecker, 1987). Tal

vez el hecho de haber empleado un vector multicopia haya también contrarrestado esta

inhibicién.

2. Construccién y caracterizacién de vectores pRS.
Con el objetivo de contar con un sistema de expresion fuerte para levadura se

construyeron una serie de 8 vectores basados en el cassette de expresién PMAI/CYC]. La
construccion de estos vectores se facilitd porque previamente habiamos elaborado una serie
de 8 vectores de expresion basados en el cassette CUPI/CYC!, inducible por cobre, del
cual se aprovechd el terminador CYC! y el polylinker. Ya sea para vectores de clonacién o
de expresion, la presencia de una gama de sitios de restriccion en el polylinker facilita su
uso y la clonacién de genes 0 cDNAs para ser correctamente expresados.

Dado que la motivacion inicial fue la de hacer un vector de expresion fuerte para
expresar en la mutante ips/A al gen SITPS] de Selaginella, nos inclinamos por utilizar el
promotor PMAI, el cual en general es considerado un vector tan fuerte como el GAL/, con
la ventaja que en prescencia de glucosa no se reprime como éste; al contrario, se induce
mas en presencia de este azlcar (Rao et al., 1993 y Garcia-Arranz et al., 1994) , lo cual se
encontraba en concordancia con nuestro objetivo de complementar el crecimiento en

glucosa de la mutante,
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Aunque se ha demostrado que el promotor PAMA! es fuerte y constitutivamente
activo, la fuerza del mismo es modulada por la fuente de carbono. Especificamente, es
activado por glucosa a través del factor de transcripcién denominado Tuf/Rapl/Grfl, 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 regulacion 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 traduccién, transcripcion, glicélisis, transporte y diferenciacion celular
(Diffey, 1992). Rao er a/ (1993) determinaron que bajo adicién de 2% de glucosa (el
contenido estdndar en un medio de cultivo) se detecta un incremento evidente en el mRNA
de PMA/ a los 20 minutos, alcanzando este un maximo a los 60 minutos.

Garcia-Arranz ef al (1994), compararon el nivel de transcripcion del promotor
PMA] fusionado a lacZ, y encontraron que la actividad estimada en fase exponencial fue
méxima bajo crecimiento en glucosa (1 pumol/min/mg de proteina), mientras que bajo
crecimiento en galactosa no se abatio del todo, pues mantuvo un nivel de unos 0.45
pumol/min/mg de proteina, lo cual confirma lo antes expuesto de que el promotor PMA! si
bien es constitutivo, se¢ encuentra modulado por la fuente de carbono.

En las Figuras 2 y 10, se indican otros elementos que se identificaron al analizar la
secuencia del promotor PMA!. El hecho que se hayan identificado no significa que sean
funcionales, por lo cual se seiialan (?) como hipotéticos. Por ejemplo, hay tres secuencias
NTR que intervienen en la represién catabdlica por nitrdgeno. 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 activas. Fuentes de nitrégeno menos preferidas
por la levadura como la arginina activan a los genes con estos elementos en sus promotores
(Smart et al., 1996).

Para caracterizar al menos parcialmente a los vectores pRS, se clon6 el gen
modificado de la proteina verde fluorescente Gfp, designado como SGFP-TYG, mismo que
fue alterado por el grupo de Jen Sheen para incrementar la fluorescencia en protoplastos de

plantas ( Chiu ef al., 1996). No se hicieron mediciones cuantitativas de la
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fluorescencia. En la Figura 12 de la primera parte de este trabajo, se muestran campos de
levaduras en fase exponencial, en medio con glucosa, en que puede apreciarse que, i) la
proteina se expresa y es visible su fluorescencia de color verde, y que ii) no todas las
células estan expresando la proteina verde, al menos al nivel que sea captado por la
resolucion del microscopio y la cdmara fotografica. Tal vez este nivel de expresion
diferencial se deba a variaciones en el ciclo de desarrollo de las levaduras visibles en el
campo microscopico. Las fotografias obtenidas con DAPI parecen indicar que las células
estdn en divisién celular activa, ya que no se aprecia la estructura del nucleo, siendo el
ADN de mitocondrias las estructuras brillantes que se aprecian en forma de granulos (ver
la Figura 12 de la primera parte). Al vector pRS6 también se le us6 para expresar a los
genes SITPSI, AtTPSI y ScTPS! en la mutante ¢ps/A de levadura (Zentella ef a/., 1999),
lo cual se expone y discute en la primera parte de este trabajo, pudiendose corroborar con
otros genes que los vectores funcionaron correctamente.

Con el fin de determinar si el nimero de copias del plasmido influye en el nivel de
expresion en los vectores pRSs, seria interesante el cuantificar la actividad de PMAJ,

aprovechando uno de los vectores monocopia, como pRS5, ya sea clonando /acZ, o con el

gen de Gfp.
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CONCLUSIONES

Conclusiones sobre los vectores pSAL
1) Se construyeron 8 vectores de expresiéon para levadura que abarcan las variantes

monocopia y multicopia y para cada uno, los marcadores de auxotrofia LEU2, URA3, HIS3
y TRPI.

2) Para regular la expresién, se utilizé el cassette CUPI/CYC!, con el promotor CUP/
titulable por cobre, y el terminador CYC1.

3) Se afiadieron mds sitios de corte por enzimas de restriccién al polylinker, quedando éste

constituido por lo sitios: Xho 1, Eco RI, Nco 1, Sac 1, Not 1, Sph 1, Sal 1y Kpn 1.

4) La presencia del sitio Nco I provee de un concenso funcional para el inicio de la

traduccién, por lo cual en éstos vectores se pueden hacer fusiones transcripcionales o

traduccionales.

5) Se probd la funcién del vector pSAL1 (monocopia, LEUZ2 ) al clonar en fase €l gen
reportero /acZ, y se determind que se podia controlar el nivel de transcripcién aftadiendo
cantidades micromolares de CuSO,4 en un rango muy por abajo del nivel de toxicidad por

cobre para la cepa empleada en los ensayos.

6) El méaximo nivel de induccidn se logré con 100 uM de CuSQO4 y la expresion se
increment6 de 20-25 veces en relacion a la expresion basal que se logra detectar con el

ensayo de la actividad de la enzimg f-galactosidasa.
7) Estos vectores serdn de utilidad para expresar en levadura genes cuyo nivel de expresiéon

sea critico para el fenotipo de interés, o cuando la sobre-expresion sea tdxica a las células y

por lo tanto sea necesario modularla.
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8) En caso de requerirse, serd posible incrementar el nivel de expresiéon simplemente

utilizando la versién multicopia de estos vectores.
Conclusiones sobre los vectores pRS

1) Se construyeron 8 vectores de expresién para levadura basados en el cassette de
expresion PMAI/CYCH,

2) Los vectores construidos, poseen los marcadores de LEU?2, HiS3, TRPI y URA3 para
seleccionar por complementacién de auxotrofias, cada uno de éstos en versiones monocopia

y multicopia.

3) Todos los vectores llevan el ‘polylinker” con los sitios X#o I, EcoR 1, Nco 1, Sac 1, Not I,
Sphly Sall.

4) La presencia del sitio Nco I, provee de un ATG funcional para el inicio de la traduccién,

por lo cual en éstos vectores se pueden hacer fusiones transcripcionales o traduccionales.

5) Se prob¢ la eficiencia de estos vehiculos llevando a cabo la complementacién de la
mutante {ps/ A de levadura con el gen SITPS! de Selaginella, con el AtTPS!I de A. thaliana

y con el homélogo Sc7PS! de S. cerevisiae.

6) Al monitorear la expresién fluorescente de Gfp controlado por el promotor PMA/, se

observé que la misma no fue uniforme en un cultivo celular en fase exponencial.

PERSPECTIVAS

Perspectivas sobre los vectores pSAL

Con la finalidad de mejorar la caracterizacidn de los vectores pSAL construidos, se podrian

hacer los siguientes analisis:
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8) En caso de requerirse, serd posible incrementar el nivel de expresién simplemente

utilizando la versién multicopia de estos vectores.
Conclusiones sobre los vectores pRS

I) Se construyeron 8 vectores de expresiéon para levadura basados en el cassette de

expresion PMAI/CYCI.

2) Los vectores construidos, poseen los marcadores de LEU2, HIS3, TRPI y URA3 para
seleccionar por complementacién de auxotrofias, cada uno de éstos en versiones monocopia

y multicopia.

3) Todos los vectores llevan el *polylinker” con los sitios Xho I, EcoR 1, Nco 1, Sac 1, Not 1,
Sphly Sal 1.

4) La presencia del sitio Nco I, provee de un ATG funcional para el inicio de la traduccion,

por lo cual en éstos vectores se pueden hacer fusiones transcripcionales o traduccionales.

5} Se probé la eficiencia de estos vehiculos llevando a cabo la complementacién de la
mutante {ps/A de levadura con el gen SITPS! de Selaginella, con el AtTPS] de A. thaliana

y con ¢l homélogo ScTPS! de S. cerevisiae.

6) Al monitorear la expresion fluorescente de Gfp controlado por el promotor PMAI, se

observ6 que la misma no fue uniforme en un cultivo celular en fase exponencial.
PERSPECTIVAS

Perspectivas sobre los vectores pSAL

Con la finalidad de mejorar la caracterizacion de los vectores pSAL construidos, se podrian

hacer los siguientes anélisis:
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1) Comparar el nivel de expresién en vectores monocopia vs multicopia, mediante

medicion de actividad de B-galactosidasa.

2) Estimar el efecto de la fuente de carbono sobre ¢l nivel de expresién del promotor
CUP1, probando azicares como glucosa, galactosa, fructosa y glicerol, ya que se ha

propuesto que azicares como glucosa podrian ejercer una regulacién negativa sobre CUFP/.

3) Determinar si realmente 3-galactosidasa constituye una buena estimacion de la actividad
transcripcionél de CUP!, comparando ésta con los niveles del ARNm de /acZ cuantificado

por "northern blot’.

4) Complementar la informacion anterior con ‘western blot™ utilizando un anticuerpo anti
f-galactosidasa, lo cual permitiria correlacionar el nivel de transcripcion con los niveles de

traduccién.

Perspectivas sobre los vectores pRS

Con la finalidad de redondear la caracterizacion de los vectores pRS construidos, se podrian

hacer los siguientes analisis:

1) Comparar el nivel de expresién en vectores monocopia vs multicopia, mediante

medicion de actividad de B-galactosidasa.

2) Determinar si realmente (3-galactosidasa provee de una buena estimacién de la actividad
transcripcional de PMAI, comparando esta con el ARNm cuantificado por northern,

empleando una sonda de /acZ.

3) Complementar la informacién anterior con western-blot utilizando un anticuerpo anti f-

galactosidasa, lo cual permitiria correlacionar el nivel de transcripcién con la traduccién del

mensajero.
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4) Lo que se haga con P-galactosidasa podria llevarse a cabo alternativamente con el
reportero que codifica la proteina verde fluorescente (Gfp), pero en este caso, la

fluorescencia deberé cuantificarse con un fluorémetro.

5) Adicionalmente, con Gfp podria analizarse in vivo la regulaciéon de PAMAI a través del
ciclo de desarrollo, asi como el efecto de estimulos externos (fuentes de carbono, de

nitrégeno, estimulos ambientales, etc.) sobre la induccion de este promotor.

6) Se identificaron algunos elementos cis en el promotor, como CCAAT, NTR, HSE y
STRE que segiin nuestra informacién no se han analizado, lo cual dada la importancia del
gen PMA! y su producto, valdria la pena llevar a cabo mediante analisis de deleciones del

promotor fusionado a un gen reportero en un vector monocopia.
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