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L INTRODUCCION

1. Generalidades de Kluyveromyces lactis

K. lactis es un hongo de taio unicelular de forma esférica u oval, que pertenece a la clase
Ascomycetes v, es por tanto, un productor de ascosporas (Wesolowski- Louvel, M et al,. 1996). Al gual que
fodas las céiulas eucariotes posee un niclec, en cuyo interior se encuentran alojados 6 cromosomas de tamafio
relativamente grande, como demuestran los perilles cariotipicos obtemdos en estudios electroforéfices,
utilizando la t&cnica de electroforesis en gel de campo ortogonal (Sor and Fukuhara,1989). Algunas cepas
presentan el fenotipo “Killer” conferido por un par de plasmidos lineales citoplésmicos que codifican y reguian la
produccién de una proteina toxica La pared celuiar de estos organismos esta constituida principaimente por
polisacéridos del tipo de las mananas, beta glucanas y quitina {(Herrera y Ulloa, 1990).

Habita en ambientes naturales muy variados, aunque una buena parte de las cepas de este
organismo han side aisladas a partir de productos lacteos sobre los que crece muy bien, aprovechando la
lactosa como fuente de carbono. Ademas de 1a lactosa, K. /actis crece bien sobre una gran variedad de fuentes
de carbono. Presenta un metabolismo aerdbico y al igual que la mayoria de las especies de levaduras, K. Jaclis
es un organismo fermentativo facultativo .A diferencia de Saccharomyces cerevisiae, organismo en &l que [a
presencia de givcosa reprime fuertemente muchas vias metabdlicas, como la utilizacién de galactosa, en K
lactis |la represidn por glucosa es mucho menes pronunciada (Wesolowski- Louvel, M. et al,. 1996},

1.2, Ciclo de Vida de Kluyveromyces lactis

Kiuyveromyces lactis tiene un ciclo de vida muy parecido al de Saccharomyces cerevisiae. Este
es haplodiplobidntico, es decir, consta de una fase haploide y una dipioide. Presenta 2 tipos celulares haploides,
llamados a vy alfa, que estan especializados en el apareamiento y que pueden proliferar vegetativamente por
gemacion Esta.forma de reproduccion vegetativa continda siempre y cuando en el medio existan suficientes
recursos nutritives. Cuando los recursos alimenticios se agotan, fas células dejan de proliferar y se mantienen
en la fase G, del ciclo celular, hasta que las condiciones vuelven a ser faverables. Un procese semejante de
interrupcién del eiclo ocurre cuando 2 células haploides de tipo sexual opuesto se encuentran una muy cerca de
la otra. En este caso, las células a y affa se comunican utitizando feromonas, las cuales disparan una serie de
respuestas fisiologicas en las células receptoras, encaminadas a prepararlas para el apareamiento. Enire estas
respuestas esta la interrupcion del ciclo celutar en la fase Gy y la formacion de gametos. La fusion de 2 gametos
de tipo opuesto genera el tercer tipo especializado de céiulas, el diploide a/alfa. Este diploide puede dividirse
mitbticamente por gemacién; en el caso de K. lactis, a diferencia de lo que ocurre con S. cerevisiae, esta fase
es breve, y una vez que ésta concluye, el diploide se divide meidticamente formando 4 ascosporas incluidas en
un asca. Las ascosporas germinan y 2 de ellas dan origen a células haploides de tipo &, mientras que ias otras
2 originan células alfa, con lo que reinicia de nuevo el ciclo (Wesolowski- Louvel, M. et al,. 1996).
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Figura 1 Ciclo de Vida de # fachs
El giclo de vida de K.factis es complejo ¥ comprende una fase haploide y una diploide de duracidn breve. Ambas fases son

Esporas

capaces de reproducirse asexualmente, preduciendo pequeiias gemas a partir de la célula madre. Solamente la fase haploide es capaz de
reproducitse sexualmente,”Este fendmeno se presenta cuando los tipos haploides a y alfa se encuentran muy cerca uno del otro, lo que
pemmite el intercambio de feromonas. Estos mensajeros guimicos provocan la diferenciacitn terminal de los haploides los cuales se
convierten en garnetos. Los gametos se fusionan entre $1, generando la fase diploide, Bl diploide es 1a fase del ciclo de vida que puede
esporular y producii nuevamente céllas haploides

I.3. Las Levaduras como Sistemas Modelo

Algunas especies de levadura, en particulas S. cerevisiag, son utilizadas como sistemas modelo en
el estudio de numerosos procesos biologicos fundamentales come. fa iniciacidn de la replicacion del DNA y de
ka transcripcion, el control del ciclo celular, el envejecimiento, la diferenciacion celular, la regulacién génica y en
el estudio de los sistemas de transduccion de sefiales, entre ofros (Jeansonne,1994). El gran atractivo que las
levaduras ofrecen come sistemas modelo radica en su condicion de microorganismos eucariontes. Al igual que
fas bacterias, las levaduras se mantienen facilmente en el laboratorfo y crecen a tasas elevadas; ademas de
que en eilas pueden aplicarse con facilidad métodos bioquimicos y genéticos para el estudio a nivel celular y
molecular de la bologia del organismo. Por otra parte, al ser eucanentes, los conocimientos y metodologlas
generados durante el estudio de las levaduras puéden ser aplicables, aunque no en su totalidad ni en todos sus
detalles, al estudio de grganismaos eucariontes superiores, incluido el hombre (Botstein and Fink, 1998).

L]
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K lactis es un magnifico hospederc para la expresién de genes heterdlogos y es utilizado en la
produccién a nivel industrial de aigunos productos como la lactasa. Este hecho ha incrementado el interés de
algunos laboratorios en el estudio de este organismo (Swinkels, 1993)

l.4. Sistema de Respuesta a Feromonas

El sistema de transduccién de sefiales mediado por feromonas ha sido esiudiado de forma
intensiva en 3. cerevisiae, por 1o que zlgunos aspectos de este mecanismo son bien conocidos. En contraparte,
en K. factis, muy poco se conoce sobre este mecanismo, por lo que la mayeria de los datos que a continuacion
se presentan corresponden al sistema de transduccion de sefiales de S. cerevisiae:_las células haploides a vy
affa se comunican entre st utilizando pequeifos péptidos de secrecion llamados feromonas. Estas feromonas
son de 2 tipos distintos: el factor a, producido por las células a y el factor alfa, que es sintetizado por las células
alfa. A su vez cada tipo celular exhibe en su superficie un receptor especifico para la feromona del sexo
opuesto (Ferguson et al.1994) La unidn del receptor con su ligando especifico genera una sefial interna que
compromete a fa céluia haploide a entrar én un proceso de diferenciacion celular, que prepara a la célula para
el apareamiento y que involucra cambios morfoldgicos v fisiolégicos come: la interru})cién de! ciclo celular en la
fase G, la induccion transcripcional de genes cuyos productos participan en el apareamiento y {a formacion de
gametos (Konopka and Fields,1982).

Los componentes del sistema de transduccion de sefiales corriente abajo con respecto al receptor
son idénticos en las 2 clases de células sexuales. El proceso comienza con la unién de la feromona con su
receptor especifico; éste es una proteina de 7 segmentos transmembranales, que esté asociada mediante su
extremo carboxilo a una proteina G heterotrimérica. La proteina G estéd constituida por las subunidades o, By .
En la forma inactiva de la proteina, las 3 subunidades se asocian y forman un complejo heterotrimerico, en el
que la subunidad o se halla unida a una molécula del dimero B-y. Al ser activada fa preteina G, 1a subunidad «
se separa del dimero B-y. Una vez liberado el heterodimero es capaz de propagar la sefial activando
probablemente a la molécula SteSp (Whiteway et al.1995) La molécula SteSp es un homodimero que contiene
sitios de unién para las protelnas Steiip, Ste7p y Fus3. La interaccion entre el dimero B-yy SteSp promueve
un cambio conformacional en esta Ultima molécula. La modificacion en la esiructura de Ste5p provoca la
activacion de Ste11p, la cual fosforila a Ste7p. Esta ultima molécula, a su vez, fosforila y activa a Fus3,
{Elion,1995). El orden en el que actian las cinasas se determino con estudios de dobles mutantes
{Herskowitz, 1994). A partir de Fus3p ef sistema se ramifica; en una de las ramas es estimulada la protelna
Ste12p, un factor de la transcripcion gque activa genes sexo y  haploide especificos relacionados con el
apareamiento, En la segunda rama se activa Far1 que detiene el ciclo celular en la fase G,

(¥
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Figura 2. Sistema de Transduccidn de Sefiales Activado por Feromonas en Saoéhammyces cergvisiae.

La reproduccidn sexual en 8. cerevisiae se desencadena por la interaccién entre las feromonas, secretadas por las células
haploides 2 y alfa, y sus receptores especificos, ubicados en la superficie celular de las levaduras. Esta interaccién activa a una proteina G
heterotriménca, que a su vez prende una cascada de sefalizacién interna, en la que participan diversas protein cinasas como Stel1p,
Ste?p, Fus3p y Farlp, que acttian de manera congecutiva, Tanto Fus3p como Farip son preteinas, que al ser activadas interrumpen el ciclo
celular en [a fase G1.E! sisterna de transduccién de sefiales también actva a la proteina Stei12p que participa en la regulacién
transeripaional de una variedad de genes involucrados en la formacicn de gametos y en el apareamients entre ellos.

I.5. Regulacion Génica y Diferenciacion Sexual en Levaduras

En la construccién de los organismos multicelulares participan muchos tipos de células distintas.
Las neuronas por ejemplo se distinguen perfectamente en eskuctura y funcién de los hepatocitos o de
cualquiera de las muchas clases de células que existen en el cuerpo de un vertebrado, aunque los genomas de
estas células sean idénticos entre si. En estos organismos es muy evidente el fendmeno de diferenciacion
celular Aunque no sea evidente, la diferenciacion celular en levaduras es un fenémeno real. En K. factisy S.
cerevisiae existen 2 tipos de células sexuales haploides, una llamada ay otra affa, que al conjugarse generan
un tercer tipo celular diploide capaz de esporular, Las células a y alfa sintetizan un nimero pequefio de
protefnas Unicas que son responsables de las propiedades de cada tipo celular (Sprague,1983). Estas
moléculas que determinan la identidad de las células sexuales son protelnas sexo especificas, es decir,
moléculas que se producen en uno de los tipos celulares, pero no en el oiro y viceversa. Al igual que en los
organismos multicelulares la diferenciacidn celular en levaduras implica el fendmeno de regulacién génica. La
identidad de cada uno de los tipos celulares esta determinada por la accién del locus MAT, el cual controla la
expresion diferencial de 4 conjuntos génicos, que son los siguientes:

Genes alfa especificos: Estos genes se expresan unmcamente en los haploides de tipo alfa

Genes a especlficos: Se expresan solamente en las células tipo a.
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Genes haploide especificos. Estos genes estan activos en las células haploides de ambos fipos

Genes diploide especificos: Como st nombre lo indica funcionan solamente en los diploides afaffa.
{Cross,1988}:

En 8. cerevisiae existen 2 alelos diferentes del iocus MAT, el alelo MATa v el MATalfa, cada uno
de los cuales se encuentra en uno solo de los tipos celulares. Estos alelos codifican proteinas reguladoras
(Grayhac,1992). El alelo MATalfa, presente solamente en las células alfa, codifica 2 proteinas reguladoras: la
proteina alfal es necesaria pera 1a transcripcion de los genes alfa especificos y la proteina alfa 2, un represor
de la transcripcion gue inhibe a los genes a especificos. La presencia de estos 2 factores de transcripcion va a
determinar que en las células affa solo estén activos los genes affa especificos, ya gue los a especificos
estarén inactives por la accidn de la proteina alfa 2. Las células a contienen el alelo MATa, que también codifica
2 proteinas: la ilamada proteina a 1, que no tiene ninguna funcidén en las células haploides a, pero que si
participa como correpresor, junto con la proteina alfa 2, de los genes haploide especificos en las células
diploides a/alfa. La proteina a 2 también esta codificada por el alelo MATa, pero su funcién es desconacida. La
regulacién de los genes a especificos esta controlada por la proteina represora alfa 2; cuando esta protefna no
se encuentra presente, como sucede en las células a, entonces los genes a especificos pueden expresarse.
Estos reguladores de ia transcripcién de genes sexo especificos no actiian solos, sino que forman parte de una
red de regulacion en la que también intervienen las proteinas MCM1 y STE12 (Smith and Johnson,1992). Las
proteinas MCM1 y STE12 estan presentes en los 2 tipos de células haploides (Hagen, 1993).

Tipo celular Célula-alfa Céhala-a
Reguladores:alfal y alf3?2  Presente Presetite
Genes-alfy especificos MCHM1 Presente Presente
x1
MCM1
p Q Proteinas unidas alfz-1 MCHM1 (V13
Travscripeion oN OFF
Genes-a especificos
( : )C MCM1 ~{ )
[ @ | P | ey Proteinas unidas alfa2,MCM1 MCM
Transcripcidn OFF ON

Figura3. Regulacién de los Genes Sexo Especificos por los Productos del Locus MAT,

A nivel ganético las calulas a v alfa se diferencian solamente por el tipo de alelo que poseen en e locus MAT. Las células a contienen e
alelo MATa v las células alfa ol alelo MATalfa. Ambos alelos codifican protelnas que participan en la regutacién transenipeional de genes
especificos. En el caso del alelo de MAT a¥fa, este codifica para 2 proteinas, |a protelna alfa 1 y la alfa 2. La pnmera de ellas es un
regulador positivo que tene que estar presente para que os genes alfa especificos puedan expresarse. La accién de estas 2 proteinas
garantiza que en las células alfa solo se expresen los genes alfa especificos. €1 alelo MATa codifica {ambién 2 proteinas: atya 2. De fa
segunda se desconoce su funcién, La protelna al es un regulador negative que actia de manera conjurta con alfa 2 en los diploides y de
esta manera inactiva ung serie de genes haploide y sexo especlficos. En [as células de tipo a los genes a especificos pueden expresarse
porgue no existe el regulador negative alfa 2 y los genes alfa especlificos se hallan apagados por la ausencia de aifa 1.
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1.8. Genes sexo especificos

Por definicién los genes sexo especificos se expresan solamente en las células a o en las affay su
transcripcién esta controlada por los productos del locus MAT.

En la siguiente tabla se muestran algunas caracter(sticas de estos genes:

Tabla 1.Genes Sexo Especificos

Genes Funcidén Cromosoma en | Longitud | Localizacion de Tipo Inducible por
el que se ubica de la la proteina celular feromona
el locus proteina
AGA2 Aglutinador sexo 7 69 Pared celular & Si
especifico

STE2 Receptor de 5 430 Membrana a S
feromona-alfa plasmatica

STE3 Receptor de i1 469 Membrana alfa Si
factor-a plasmatica

AGAalfal Proteina de 10 650 Pared celular alfa Si

aglutinacidn
BAR1 Proteasa de factor 9 563 Espacio a Si
-alfa periplasmico

STES Translocador de 11 1200 Membrana a Si
factor —a plasmaética

MFA1 Feromona a 4 12 Extracelular a Si

MFA2 Feromona-a 14 i2 Extracelular a Si

Mfaifa2 Feromona-alfa 7 13 Extracelular alfa Si

Mfalfat Feromona-alfa 16 13 Extraceluiar alfa Si

85811 inactivador de 12 &7 L7 aifa Si

factor- a

I.7. Receptores de Feromonas

Las células poseen receptores de superficie que les permiten recibir estimulos del medio exterior,

en forma de sefiales quimicas. Estas sefiales conducen a una serie de cambios en el estado funcional de las

células ¢ bien a su diferenciacién (Jeansonne, 1994).

Cada uno de los tipos haploides de Saccharomyces cerevisiae exhibe en su superficie celular un

receptor especifico que se une al oligopéptido secretado por el sexo opuesto. Esta unién desencadena una

serie de eventos de diferenciacién que preparan a las células para el apareamiento (Cross,1988), Los

receptores de feromonas de S. cerswisiae son productos sexe especificos. Ste3p es el receptor producido por

6
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las células alfa, mieniras que SteZp es el receptor sintetizado por las células a. La comparacion de las
secuencias de estos 2 receptores no arroja ninguna homologia entre elios, ni con ninguna otra proteina cuya
secuencia sea conocida (Bender and Sprague, 1986}, Sm embargo, entre ambas existen semejanzas a nivel de
la organizacion estructural. Este tipo de organizacion estructura! es caracteristico de una familia de receptores
entre {os que se encuentran incluidos el receptor C-adernérgico, la rodopsina y el receptor de acetikcolina.
Todos estos receptores poseen 7 regiones transmembranales y estan asociados a proteinas G.

STEZ

El gen STE2 es inducido cuando las células 2 estan expuestas a factor alfa. Codifica un recepior
integral de membrana, con una longitud de 431 aa y un peso molecular de 49,000 daltones. Presenta 6 sitios
potenciales de union a cadenas de carbohidratos. Posee 7 regiones transmembranales y esta asociado a una
proteina G heterotrimérica. (Blumer,1988).

STE3

Este es un gen affa especifico que codifica una protefna de 470 aa que, al igual que los ofros
miembros de la familia de receplores de 7 segmentos transmembranales, esta asociada a una proteina G
heterotriménca. Presenta 5 regiones potenciales de unién a cadenas de carbohidratos y se encuentra ubicada
en la membrana celular. Su funcién s la de unir factor a v disparar sefiales intracelulares {Jones et al, 1992).

1.8. Feromonas de Apareamiento

Las feromonas de S. cerevisiae son pequefios péptidos utilizados por las células a y alfa para
comunicarse entre si. Estos oligopéptidos son moléculas sexo especificas: las células a producen factor a y las
celulas alfa generan factor alfa (Jones et al,1992). Ambas feromonas son esenciales para el apareamiento,
aungue no o son para ia viabilidad de las céluias. Ademas de disparar la diferenciacién celular en sus
respectivas células blanco, las feromonas son indispensables para que los gametos emitan sus proyecciones
celulares en la direccién correcta, y de esta forma puedan encontrarse con la proyeccién del gameto de sexo
opuesto y fusionarse. Las células que no producen feromona son estériles, aunque se les suministre esta de
manera exégena (Caplan and Kurjan, 1991).

Feromona-a

La feromona a esta codificada por 2 genes estructurales distintos, el MFA1 ¥ el MFA2. Ambos
genes son funcionales en las células de tipo a y contribuyen de igual forma a la produccion de factor a
{Michaelis and Herskowits,1998). La traduccién de los RNA'S mensajeros de MFA1 y MFA2 genera precursoras
que son modificados postraduccionalmente antes de convertirse en feromona a madura. Estas modificaciones
postraduccionales mcluyen el procesamiento proteolltico de los precursores, asi como la adicién de grupos
famesilo y metilo a una cisteina del extremo carboxilo de la feromona a. Estas modificaciones son
indispensables para el correcto funcionamiento de las feromonas.

Feromona alfa

Esta es una molécula de 13 aminoécidos de longitud, que es producida solo por las células affa. E!
factor alfa madure es producido a partir de precursores mas largos, los cuales son codificados por 2 genes
estructurales, los llamados Mfalfal y Mfalfa2. La diferencia entre estos 2 genes es que Mfalfat codifica para un
precursor que lleva en su extremo amino terminal 4 factores alfa maduros separados por pequefias secuencias
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de aminoacidos, mientras que el precursor de Mfalfa2 saolo lleva 2 factores alfa maduros. Estas feromonas alfa
quedan liberadas de sus precursores gracias a una serie de reacciones proteoliticas catalizadas por las
enzimas Kex2p, Kex1p y Ste13p (Caplan and Kurjan,1991). El gen Mfalfal tiene una contrbucién maycr en la
produccidn de feromona alfa que el gen Mfalfa2.

L.9. Aglutininas

Como preludio al apareamiento, las células haploides a y alfa de S. cerevisiae, después de haber
sido estimuladas por las feromonas de! sexo opuesto, sintetizan unas glicoproteinas de pared celular llamadas
aglutininas (Cappellaro,1994). Estas aglutininas sexo especificas aumentan la eficiencia de conjugacion, pero
no son esenciales para el proceso.

Aglutinina a

Las aglutininas del tipo & son producidas por las células haploides a y consisten de 2 subunidades:
una subunidad de anclaje a la pared celular y otra que contiene el sitio de union que reconcce z la aglutinina
alfa del sexo opuesto. Ef gen AGA1 codifica la unidad de anclaje, que es una proteina de 73Kda rica en
fesiducs de treonina y serina y que establece enlaces disulfuro con la subunidad de unién, con lo que ésta
queda unidaa la pared. La subunidad de unién, producto del gen AGAZ2, es una proteina pequefia de 7.48Kda y
69 residuos de amincécides altamente glicosilada. (Capellaro et al,(1991).

Aglutininas alfa

Las celulas haploides alfa al ser estimuladas por fa feromona- & producen aglutinina affa la cual
esta formada por un dnice polipéptido. La aglutinina alfa es una glicoproteina de 631 amingécidos, unida a 12
cadenas de carbohidratos y que alcanza un peso molecular de 200Kda.Esta molécula estd anclada a la pared
celutar, (Capeliario et al, 1994).

Las aglutininas & y alfa se localizan en las paredes de sus tipos de apareamiento respectivos e
interaccionan entre sf formando complejos 1:1 (Capellaro et al, 1991},

.10, STES.

Bl mecanismo clasico de secrecion en eucariontes involucra el paso de estas por el sistema
reficulo endoplasmico-aparato de Golgi-vesiculas de secrecidn. En  las ceélulas haploides de tipo a fue
descubierto un sistema de transporte de proteinas de naturaleza distinta al cldsico; este sistema alternativo
funciona atn cuando el transporte de proteinas entre los distintos compartimientos esta blogueado por
mutaciones en los genes SEC (Kuchier et al, 1989).

En este sistema de secrecitn de proteinas novedoso en los eucariontes, juega un papel crucial el
producto del gen STE 6, que se expresa solamente en las células a. La Ste6p es una proteina cuya secuencia
de amino#cidos tiene una homologia muy estrecha con las P-glicoproteinas de los mamiferos, involucradas en
la resistencia de células tumorales a una gran variedad de farmacos (McGrath,1989). Al igual que las P-
glicoproteinas, Ste6p es una protelna integral de membrana que consta de 2 regiones, cada una de las cuales
esta formada por 6 dominios transmembranales y una regién hidrofllica de unidn a ATP; SteBp es una proteina
de 1280 aa de longitud y que tiene un 57% de homologla con MDR1, una proteina integral de mermbrana
humana que mide 1280 aa. El gen STEG no es esencial para la viabildad de la célula pero si es indispensable
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para que las células-a puedan aparearse. Cuando una célula tipo a carece de gen STE6 no puede secretar
feromona aunque si la produce, y por lo tanto no puede aparearse con una célula de sexo opussto. E( gen es
inducido cuzndo las células a son expuestas a factor alfa (Kuchler,1986)

.11. Inactivadores de feromonas

La exposicion a feromonas del sexo opuesto promueve en ias células haploides de 8. cerevisiae
una serte de cambios , entre los cuales destaca fa interrupcicn del ciclo celufar en fa fase G,. Las células que no
consiguen aparearse e recuperan, es decir, adquieren nuevamente fa capacidad de dividirse por gemacién. La
recuperacion es un fendmeno en el que intervienen vanos mecanismos, algunos de los cuales son haploide
especificos+a endocitosis de receptores de feromonas, el incremento en la tasa de hidrolisis de GTP en la
subunidad aifa de las proteinas G, mediada por la proteina SST2-mientras que ofros son sexo especificos como
por ejemplo, los mediados por las proteinas BAR1 y SSL1T.

SssL1

tas células alfa de S. cerevisiae presentan mecanismos que les permiten recuperarse después de
la exposicién a feromonas. Uno de tales mecanismos es una actividad presente solamente en este tipo de
células ¥ que estd gobernada por el producto del gen SSL1 (Steden and Duntze,1990), cuya presencia inactiva
al factor a; es por tanto, una actividad an&loga a la de la proteina BAR1 en las células a. Al parecer la proteina
8SL1 no es secretada al medio extracelular, sinc que permanece anclada a la superficie celutar. Esta proteina
no es indispensable para !a viabilidad ni para el apareamiento (Steden et al,1989).

BAR1

Las células de tipo de apareamiento-a en S. cerevisiae que han sido estimuladas por feromona
affa y que no han logrado conjugarse entran en un periodo de recuperacién que consiste en la finalizacion del
arresto celufar , y por lo tanto, deli reinicio del ciclo vegetativo { Manney, 1983).

Varios son los mecanismos que contribuyen a este proceso. Uno de estos mecanismos fue
definido como "la capacidad de las céiulas MAT para impedir Ia difusion de factor alfa en una placa de agar
suave (Manney, 1983), y que recibit el nombre de factor barrera. Una proteina codificada por el gen BAR1 es el
responsable de este efecto barrera. La protelna Barlp es una molécula sexo especifica , sintetizada
Unicamente por las células haploides de tipo a (Wolfgang and Schmitt, 1997). Esta molécula es secretada al
espacio periplasmice, en donde se encarga de degradar al factor aifa, rompiéndolo entre los amincécidos 6 y 7
de [a molécula; es por tanto una endopeptidasa, Bart es una proteina de 587 aa, que tiene homologla con los
miembros de la familia de (as aspartilproteasas, y que se parece mucho a la pepsina (Mackay et al,1988) Es
una molécula termoestable unida a varias cadenas de carbohidratos. El gen BAR1 es inducido por la presencia
de feromona affa (Manney,1983).
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iI. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

£l estudio de la diferenciacion celular pasa necesariamente por la idenfificacién y caracterizacion de
aquellos genes que se expresan diferencialmente. Una técnica desarrollada recientemente para alcanzar este
fin es el despliegue diferencial, que permite el andlisis comparativa de la expresion genética entre 2 0 mas
células distintas con un fondo genético idéntico. El método descansa en 2 procesos: El primero de ellos es la
sintesis de cDNA, utilizando un primer que va dirigido contra una fraccién de RNAs mensajeros de
aproximadamente 1/12 del total de mensajeros de una célula. Dicho primer esta constituido por una secuencia
de aligo d(t) y dos nucledtidos adicionales, Son esfos 2 nucledtidos los que dan al primer la capacidad para
seleccionar a la subpoblacion de mensajeros que servird como molde para la transcriptasa inversa. El segundo
proceso es un PCR que amplifica las moléculas de cDNA producidas en el paso anterior. La reaccion de PCR
se realiza con 2 primers: uno de ellos es el primer utilizado en la reaccién anterior y el otro es un decamero de
secuencia aleatoria. Este segundo primer se asocia de manera especifica con su secuencia complementaria
contenida en algunas especies de RNA’s mensajeros. Solamente estos RNAs mensajeros seran amplificados.
Por otra parte, estas secuencias que son complementarias al decamero de secuencia aleatoria no se
encuentran situadas a! mismo nivel en las distintas clases de RNAs mensajero, lo que determina que los
productos amplificados a partir de diferentes especies de mensajeros tengan tamafics distintos. Estas
diferencias en tamafio pueden revelarse en una electroforesis en gel de poliacrilamida. Los cDNAs amplificados
de los 2 fipos celulares en estudio se someten a electroforesis en un gel de tipo secuenciacion y se identifican
las bandas que solo se presentan en una de las células, pero no en fa otra, y viceversa. E! cDNA de las bandas
elegidas puede recuperarse y ser utilizado para clonar los genes involucrados en los procesos de diferenciacion
celular. Porlo tanto, esta t&cnica se constifuye como una valiosa herramienta para la clonacion de genes que se
expresan diferencialmente entre 2 células distintas, situacién que se presenta en los 2 tipos haploides de K
laclis .

El sistema de transduccion de sefiales activado por feromonas y que promueve el apareamiento entre
las células haploides de S. cerevisiae esta formado en parte por protelnas sexo especificas, como STE2 ,
STES, Barl, SSL1, MFA1y 2 y, Mfalfa 1 y 2. Por lo tanto, para estudiar y comprender el sistema de respuesta
a feromonas es necesario identificar 1os genes sexo especificos implicados en este proceso. Por ofra parie, las
proteinas sexo especificas son también importantes porque son moaléculas especie especificas, que determinan
que las células hapliodes a y alfa de K. factis puedan aparearse entfre si, pero que no lo puedan hacer con
células haploides de otras especies de levaduras. Este proyecto nace por el interés del laboratorio en el estudio
de los companentes y mecahismos del sistema de respuesta a feromonas en K. lactis.

£l objetivo de este trabajo es clonar un gen sexo especifico de la levadura Kiuyveromyces lactis, a partir
de un bance de genes del mismo organismo. La blisqueda de este gen se hara utlizando una sonda de 162
bases obtenida mediante un despliegue diferencial hecho en las cepas WM27 y WM37 de K. factis.
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. METODOLOGIA

1. Cepas y medios

Las cepas de K. lactis utilizadas en este estudio fueron la WM27 (alfa, Lis) y la WM37 (a, His).
Estas ¢epas se crecieron sobre medio YPD ( ver apéndice). Se utilizaron bacterias de la cepa DH5« para los
ensayos de transformacién Estas bacterias se crecieron en medio LB (ver apéndice).

1.2, Extraccion de RNA total

Las cepas WM27 y WM37 fueron crecidas en medio liguido YPD, a 30°C en agitacion continua
durante una noche. Al dia siguiente, la densidad de los cultivos se mididé en un espectrofotémetro. Cuzndo ésta
alcanzé un valor de 0.5 de absorbancia, las células se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos. El pellet
obtenido se resuspendio en 400 ul de buffer AE (50 mM de acetato de sodio pH 5.3, 10 mM EDTA). Las células
se rompieron agregando 40 ul de SDS 10%. Se adiciond un volumen de fenol y se incubaron los tubos de
reaccion a 65°C durante 4 minutos. Posteriormente fuerdn transferidos a un bafio de alcohol con hielo seco y se
mantuvieron ahi hasta que el fenol cristaliz6. Se hizo una centrifugacion a 14,000 rpm durante 2 minutos. De
esta centrifugacion resulfaron 2 fases. Se recuperd la fase acuosa que contenia el RNA. Para purificar esta
molécula se adiciond un volumen de fenol —cloroforme-alcoho! isoamilico (25: 24: 1) y se centrifugs la mezcla a
14,000 rpm durante 5 minutos. Nuevamente se recuperd la fase acuosa. Para precipitar el RNA se agregaron a
la fase acuosa 2.5 volimenes de etanol al 100% y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M a pH 5 y se
mantuvo la mezcla a -20°C por 20 minutos. Después se hizo una centrifugacién a 14,000 rpm durante 10
minutos, se lavb el pellet con etanol al 80% e inmediatamente se retird el aicohol. El pellet libre de etanol se
resuspendid en agua destilada. La concentracién de RNA recuperada se midid en un espectrofotémetro a 260
nm.

Hi.3. Extraccion de RNA mensajero

El aistamiento de RNA m de las cepas WM27 y WM37 se hizo utilizando un kit de Promega,
siguiendo las especificaciones del fabricante. El procedimiento fue el siguiente: Se utilizé como material de
partida 1 mg de RNA total de cada una de las cepas y se diluyé en agua destilada. Esta dilucién se colocé en
un bafio a 65°C per 10 minutos. Después del bafio se adicioné inmediatamente una solucién con cligo d{T)
biotinilado. Esta molécula puede unirse por complementariedad de bases con la cola de poli {A) de los RNAs
mensajeros, pero no puede unirse a las otras clases de RNA. La mezcla se incubb a temperatura ambiente.
Después de ia incubacién, se agregd la solucidn de RNAs a una suspensién que contenia unas bolitas
magnéticas conjugadas a estreptividina. La estreptividina es una sustancia que tiene mucha afinidad a la
biotina. Por lo tanto, los RNAs mensajeros hibridados con los oligo d (T) biotinilados quedaron asociados a ias
bolitas magneéticas con estreptividina. Se reafizaron 3 lavados suaves para eliminar los RNAs no asociados a las
bolitas magnéticas. Finaimente el RNA mensajero asociado a las particulas magnéticas, se disocio de éstas
agregando agua destilada y resuspendiendo de manera muy cuidadosa las bolitas. Se utilizé un iman para
atraer a las particulas magnéticas y se recuperd el agua destilada, en la que se encontraba e{ RNA m.

11
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n.4. Electroforesis de RNA total

Para determinar !a integridad de los RNA totales obtenidos se hicieron electroforesis en geles de
agarosa con formaldehido, siguiendo el protocolo de Maniatis. Los geles se prepararon con agarosa al 1%,
formaldehido al 37%, buffer de comida 5x. Las muestras de RNA se mezclaron con agua destilada, buffer de
corrida 5x, formaldehido al 37% y formamida. Estas muestras se calentaron a 65°C durante 10 minutos.
Posteriormente se agregd buffer de carga y bromuro de efidio (1 mg/ml) para detectar el RNA en el gel. El gel
se analizé en un transiluminador de fuz ultravioleta.

Ii.5. Purificacién de plasmidos

Las bacterias transformadas con los pldsmidos se sembraron en medio Hquido LB con ampicitina
(60 pg / ml) v se incubaron a 37°C durante una noche. Al dia siguiente, las células se centrifugaron a 5 000 rpm
por 10 minutos. El pellet de bacterias fue resuspendido en 5 mi de NaCl 10 mM. Se repitié ta centrifugacién. Las
células fueron lisadas en buffer TENS (10 mM Tris-HCI pHS8, 1 mM EDTA, 0.5 % SDS, 0.1 N NaOH). Se
agregaron 0.6 mi de acetfato de sodio 3 M a pH5 y se hizo una incubacion en hielo por 15 minutos. La mezcla se
centrifugo a 7000 rpm durante 15 minutos y se conservé el sobrenadante, que contenia el DNA. Para separar
los acidos nucleicos de tas proteinas presentes en el sobrenadante se hicieron 2 extracciones con un volumen
de fenol<cloroformo (1:1), centrifugando la mezcla 5 minutos a 5000 rpm. Se recuperd la fase acuosa. Los
plasmidos se precipitaron en presencia de etanol frié al 100% e incubardo esta mezcla a temperatura ambiente.
Después de la incubacion se hizo una centrifugacién a 8500 rpm por 10 minutos. Se lavé el pellet con etanol al
70%. El pellet libre de alcoho! fue resuspendido en agua destilada. Para degradar al RNA que pudiera estar
presente se incubd la solucion con & pl de RNasa A (10 mg / ml ) 30 minutos & 37 °c.

1i.6. Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa

Se localizé en el gel de agarosa la banda de DNA de interés y se cortd con una navaja. El
fragmento de agafosa obtenido se colocd en un ependordf lleno con fibra de vidrio. Se hicieron 2
centrifugaciones a 7000 rpm durante 30 segundos cada una. Durante las centrifugaciones la agarosa quedo
atrapada en ia fibra de vidrio, mientras que la solucién que contenia el DNA pasaba a través de ella. El
sobrenadante recuperado se mezclo con 3 volimenes de etanol al 100% y 1/10 de acetato de sodio 3 M pH 5.
De esta manera se precipitd el DNA. Posteriormente se hizo una centrifugacion a 14,000 rpm durante 10
minutos, se tird el sobrenadante y se hizo un lavado rapide con etancl al 70%. E! pellet obtenido se
resuspendié en agua destitada.

H.z. Marcaje Radiactivo de sondas

£l DNA se marcé utilizando el procedimiento de Random Primer's de GIBCO- BRL , siguiendo las
especificaciones del fabricante. El procedimiento fue el siguiente: El DNA se puso a hervir durante 10 minutes;
de esta manera se desnaturalizé la molécula. Después de la desnaturalizacién, el DNA se coloct en hielo y se
le agregaron las siguientes soluciones: 2 pl de dATP, 2 pl de dGTP, 2 yl de dTTP, 15 pi de Random Primers
Buffer Mixture y 5 pl de («™P) dCTF. Se mezclé todo y se agregd 1 wl de fragmento Kienow, incubéndose la

34



METODOLOGIA

mezcla una hora a temperatura ambiente. Tras la incubacion se agregaron 5§ ul de buffer de terminacién de
reaccion. EI DNA marcado se separd de los nucledtidos no incorporados mediante columnas de Shepadex G-
50 Sobre la columna se colocd 1a sonda marcada y se hizo una centrifugacion a 1600 rpm durante 4 nunuios

De esta manera se obtuveo la sonda purificadalista para usarse.
lIL8. Anidlisis de Southern Blot

Para hacer este analisis se siguieron los principios establecidos por Southern { Maniatis, 1987 ).
DNA cromosomal de K faclis se cortd con las siguientes enzimas de restriccion: BamH|, EcoRi, Pstl o Hindlil. El
DNA cortado con las enzimas de restriccion se corrid en un gel de agarosa al 1 % a 50 volts. Cuando congluyé
la electroforesis, el gel completo se incubd en una solucion de desnaturalizacién (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M}, en
agitacién continua durante 45 minutos. Esto con la finalidad de desnaturalizar las moléculas de DNA presentes
en el gel. Después de los 45 minutos, se transfirio el gel a una solucion de neutralizacién {(NaCl 1.5 M, Tris-HCI
1 M, pH 7) donde se mantuvo en agitacién durante 45 minutes. Posteriormente el gel se puso en contacto con
una membrana de nylon. Las moléculas de DNA se transfirieron por capilaridad del gel a la membrana de nylon.
El DNA transferido se fijé permanente a la membrana mediante un tratamiento con luz uitravicleta.

115.9. Prehibridacién e Hibridacién

La prehibridacion tiene como objetivo bloquéar con DNA de salmén los sitios de una membrana de
nylon no ocupados por los acidos nucleicos que estamos estudiando y que fueron previamente fijados a ella.
Las membranas de nylon fueron tratadas durante 4 horas con una solucién de prehibridacion (SSC 6x,
Denhardts 5x, SDS 0.5% y 1 mg/ 10 ml de DNA de esperma de salmén) a 60°C. Concluida la prehibridacion se
virtié la sonda radiactiva sobre la solucién de prehibridacién en la que se hallaba la membrana de nylon. La
hibridacion se hizo a 60°C. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas 3 veces con una solucién (SSC 2x,
SDS 0.5%) a 65°C durante 15 minutos cada lavado. La deteccion de las sefiales positivas se hizo con un ©
phosphoimager”

HEL10. Construccion de minibancos

Los minibancos se construyeron con DNA cromosomal de K. lactis cortado con la enzima EcoR. El
DNA cromosomal del tamafio deseado, extraido de geles de agarosa, se ligh con el plasmido bluescript, cortado
a su vez con EcoRl. Para la transformacién se utilizaron bacterias competentes de la cepa DHSo. La
competencia es la capacidad, adquirida mediante un tratamiento, que tienen las bacterias para incorporar
roléculas de DNA presentes en su medio externo. El procedimiento fue el siguiente: Se mezclaron las células
competentes y el plasmida con el inserto, y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, las bacterias se sometieron a un cambio drastico de temperatura: Se incubaron a 42°C por 3 minutos.
Posteriormente se agregd 1 ml de medio LB y se hizo una incubacion a 37°C por una hora. Se centrifugaron las
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células y una parte del medio fue descartada Se agregaron 50 ul de B-galy 10 ul de IPTG y la pastilla de
celutas fue resuspendida suavemente. Las células se plaquearcn en czjas LB ampicilina y se incubaron una
noche a 37°C Al dia siguiente se revisaron las colonias. Algunas eran azules y otras blancas. Se seleccionaron
estas Ultimas. Las colonias seleccionadas se hicieron crecer en cajas con LB ampicilina y fueron utilizadas para
hacer un screening con la sonda 13, en la blsqueda de genes sexo especificos. Los acidos nucleicos de las
coloniag seleccionadas fueron transferidas a membranas de nylon de la siguiente forma El papel nylon se
cofocd sobre las colonias dejandose sobre ellas 2 minutos Transcurrido este tiempo, la membrana de nylon se
puso en contacto, de manera consecutiva, con 3 pedazos de papel 3 MM. El primero de elios estaba
impregnado con una solucion de desnaturalizacion (NaCl 1.5 M, NaOH 05 M), el ofro con solucién de
neutralizacion ( NaCi 1 5 M, Tris- HCI 1 M)} y el tercero con buffer de lavado {2 x SSC). Cada una de estos
pases durd 5 minutos. Finaimente el DNA se entrecruzé con luz ultravicleta



RESULTADOS Y DISCUSION
IV. Resultados y Discusién.

iv.i. Expresién Diferencial.

£l despliegue diferencial es una metodologia que permite comparar la expresién genédtica entre 2
tipos celulares distintos. En el laboratorio se hizo un despliegue diferencial para tratar de identificar los genes
sexo especificos de las cepas WM27 y WM37 de K. factis (trabajo realizado por la Dra. Laura Ongay).

La técnica consiste en hacer una retrotranscripcion de los RNAs mensgjeros de ambas cepas,
dtilizando la enzima retrotranscriptasa reversa y un primer de DNA dirigide contra la cola de poli (A) de los
RNAs mensajeros. Los productos de cDNA resultantes de esta reaccion fueron ampiificados por PCR, utilizando
primers de secuencia aleatoria de 10 nucledtidos de fongitud y el primer anterior. Los producios de cDNA
obtenidos fueron separados en un gel de secuenciacidn. Ya que los cDNAs de ambas cepas habian sido
corridos en paralelo se pudo hacer una comparacion enfre Ias bandas de DNA de uno y otro tipo celular . De
esta comparacién resultd que & bandas de cDNA presentes en la cepa WM27 no se encontraban en la WM37, y
que en esta Gltima se encontraron 7 bandas ausentes en la cepa WMI27.

El ¢DNA de estas 13 bandas resultd interesante, porque el hecho de que estuvieran presentes,
estos fragmentos, en un tipo celular pero no en el ofro, sugeria fuertemente que estos productos génicos
estaban codificados por genes expresados diferenciaimente. Se extrajo el ¢DNA de estas 13 distintas bandas,
se reamplificd por PCR y cada una de ellas fue clonada en un piasmudo. Los 13 fragmentos fueron
secuenciados en geles de poliacrilamida. Para explorar si alguno de estos fragmentos de ¢cDNA pudiera ser e
productc de genes de expresion diferencial se realizé una hibridacion de tipo dot-blot, utilizando los RNAs
mensajercs de la cepa WM27 vy WMS3Y. Las sondas marcadas radiactivamente, utilizadas en este estudio,
fueron sintetizadas a partir de cada une de los 13 segmentos seleccionados. Los ensayos tipo blot mostraron
que algunas de las sondas marcadas radiactivamente hibridaban de manera preferencial con los RNAs de una
de ias cepas, perc no con ios de la otre, lo que indicaba gue los transcritos reconocidos por estas sondas se
estaban produciende de manera diferenciai en las cepas a y alfa. Uno de estos fragmentos, que se expresaba
en |z cepa WM27 pero no en la WM37, recibio et nombre de 13df y fue seleccionado para ser utifizado como
sonda en la bdsqueda de su gen de origen. Otro date importante que hay que mencionar es que el fragmento
13df fue obtenido en el despliegue diferencial a partir de la cepa WM27. El fragmento 13df tiene una longitud
de 162 pares de bases (ver figura 5) y en el puede apreciarse la coia de poli {A) que es caracteristica de los
extremos 3 de los RNAs mensajeros eucariontes.

1 agecagegaa aatggtaaga ageataacaa gaagaacaag aagegtaaga
51 aaaaggcitc catgitticc gattaatgta agtactatet aaaticatec
101 taaactctta tatatatata aatccactgt ttgeacaglc tattateces
151 8aassazaaa a3

Figure S . La secuencia de 162 bases gue aparece arriba €3 uno de los 13 f{ragmentos de cDNA
resultantes de un despliegue daferencial, Theche para rdentificar genss expreszados diferencialmente en
las cepas WM27 y WM37 de Xluvyveromyces lactls. Esta secuencia recibid el nombre de fragmento 13df y Lue
utilizads c¢omo sonda en la bldsqueda de un gen putativamente sexe especifico. En el fragmento puede
spreciarse la cela de poli (A}, gue es una estructura recurrente e&n los RMAS mensajeros de eucariontes
¥ gue se encuentra en el extreme 37 de estas moléculas.
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V.2, Estudio de Expresion Génica utilizando la sonda 13df

£t gen que especifica el fragmento $3df recibié el nombre Kidfi3. Para determinar si este gen se
expresa de manera diferencial en las cepas WMZ27 y WM37 se hzo una hibridacion de tipo dot-blot, en fa que
se utilizé como sonda radiactiva el .fragmento 13df. Para este estudio de expresitn génica era importante poner
concentraciones aproximadamente iguales de los RNAs de [as 2 cepas en estudio. Para iguaiar estas
concentraciones se realizd primero una hibridacion de tipo dot-blot, uiilizando como sonda e gen de actina de
Saccharomyces cerevisiae. Se utilizd este gen heterdlogo, porque su secuencia se halia muy bien conservada y
porque ademas se expresa de manera constituliva y de forma muy abundante en todas las células eucariontes.
Al tratarse de un gen que se expresa de manera semejante en las células a y aHfa de K. Jactis, sus franscritos
pueden ser ufilizados para igualar concentraciones de RNA de 2 muestras distintas, EI gen de actina de
Saccharomyces cerevisiae hibrida facilmente con el gen de actina de. K /actis. RNAs mensajeros y fotales de

tas copas WM27 y WM37 se pusieron a hibridar con el gen de actina de Saccharomyces ceravisiae (ver figura

WM37 WM27

8a).

Figura B2. Dot-blot entre ef gen de actine de S.corevisiae y los RNA fotales y mensajeros de cepas de VWM27 y WM37 de Klactis. En el
ensayo se utilizaren eproximadamente 27.7 ug de RNA total de ambas cepas y 232 hg de RNAs mensajeros. En el caso de los RNA totales
mostrados en la imagen, la densidad de ambas cepes es aproximadamente la misma, mientras que en los RNAs mensajeros la

concentracién de los mensajeros de la cepa WM27 resultd ser aproximadamente 25% menor gue [a concentracidn de mensajercs en la
cepa WM37,

Las sefiales resultantes fueron analizadas por densitometria; las cantidades de RNA total do las 2
cepas eran précticamente iguales. En el caso de los mensajeros la sefial de la cepa WM27Y resuito ser menor
que [a de fa cepa WM37, por o que tuvo que hacerse un célculo para igualar ambas cantidades, y asi poder
reafizar el estudio de expresidn con la sonda 13df Habiéndose conseguido aproximar las concentraciones de
RNAs de ambas cepas, se fijaron RNAs totales y mensajeros de la cepa WM27 vy de la WM37 en una
membrana de nylon. Se utilizaron 2 distintas cantidades de RNA total 27.7 Hg y 554 ug y 2 diferentas
cantidades de RNAs mensajeros 232 ng v 464 ng, de cada una de las cepas. Esta membrana de nylon se
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hibridé con la sonda radiactiva 13df. La imagen resultante de esta hibridacion tipo Dot-Blot se presenta en la
figura 6b En ella no aparecieron sefizles ni dei RNA total de la cepa WMZ27 (85.4 ug; posicion 2B) ni del RNA
total de la capa WM3Y (27.7 ug; posicidn 1D), esto se debe, quizés a que estas muestras no se transfinercn a
la membrana durante el proceso de fjacién En ef caso de jos mensajeros las seftales de las moléculas de RNA
procedentes de la cepa WM27 resultaron ser mayores que fas de los mensajeros de la cepa WMB37 (ver tabla
2) Los datos que se muestran en la tabla son porcentajes de los valores de densitometria obtenidos para los
RNAs mensajeros de la figura Bb. Se considerd como 100% e valor de densitometria mas alto, y a partir de
este se calcularon los demas. Como puede verse los valores para la cepa WMZ27 fueron mayores que los de fa
WM37. Estos datos, apoyados con aquellos obtenidos anteriorments en el laboratorio, apuntan en {a direccion
de que el gen Kidf13 se trata de un gen que se expresa mas en la cepa WM27 que en la WM37, y por lo tanto,
quizds el gen se trata de un gen sexo especifico de las células de Kiuyveromyces lactis. Teniendo estos
resuttados en mente se procedid a clonar el gen con la sonda 13df.

RNAm RNAtot RNAm  RNAtot

A li
v

BT

RNAm RNAtot RNAm  RNAtot

Figura 6b. Hibridacién de ipe Dot-blot entre el fragmento 13df ¥ los RNAs totales y mensajeros de la cepa WM27 y WM37. Las muestras de
la cepa WM37 se colocaron en fa linea 1 y las de fa WMZ27 en la iinea 2. Se utilizaron 2 cantidades de RNA total y 2 de RNA mensajera.
Estas cantidades se fijaron en la membrana de nylen tal ¥ como se describe a continuacién: Posiciones 1A ¥ 2A:464 ng de RNAM;
pesiciones 15 y 28:54.74 ug; Posicidr:1C y 2C:232 ng de RNAm; 1D y 40:27.37 microgramos de RNA total. No eparecieron sefales en los
RNA totales de las posiciones 2By 1D En ¢l caso de [os mensajeres se observan sefiales en todas ias posiciones, aunque resultan mas
intenses en las de la cepa WM2T.
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Tablz 2. Sefiales de los RNAs mensajero de las cepas WM27 v WM 37 hibridadas confra el
fragmento 13df Las sefiales se expresaron en porcentajes de densitometria.

Cepas Porcentaje de la sefial
WM27 (232 ng) 97 47%
WM37 (232 ng) 78.73%
WM27 (464 ng) 100 %
WM37 (484 ng) 80.75 %
iv.3. Construccion de un minibanco de DNA cromosomal de K. lactis cortado

con EcoRl

En un principio se intenté clonar el gen Kidf13 (es decir el gen que codificaba para el fragmento
13df) a partir de un banco de genes de K. /actis construido en el plasmido KEpé& y contenido en £. cofi. La
busqueda del gen, en este bance, se hizo utilizando como sonda radiactiva el fragmento 13 df. Se hicieron
varios ensayos, sin embargo, ninguno de ellos tuvo &xito. Probablemente esto se dabié a que ef gen buscado
no se hallaba representado dentro del banco gendmico a nuestra disposicion. Después de estos intentos
fallidos se decidio replantear la estrategia a sequir. Ef siguiente paso fue construir minibancos para tratar de
aislar el gen de imerés. Los minibancos se construyen con una pequefia fraccion ded genoma de los
organismes. En este caso se utilizé DNA cromosomal de la cepa de referencia VWWM37 de K facfis. El DNA
cromosomal fue cortado con una de las siguientes enzimas: BamH!, EcoRl, Hindi o Pst!. Después de una hora
de digestion las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1%. Una vez concluida la electroforesis, el DNA
del gel fue transferido por capilaridad a una membrana de nylon, siguiendo el método de Southem. La
membraba de nylon con el DNA entrecruzado se puso & hibridar con la sonda radiactiva 13df. La sonda
radiactiva hibrido con algunos fragmento de DNA (ver figura 7).
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T § B E -

5500 pb
4000 pb

800 pb

Figura 7. Ensayo de hibridacién de tipe Scuthem. En ests figura se muestra ef resultado de una hibridacién tipo Southem, en el que se
utitizo la sonda radicactiva 13df dirigida contra DNA cromosomal de K Jactis cortado con ScoRl, Pst!, Hindll! ¥ Bamil. En el cami marcado
EcoRl se observa una sefial positiva de sproximadamente 800 pb; en el DNA cortado con Fsif se observa una sefial que alcanza
aproximadamente 400G pb y una Gltma sefial en ef cartil de BamHl, en el que se encontrd una banda de aproximadamente 5500 pb.

En el DNA cromosomal cortado con la enzima EcoR, la sonda 134f hibrido con una regidén que
tenia un tamafio aproximado de 800 pb. La sonda hibrido también con un fragmente de DNA cromosomal de
aproximadamente 4000 pb obtenido mediante digestion con la enzima Psfl. En los cromosomas digeridos con
BamHi se observé una sefial positiva, localizada en una zona de aproximadamente 5500 pb. En el caso de la
enzima cortada con la erzima Hindilf no se aprecid una banda positiva bien definida. Lo que puede observarse
en su carril ( ver figura 7 ) es un barrido oscuro en la parte superiar. Este barido muy probablemente se debi6 a
que el DNA no fue bien digeride por Hindill, Se decidié trabajar con el de DNA cromosomal, de
aproximadamente 800 pb, obtenido mediante digestidn con la enzima EcoRl. EI DNA de este tamafio se aisld
por extraccion de geles de agarosa, tal y como se describe en la metodologia, Pare asegurar la extraccion del
fragmento de interés de aproximadamente 800 pb, se localizé en el gel una zona que contenfa fragmentos de
entre 750 y 900 pb v se cortd toda, Esta regién, a su vez, sae dividié en varias tiras delgadas de gel y a partir de
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cada una de éstas se extrajo el DNA presente en ellas. Para determinar si ef gen que buscdbamos se
encontraba en el DNA extraido del gel, se procedid a hacer una hibridacion tipo dot —biot. Alicuotas de las
muestras de DNA se fijaron por goteo en una membrana de hylon. La membrana se utilizé en un ensaye de
hibridacién contra la sonda radiactiva 13df. De este ensayo resuitaron algunas sefiales positivas (No se muestra
ta figura). El DNA de las muestras que dieron sefal positiva en el dot —biot, se utilizé para construr &l minibanco
de genes. Los fragmentos de DNA se ligaron con el plasmide biuescript cortado con EcoRl. Los plésmidos
recombinantes fueron utilizados para transformar bacterias de la cepa DH5a. Las baclerias transformantes
desarrollaron colonias azules o blancas. Se seleccionaron las blancas ¥ se sembraron en forma de parches en
medio sélido LB ampiciima. Cada uno de estos 45 parches era una clona bacteriana transformada por un
plasmido recombinante. Los plasmidos recombinantes contenidos en estas clonas eran el minibanco. Para
determinar si en este minibanco se hallaba ei gen Kldf13, se transfirid el DNA de los parches a membranas de
nylon, fiandose en ellas, Estas membranas fueron utilizada en un ensayo de hibridacién contra ¢l fragmento
marcado 13df; algunas colonias exhibian una sefial positiva muy débil (no se muestra la figura) Para concluir si
las sefiales positivas de estas colonias eran realmente positivas © no, se tomaron muestras de ellas, se
resembraron, su DNA fue transferide a una membrana de nylon y se repitio la hibridacion con ia sonda 13df.
Este nuevo experimento fue concluyente, ya que algunas de las colonias arrofaron una seftal positiva muy
intensa (ver figura 8).

Control nositivo

Figura B. Hibridacidn de la sonda 13df con un minlbanco de DNA cromosomal de K. factis cortado con EcoRY, ¥ contenido
en el plasmido bluescript. En la imagen se muestran 7 sefales positivas y el control. Las seflales marcadas con el mismo hUmero
representan subclonas de un misma origen.
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Para determinar si la longitud del fragmento clonado cosrespondia ¢ no con el resultado que se
habia obtenido en la hibridacion tipo Southem, se extrajeron plasmides de una de las colonias que dio resultado
positivo, se digirieron con la enzima EcoRl y se cormrieron en un gel de agarosa al 1%. El tamato del inserto fue,
como se esperaba, de aproximadamente 800 pb {figura 9}

21.8Kb

0O.8Kb

Figura 9.~ Electroforesis del fragmento clonado. El plasmido bluescrip con el inserto fue extraido de una delas colonias, fue digerido con
EcoRl y se sometid a una electroforests. En los carmiles 1 y 2 pueden observarse los productos de la digestion. La banda superior
representa ef pldsmido finearizado y fa inferior el inserto de DNA. cromosomal de K fachis, Como puede observarse el fragmento tiene
aproximadamente 800pb. El pidsmido det primer carmit fue purificado con un mini-prep, y el del segundo mediante un short melton prep.

Iv.4, Caracterizacion del fragmento Kidf13

El fragmento Kidf13 obtenide a partir del minibanco gendmico fue secuenciado en un secuenciador
automatico. Su tamaiio real resulté ser de B50 pares de bases (ver figura 10). En el interior de Kidf13, tal v
como se muestra en rojo en la figura 10, se encuentra la secuencia del segmento 13df, utilizado como sonda en
este estudio. Era muy importante establecer la focalizacién de la secuencia 13df dentro del fragmento Kidf13, ya
que dicha secuencia marca de manera muy precisa el extremo 3' del Marco de Lectura Abierto de Kidf13. Esto
debido a que los pequefics segmentos de cDNA, generados en el despliegue diferencial, son secuencias del
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extremo 3 de ios RNAs mensajeros Habiéndose determinado la posicién de la secuencia 13df dentro del
segmento clonado se procedid a buscar un Marco de Lectura Abierto en este. EI Marco de Lectura Abierto
encantrade  tiene una longitud de 366 b {ver figura 10). En él no se encontré ningdn coddn de nicié de Ia
traduccion, o que sugiere que ef gen Kidf13 es mucho mas fargo, y que por lo tanto, solo se pudo clonar un
fragmento de este gen

1 GAATTCRACA AAGATTTATA CACGTTCAGT ARATTACCTE TCAACAGACA
51  AGAGCAACTT GCAGRAGCTG CCARACACAA AGGTATACAA GATTTGGATC
101 TTGCTCGCGA TTTAAGTCGA TTAACGTTCT CTGCTOATAT TGGTGGTGAT
15} GGTGATAAAG TACABRGUTAA ATCTGTCAAC CATGGTGGTA AACAAGCAGC
201 CTTGTACAAC GTAGCTGATG AACTTGACGA ABATTTCITC CATTTGARCG
231 GTGITCAAGG CAGACTTACG ARCCCTTTCC ATAAGCAAAC CGTCGCCRAC
301 GRAAATGGTA AGAAGCATAA CBAGAAGAAC AAGRAGAGTA AGAAAAAGGC
331 TICCCATGTT TCCGATTAAT GTAARGACTAT CTAAATTCAT CCTRARACTTC
401 TTATATATAT ATAAATCCAC TGTTTGCACA GTCTATTCCC AARTCTTCATT
451 ATGGAAATGA ACTGCATATC CTTTATATCT TCCITAGCTG CCCTGCTTICC
5301 GCTTATARGA CCTATGGTIA GCATGCAACT TGTCACTGCA TTACCCGCTG
551 TTTACTGRAA AATTTGATGA ACCARAAGAR AAGGATACAA AACTTGGTTA
60l  AAGTTGGTTT ACTTTATACT TGACCTCAGT BCATGGTCCA GTTGATAAGT
651 ATTCTTGTCA TTTGTGGTTA TCTTTTTGGT TCCTAGCTCA GCRARCAAGG
701 GCTCTTARAC ACATTTCGGC ATGTTCAALT ATGGTTCGCS TTGTGGTTAT
751 CATGGCGCAG ACTTATTCCA CGCATGTAGA AGTGRGCTCA AGATGCCCAG

801 AGCTGGGATA CTCCCATTTE ACGCCCTTTY CGCTBACARC BACTGAATTC

Figura 10.- Secuencla del fragmento clonado de 850 pb. En rojo se muestra la secuencia del fragmento 13df. Esta
secuencia defimita el extremo 3' de Marco de Lectura Ablerto del gen Kidf13, En verde se muestra una parte de Ja reglon codificante de
Kldf13. En el nterior de este secuencia no se encontré ningln coddn de inicio de la taduccidn. Esto sugiere fuertemente que este gen es
mucho mas lergo que fo que se pude clonar,

Este Marco de Lectura Abierto de 366 b se compard cen un banco de genes. La comparacion
amo)é semejanzas con varos genes. Do estos el mas pareckio al fragmentc KIdf13 fue un gen de
Saccharomyces cerevistae llamado SCYGLOZOw (ver figura 11 ). La homelogia entre el fragmento Kidf13 y
SCYGLOZ9w es de 66.2% en un sobrélapamiento de 355 pb. Esta homologia es alta. SCYGLOS9 w codifica
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para una proteinas de 640 aa, cuya funcién hasta el momento es desconocida. Sin embargo, en estudios
funcionales hechos por un grupo de investigadores { Lillo et al, 2000) se muestra que kas cepas de levaduras
deletadas en el gen SCYGLOGY w presentan una menor eficiencia en el apareamiento y en la esporulacion que
las cepas silvestres,

10 20 30
X1dd1i3 GARTTCAACARAGATTTATACACGTTCAGT
RN R RN RN NN
SCYGLOSSW GATACACCTTACACTAGAGAAGAGTGTGARGAATTTAACARAGAT TTATATGTGTTCGAC
1879 1880 1890 1900 1910 1920
40 50 80 706 80 90
Kldd13 ARATTACCTATCAACAGACRAGAGCRACT TGCAGAAGCTGCCAARCACARAGGTATACAR
PErlen AR R R N B B R A NN FEET 1
SCYGLOSOW AGATTACCGGACACCAGAAAGGAGCARGTGCARAATGC TGCTAACGCTARAGGCAT I GAT
193¢ 1949 1850 1960 1970 1980
100 110 120 130 140 150
Kladi3 GRTTTGEATCTTGCTCGCGATTTAAGTCGAT TRACGTTCTCTGCTCATATTGGTGCTGAT
N N N AR RS A RN R PR N AN AR NRE T
SCYGL(C989wW ATCGIGEAT TTAGCTCGTGAT TTGRAATCAGC TARCGT TTTCAGCTCACACTECTGGTGAC
1990 2000 2010 2020 2030 2040
160 170 180 199 200 219
Kldd13 GGTGATAAAGTACRAGCTARATCIGTCARCCATGGTGETARACAAGCAGCCT TGTACAAC
Pt FURE LRI b 0 TR LRI i T 1
SCYGLO9SW ACACARAARG—-~-AAGCCARRTCTGT TACGCACGGTGGTARACAAGCTGCATTGTACAAT
2050 2060 2070 2080 2090 21900
220 2390 240 250 260 270
Klddis CTAGCTGATGAACTTGACGRARAT I TCTTCCAT T TGARCGGTGT TCARGGCAGACT TACE
e e 1 PETHIE Lo AR A
SCYGLO99W GCCGCTGAGGACTTGGATAGAGACT TCTTCAAGATGRACAACGTCGARGGTAGATTAAGT
2110 2120 2130 2140 2150 2180
280 290 300 310 320
Klddl3 ARCCCTTTCCATAA-~~-GCARACCGTCGCCARCGAARATGGTARGAAGCATARCARGAR,
fooH i LEL e CEVIVEID L lidnid |
SCYGLO99H ACACCATTCCACAAAGT TCAAAATAGT - —TCAGC-~—=~ TGGTAAGAGACATARCARAAR
2170 2180 219¢ 2200 221¢
330 340 350 360 370 380
Klddi3 GAACARGAAGAGTAA-GAAARAGECTTCCCATGTTICCGAT TAATGTAAGACTATCTARA

RN e N R
SCYGLO9SYW ARACAARAGTARRARTGCGARAAGCAARGT T T TTAGCATTGAARATAATTAGCGGTARCT
2220 2230C 2240 2250 2260 227¢C

Figura 11 Comparacién de la secuencia de nucledtidos del fragmento Kidd13 con un banco de datos. Se obtuvo la secuencia del fragmento
Kidd13 y se comparé con un banco de datros (Genbank). Esta comparagién amojé una semejanza notable entre Kidd13 ¥ uha porcién del
gen SCYGLOS9w, ¢f cual es un gen de S, cersvisiae que codlfica para una protelna cuya funcién bioquimica es desconocida. A su vez,
SCYGLO99w se parece a un gen de humancs llamado HSRY ¥ que Hane sitios putativos de union a GTP. La identidad entre Kldd13 y
SCYGLO99w es de 66.2% en un sobrelepamlento de 355 pares de bases.
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Una vez que se determiné qus la secuencia de bases del fragmento Kidft3 se parecia mas al gen
SCYGLCSYw que a cualquier otro gen, se procedid a obtener la secuencia de aminodcidos a partir de dicho
fragmento, compardndose después con la secusncia de aminoacidos de la proteina SCYGLC99w. E! resultado
de la comparacion  se muestra en la figura 12 En alla puede apreciarse que la secuencia de aminoacdos
predicha & partrr del fragmento Kldf13 es homéloga a una porcién de amincdcidos de SCYGLO99w del extramo
carboxilo El hecho de que la secuencia de aminoécidos de Kidf13 tenga semejanzas con el extremo carboxilo
de una proteina - en este caso SCYGLOY9w- es un resultado esperado, tomando en cuenta que el despliegue
diferencial genera sondas ubicadas hacia el extreme 3' de los Marcos de Lactura Abierfos de ios genes, y por ko
tanta de los extremos carboxilo de las proteinas Hay que resattar también que la secuencia peptidica de Kidf13
presenta una identidad de 61% con el exiremo carboxilo de la proteina SCYGLOSSW y una homologia de
84.42%. Esta semejanza entre ambas secuencias es muy alta, io que podria flevar a la conclusidn de que se
trata de genes homdlogos, sin embargo, para tener la certeza de que efectivamente ambos genes son
homdtagos, primero habria que clonar el gen completo de Kidf13 y comparar su secuencia con SCYGLOSGwW.

501 PPHLEDDIPIYTREECEEFNKDLYDFDRLPDTRKEQVONAAKAKGIDIVD 550
RN RN R R PR SO B O
Lo EFNKDLYTFSKLPINRQEQLAEARKHKGIQDLD 33

551 LARDLNQLTFSAHTGGDTQK.EAKSVTHGGKQRALYNAAEDLDRDFFKMN 598
N R R A I RN R RN R R RN EE R N EN Y
34 LARDLSRLTFSAHIGGDGDKVQAKSVNHGGKQRALYNVADELDKNFFHLN 83

600 NVEGRLSTPFHK. VONSSAGKRHNKKNKSKNAKSKVESI 637
Folile 1l AR RN I t
84 GVQGRLTNPFHKOTVANENGKKHNKKNKKSKKKASHVSD 122

Figura 12. Comparacién entre la secuencia de aminoacidos del fragmenbte KIdF3 da K. lachs y la de la protelna
SCYGLO9Sw de § cerevisiae. La secuencia de KIdfi3 { sefialada en rojo} presenta una gran semejanze con el extremo carboxilo de la
protelna SCYGLOS9w (61.42%) lo que indica que probablemente se trata de protelnas homadlogas.

YGLO9Sw partenece a la famiha de proteinas MMR1/! HSR1, recientements descubierta, y que se
caracteriza porque sus nuembros contienen un dominio de unién a GTP. Algunas de estas proteinas s& hallan
locatizadas en el nicleo como SPACSFE.03c, una protaina de Schizosaccharomyces pombe, y YnR0O53¢ una
proteina de Saccharomyces cerevisiae (www. proteome com); ademés de esto existo una prediccidn tedrica
que sugiere que YGLO92w puede interactuar con ¢l DNA, sin embargo, no hay evidencias experimentales que
apoyen esta sugerencia. Con estos datos se podria pensar que quizés la funcién de YGLOSSw podria ser la de
un factor de transcrpeion, sin embarge esto no seria mas que una especulacidn sin sustento experimental A
pesar de que poco $& CoNoce sobre la funcién de YGLOSSW de Saccharomyces cerovisise se han hecho
algunos estudios de expresidn de este gen en ¢élulas mutantes, 1os cuales han arrojado algunos resultados
interasantes, aunque algunos de ellos son contradictorios. Cuando se eliminan genes, en experimentos
independientes, mplicados en &l sistema de transducciGn de sefiales como ste11, steS, ste7 y ste8, YGLOSSW
sufre una reduccién en su exprasién en mas de una vez con respacto a las cepas sitvestres. Por otra parte,
cuando se sobreproducen ste11, sted, sta5 y stef2 las células aumentan la expresion de YGLOGOW. Estos
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resultados apuntan en e sentido de que e! sistema de transduceidn de sefiales desencadenado por feromonas
participa en el conlrol de ia expresion de YGLO99W, de la misma manera que participa en el control de la
expresidn de genes sexo y haploide especificos en Saccharomyoces cerevisiae. Sin embargo se han hecho ofros
expenmentos que muestran resultados de dificil interpretacién. Cuando son inactivados Stel 2p, Stedp y Fus3,
lo que se cobserva no es una reduccién en la expresion de YGLOSOW sino una induccién en esta; esos
resultados se contraponen con aquelios obtenidos cuando se sobre expresan Ste12p y Stedp.

Otro resuitado interesante es que YGLOSOW se expresa mas en las células alfa de
Saccharomyces cerevisiae que en fas cdiulas de tipo a.

25



PERSPECTIVAS

V. PERSPECTIVAS

Ei gen Kidf13, segtn los datos obtenidos en esta tesis, sz trata probablemente de un gen sexo
especifico de ias células alfa de Kluyveromycees lactis. Para probar esto de manera concluyente el gen Kidf13
tendra que ser clonado en su totalidad y deberan realizarse andlisis funcionales sobre el papel del producto
génico de Kidf13 en 1a vida de las células alfa. La determinacion de la secuencia completa del gen Klidf13 es de
suma importancia. En principio dicha secuencia podria ser comparada con un banco de datos, Los resultados
de esta comparacién proporcionarian informacion valiosa sobre ef gen en esiudio. Por una parte se podria
determinar si existen genes con homologia alta con el gen Kidf13. Si esta fuera la situacion se podrian tener
datos sobre la probable funcién de Kidf13, en caso de que se comocieran las funciones de sus genes
homélogos. La utilizacion de mutantes inactivos en genes particulares ha sido de gran importancia para conocer
el papel que juegan estos genes en los procesos celulares. El gen Kidf13 podria ser inactivado en células affa a
través de la insercidn de construcciones formadas por un médulo Kanhix4, flanqueadas por regiones del gen
Kldf13, de tal manera que estas regiones recombinaran con el gen Kidf13, inactivandolo por la insercién de un
elemento exdgene al gen, como es el madulo KanMx4. Los mutantes de K. lactis producidos de esta manera
serlan estudiados para definir su fenotipo. Si Kidf13 es en realidad un gen sexo especifico, se esperarfa que
las células alfa mutadas en este gen presentaran alteraciones en el apareamiento. Gon este tipo de ensayos se
podria determinar si el gen en cuestion esta o no implicado en el apareamiento, sin embargo, harlan falta otro
tipo de experimentos para conocer Ia funcion celular de la proteina, es decir, se tendria que definir si la proteina
Kidf13 se trata de un receptor de feromonas, de una aglutinina, de un factor de transcripcidn, etc. Una de las
primeras preguntas que se podrfan contestar seria la de la localizacién celular de la proteina Kldft3. Se podria
estudiar esta cuestion insertando un gen hibrido, formado por la secuencia de Kidfi3 y por la de la Proteina
Verde Fluorescente, en un vector de expresién, el cual seria utilizado para transformar células alfa de K, factis.
Se localizarian las protelnas hibridas por microscopia de fluarescencia. La localizacion superficial de 1a proteina
podria sugerir que esta se iratara de un receptor de feromonas o bien de una aglutinina. Si Kidf13 se tratara de
un receptor de feromonas, en su secuencia tendrian que encontrarse 7 dominios transmembranales.
Adicionalmente podrian realizarse ensayos de unidn para probar interaccion entre Kldf13 y feromona a
marcada. La localizacién nuclear de la proteina podria indicar que Kidf13 se trata de un factor transcrpcional
Para examinar esta posibilidad, lo primero que podria hacerse seria determinar si la protefna Kidf13 presenta o
no dominios de interaccién con el DNA. Para comprobar que efectivamente ia proteina Kidf13 se trata de un
factor de transcripcion se necesitaria conocer la secuencia de nucleétidos con (a que se une. Concciéndose 1a
secuencia podria insertarse ésta en un vector que contuviera el gen de la luciferasa bajo el control de un
promotor debil. Esta vector de expresion serta utilizado para transformar, junto con otro vector de expresién que
contuviera el gen Kldf13, céfulas alfa mutadas en el gen Kldf13, Con esta tipo de ensayo, se esperarla que las
células cotransformadas con ambos vectores presentaran una mayor actividad de luciferasa que las células
control transformadas umcamente con el vector con la luciferasa.



Vi. CONCLUSIONES

La sonda 13df obtenida a partir de una expresion diferencial permitid 1a clonacidn de
un fragmento de gen de Kluyveromyces lactis, qgue corresponde al extremo 3’ de un Marco de
Lectura Abierto y que recibid el nombre de Kldf13. De acuerdo al ensayo de hibridacion tipo dot-
blot el gen Kldf13 se expresa preferentemente en la cepa WM27, por lo que probablemente se trata
de un gen sexo especifico. Este resultado de expresién concuerda con el hecho de que ia sonda
13df se encontrd en la cepa WM27 en la expresidn diferencial.

El fragmento de Kidf13 presento una homologia de 66..2% con el exiremo 3" del gen
YGLOSSW de S cerevisiae. Esta semejanza sugiere que ambos genes son homdlogos, sin
embargo, esta conclusién solo podré ser el resultado de comparar el gen completo Kidf13 con
YGLO99w. La funcién bioquimica de la proteina YGLO99w se desconoce, sin embargo, se sabe
que su presencia es indispensable para el apareamiento. Por oira parte, la expresion del gen
YGLO9Sw parece estar bajo el control def sistema de respuesta g feromonas y ademas su
expresion es mayor en las células aiffa que en las a en S, cerevisiae, Estos datos son los que uno
podria esperar para un gen sexo especifico, sin embargo, hay que hacer notar que en la literatura
disponible no se menciona que YGLOS9w se trate de un gen de este tipo.
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VIl  APENDICE

Medio LB ( 1 litro)

Exiracto de levadura 5 g
Triptona 1049
NaCl 10¢g

Medio YPD ( 1 litro)

Extracto de levadura 10 g

Glucosa

Peptona

20g
10g
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