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INTRODUCCION



La biotecnologia, definida en sentido amplio como la obtencién de
productos a partir de materias primas con la ayuda de seres vivos,
constituye una de las actividades més antiguas del hombre, que la ha
aplicado eficientemente a la transformacién y obtencién de alimentos. Mas
formalmente, la biotecnologia podria definirse como "la aplicacién de
principios cientificos y de ingenieria al procesamiento de materias
utilizando agentes biolGgicos, con el fin de producir bienes y servicios”.
En este contexto, la actividad biotecnoldgica estd indisolublemente
asociada a la utilizacién de microorganismos. La utilidad de los mismos
radica, principalmente, en su extraordinaria versatilidad metabdlica, fruto
de su adaptacion a los ecosistemas mdas diversos, que a menudo incluyen
condiciones fisico-quimicas extremas para el resto de los seres vivos. Esta
multiplicidad biolégica permite el empleo de los microorganismos en la
produccién de toda clase de compuestos de interés comercial a partir de
una inmensa variedad de materias primas, asi como la transformacion o
degradacion de compuestos contaminantes.

En general, los microorganismos incorporan del medio los nutrientes
necesarios para obtener energia y sintetizar metabolitos primarios, tales
como aminodcidos, vitaminas y nucleétidos, entre otros, y con ellos
producen todos los componentes biolégicos, como las proteinas, los acidos
nucleicos y las estructuras celulares. En los microorganismos, las rutas
metabdlicas estin reguladas segiin un principio de economia por el que se
trata de evitar que los metabolitos primarios se produzcan en una cantidad
que exceda a aquella necesaria para el crecimiento celular. Los sistemas
de control mds importantes con los que cuenta la célula microbiana son
los denominados de retroalimentacién negativa ; éstos son mecanismos
que permiten regular el flujo metabdlico, en pasos cataliticos concretos.
modulando la expresién de la actividad de la enzima correspondiente. por
medio de la accién especifica del producto final de la ruta biosintética. La
expresion de la actividad enzimdtica puede regularse, principalmente, a
traves de la inhibici6n de la actividad catalitica y por medio del control de
la sintesis de la propia enzima.

La produccién fermentativa a escala industrial exige, en numerosos
casos, modificar el metabolismo microbiano de forma que el rendimiento
sea maximo. Para conseguir aumentar la produccién de un metabolito de
interés es necesaria la identificacié de los puntos principales de control
cinético de la ruta biosintética correspondiente, y el disefio de estrategias
para su modificacién o eliminacién. En este contexto resulta fundamental



la aplicacién de los principios de la teoria de control de flujos
metabdlicos.

En lineas generales, se buscard eliminar o modificar la regulacién de
la sintesis del producto de interés, destruyendo los sistemas de
retroalimentacién negativa. El flujo metabélico en los pasos limitantes de
la ruta puede incrementarse amplificando los genes de las enzimas
correspondientes, o bién la expresién de aquellos, y en las rutas
ramificadas, que compiten por un precursor comin, se intentara redirigir
el flujo hacia la rama especifica del producto buscado, bloqueando las
demds. Al mismo tiempo, se intentard cortar las posibles rutas de
degradacién del compuesto, y se tratard de mejorar la capacidad celular
de asimilacion de nutrientes del medio de cultivo, todo ello encaminado a
optimizar el proceso de produccion.

La comprensién de la mecdnica regulatoria, y la posterior
modificacién de la misma mediante el empleo de técnicas de ingenieria
genética (entre otras) cobran, por tanto, una importancia fundamental en
el desarrollo de la industria biotecnoldgica.

Produccion de aminoacidos por microorganismos

Los aminodcidos se usan como condimento y aditivo alimentario y en
la elaboracién de piensos para animales. También constituyen el punto de
partida en la sintesis de edulcorantes artificiales, medicamentos y otras
substancias de aplicacion diversa. _

Los aminodcidos pueden obtenerse mediante diferentes procesos,
como son la extraccién a partir de hidrolizados de proteinas, la sintesis
quimica, la sintesis enzimatica o la fermentacién directa de sustratos por
microorganismos. La utilizacién de uno u otro método para la obtencion
de un aminoécido concreto depende principalmente de su rentabilidad.
Asi, L-cisteina, L-cistina, L-leucina, L-asparaguina y L-tirosina se
extraen de hidrolizados de proteinas; D,L-alanina, D,L.-metionina, glicina
y D,L-triptéfano se producen mayoritariamente mediante sintesis quimica
(Crueger y Crueger, 1989). Se han desarrollado procesos fermentativos
industriales para obtener todos los aminodcidos excepto glicina, L-cisteina
y L-cistina, pero no todos ellos resultan todavia comercialmente
rentables. En algunos de estos procesos (como, p. €j., en la fabricacién de
L-prolina o L-treonina) se utilizan organismos completos para
transformar diferentes sustratos; en otros, se utilizan enzimas o células
inmovilizadas, como en caso de la L-fenilalanina que se obtiene a partir
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de N-acetil-D,L-fenilalanina sintetizada quimicamente, utilizando una
deshidrogenasa de Bacillus megaterium (Araki, 1990; Crueger y Crueger,
1989). Puede decirse que los procesos fermentativos son potencialmente
competitivos frente a la sintesis quimica cuando los llevan a cabo bacterias
y, en menor grado, cuando se utilizan eucariotas unicelulares. Las
bacterias que se usan mdas frecuentemente para la produccion de
aminodcidos son Escherichia coli, Serratia marcescens, Bacillus subtilis 'y
los géneros Corynebacterium y Brevibacterium (Niederberger, 1989;
Aida, 1986). Entre los microorganismos eucaridticos, se utilizan los del
género Hansenula, Candida y la levadura de panaderia Saccharomyces
cerevisiae (Niederberger, 1989).

Los microorganismos procaridticos son, sin duda, mejores que los
eucaridticos para la obtencién de aminoécidos (Niederberger, 1989). Sin
embargo, en el caso de los aminodcidos utilizados como suplemento
nutricional, una alternativa a la adicion de aminodcidos purificados es,
directamente, la utilizacién de biomasa de microorganismos que, por
definicidn, es rica en aminoicidos. Desafortunadamente, en alimentacidén
no se suele utilizar biomasa de bacterias, entre otros motivos, porque
provoca un rechazo social. En este sentido, las levaduras tienen la ventaja
de que son utilizadas habitualmente en la industria alimentaria, y que en
consecuencia su consumo es ampliamente aceptado; de hecho, la levadura
de panaderia constituye alrededor del 5% del volumen de pan. Ademas,
pueden obtenerse grandes cantidades de levadura como subproducto de
industrias dedicadas a la fabricacién de cerveza u otras bebidas
alcoholicas, o directamente, cultivindolas en metanol o melazas de cafia o
remolacha, productos de desecho de las industrias azucareras (Spencer y
Spencer, 1983). Lamentablemente, las levaduras son relativamente pobres
en aminodcidos esenciales, asi que resulta interesante la modificacion
genética de cepas de levadura con el fin de aumentar su contenido en
aminodcidos de modo que puedan constituir la base para obtener biomasa
enriquecida en aminodcidos esenciales en la dieta.

La treonina es un aminoicido esencial, cuya demanda es,
actualmente, muy superior a su produccién. El grupo dentro del cual se
ha realizado este trabajo se ha propuesto la mejora de cepas de levaduras
para superproducir treonina y el estudio de la regulacién de su sintesis en
€stos microorganismos.

Biosintesis de los aminoacidos derivados del aspartato



En las bacterias y las plantas, a partir del aspartato se sintetizan los
aminodcidos lisina, treonina y metionina; en Saccharomyces cerevisiae, al
igual que en otros hongos, sélo los dos dltimos aminodcidos derivan del
aspartato, ya que la lisina se sintetiza a partir del glutamato por una via
totalmente independiente (Figura 1.1).

El primer paso de la denominada ruta del aspartato, catalizado por la
aspartoquinasa (EC 2.7.2.4), consiste en la activacion del aspartato con
ATP para dar lugar al aspartil-fosfato. La aspartato semialdehido
deshidrogenasa (EC 1.2.1.11) cataliza el segundo paso, consistente en la
reduccién del aspartil-fosfato a aspartato-semialdehido. En las bacterias y
las plantas verdes, la ruta se bifurca a partir del aspartato-semialdehido,
siendo éste sustrato, por un lado, de la dihidrodipicolinato sintasa que
cataliza la sintesis de dihidrodipicolinato, precursor de la lisina, y por
otro, de la homoserina deshidrogenasa (EC 1.1.1.3), que cataliza la
formaciéon de homoserina, intermediario comun en la sintesis de
metionina y treonina; este Gtimo aminoécido es, a su vez, precursor de la
isoleucina. Para cada organismo, la regulacién del flujo metabdlico a
través de esta ruta se ha adaptado a cada fisiologia concreta para
satisfacer, de una forma equilibrada, la demanda de cada uno de los
productos finales. En todos los casos, sin embargo, se ha observado una
tendencia a controlar la ruta limitando el flujo a través del primer paso
comiin de la misma, principalmente mediante inhibicién de la actividad
aspartoquinasa. Algunas bacterias parecen haber solucionado el problema
de la regulacién diferencial utilizando distintas aspartoquinasas, que se
inhiben de forma diferente por los productos finales. Asi, en E. coli K-12
se han podido identificar tres isoenzimas distintas, denominadas
aspartoquinasa-homoserina deshidrogenasa I (AK-HD I), aspartoquinasa-
homoserina deshidrogenasa II (AK-HD II) y aspartoquinasa III (AKIID)
(ver la revisién de Patte, 1996). Cada una de estas proteinas exhibe una
regulacion diferente; de este modo, las dos actividades de la enzima
bifuncional AK-HD I se inhiben por treonina y su expresion se repfime
de manera bivalente por treonina e isoleucina. Las actividades de la
AK-HD II, por el contrario, se reprimen por metionina pero no se
inhiben por ninguno de estos aminodcidos ni tampoco por lisina, la cual
reprime e inhibe a la AKIIL. La presencia de estas tres enzimas y su
regulacion configuran un sistema de control metabdlico que asegura un
aporte suficiente de treonina, lisina y metionina.

Es habitual seleccionar mutantes superproductores de aminoacidos
por su resistencia a analogos toxicos de los mismos. En muchos casos, el
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andlogo mimetiza el efecto inhibitorio del amino4cido, provocando una
reduccion del flujo biosintético que resulta fatal para la célula. La
resistencia al anilogo puede, pues, ser la consecuencia de una mutacién en
el gen responsable de la/s enzima/s que controlan el flujo de metabolitos a
través de la ruta, que haga perder a esta dltima la regulaciéon por
retroinhibicién. Como consecuencia, la ruta quedara descontrolada.

Por resistencia frente a andlogos téxicos de la treonina
(B-hidroxinorvalina) o de la lisina (S-aminoetil cisteina) se han podido
aislar mutantes en la AK-HDI y en la AKIII, que superproducen,
respectiva - y principalmente, treonina o lisina. Este hecho sugiere que el
flujo metabdlico podria estar, de alguna manera, canalizado dentro de
cada ruta especifica, lo cual supondria un sistema adicional de control. Un
sistema de regulacion similar se ha encontrado en Serratia marcescens
para la que se han descrito tres enzimas similares a las de E. coli
(Komatsubara, 1994).

La ruta biosintética especifica de la lisina también produce
metabolitos intermediarios como el diaminomipelato, de importancia
fundamental debido a que interviene en la sintesis del peptidoglucano,
constituyente de la pared celular bacteriana. En bacterias Gram-positivas,
donde el peptidoglucano representa un alto porcentaje de la pared, el
aporte de diaminopimelato no puede verse limitado por el efecto
inhibitorio de la treonina y la lisina sobre las aspartoquinasas. Esta
circunstancia aporta un elemento de complejidad que Bacillus subtilis
parece haber resuelto introduciendo un nuevo sistema de control. Al igual
que E. coli, B. subtilis posee tres aspartokinasas con distintas propiedades
alostéricas, denominadas AKI, AKII y AKIII. Mientras que las AKII y
AKIII se inhiben por lisina, y por lisina y treonina, respectivamente, la
AKI se inhibe dnicamente por diaminopimelato (Zhanger al, 1990).
Gracias este sistema B. subtilis puede cubrir su demanda de
diaminopimelato, asi como de dipicolinato, el cual participa en la
formacion de la espora.

En las especies del género Corynebacterium, la regulacion de la ruta
del aspartato no se basa, aparentemente, en el funcionamiento paralelo de
varias aspartoquinasas, aunque el flujo acaba siendo controlado en este
paso; la actividad especifica de la homoserina deshidrogenasa, bastante
superior a la de la dihidrodipicolinato sintasa, determina que el flujo de
aspartato semialdehido se desvie de forma preferencial hacia la sintesis de
treonina y metionina (Miyajima et al., 1968). El incremento. en la
concentracién de metionina reprime la expresién de la homoserina
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deshidrogenasa (Follettie et al., 1988), a la vez que la treonina inhibe su
actividad, redirigiéndose el flujo de aspartato semialdehido hacia la
sintesis de lisina (Miyajima et al., 1968); la ruta acaba siendo controlada
por medio de la inhibicién concertada de la treonina y la lisina sobre la
aspartoquinasa (Kase y Nakayama, 1974; Shiio y Miyajima, 1969).

En plantas también se han caracterizado distintas aspartoquinasas y
homoserina deshidrogenasas distinguibles entre si por su sensibilidad a
retroinhibicién por los productos finales de la ruta del aspartato (Bryan,
1980). En Daucus carota se han identificado in vitro dos formas de
homoserina deshidrogenasa, una de ellas sensible y la otra resistente a
inhibicidon por treonina (Matthews et al, 1989; Turano et al, 1990), asi
como tres formas de aspartoquinasa; las AKI y AKII se inhiben
fuertemente por lisina y treonina, respectivamente, mientras que la AKIII
es parcialmente inhibible por ambos aminodcidos (Wilson et al, 1991).
Trabajos recientes han permitido el aislamiento de cDNAs
correspondientes a formas de aspartoquinasa-homoserina deshidrogenasa,
tanto en Daucus carota (Weisemann y Matthews, 1993), como en
Arabidopsis thaliana (Ghislain et al, 1994), y en Zea mays (Muelbahuer
et al, 1994). Las secuencias de aminoécidos deducidas para estas proteinas
guardan una gran homologia entre si y con respecto a los productos
bifuncionales correspondientes de E.coli 'y S. marcescens.

En S. cerevisiae se ha descrito una sola aspartoquinasa determinada
por el gen HOM3. Este gen ha sido clonado por complementacion de una
mutacién hom3, y secuenciado (Rafalski y Falco, 1988). La secuencia de
aminodcidos de esta enzima, deducida de la de nucleétidos del gen HOM3,
resulta ser homoéloga a la de todas las aspartoquinasas identificadas hasta
el momento. El hecho de que los mutantes hom3 presenten auxotrofia
para treonina y metionina y ausencia de actividad aspartoquinasa (de
Robichon-Szulmajster et al., 1966), sugiere que HOM3 codifica para la
unica aspartoquinasa de S. cerevisiae; apoya esta hip6tesis el hecho de que
no haya aparecido ningin gen homélogo a HOM3 en todo el genomio de
la levadura, cuya secuenciacién ha sido completada recientemente.

Resultados de de Robichon-Szulmajster y Corrivaux (1963, 1964)
indican que la aspartato quinasa de levaduras se inhibe alostéricamente
por treonina (Ki=3mM) y también por homoserina (Kj=15mM) y lisina
(Kij=15mM) pero no por metionina. Otros autores (Stadman et al., 1961;
Ramos et al., 1991) no han observado la inhibicién por lisina.



La actividad aspartoquinasa de S. cerevisiae parece estar sometida a
represién por treonina y, sorprendentemente, por lisina (de Robichon-
Szulmajster y Corrivaux, 1963, 1964; de Robichon-Szulmajster et al.,
1966). La borrelidina, un inhibidor de la treonil ARNt sintetasa,
desreprime 1la actividad aspartoquinasa (Nass y Hasenbank, 1970), lo cual
sugiere la existencia de una regulacién especifica mediada por treonina,
presumiblemente a través del treonil-ARNt. La regién promotora de
HOMS3 contiene la secuencia TGACTC, asociada al sistema de control
general, si bien no se ha podido observar un incremento en la
transcripcién de HOM3 como respuesta a una situacién de "hambre” de
los aminodcidos isoleucina y valina (Rafalski y Falco, 1988).

El papel de la aspartoquinasa en la regulacion de la ruta del aspartato
se manifiesta en el hecho de que su desensibilizacién a retroinhibicion por
los productos finales de la ruta se traduce, normalmente, en la
superproduccién de los mismos. En efecto, en S. cerevisiae se han aislado
mutantes resistentes a [-hidroxinorvalina, un andlogo téxico de la
treonina, que superproducen treonina (Ramos y Calderén, 1992); estos
mutantes también superproducen homoserina pero no metionina, lo cual
indica que la ruta especifica de éste wltimo aminodcido tiene, ‘en la
levadura, un sistema de regulacién adicional. La presencia del gen HOM3
silvestre en alto nimero de copias produce un incremento considerable en
la produccién de treonina, que se dispara cuando el amplificado es un
alelo mutante que determina una aspartoquinasa resistente a
retroinhibicién (Farfan et al., 1996).

Estructura y funcion de las aspartoquinasas

La AKI-HDI de E.coli ha sido estudiada en gran detalle, y constituye
un modelo de proteina bifuncional. Para su estructura terciaria se ha
propuesto un modelo triglobular consistente en dos dominios con
actividades cataliticas diferentes, separados por otro dominio intermedio
(Fazel et al, 1983). El dominio con actividad aspartoquinasa se situa en el
extremo N-terminal de la proteina, mientras que la actividad homoserina
deshidrogenasa se ubica en el dominio del extremo C-terminal. El
dominio intermedio estd implicado en la asociacién de cuatro polipétidos
para formar un homotetrimero que constituye la forma activa de la
proteina (Veron et al., 1985). Se postula que este producto bifuncional
podria haberse originado durante la evolucién a partir de la fusion de dos
genes que determinaban enzimas monofuncionales (Sibilli et al., 1981). El
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mismo tipo de estructura terciaria triglobular se ha propuesto para la
AKII-HDII de E.coli (Dautry-Varsat y Cohen, 1977), si bién la estructura
cuaternaria de ésta es un homodimero (Dautry-Varsat et al, 1977)

El mismo tipo de enzima bifuncional se ha encontrado en
S. marcescens, con idénticas caracteristicas y estructuras que la AKI-HDI
de E.coli (Omori et al., 1993), y también en Haemophilus influenzae, si
bién en éste ultimo la existencia de la enzima se ha inferido a partir de
una secuencia cuyo hipotético producto presentaria una alta homologia
con las enzimas anteriormente citadas (Fleischmann et al., 1995). |

En plantas, las aspartoquinasa-homoserina deshidrogenasas cuyas
secuencias han podido ser caracterizadas presentan una fuerte homologia
con sus equivalentes de bacterias, si bién presentan una region N-terminal
adicional que parece implicada en el transito hacia el cloroplasto,
organulo en el cual se localiza su actividad (Weisemann y Matthews,
1993; Ghislain et al, 1994; Muelbahuer et al, 1994). Se desconoce la
estructura cuaternaria de estas enzimas.

La AKIII de E.coli guarda una estrecha homologia con el dominio
catalitico correspondiente de las AK-HS Iy II de esta misma bacteria. La
enzima purificada es un homodimero, aunque puede presentar diferentes
estados de agregacion; en presencia de lisina (el ligando que inhibe su
actividad) y alta fuerza idénica, la enzima se encuentra en forma
tetramérica; en las condiciones opuestas a las anteriores, forma
monoémeros (LaFuma et al, 1970; Niles et al., 1973; Rlchaud etal., 1973;
von Dippe et al., 1972).

En bacterias Gram-positivas se ha encontrado una variedad distinta
de aspartokinasa. La AKII de B. subtilis esta constituida por dos tipos de
subunidades polipeptidicas, denominadas o y § que se originan a partir de
una tnica unidad transcripcional con dos sitios alternativos de inicio de la
traducciéon (Chen et al, 1987; Chen y Paulus, 1988), y que se agrupan
para formar un heterotetrdmero o232 (Moir y Paulus, 1977). El gen que
determina la AKI de B. subtilis ha sido también identificado; el andlisis de
su secuencia indica la presencia de dos unidades traduccionales que
originarian también unidades oy 3, si bién esta hipétesis no ha sido
confirmada por el momento (Chen et al., 1993). Aspartoquiﬁasas
estructuralmente similares a las anteriores han sido identificadas en una
especie termotolerante de Bacillus, MGA3 (Schendel y Flickinger, 1992),
y en Bacillus stearothermophilus (Cantoni et al., 1996), asi como en
Corynebacterium glutamicum (Kalinowskiet al., 1990; Kalinowskiet al.,
1991), en Corynebacterium flavum (Follettie et al., 1993), en
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Mycobacterium smegmatis (Cirillo et al., 1994) y en la bacteria Gram-
negativa Thermus flavus (Nishiyama et al., 1995).

La aspartoquinasa de S. cerevisiae es del tipo monofuncional, y se
desconoce su estructura cuaternaria, aunque por homologia con las
enzimas anteriores, cabe pensar que su forma activa podria muy bien ser
de naturaleza oligomérica.

La Tabla LI resume algunas de las caracteristica de las
aspartoquinasas cuya secuencia codificante se ha podido determinar.

Regiones de homologia entre las aspartoquinasas.

El estudio comparado de la estructura primaria de las distintas
aspartoquinasa revela la existencia de zonas de homologia donde la
conservaciéon de residuos en determinadas posiciones sugiere su
implicacién directa en la actividad enzimética, y también en la regulacion
de la misma. o

En el extremo amino de todas las aspartoquinasas existe un segmento
altamente conservado cuyo nicleo estd constituido por la secuencia K-F-
G-G. El hecho de que este segmento aparezca en todas estas enzimas,
independientemente de la regulacién a la que estd sujeta cada una, sugiere
su implicacién en la funcidén catalitica de la proteina (Chen et al., 1993),
aunque los estudios llevados a cabo hasta ahora no han permitido verificar
esta hipotesis.

Una segunda regién de gran homologia se sitia en la parte central de
las aspartoquinasas. Esta zona, centrada en torno a la secuencia D-P-R,
estaria supuestamente implicada, de manera directa, en la actividad kinasa
de la enzima, ya que es posible encontrar una region similar en otras
kinasas como las y-glutamil-quinasas de E. coli (Deutch et al, 1984),
Thermus thermophilus (Kosuge et al., 1994), H influenzae (Fleischmann
et al., 1995), S. marcescens (Omorier al., 1991) y Vigna aconitifolia (Hu
et al., 1992), y las uridinato kinasas de E. coli (Yamanaka et al., 1992), y
H. influenzae (Fleischmann et al., 1995).

La tercera regién de homologia corresponde al extremo C-terminal
de las aspartokinasas, y diversos estudios apoyan la hipétesis de que esta
regién estd implicada tanto en la regulacion alostérica de la actividad
aspartoquinasa como en la oligomerizacion de la proteina para producir
su forma nativa. En esta zona se han localizado mutaciones puntuales que
reducen o eliminan de forma simultédnea la inhibicién de la aspartoquinasa
y la homoserina desidrogenasa en el producto bifuncional de
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Tabla 1.1

Caracteristicas de las distintas aspartoquinasas. El signo (?) a

continuacién de una caracteristica denota que ésta no ha sido totalmente

comprobada.
Organismo Gen Actividad longitud Estructura Inhibicién Represion
(a.a.))  cuaternaria
A. thaliana ak-hsds  AK-HD (7) 911 ? treonina (?) ?
D. carota ? AK-HD (?) 921 ? ? ?
Z. mays ? AKI-HDI 920 a (7 treonina (?7) ?
M
Z. mays ? AK-HD () 917 a (M treonina (?) ?
H. influenzae ? AK-HD (7) 815 ? ? ?
S. marcescens thrA AKI-HDI 819 o4 treonina treonina e
isoleucina
E. coli thrA AKI-HDI 820 o4 treonina treonina e
isoleucina
E. coli metl,  AKII-HDII 809 o) No metionina
E. coli lysC AKII 449 o) lisina lisina
B. stearothermophilus 407
B. sp. MGA3 lysC AKII 411 (o) B lisina lisina
166 (B)
B. subtilis dapG AKI 405 (@) (D) ? diamino- No
160 (B) (D) pimelato
B. subtilis lysC AKI 409 (@) of2 lisina lisina
163 (B)
C. glutamicum lysC AK 421 (o) ? lisina y ?
172 (B) treonina
C. flavum ask AK 421 (o) ? lisina y ?
172 (B) treonina
M. smegmatis ask AK 421 () (D ? ? ?
172(B) (7
T. flavus askA AK 405 (o) ? treonina ?
161 (B)
S. cerevisiae HOM3 AK 527 ? treonina treonina y

lisina




S. marcescens (Omori et al., 1993), y de la aspartoquinasa en los
productos monofuncionales de C. glutamicum (Kalinowski et al., 1991) y
S. cerevisiae (Martin-Rendén et al., 1993). Cuando se eliminan 351
aminodcidos del extremo C-terminal de la AKI-HDI de S. marcescens, la
enzima pierde la actividad homoserina deshidrogenasa y el producto de
468 aminodcidos resultante mantiene una actividad aspartoquinasa
inhibible por treonina, si bién su estructura cuaternaria pasa de
tetramérica a dimérica; la eliminacién de seis residuos mas del extremo
carboxilo provoca la pérdida total de inhibicién por treonina,
manteniéndose la actividad y la estructura (Omori et al., 1993). Cuando se
eliminan 513 aminodcidos, la proteina se encuentra en forma monomérica
y aun retiene actividad catalitica, lo cual indica que la parte eliminada
participa en la regulacién alostérica y en la oligomerizacién, y que la
actividad catalitica se localiza dentro de los 306 primeros residuos.
Eliminando 30 aminoacidos mads la proteina resultante no complementa la
la mutacién thrAl de E. coli (Omori et al., 1993).

En las aspartoquinasas heteroméricas, la subunidad pequefia se
corresponde, curiosamente, con el extremo C-terminal que contiene la
tercera zona de homologia, y su funcién no ha sido determinada con
exactitud. Chen y Paulus (1988) han sugerido que la subunidad B de
B. subtilis no interviene en la catélisis enzimatica ni en la regulacién de la
misma, de acuerdo con los resultados de experimentos basados en un
sistema de expresion artificial en E. coli que permitia la produccion de la
subunidad o Ginicamente. Sin embargo, otras lineas experimentales indican
que la subunidad 3 juega un papel importante en la regulacién alostérica;
Kalinowski er al. (1990) han observado que, en C. glutamicum, la
introduccién de una subunidad B mutante, procedente de una
aspartoquinasa resistente a aminoetilcisteina, en un fondo silvestre, resulta
en la produccién de una proteina parcialmente resistente al analogo
toéxico, muy probablemente a traves de la formacién de heterotetrameros
hibridos con resistencia intermedia al andlogo. Estudios recientes llevados
a cabo con la aspartoquinasa de T. flavus apoyan la hipétesis de que la
subunidad B interviene en la regulacién de la actividad, incrementando el
nivel de sensibilidad al inhibidor (Nishiyama et al., 1995).

Sintesis de treonina en S. cerevisiae

En la levadura, la ruta de la treonina comparte con la de la metionina
las tres primeras reacciones (Figura 1.2). La aspartato semialdehido
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deshidrogenasa de S. cerevisiae es el producto del gen HOM?2 (Thomas y
Surdin-Kerjan, 1989), y al igual que la enzima de E.coli, con la que no
guarda homologia, no se inhibe por los productos finales de la ruta y
cataliza la conversién del aspartil-P en aspartato-semialdehido, que
constituye el sustrato de la siguiente reaccién, catalizada por la
homoserina deshidrogenasa. Esta enzima, producto del gen HOM6 (Kim y
Lea, 1986), presenta homologia con el dominio catalitico
corespondendiente de las AK-HD de E.coli, Serratia marcescens, Daucus
carota, Arabidopsis thaliana 'y Zea mays, asi como con la homoserina
deshidrogenasa de Bacillus subtilis. Su actividad no se inhibe por los
productos finales de la ruta. La homoserina formada a partir del
aspartato-semialdehido es sustrato comun para la sintesis de treonina y
metionina.

La ruta especifica de la treonina incluye dos reacciones consecutivas;
la primera de ellas, la formacién de homoserina-P a partir de
homoserina, estd catalizada por la homoserina quinasa (EC 2.7.1.39),
determinada por el gen THRI. Esta enzima se inhibe por treonina
(Kij=14mM; Ramos et al., 1991) y por el sustrato homoserina (Ki=2mM;
Ramos et al., 1991). El gen THRI de S. cerevisiae ha sido clonado y
secuenciado, encontrandose que existen varios segmentos de la proteina
similares a sus isoenzimas bacterianos (Mannhaupt et al., 1990a). Aéi;—por
ejemplo, el extremo carboxilo es similar al de otras proteinas que se unen
a serina y treonina, como son treonina sintetasas y deshidratasas. La
homoserina-P es, finalmente, convertida en treonina por medio de la
treonina sintasa (EC 4.2.99.2) producto del gen THR4 (de Robichon-
Szulmajster et al., 1966; Ramos, 1990 (poner en biblio)). El gen THR4 de
levaduras han sido clonado y secuenciado (Mannhaupt et al., 1990b); la
secuencia deducida para esta proteina parece tener bastante homologia con
sus correspondientes en bacterias.

Catabolismo de la treonina en S. cerevisiae

En células de levadura creciendo con treonina como unica fuente de
nitrégeno se han podido detectar tres tipos de actividades enzimaticas
asociadas al catabolismo de este aminodacido:

-la treonina desaminasa (o deshidratasa), que convierte la treonina en
ol-cetobutirato y amonio

-la treonina deshidrogenasa, que la convierte en 2-amino-acetoacetato
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-la treonina aldolasa, que transforma la treonina en glicina y
acetaldehido. De estas tres actividades, la treonina desaminasa parece ser,
cuantitativamente, la mas importante (Murata et al., 1986).

La reaccion de deshidratacién o desaminacién de la treonina puede
ser llevada a cabo por dos enzimas:

-la L-treonina desaminasa anabdlica, primera enzima de la ruta de
biosintesis de la isoleucina es el producto del gen ILVI (Petersen et al.,
1983). Esta enzima se inhibe por isoleucina (Ahmed et al., 1976;
Katsunuma et al., 1971; De Robichon-Szulmajster y Magee, 1968) y su
expresion se reprime por isoleucina y valina (Petersen et al., 1983)

-la L-serina(L-treonina) desaminasa catabdlica, producto del gen
CHAI, capacita a la levadura para crecer con serina o treonina como
tnica fuente de nitrégeno (Ramos y Wiame, 1982; Petersen et al.,
1988).Esta enzima no se inhibe por treonina y para su expresion requiere
la presencia de treonina o de serina (Petersen et al., 1988). El promotor
de CHA contiene dos elementos de respuesta a serina y treonina,
denominados UAS1cua y UAS2cha, que son secuencias simétricas de 16
pares de bases, con un triplete CGG en cada extremo (Bornas ef al.,
1993).

Recientemente se ha identificado el gen CHA4, cuyo producto actia
como activador de la expresiéon de CHAI. Una mutacién en este gen
impide que la levadura utilice serina o treonina como fuentes de nitrogeno
y reduce de 8 a 10 veces el nivel basal de expresién de CHAI, activador
transcripcional de CHAI que induce su expresiéon hasta 100 veces en
presencia de serina o treonina (Holmberg y Schjerling, 1996).

Chadp posee un dominio de unién a ADN, localizado en el extremo
N-terminal de la proteina, mediante el que se une permanentemente a las
UAScua de CHAI, probablemente en forma de dimero, aun en ausencia
de inductor. La activacion transcripcional de CHAI se da, por tanto,
mediante la modulacién del complejo Chadp-ADN previamente formado
(Holmberg y Schjerling, 1996; Schjerling et al., 1996).

A partir de una cepa ilvl se han aislado mutantes afectados en CHA4
en los cuales la expresién de CHAI es constitutiva (Pedersen et al., 1996).
Estos mutantes se seleccionaron por su capacidad de crecer en ausencia de
isoleucina. Este fenotipo también podria ser el resultado de una mutacién
que provocase la acumulacién de treonina o serina, lo que a su vez
induciria la expresién de CHAI vy, por tanto, la supresién fenotipica de la
mutacién ilvl. El capitulo primero de Resultados de esta Tesis describe el
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aislamiento de mutantes superproductores de treonina utilizando esta
estrategia.
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1. MICROORGANISMOS
1.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

En la Tabla 2.1 se relacionan las cepas utilizadas en esta Tesis y su
origen.

Para la nomenclatura genética se han seguido las recomendaciones
recogidas en Trends in Genetics (Cherry, 1995) Las designaciones
genéticas relevantes para esta Tesis son:

- ADE, HIS, LEU, THR, TRP y URA designan genes de levadura,
implicados en las rutas biosintéticas de los aminodcidos y bases a los que
corresponde cada abreviatura. Las mutaciones en estos genes dan lugar a
auxotrofia para ese aminodcido o base.

- HOM designa genes de la parte comiin de la ruta de biosintesis de
treonina y metionina. Una cepa portadora de una mutacién hom requiere
simultdneamente ambos aminodcidos o bien el intermediario homoserina.

- ILV son genes que intervienen en la biosintesis de isoleucina y
valina. Las mutaciones en estos genes dan lugar a auxotrofia para estos
dos aminodcidos, excepto las ilvl que confieren auxotrofia sélo para
1soleucina.

- MAL, MEL, GAL y SUC son genes implicados en la fermentacion
de maltosa, melibiosa, galactosa y sacarosa, respectivamente.

- CUP1 determina una metalotioneina que acompleja cobre. La
amplificacién de este gen confiere resistencia a cobre.

- CyhR se refiere a mutaciones que confieren resistencia a
cicloheximida.

- CHAI designa a un gen que interviene en el catabolismo de serina
y treonina.
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Tabla 2.1. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en esta Tesis.

CEPA GENOTIPO ORIGEN
MMY1 MATo ura3-52 CyhR RB

MMY2 MATa ura3-52 CyhR RB

21278b MATo , MG

8723c MATa ilvl IRCERIAC
R7 MATa ilvli HOM3-7R Este trabajo
8723c.Al MATa ura3 ilvl Este trabajo
R2 MATa ilvl Este trabajo
R2.C1 MATa ura3 ilvl Este trabajo
R3 MATa ilvl Este trabajo
R7.C1 MATa ura3 ilvi HOM3-7R Este trabajo
R7.Cl.chal = MATa ura3 ilvi HOM3-7R chal::GALp-PCRI Este trabajo
F4 MATa thr4 CC

S288C MATo SUC2 mal mel gal2 CUP1 YGSC

TS1 MATa SUC2 mal mel gal2 CUPI Este trabajo
TS2 MATa SUC2 mal mel gal2 CUPI Este trabajo
TS3 MATo SUC2 mal mel gal2 CUPI Este trabajo
TS4 MATa SUC2 mal mel gal2 CUPI Este trabajo
XMP10-1B  MATa ura3 hom3 MIJF
XMAS2-1C  MATo ura3 hom3 Este trabajod
XMA54-16C  MATa ura3 ilvl hom3 Este trabajoP
XMAS54-26D MATo ura3 ilvl hom3 Este trabajob
TG107 MATo trpl ilvl::CHAI SH '
SG45 MATo trpl ilvl::CHAI HOM3-458 SH

SG46 MATa trpl ilvl::CHA1 HOM3-46S SH

SG49 MATo trpl ilvl::CHAI HOM3-49S SH
XMAST-1A MAT? ura3 HOM3-49S Este trabajo
SG45-C5 MATo ura3 trpl ilvl::CHAI HOM3-45S Este trabajo
SG46-C10 MATo ura3 trpl ilvl::CHAI HOM3-46S Este trabajo
SG76 MATo ura3-52 trpl ilvi-Al SH

HT1 MATa ura3-52 trpl ilvl-Al hom3::TRP1 Este trabajo
AWY-1B MATa ura3 trpl leu2 ade? his3 AA

RB: Richard Bailey, Solar Energy Research Institute, Golden Co., EE.UU.

MG: Marcelle Grenson; Unité de Physiologie Cellulaire, Laboratoire de Microbiologie,
Faculté des Sciences, Université Libre de Bruxelles, Bélgica.

IRCERIAC: Institut de Recherches du Centre D'Enseigment et de Recherches des
Industries Alimentaires et Chimique, Bruxelles, Bélgica.

CC: Cruzcampo, S.A., Sevilla.

YGSC: Yeast Genetic Stock Center, Berkeley, California, EE.UU.

MJF: Maria José Farfan; Departamento de Genética, Universidad de Sevilla.

SH: Steen Holmberg, Institute of Molecular Biology, Department of Genetics
Universidad de Copenhague, Dinamarca.

AA: Andrés Aguilera, Departamento de Genética, Universidad de Sevilla.

aProducto meidtico del cruce S288C x XMP10-1B.

bProducto meiético del cruce R7 x XMAS52-1C.



1.2. Estirpe de E. coli

La estirpe de E. coli utilizada en esta Tesis fué DHS5 o (F- endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK- mK™) supE44 elAl deoR A(lacZYA-argF)

Ul69 recAl [®80d lacZAM15 ] A-) (Hanahan, 1985).
2. PLASMIDOS
2.1. Plasmidos no originales utilizados en esta Tesis.

Se resefian solo las caracteristicas mas relevantes

Yectores

YEp24 Vector de clonacién (Figura 4); contiene el origen de
replicaciéon del circulo de 2u de S. cerevisiae
(Botstein et al. 1979). Cedido por Steen Holmberg
(Department of Genetics, Institute of Molecular
Biology, Universidad de Copenhague, Dinamarca. ).

YRp7 Vector de clonacién (Figura 5); contiene un origen de

~ replicacién cromosémico (ARS) de S. cerevisiae

(Struhl er al, 1979). Cedido por Andrés Aguilera
(Departamento de Genética, Universidad de Sevilla).

pYSEL Vector de clonacién; contiene el origen de replicacion
del circulo de 2 de levaduras (Olesen y Kielland-
Brandt, 1993). (Ver Figura 2). Cedido por K. Olesen
(Carlsberg Laboratories, Copenhague, Dinamarca).

pUC19 Vector de clonacién en E. coli (Yanisch-Perron et

al, 1985). (Ver Figura 9 de Métodos). Cedido por J.

Moreira (Department of Genetics, Institute of

- Molecular Biology, Universidad de Copenhague,
Dinamarca.). |
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pHOM2-7  Contiene el gen HOM?2 de S. cerevisiae clonado en el
vector episémico pEMBL YE24. (Thomas y Surdin-
Kerjan, 1989). Cedido por Y. Surdin-Kerjan
(Laboratoire d’Enzymologie du C.N.R.S., 91198 Gif-
sur-Yvette, Francia).

pMFe6-1 Contiene el gen HOMG6 de S. cerevisiae clonado en el
vector replicativo YRp17 (Farfan et al, 1996). Cedido
por E. Martin Rendén (Departamento de Genética,

- Universidad de Sevilla).

P1-AK4 Contiene el gen HOM3 de S. cerevisiae clonado en el
vector YEp24 (Rafalski y Falco, 1988). Cedido por
C. Falco (DuPont, Wilmington, Delaware, EE.UU.)

pMR31 Contiene el gen HOM3 de S. cerevisiae clonado en el
vector centromérico YCp50 (Martin-Rendon, datos
sin publicar). (Ver Figura 3). Cedido por E. Martin
Rendén (Departamento de Genética, Universidad de
Sevilla).

pMR3-Al Contiene el alelo hom3-Al (Martin-Rendén et al.,
1993). (Ver Figura 5). Cedido por E. Martin Rendén
(Departamento de Genética, Universidad de Sevilla).

pMR1-400 Contiene el gen THRI de S. cerevisiae (Farfan et al,
1996). (Ver Figura 1). Cedido por E. Martin Rend6n
(Departamento de Genética, Universidad de Sevilla).

pMR4-1 Contiene el gen THR4 de S. cerevisiae (Farfan et al,
1996). (Ver Figura 2). Cedido por E. Martin Rendén
(Departamento de Genética, Universidad de Sevilla).

Plasmidos con_construcciones especiales
pTK120 Plasmido centromérico que contiene la fusidn

traduccional pCHAI-lacZ. Permite cuantificar la
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2.2.

pICG9

induccién del promotor del gen CHAI en levadura,
midiendo los niveles de actividad [-galactosidasa en la
cepa que lo porta (Born®s, Tesis Doctoral, 1991).
Cedido por S. Holmberg (Department of Genetics,
Institute of Molecular Biology, Universidad de
Copenhague, Dinamarca).

Plasmido integrativo que porta la construccién
chal ::pGAL-PRC1. Se us6 para la interrupcion del
gen CHAI, segin se describe en el apartado 7 de
Métodos (Nielsen,T. L. et al. 1990). Cedido por S.
Holmberg (Department of Genetics, Institute of
Molecular Biology, Universidad de Copenhague,
Dinamarca.).

Plasmidos originales de este trabajo

Plasmidos pMAC- (Centroméricos; contienen alelos silvestres o
mutantes de HOM3).

pMAC32wt

pMAC33Ah

pMAC34A2

pMAC87wt

Construido a partir del pldsmido pMR31, por
eliminacion del fragmento EcoRI-BamHI1
(Figura 2.1). Porta el alelo HOM3 silvestre de la cepa
S288C de S. cerevisiae.

Construido a partir del pldsmido pMAC32wt por
tratamiento con HindIIl y religacién (Figura 2.1).
Lleva el segmento A-hom3 formado por secuencias
que flanquean a la ORF del gen HOM3.

Construido a partir del plasmido pMAC32wt por el
procedimiento de mutagénesis dirigida descrito en el
apartado 9 de Métodos (ver figura 2.11). Lleva el
alelo hom3-A2

Obtenido por el método método de la reparacién de
huecos descrito en el apartado 5 de Métodos. Contiene
el alelo silvestreHOM3-87 presente en la cepa 8723c.
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pMAC7R

pMAC45S

pMAC46S

pMAC49S

Obtenido por el método método de la reparacion de
huecos descrito en el apartado 5 de Métodos. Contiene
el alelo HOM3-7R.

Obtenido por el método método de la reparacion de
huecos descrito en el apartado 5 de Métodos. Contiene
el alelo hom3-45S.

Obtenido por el método método de la reparacién de
huecos descrito en el apartado 5 de Métodos. Contiene
el alelo hom3-46S.

Obtenido por el método método de la reparacion de
huecos descrito en el apartado 5 de Métodos. Contiene
el alelo hom3-49S.

Plasmidos pMAE- (Contienen alelos hom3 mutantes clonados en
el vector episomico YEp24; ver Figura 2.2).

pMAEA45S
pMAE46S

pMAEA49S

pMARS0

Se construy6 clonando el fragmento Xbal-Hpal de
pMA45, que contenia el alelo hom3-45S, en el vector
YEp24. ‘

Se construy6 clonando el fragmento Xbal-Hpal de
pMA46, que contenia el alelo hom3-46S, en el vector
YEp24.

Se construyé clonando el fragmento Xbal-Hpal de
pMAA49, que contenia el alelo hom3-49S, en el vector
YEp24.

Plasmido replicativo utilizado en la interrupcion de
HOM3 (ver Métodos). Contiene la construccion
hom3:.TRP1. Se obtuvo sustituyendo en pMR3-Al el
fragmento BfrI-Kpnl, interno a hom3-Al, por el
fragmento EcoRI-BgIIl de YRp7 que contiene a
TRPI (Figura 2.3).
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Figura 2.1. Construccién de los plasmidos pMAC32w y pMAC33Ah.
Sélo se muestran los sitios de restriccién implicados. H, Hind!II; B,
BamHLI.
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Tratamiento con Klenow
Digestién con Smal

(X) _hom3-45S8 Hp
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Figura 2.2. Clonacién del alelo hom3-45S en el vector multicopia
YEp24. El fragmento Xbal-Hpal de 2.5 kb que contenia a hom3-45S
fu€ extraido del plasmido pMAC45S y tratado con Klenow para
rellenar su extremo Xbal, antes de insertarlo en el sitio Smal del
vector. La construccion de pMAE46S and pMAE49S se hizo de forma
idéntica, y la orientacién del inserto es la misma para los tres
plasmidos. Sélo se muestran los sitios de restriccién implicados. X,
Xbal; Hp, Hpal,, S, Smal.
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-Digestién .
EcoRl + Belll
-Aislamiento del
fragmento que
contiene a TRP]
Tratamiento con

polimerasa de T4 Y

Ligacion

-Digestion con
BfrI + Kpnl
-Tratamiento con
polimerasa de T4

Figura 2.3. Construccién del pldsmido pMAS0. El fragmento EcoRI-
Bglll de YRp7 que contenia a TRPI se ligd al fragmento Bfrl-Kpnl
mayor de pMR3-Al, previo tratamiento de ambos con polimerasa de
T4 para transformar extremos cohesivos en romos. S6lo se muestran
los sitios de restriccién implicados. B, BamHI; Bg, Bglll; Bf, Bfrl; E,
EcoRI; K, Kpnl.
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Figura 2.4. Construccién del plasmido pYST1. Sélo se muestran los
sitios de restriccién implicados. H, Hind/I1.



Plasmidos PYST- (Construidos a partir de PYSEL)

PYST1 Construido por clonacién del gen THRI en PYSEL,
obtenido a partir del plasmido pMR1-400
(Figura 2.4).

PYST4 Construido por clonacién del gen THR4 en PYSEL,
obtenido a partir del plasmido pMR4-1 (Figura 2.5).

3. OLIGONUCLEOTIDOS

En este trabajo se utilizaron los oligonucledtidos cuyas secuencias y
posiciénes relativas dentro del gen HOM3, se muestran en la Figura 6.
Los oligonucleétidos denominados OLIGO I a OLIGO VII, DELIL,
HOMpriA y HOMpriB fueron sintetizados en los laboratorios Carlsberg
(Copenhague, Dinamarca) en un sintetizador automéatico de ADN Applied
Biosystems 380 A. El oligonucleétido DOL1 fué sintetizado por DNA
Technology (Aarhus, Dinamarca). El oligonucledtido MG1 fué
sintetizado por Medigene (Martinsried, Alemania).

La secuencia de DELI1 contiene una deleciéon de que abarca desde la
base situada en la posicién 417 hasta la 428, ambas incluidas.

El cebador DOL 1 es en realidad una mezcla de oligonucleétidos,
obtenida mediante un proceso de sintesis automadtica en la cual, para cada
posicién, se incorporaba la base silvestre correspondiente con una
probabilidad calculada de 99.625%, o una cualquiera de las otras tres
bases con una probabilidad de 0.375%, salvo para el caso de la tltima
base del extremo 37, que era siempre la silvestre. Este proceso de sintesis
mutagénica generaba una mezcla de oligonucledtidos silvestres y
mutantes, en la que el nimero de mutaciones por cada oligonucledtido
seguirfa una distribucién de tipo binomial. Teniendo en cuenta la longitud
de los oligonucledtidos (66 bases) y la frecuencia mutagénica calculada, se
estima que en la mezcla resultante, alrededor del 19% de los
oligonucledtidos contendrian una tdnica mutacién, un 3% de ellos
contendrian dos o mds mutaciones, y el resto, un 78%, serian de tipo
silvestre. La secuencia mostrada en la Figura 6 es la correspondiente a
una molécula de tipo silvestre.
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Cebador Posicién n° bases Secuencia 5'—>3°

OLIGO 1 671—>652 18 TGAGAATGAAGCGGTCGG

OLIGO II 514—>531 18 TGTCGTTTGTTCCGCCCG

OLIGO III 713—>730 18 GAACTTGAACTGGTCAAG

OLIGO IV 950—>967 18 AAAGAAAAATTGGCCCCC

OLIGO V 1144—>1161 18 TGCTGATCCTCGTAAGGT

OLIGO VI 1350—>1367 18 AGGGTGAATCTACTCCAC

OLIGO VII 1584—>1601 18 TGCCCATTCCAGATGCAG

MG1 267—>284 18 ATTGAAGGATATTTGTGT

HOMpriA 151—>173 23 TCCGTACGCAGTCTTCTCCAGAG

HOMpriB 2086—>2064 23 CATTTAGGGAATAATCGCCCCAA

DEL 1 395—> 42 CATTCGAACTGGGTCGTGCAAACA
(417—> 428) TCTGTCGGTAAATTTCCC

—>448
DOL 1 395—>460 66 CATTCGAACTGGGTCGTGCAAAAG

TTCGGTGGTACATCTGTCGGTAAA
TTTCCCGTCCAAATAGTG

DOL1
DEL1

[N

HOMpriAMGY, I M IV, V. VL v

e
|

=
HOMpriB

Figura 2.6. Cebadores utilizados en esta Tesis. Se muestran las
secuencias de los mismos, asf como sus posiciénes relativas, indicadas por
flechas que apuntan en sentido 5°—>3", dentro de HOM3. La zona rayada
representa la secuencia codificante del gen.



4. MEDIOS DE CULTIVO USUALES

Para levaduras

4.1. Medio minimo (SD)

Contiene "Yeast Nitrogen Base w/o amino acids and ammonium
sulphate" 0.17%, sulfato aménico 0.5% y glucosa 2%.

Los suplementos requeridos por cada cepa se afiaden después de
esterilizar el medio, a las concentraciones finales indicadas en Sherman et
al. (1986). Para ello se preparan soluciones concentradas de cada
suplemento que se esterilizan mediante filtracién o autoclave segin las
indicaciones de los mismos autores.

4.2. Medio minimo con prolina como fuente de nitrégeno (SDpro)

La composicién es idéntica al medio SD salvo que, en vez de sulfato
amonico, contiene 0.1% de L-prolina como tnica fuente de nitrégeno
(Grenson et al., 1970). o

4.3. Medio minimo con serina como fuente de nitrégeno (SDser)

La composicién es idéntica al medio SD salvo que, en vez de sulfato
amonico, contiene 0.1% de L-serina como tnica fuente de nitrogeno.

4.4. Medio minimo con treonina como fuente de nitrégeno (SDthr)

La composicion es idéntica al medio SD salvo que, en vez de sulfato
amonico, contiene 0.1% de L-treonina como tnica fuente de nitrégeno.

4.5. Medio nutritivo (YPD)

Constituido por extracto de levadura 1%, bacto-peptona 2% 'y
glucosa 2% (Sherman et al., 1986).
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Para bacterias

4.6. Medio nutritivo LB

Constituido por extracto de levadura 0.5%, bacto-triptona 1% vy
NaCl 0.5%. Este medio es una modificacién del descrito en Sambrook et
al. (1989). Cuando era necesario, después de autoclavar, se afiadia
ampicilina (50-100 pg/ml) o tetraciclina (12 pg/ml) a partir de soluciones
concentradas, segin se describe en Sambrook et al., 1989.

Los medios s6lidos se preparaban afiadiendo 2% de agar.

5. PRODUCTOS QUIMICOS

En la Tabla 2.II se relacionan algunos de los productos quimicos mas
relevantes utilizados en esta Tesis y su procedencia.
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Tabla 2.II. Productos quimicos utilizados en esta Tesis

Producto Casa comercial
Agar Panreac o Adsa-Micro
Aminodcidos Sigma

Bacto-peptona Pronadisa
Bacto-triptona Adsa-Micro

Enzimas de restriccién y enzimas
modificadoras del ADN

Extracto de levadura

Glucosa y galactosa

Hidroxinorvalina (dcido oi-amino-B-
hidroxivalérico)

Metanol

Piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa
de musculo de conejo (PK/LLDH)
Tetrahidrofurano

"Yeast Nitrogen Base w/o amino acids
and ammonium sulphate” (YNB)
Zimoliasa 20-T

Boehringer o Promega
Pronadisa
Panreac

Degussa
Scharlau

Sigma
Scharlau

Difco
Seikagako

- Adsa-Micro, Barcelona, Espaiia.

- Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania.

- Degussa A.B.M., Frankfurt, Alemania.

- Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA.

- Panreac S.A., Barcelona, Espaiia.
- Promega Co., Madison, Wisconsin, USA.

- Pronadisa, Madrid, Espaiia.

- Scharlau S.A., Barcelona, Espaiia.

- Seikagako Kogyo Co. Ltd., Tokyo, Jap6n.
- Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA.
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1. Estimacion de biomasa

Con el fin de poder estimar el peso seco por ml de la biomasa de un
cultivo (P.S.-ml-1) a partir de la densidad 6ptica del mismo a 660 nm
(DO¢s0), se calculd la relacion P.S.-ml-1/DOggp, @ dos DOggo distintas,
para las cepas parentales S288C y 8723c.

Para ello, una muestra de 100 ml de cultivo en medio minimo se
centrifugd y se lavé 2 veces con agua destilada, tras lo cual las células se
resuspendieron en 5 ml de agua destilada. Tras medir la DOggo de esta
suspension se tomaron alicuotas de 1 ml que se filtraron a través de filtros
Millipore de 0.45 um de didmetro de poro. Cada filtro con la biomasa se
secé en una estufa a 105°C durante 15 min y se midié la diferencia entre
el peso de cada filtro con la biomasa, tras el secado, y el peso original del
filtro. La relacién P.S.-ml-1/DOQggo de la suspension se calculd a partir de
la media de al menos dos filtros.

De esta forma, para la cepa S288C, cultivada en medio SD, se
obtuvieron los siguientes resultados utilizando un espectrofotometro
Spectronic® 2000 de Bausch & Lomb:

DO¢gp del cultivo P.S.-ml-1/DO¢go (mg-ml-!-unidad de DO-1)
0.27 0.28
1.79 0.26

a partir de los cuales se calculé un valor promedio de 0.27, que fué
utilizado en adelante para calcular el P.S.-ml-1 de cualquier cultivo de
S288C y las cepas derivadas de ella.

Para la cepa 8723c, cultivada en medio SD+ile, se obtuvieron los
siguientes resultados utilizando un espectrofotémetro Beckman DU® 640:

DOggo del cultivo P.S.-m1-1/DOggp (mg-ml-1-unidad de DO-1)
0.33 0.64
0.79 0.66
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a partir de los cuales se calcul6 un valor promedio de 0.65, que fué
utilizado en adelante para calcular el P.S.-ml-1 de cualquier cultivo de
8723c y las cepas derivadas de ella.

Las diferencias encontradas entre las relaciones P.S.-ml-1/DOggo de
ambas cepas pueden ser, en parte, atribuibles al hecho de haber empleado
distintos modelos de espectrofotémetro en la determinacion de la relacién
anterior.

2. Determinacion de la concentraciéon de proteinas

La concentracién total de proteinas de los extractos celulares se
determiné mediante el método descrito por Bradford (1976). Para ello se
us6 un preparado comercial de reactivos de BioRad y se siguieron las
indicaciones del fabricante.

3. Purificacion de la aspartoquinasa

La purificacién parcial de la aspartato quinasa se llevé a cabo segin
el método descrito por Ramos et al. (1991) con algunas variaciones. Una
de las modificaciones mas sustanciales consisti6 en no afiadir treonina a las
soluciones usadas en la preparacion y la didlisis de los extractos celulares.
La presencia de treonina en las mencionadas soluciones tendria la funcion
de proteger a la aspartoquinasa de la desnaturalizacién durante el proceso
de purificacién, a través la supuesta estabilizacién de la estructura nativa
de la enzima. En este trabajo se comprob6 que la ausencia de treonina en
los tampones de extraccién no hacia disminuir de manera sensible la
actividad especifica de los extractos parcialmente purificados, asi que se
optd por modificar el protocolo de extraccion, a fin de evitar la posible
interferencia del aminodcido durante los ensayos enzimaticos a realizar
con los extractos obtenidos. o

Esencialmente, el método consiste en una rotura mecéanica de las
células y dos precipitaciones sucesivas con sulfato de protamina y sulfato
amonico, respectivamente. '

La cepa se cultivé en medio SD con los suplementos nutritivos
adecuados, hasta una DOQOggo = 0.6 a 0.8 (fase exponencial tardia).
Habitualmente, células procedentes de unos 400 ml de cultivo se
recogieron mediante centrifugacion, se lavaron dos veces con tampon Ay
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se resuspendieron en 2 ml del mismo tamp6n. La rotura de las mismas se
llevé a cabo mediante adicion de perlas de vidrio (0.5 mm de didmetro) y
agitacién en un vortex durante unos 10 minutos con intervalos cada
minuto, de 30 segundos de reposo en hielo. Los residuos celulares se
eliminaron mediante dos centrifugaciones consecutivas a 4°C, la primera
durante 20 minutos a 8000 g y la segunda, durante 2 horas a 105000 g.

A este extracto crudo se le afiadié 0.3 ml de una solucién de sulfato
de protamina (5 mg/ml pH 7) y, tras mantener el extracto en agitacion
suave a 4°C durante 1 hora, el precipitado (4cidos nucleicos y sus
proteinas asociadas) se eliminé mediante centrifugacién a 4°C durante 15
minutos a 8000 g. Al sobrenadante asi obtenido se le afiadié un volumen
de sulfato amoénico al 60% de saturacién en tampdn A y se mantuvo en
agitacion suave a 4°C durante 30 minutos. El precipitado (fraccion P30)
se recogié mediante centrifugacién a 4°C durante 15 minutos a 8000 g y
se resuspendié en 0.2 ml de tampén B. Esta solucién se dializ6 dos veces,
durante 12 horas cada vez, frente a 500 ml del mismo tampén, a 4°C. El
extracto se repartié en alicuotas y se congeld a -80°C, no observandose
pérdida de actividad al cabo de varios meses.

Tampén fosfato 40 mM: Se compone de KH2PO4 40 mM y K2HPO4 40 mM en
proporciones adecuadas (aproximadamente 2:1) para obtener una solucién a pH 7.2
(Gomori, 1955). |

Tampon A: Contiene KC10.1 M, MgCl2 5 mM, EDTA 2 mM y DTE 1 mM, en tampén

fosfato 40 mM pH 7.2.

Tampén B: De igual composicion que el tampén A excepto que el tampdn fosfato estd a

concentracion 20 mM.

4. Ensayo de la actividad aspartoquinasa.

La actividad aspartato quinasa se ensayd cuantificando la
desapariciéon de NADH asociada a la liberaciéon de ADP en el sistema
acoplado piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa (PK/LDH) (Spencer y
Wedler, 1984), esquematizado en la figura siguiente:
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La transformaciéon de NADH en NAD da lugar a una disminucién
en la absorbancia medida a 340 nm. Para la medida de absorbancia se
utiliz6 un espectrofotémetro Beckman DU® 640 equipado con un
controlador de temperatura tipo Peltier.

Las mezclas de reaccion se prepararon directamente en una cubeta de
espectrofotémetro mantenida a 30 °C. Cada ensayo contenia 237 ul de la
soluciéon M, preparada en el momento, 12.5 pl de extracto y aspartato
(ajustado a pH 7.5 con NaOH 1M), con cuya adicién se desencadenaba la
reaccién, a una concentracién final de 10 mM; el volumen total de
reaccién fue siempre de 500 pl. Cada medida se repitié en presencia y
ausencia de aspartato; la diferencia entre estas dos medidas se atribuye a la
actividad aspartoquinasa.

La actividad aspartoquinasa de un extracto se define como los umoles
de ATP transformados en ADP por minuto y ml. Se determina segtn la
ecuacion :

(A-B) - Vt-(E-1-Ve) -1

donde A =-A DOQOsy4g por minuto en presencia de L-aspartato
B =-A DOj349 por minuto en ausencia de L-aspartato
Vt = volumen total de la mezcla de reaccién
Ve = volumen de extracto utilizado
E = coeficiente de extincién milimolar del NADH (= 6.2)
1 =pasodeluz (1 cm)

A y B se calcularon utilizando solamente el intervalo de tiempo

durante el cual el descenso de absorbancia se mantenia lineal, que era
siempre menor de 5 minutos tras la adicién del sustrato.
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Solucién HEPES: Consiste en una solucién de HEPES 0.5 M ajustada a pH 7.6 con
HCl1 1M, y KC1 70 mM.
Solucién PEP: Se compone de fosfoenolpiruvato 45 mM, MgS0O4 0.3 My KCI 1.8 M.
Solucién NADH: Contiene NADH 6 mM en HEPES 0.5 M pH 7.6.
Solucién ATP: Contiene ATP 50 mM en HEPES 0.5 M pH 7.6.
Solucién M: Se prepara mezclando:

2 ml de la solucién HEPES

1 ml de la solucion PEP

0.5 ml de la solucién NADH

1 ml de la solucién ATP

0.24 ml de la PK/LDH (700 y 1000 U/ml, respectivamente)

5. Induccién del promotor de CHAI

La inducién de CHAI en una cepa se probé introduciendo en ella una
fusién traduccional del promotor de CHAI con el gen lacZ de E. coli 'y
midiendo el nivel de actividad 3-galactosidasa.

Las cepas de levadura se transformaron con el plasmido pTK120,
que porta la fusién traduccional pCHAI-lacZ (Bornas, 1991). Los niveles
de actividad -galactosidasa se determinaron como se describe en Remacle
y Holmberg (1992). A partir de una colonia crecida en medio selectivo
para los transformantes, se inocul6 un tubo conteniendo 10 ml del medio
que se especifica en cada caso, y se incubé a 30 °C con agitacién hasta
alcanzar una DOggo = 0.2 a 0.4 (fase exponencial). Las células se
recogieron mediante centrifugacién, se lavaron con agua bidestilada y se
resuspendieron en 1 ml de la solucién de permeabilizacion. Tras agitarla
durante unos 10 segundos, la suspensién se mantuvo a -80 °C durante 12
horas o, alternativamente, se congeld en nitrégeno liquido y se descongel6
2 veces consecutivas. A continuacion, las células se lavaron con tampén Z
y se resuspendieron en el mismo tampén, quedando entonces listas para
los ensayos.

La actividad B-galactosidasa se ensayé en tubos tipo Eppendorf,
conteniendo 0.7 ml de tampén Z a los que se afiadié 0.1 ml de la
suspension de células. La mezcla se mantuvo durante unos minutos en un
bafio a 28 °C, tras lo cual se afiadié 0.2 ml de una solucién de ONPG en
agua bidestilada, a una concentracién de 4 mg/ml. La mezcla se incub6 a
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28 °C durante un tiempo comprendido entre 10 minutos y 2 horas, hasta
que adquirié un tono amarillo, transcurrido el cual se paré la reaccion
afiadiendo 0.5 ml de una solucién 1 M de Na2CO3. Una vez sedimentadas
las células por centrifugacién, se midié la DOyyp del sobrenadante en un
espectrofotémetro Beckman DU® 640. La actividad B-galactosidasa se
estimoé segin la formula

U= 8823.5 - D4y - DOggp™?! - t71

donde
U = nimero de unidades Miller
DOu4y = densidad 6ptica a 420 nm
DOsgs0 = densidad dptica a 660 nm de la suspension celular
t = tiempo de reaccién (minutos)

Como valor de actividad se tomé la media aritmética de los valores
obtenidos para al menos 2 transformantes independientes, ensayados por
duplicado.

Solucién de permeabilizacién: Contiene Triton® X-100 al 0.01% en tampén Z.
Tamp6n Z: Contiene KCI 10mM, MgSO4 1 mM y B-mercaptoetanol 50 mM, en tampdn

fosfato sédico 0.1 M pH 7.0.

6. Cuantificacion de aminoacidos

La concentracién de aminodcidos presentes en lisados celulares o en
el medio de cultivo se determind mediante cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) en fase reversa.

Para la preparacion de los lisados las células de un cultivo en medio
minimo SD con los suplementos nutritivos adecuadosse recogian por
centrifugaciéon. El sobrenadante se usé para determinar la cantidad de
aminodcidos en el medio de cultivo. Las células se lavaron dos veces con
agua estéril y se hirvieron durante 15 minutos. Los restos celulares se
eliminaron por centrifugacion (1 min. a 13.000 rpm en una centrifuga
Eppendorf) y el sobrenadante se utilizaba para determinar la
concentracioén interna de aminodcidos.
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Para separacién y cuantificacion se utilizé un cromatdgrafo Waters
equipado con dos bombas (modelos 501 y 510), una columna Waters
Resolve™ C18 (3.9 mm x 150 mm), un inyector automético (Waters 715
ULTRA WISP) y un detector de fluorescencia (Waters 420-AC). Para el
control del sistema y el analisis de los datos se utiliz6 el programa
Baseline 810 de Waters.

La derivatizacién de los aminoacidos tuvo lugar durante 90 segundos
tras mezclar 75 pl de mezcla derivatizante y 25 pl de la muestra a
analizar. La resolucion de los aminoécidos derivatizados se llevé a cabo
usando un gradiente lineal de 100% de solvente A a 100% de solvente B
durante 33 minutos, aplicando un flujo de 1.2 ml/min. Como patrén se
uso una solucién de aminodcidos en HC1 0. 1N diluida 20 veces.

Mezcla derivatizante: Contiene una soluciéon 40 mM de borato sédico pH 10, y

fraldialdehido disuelto en metanol (54 mg/ml), en una proporcién 9:1. A cada 5 ml de
esta mezcla se le afiade 0.2 ml de B-mercaptoetanol (Martinez-Force y Benitez, 1991).
Solvente A: Se compone de metanol, tetrahidrofurano y un tampdén (NapHPO4 50 mM y
acetato sédico 50 mM ajustado a pH 7.5 con é4cido acético glacial) en una proporcion
2:2:96.

Solvente B: Se compone de metanol y agua en una proporcion 65:35.

En todos los casos se utilizd agua destilada desionizada

7. Determinacion de la excrecion de treonina

Se considera que una cepa de S. cerevisiae es excretora de treonina
cuando es capaz de alimentar un césped de otra cepa auxotrofa para
treonina a la que se denomina cepa indicadora (Delgado et al., 1982;
Ramos, 1990).

La cepa indicadora F4 se cultivé en 5 ml de medio YPD hasta fase
estacionaria. Las células de este cultivo se recogieron mediante
centrifugacién, se lavaron 2 veces con agua destilada y se sembraron a
razén de unas 106 células por caja, en medio minimo SD con los
suplementos nutritivos necesarios para la cepa a probar. Sobre el césped
se sembraron con palillos de dientes estériles las colonias Que se querian
probar. Las cajas se incubaban durante 7 dias a 30°C, transcurridos los
cuales las cepas excretoras presentaban un halo de crecimiento del césped.
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8. Transporte de L-treonina y L-citrulina

Los ensayos de transporte de treonina y citrulina se llevaron a cabo
utilizando aminodcidos marcados con 14C (L-[ureido-14C] treonina y
L-[carbamoil-14C] citrulina.

Las células, se cultivaron en medio SD hasta una concentracion
aproximada de 107 células/ml (fase exponencial), se recogieron por
centrifugacién, se lavaron y resuspendieron en el mismo medio de
cultivo. Para cada ensayo, a la suspensién de células se afiadia treonina
marcada (0.8 Ci/mol de treonina) a una concentracién final de 0.2 mM, o
bién citrulina marcada (1.6 Ci/mol de citrulina) a una concentracion final
de 0.1 mM; la mezcla se incubaba a 30 °C. A distintos tiempos se tomaron
muestras de 130 pl que se filtraron utilizando filtros Millipore de
0.45 um de tamafio de poro. Cada filtro conteniendo las células se
introdujo en un vial con liquido de centelleo; , la radiactividad de cada
vial se midié en un contador de centelleo automatico. La radiactividad
total de cada muestra se estimé afiadiendo a un vial con liquido de
centelleo 130 pl de mezcla sin filtrar. Como control se estimé la
radiactividad de una muestra de 130 pl de una mezcla preparada con
células que habian sido inactivadas previamente por calor (10 min 2 100
°C).

La cantidad de aminodcido incorporado, expresada en nmoles/mg de
peso seco, se calculd utilizando la férmula siguiente:

(cpmt—cpmch)-[a.a]-cme'1 -(0.26-DO¢g0 )~ 1
donde:

cpmt= cuentas/minuto de la muestra filtrada a tiempo t

cpmch= cuentas/minuto de la muestra preparada con células hervidas
cpmT= cuentas/minuto de la muestra no filtrada

[a.a]= concentracién del aminodcido en la mezcla del ensayo (WM)
DOggp = Absorbancia de la mezcla del ensayo a 660 nm
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9. Transformacion de E. coli

Se siguié el método del cloruro de calcio, basado en el descrito por
Inoue et al. (1990) con ligeras variaciones.

Preparacion de células competentes

Se mantenian en hielo,

Las células se prepararon a partir de 250 ml de un cultivo de la
estirpe DH5a de E. coli en medio SOB a DOggp de 0.6, incubado a 22°C.
Antes de recoger las células por centrifugacion (2500 g a 4 °C), el cultivo
se mantuvo en hielo durante 10 minutos. El precipitado se resuspendia en
80 ml de solucién TB fria y tras 10 minutos en hielo, se volvid a
centrifugar en las mismas condiciones. La biomasa se resuspendio en
20 ml de TB y se afladi6 DMSO a una concentracién final del 7%. Tras
mantener 10 minutos en hielo, se repartié la suspensién en alicuotas de
600 pul y se congelé en nitrégeno liquido. Las células competentes asi
preparadas se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Transformacion

A 100-200 pul de células competentes se les afiadié 5-10 pl de la
solucién de ADN transformante. La mezcla se mantuvo en hielo durante
40 minutos, transcurridos los cuales se sometié a un choque térmico de 90
segundos a 42°C. A esta suspensién de células se le afiadié 1 ml de medio
LB y se incub6 a 37°C durante 1 hora antes de sembrarlas en cajas de
medio selectivo.

Solucién TB: Contiene PIPES 10 mM, CaCl? 15 mM y KCl1 250 mM. Se ajusta a pH
6.7 con KOH y se afiade MnCl2 a una concentracién final de 55 mM (Inoue er al.,
1990).

Medio SOB: Constituido por extracto de levadura al 0.5%, bacto-triptona al 2%, NaCl
10 mM, KCl 2.5 mM, MgClz 10 mM y MgSO4 10 mM. Este medio es una

modificacidn del descrito en Sambrook ef al., 1989.

10. Transformacion de S. cerevisiae
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Se sigui6é el método del acetato de litio descrito por Gietz et al.
(1992). B
Células de un cultivo a 30 °C en 10 ml de medio YPD que habia
alcanzado una DOgg de 0.6-0.8 se recogieron mediante centrifugacion, se
lavaron con 1 ml de agua y después con 1 ml de solucion TE/AcLi
preparada recientemente, y se resuspendieron en 0.2-0.5 ml de la misma
solucién. Para cada transformacién se usaron 50 pl de la suspension de
células a la que se afiadié 5-10 pl de la solucién de ADN transformante y
5 ul de ADN de esperma de salmén (10 mg/ml), previamente tratado
seglin Sambrook et al. (1989). A esta mezcla se afiadié 300 pl de solucion
PEG y se incub6 a 30 °C durante 30 min con agitacién. La suspension se
sometié a un choque térmico a 42 °C durante 15 min tras el cual se
recogieron las células, se lavaron dos veces con agua destilada y se
resuspendieron en unos 200 pl de agua antes de sembrarlas en medio
selectivo. |

Solucién TE/AcLi: Contiene acetato de litio 0.1M en tamp6n TE pH 7.5 (Gietz et al.,
1992)

Solucién PEG: Contiene polietilenglicol 4000 al 40% en solucién TE/AcLi.

Tampdn TE: Consiste en una solucién de EDTA, 1 mM, en tampén Tris-HCI 10 mM

(solucién de Tris ajustada al pH requerido con HCl; Sambrook ef al., 1989).

11. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Se sigui6 el método de lisis alcalina descrito por Jones y Schofield
(1990). :

Las células cultvadas en 1.5 a 5 ml de medio selectivo para el
marcador del pldsmido se recogieron mediante centrifugacion, se
resuspendieron en 150 ul de Solucién 1, se les afiadieron 250 ul de
Solucién 2 y se mantuvieron en hielo durante 5 minutos. Transcurrido
este tiempo se afiadieron 225 pl de Solucién 3 y se centrifugé a 13000
rpm durante 10 min en centrifuga Eppendorf. Se recogié el sobrenadante
y se sometid a una precipitacién con etanol (apartado 5.2 de Metodos).
Cuando se requeria una mayor pureza de la preparacion, antes de la
precipitacién la solucién se trataba con fenol (apartado 5.1 de Métodos).
En cualquier caso, al final el precipitado se resuspendia en 50-200 pl de
TE pH 8. Cuando era necesaria la eliminacién del ARN de la preparacion,
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ésta se trataba con ARNasa segiin se describe en Sambrook et al. (1989) y
se volvia a precipitar con etanol.

Solucién 1: Contiene glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8 (solucién de Tris ajustada
a pH 8 con HCl; Gomori, 1955) y EDTA 10 mM pH 8 (Sambrook et al., 1989).
Solucién 2: Contiene NaOH 0.2 M y SDS al 1% (Sambrook et al., 1989).

Solucién 3: Contiene acetato potdsico 3 M pH 4.8

Tamp6n TE: Solucién de EDTA, 1 mM, en tampén Tris-HC1 10 mM (solucion de Tris
ajustada al pH requerido con HCI).

12. Extraccion de ADN total de S. cerevisiae

El método utilizado fué, esencialmente, el descrito por Sherman et al
(1986), y se us6 normalmente para transferir pldsmidos de levaduras a
bacterias.

La extraccién se llevaba a cabo partiendo de Sml de un cultivo en
fase estacionaria, en medio YPD o en medio SD con los suplementos
nutritivos adecuados. Las células, recogidas por centrifugacién y lavadas
con agua estéril, se resuspendieron en 0.32 ml de la Solucién I, se pasaban
a un tubo Eppendorf y se les afiadia 3.2 pul de una dilucién 1:10 de
B-mercaptoetanol en agua y 10 pl de una solucién de 15 mg/ml de
Zimoliasa 20 T y se incubaban durante una hora a 37°C. Transcurrido
este tiempo, las células se recogieron mediante centrifugaciéon (30
segundos a 13.000 rpm), se resuspendieron en 0.37 ml de la Solucién II y
se les afiadié 16 pl de una solucién al 10% de SDS. Tras 30 minutos de
incubacién a 65°C, se afiadié 85 ul de la solucién III y se mantuvo la
mezcla en hielo durante 1 hora. Los restos celulares se eliminaron
mediante centrifugacién (15 min. a 13.000 rpm); los 4cidos nucléicos,
precipitados mediante adiciéon de etanol al sobrenadante, se
resuspendieron en 0.3 ml de tamp6n TE pH 7.5, se trataron con ARNasa a
una concentracién de 50 pg/ml y, posteriormente, con fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (apartado 5.1 de Métodos). E1 ADN se obtenia de la
fase acuosa por medio de una nueva precipitaciéon con etanol y finalmente
se disolvié en 20 pul de tampén TE pH 7.5. Generalmente, 10 pl de esta
solucién eran suficientes para transformar E. coli .
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Solucién I: Contiene sorbitol 0.9 M, EDTA 0.1 M pH §

Solucién II: Contiene EDTA 20 mM en tampén Tris-HCI 50 mM pH 8 (solucion de Tris
ajustada a pH 8 con HCI).

Solucién III: Contiene acetato potdsico 3 M pH 4.8

Tampé6n TE: Solucién de EDTA, 1 mM, en tampén Tris-HCI 10 mM (solucién de Tris
ajustada al pH requerido con HCl).

13. Purificacion y concentracion de ADN

13.1. Tratamiento con fenol

Se usé para eliminar las proteinas de una solucién.

Se afadia un volumen de una solucién que contenia fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico en proporcién 25:24:1 y se mezclaba bien.

Se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min. y se recogio la fase acuosa.

13.2. Precipitacién con etanol

Se usé para concentrar muestras de dcidos nucléicos.

A un volumen de la solucién se afiadian 2-3 volimenes de etanol 96°
y 1/10 de volumen de acetato sédico 3 M pH 5.2. La mezcla se
centrifugaba en un tubo Eppendorf a 13000 rpm durante 15 min, se
recogidé el precipitado y se lavé con 0.7 ml de etanol 70° y, tras
recuperarlo por centrifugacién a 13000 rpm durante 1 min, se
resuspendié en tamp6n TE pH 7.5. k

Tampdn TE: Solucién de EDTA, 1 mM, en tamp6n Tris-HCI 10 mM (solucién de Tris
ajustada al pH requerido con HCI).

14. Cuantificacion de ADN

La cantidad de ADN presente en una solucién se estim6 mediante dos
métodos

14.1. Espectrofotometria

Se siguié el método descrito por Sambrook er al. (1989). Segl’m estos
autores, una DO260 de 1 corresponde aproximadamente a 50 pg/ml de
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ADN bicatenario, 40 pg/ml de ADN unicatenario y 20 pg/ml de

oligonucledtido de cadena simple. En base a esta relacion, se estimo la
concentracion de una solucion de ADN mediante medicién de su DO260.

14.2. Tincién con bromuro de etidio

Segin describen Sambrook et al. (1989) la fluorescencia emitida por
el bromuro de etidio intercalado en el ADN es proporcional a la masa de
ADN. Asi, puede estimarse la concentracién de ADN de una solucién, tras
electroforesis en gel de agarosa, comparando la fluorescencia emitida por
la banda en cuestién con la de patrones de ADN de concentracién
conocida. Como patrones se usé ADN del fago lambda digerido con
EcoRI, con HindIll, o con las dos enzimas simultaneamente.

15. Manipulaciéon enzimatica del ADN

En la manipulacién con enzimas de restriccién y modificadoras del
ADN se siguieron basicamente las indicaciones de Sambrook et al. (1989).
A continuacién se describen brevemente las condiciones en que se
realizaron cada una de las reacciones con las diferentes enzimas.

15.1. Digestién con enzimas de restriccion

Se usaron los tampones recomendados por la firma proveedora de las
enzimas, y las reacciones se incubaron a 37 °C (o a 25 °C, en el caso de
Smal) un minimo de 2 horas.

Cuando era necesario obtener un fragmento de ADN por medio de
digestién parcial, ésta se llevaba a cabo sometiendo la preparacion de
ADN a un tiempo corto de tratamiento con la enzima correspondiente,
transcurrido el cual se paraba la reaccién afiadiendo EDTA pH 8, a una
concentracion final de 12.5 mM y calentando a 60°C durante 20 min para
inactivar la enzima. La duracién 6ptima del tratamiento con la enzima de
restriccién se determinaba mediante una prueba previa, en la cual se
obtenian muestras a distintos tiempos.
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15.2. Tratamiento con el fragmento Klenow de la polimerasa de
ADNI de E. coli

Esta reaccién se usé para transformar en romo un extremo de ADN
de cadena doble, cortado en bisel, con cadena 5' protuberante. Para ello,
una preparacién del ADN digerido con la restrictasa se traté con 0.2 U/ul
de la enzima, en presencia de los cuatro desoxinucleétidos trifosfato, a
una concentracién final de 25 uM cada uno. En estas condiciones, la
actividad principal de la enzima es polimerasa.

15.3. Tratamiento con la polimerasa de ADN del fago T4

Similar al descrito para la polimerasa de Klenow, pero utilizado
cuando la cadena protuberante era la 3'. Los productos de digestion se
incubaban a 37 °C durante 15 min. con 2 mU/ul de la enzima, en
presencia de los cuatro dNTP, a una concentracién final de 0.1 pM, y
BSA, 0.2 mg/ml, en tampén de la polimerasa. En estas condiciones,
resultado neto de la reaccién es la degradacién del extremo 3’
protuberante.

Tamp6n para la polimerasa de ADN de T4 (10x): Contiene acetato potdsico 0.66 M,
acetato magnésico 0.1 My DTT 5 mM, en tampén Tris-acetato 0.33 M pH 7.9 (solucién

_de Tris ajustada al pH 7.9 con dcido acético glacial).

15.4. Tratamiento con ADN ligasa del fago T4

La ligacién de un fragmento de ADN a un vector se llevé a cabo
mezclando el vector, previamente cortado, y el inserto en una proporcion
molar aproximada de 1:3, siendo la concentracién final de ADN en la
mezcla de reaccion de aproximadamente 10 ng/pl. Se usé el tampoén
proporcionado por el fabricante. Las reacciones se incubaron a 16°C
durante 12-16 horas.

Tamp6n de ligasa de T4 (10x): Contiene MgClp 50 mM, DTE 10 mM y ATP 10 mM, en
tamp6n Tris-HC1 0.66 M pH 7.5 (solucion de Tris ajustada al pH 7.5 con HCD).
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15.5 Tratamiento con exonucleasa I de E. coli

Esta reaccion se us6 para eliminar de una mezcla de PCR, las
moléculas de cebador no incorporadas a lo largo del proceso de sintesis.
La mezcla de reaccién de PCR se incubaba con exonucleasa I a 37 °C

durante 15 min tras lo cual se inactivaba la enzima calentando durante 15
min a 80 °C.

16. Secuenciacion de ADN

Se llevé a mediante dos procedimientos distintos, uno manual y otro
automatico

16.1 Procedimiento manual

Se siguid el método de terminacién de sintesis de las cadenas (Sanger
et al, 1977), utilizando el kit "Sequenase 2.0" (United States Biochemical
Corporation). La marca radiactiva se introdujo con [0L-35S] dATP.

Se partié de una solucién que contenia, aproximadamente, 1 pg de
ADN plasmidico en 10 pl de una mezcla que llevaba NaOH 0.1 M, y 10
pmoles del cebador correspondiente. EI ADN se disocié a 68° C durante
10 minutos, y tras afiadir 1 pl de tampén TDMN (3X) se permitia la
hibridacién entre el cebador y el ADN molde incubando otros 10
minutos a temperatura ambiente. L.a marca radiactiva de las cadenas se
realiz6 afiadiendo a esta mezcla los cuatro dNTPs (aproximadamente 40
nM de cada uno de ellos), de los cuales sélo el dATP estaba marcado
radiactivamente, y 3 U de polimerasa, diluida 9 veces en el tampon
suministrado en el kit.

Cuando se trataba de secuenciar segmentos proximos al cebador, se
afiadié también 1 pl de una solucién de MnCl2 0.1 M e isocitrato sédico
0.15 M. Tras unos 5 minutos de incubacién a temperatura ambiente, 3.5
il de la mezcla de reaccién se afiadian a 2.5 pl de cada una de las
soluciones de terminacién de sintesis, las cuales contenian 80 UM de cada
uno de los 4 dNTPs mas 8 uM del didesoxinucleétido (ddNTP)
correspondiente. La reaccién se mantuvo a 37 °C durante otros 5 min con
lo cual se producia la elongacién de las cadenas y su terminacion por la
incorporacién a las mismas de los ddNTPs. Las reacciones se paraban
afiadiendo 4 ul de Solucién "Stop"” y las cadenas generadas se disociaban,
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calentando a 85 °C antes de resolverlas en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida-urea. El tampén de electroforesis era 0.8X TBE. La
bandas se detectaban en una pelicula de rayos X expuesta a las radiaciones
del gel.

16.2 Procedimiento automatico

Se llev6 a cabo por la empresa Medigene (Martinsried, Alemania),
donde se us6 un secuenciador automatico ABI 377 de Applied Biosystems,
aplicando un método de terminacién de las cadenas similar al
anteriormente descrito, pero utilizando dideoxinucleétidos fluorescentes
(Obermaier y Domdey, 1992).

Tampén TDMN (3x): Contiene TES (dcido N-tris[Hidroximetiljmetil-2-
aminoetanosulfénico) 0.84 M, HCI1 0.36 M, DTT 0.15 M, MgCl2 0.24 M y NaCl
0.6 M

Solucién"Stop": Contiene formamida 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0.05% y
xileno cianol 0.05%.

Gel desnaturalizante de poliacrilamida-urea: Contiene acrilamida 7.6%, bisacrilamida
0.4% vy urea 8M en tamp6n TBE.

6.29. Tampén TBE (5x): Contiene Tris 0.45 M, é4cido bérico 0.44 M y EDTA 10 mM
pH 8 (Sambrook er al., 1989).

17. Electroforesis convencional de ADN en gel de agarosa

La resolucién de fragmentos de restriccion mediante electroforesis
en gel de agarosa se llevé a cabo segin se describe en Sambrook et al.
(1989). La concentracién de agarosa en los geles fue del 0.6-1%, segin el
tamario de los fragmentos a analizar, y se us6 tamp6n TAE 1x. Los geles
se sumergian en el mismo tampén contenido en cubetas horizontales de
electroforesis y se sometian a un voltaje de aproximadamente 5 V/cm de
longitud del gel. Como patrén de tamafio se us6 una “escalera” de 1 kb
(Gibco BRL) o ADN del fago lambda digerido con HindIII, con EcoRI o
con las dos enzimas simultineamente. Las muestras se densificaron
afiadiendo 1/5 de volumen de tampén de carga. La tincion del ADN se
realizé afiadiendo al gel bromuro de etidio a una concentracion final de
0.5 pwg/ml. El gel, iluminado con luz ultravioleta (300 nm) procedente de
un transiluminador Fotodyne UV-3-3002 (New Berlin, Wisconsin,
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EE.UU.) se fotografié con una camara Polaroid MP4 equipada con un
filtro Kodak Wratten 22A y pelicula instantanea Polaroid ISO 3000/36°
tipo 667; alternativamente su imagen se registraba su imagen con un
analizador electrénico (ImageStore 5000, Ultra Violet Products, UVP).

Tampén TAE (50x): Contiene Tris 2 M, 4cido acético glacial 1 My EDTA 50 mM pH 8
(Sambrook et al., 1989).

Tampén de carga (5x): Constituido por Ficol 400 15% y azul de bromofenol 0.25%
(modificado a partir de Sambrook ez al., 1989).

18. Recuperacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

El método utilizado, basado en el kit Geneclean de BIO 101 Inc. (La
Jolla, California, EE.UU.), permite la extracciéon de fragmentos de ADN
de un gel mediante fusién de la agarosa, adsorcién del ADN a particulas
de vidrio y su posterior elucién.

Se cortaba con una bisturi y se colocaba en un vial la banda del gel,
preparado con tampdén TAE que contenia el fragmento de ADN de interé€s
y se afiadian tres volimenes de solucién Nal. Se calent6 a 50 °C durante
10 min hasta que se disolvia la agarosa. Se afiadian 5 pl de la suspensién
de particulas de vidrio, se mezclaba y se mantenia 10 min. en hielo. A
continuacién se centrifugaba esta suspensién y se lavaba tres veces con
250 ul de solucién de etanol/sales. Se resuspendia el precipitado en 20-40
ul de TE para eluir el ADN, se incubaba a 45 °C durante 5 min. y, tras
centrifugar, se recogia el sobrenadante.
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Tampén TAE (50x): Contiene Tris 2 M, 4cido acético glacial 1 M y EDTA 50 mM pH 8
(Sambrook er al., 1989).

Solucién Nal: Se disuelven 45 g de Nal en 50 ml de agua destilada y se afiade 5 g de
NapS03 anhidro. Tras agitacién durante una hora se filtra la solucién para eliminar los
cristales no disueltos y se almacena a 4°C protegida de la luz.

Suspensién de particulas de vidrio: Se prepara reduciendo a un fino polvo 0.5 g de
filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/F o GF/C). Esta matriz se lava tres veces con 10
ml de agua destilada y el precipitado se resuspende en 0.5 ml de agua.

Solucién de etanol/sales: Contiene Tris-HC1 9 mM pH 7.2 (solucién de Tris ajustada a
pH 7.2 con HCl), NaCl 90 mM, EDTA 1 mM pH 8 y etanol al 55%.

Tampén TE: Solucién de EDTA, 1 mM, en tamp6n Tris-HC1 10 mM (solucion de Tris
ajustada al pH requerido con HCI).

19. Obtencion de diploides de S. cerevisiae

Los cruzamientos de cepas para obtener diploides se llevaron a cabo
segtin los métodos convencionales descritos en Sherman y Hicks (1991).

Se tomaban cantidades equivalentes de biomasa de cada uno de los
conjugantes y se mezclaban en una gota de agua destilada estéril
depositada sobre una caja de medio YPD. La mezcla conjugante se
incubaba a 30°C durante 3-4 horas.

Para aislar los diploides se utilizaron tres métodos distintos segun el
genotipo de los conjugantes:

19.1. Seleccién de los diploides por complementacién de auxotrofias.
Cuando las dos cepas parentales posefan auxotrofias complementarias, la
mezcla conjugante se replicé mediante terciopelo a medio selectivo en el
que so6lo pudiera crecer el diploide formado.

19.2. Micromanipulacién de cigotos. Cuando los diploides no eran
seleccionables fenotipicamente, éstos se separaban de la mezcla conjugante
mediante un micromanipulador (Lawrence Precision Machines, Hayward,
California, EE.UU) fijado a un microscopio Olympus CK2 y dotado de
una microaguja de fibra de vidrio. La separacién se hacia sobre una caja
de medio YPD. El caricter diploide de las células aisladas se comprobaba
por su capacidad de esporular en las condiciones apropiadas.

19.3. Seleccidn de los diploides por tamafio de colonia. A partir de la
biomasa conjugante se aislaban colonias en medio rico. Se seleccionaban
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varias colonias de entre las de mayor tamafio y se probaba su capacidad de
esporular. ’

20. Esporulacion y analisis de tétradas

Este método permite estimar el ligamiento entre caracteres mediante
el andlisis de la segregacion de diferentes marcadores heterocigéticos en
las cuatro esporas de una asca. Esencialmente se siguio el método descrito
en Sherman et al. (1986). Para ello se inducia la esporulacién en células
diploides y los productos meiéticos resultantes se separaban mediante
micromanipulacién.

La biomasa del diploide que se deseaba esporular se transferia,
mediante réplica con terciopelo, a una caja de medio de preesporulacion
que se incubaba durante 24 horas a 30°C. Transcurrido este tiempo, la
biomasa se transferia a una caja de medio de esporulacién y se incubaba a
22 °C durante al menos 4 dias.

Medio de preesporulacién: Contiene extracto de levadura 0.8%, bacto-peptona 0.3% y

glucosa 10% (Sherman et al., 1986).

Medio de esporulacién: Constituido por extracto de levadura 0.1%, acetato potdsico 1%
y=glucosa 0.05% (Sherman ez al., 1986).

Para digerir las paredes de las ascas, una pequefia cantidad de
biomasa esporulada se traté con 2 mg/ml de Zimoliasa 20-T durante
3 min. Parte de la biomasa se extendié sobre una caja conteniendo medio
YPD. Las esporas de cada asca se separaban mediante micromanipulacion
con el sistema descrito anteriormente para el aislamiento de cigotos, se
incubaban a 30 °C durante 48 horas y las colonias aparecidas se
sembraban en los medios apropiados para determinar su fenotipo.

21. Determinacion del sexo
Para determinar el sexo de una cepa determinada se cruzaba ésta por
dos cepas de sexo conocido. Tras incubar la mezcla conjugante durante 3-

4 horas a 30 °C, se observd al microscopio la formacion de cigotos.
Cuando las cepas a conjugar tenian auxotrofias complementarias, la
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formacién de diploides se detectd transfiriendo la mezcla conjugante a
cajas conteniendo medio selectivo para los mismos.

22. Mutagénesis con EMS

Se utilizé para obtener mutantes sensibles a treonina. Se llevo a cabo
segin el método descrito por Lawrence (1991), con ligeras variaciones.

Células de la cepa S288C procedentes de un cultivo en medio YPD en
fase estacionaria (aproximadamente 108 células/ml) se recogieron por
centrifugacién y resuspendieron en tampén fosfato sédico 0.1 M pH 7. A
1 ml de esta suspension se afiadi6é 30 pl de EMS, y la mezcla se incubd a
30 °C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, el mutdgeno se
neutralizé anadiendo 9 ml de una solucién de tiosulfato sédico al 5%, y
las células mutagenizadas se sembraron en cajas de medio YPD. El
nimero de colonias aparecidas tras la mutagénesis se compard con el
obtenido a partir de la suspension de células sin mutagenizar, calculandose
asi el porcentaje de células supervivientes a la mutagénesis.

23. Seleccion de mutantes ura3 por resistencia a acido 5-
fluoro-orodtico (5-FOA)

Este método se basa en la toxicidad selectiva del 5-FOA para las
cepas Ura3* (Boeke et al., 1984).

Cajas que contenian 5-FOA se sembraron con la cepa en cuestion,
previamente cultivada en medio YPD liquido, a razén de unas 5-107
células por caja, y se incubaron a 30°C durante una semana. La frecuencia
de aparicién de colonias resistentes fue siempre inferior a 10-7. De entre
los mutantes aparecidos, se seleccionaron aquellos que presentaban una
menor frecuencia de reversién (entre 10-7 y 10-8) segiin se comprob6
sembrando una suspension de cada uno de ellos en medio que carecia de
uracilo. Los mutantes seleccionados se cruzaron por una cepa Ura3- de
sexo contrario. Para el trabajo posterior se eligieron aquellos que daban
lugar a diploides Ura-.

44



Medio con 5-FOA: Se preparé anadiendo 750 mg/l de 5-FOA a medio SD con los
suplementos nutritivos a la concentracién recomendada por Sherman ez al. (1986), salvo
el uracilo que se afiadia a la mitad de la cantidad habitual (Boeke et al., 1984). La adicion
del 5-FOA se realiz6 después de haber esterilizado el medio € inmediatamente antes de
distribuirlo en cajas de Petri.

24, Construccion de la cepa R7.Cl.chal.

La cepa R7.Cl.chal se obtuvo a partir de la R7.C1 por interrupcion
en esta ultima del gen CHAI, siguiendo el método de sustitucion al€lica
descrito por Winston et al. (1983).

Para ello se utilizé el plasmido integrativo pICGY, que porta la
construccion chal ::GALIp-PCRI1 (Figura 9) consistente en el gen CHAI
con una insercidn, realizada in vitro, del gen de la carboxipeptidasa Y de
S. cerevisiae bajo el control del promotor del gen GAL! (Nielsen et al,
1990).

Como se muestra en la Figura 9, la interrupcion se realizé mediante
dos pasos sucesivos: (1) la transformaciéon con el plismido y su
integracién en el genomio mediante recombinacién homéloga entre las
copia cromosémica y plasmidica de CHAI, y (2), la seleccion de
derivados del transformante obtenido en el paso anterior, en los que el
plasmido se haya escindido (igualmente por recombinacién homologa),
pero que haya dejado en el cromosoma la copia interrumpida de CHAI.

Con el fin de aumentar la frecuencia de integracién de pICG9 en el
locus CHAI, el plasmido se sometié a una digestién parcial con Nrul antes
de la transformacién. Los transformantes se seleccionaron sembrando en
medio SD con isoleucina.

A partir de uno de los transformantes, se obtuvieron cepas Ura3-,
seleccionandolos en medio con 5-FOA (ver apartado 6 de Metodos). De
entre los clones asi obtenidos, se seleccioné uno que no crecia en medio
SDser, es decir, era incapaz de utilizar serina como fuente de nitrogeno,
muy probablemente por carecer de la serina/treonina deaminasa
catabdlica, producto del gen CHAI. '
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Figura 2.9. Obtencién de una cepa de levadura con el gen CHAI
interrumpido. La pérdida del marcador URA3 previamente integrado
puede darse de dos maneras distintas. Una de ellas (B) resulta en la

sustitucién del alelo CHAI silvestre por el alelo interrumpido
chal::pGALI-PRCI.



25. Construccion de la cepa HT1

La cepa HT1 se obtuvo a partir de la SG76 por interrupcion en esta
ultima del gen HOM3 (Figura 10), siguiendo el método de sustitucién
alélica en un s6lo paso descrito por Rothstein (1983).

Para ello, se construyé primero el pldsmido recombinante pMAS50,
que portaba el marcador TRP! de S. cerevisiae flanqueado por secuencias
adyacentes a la region cromosémica que se pretendia eliminar. Tras
digerir este plasmido con las enzimas de restriccién Bg/Il y BamHI se
aislo el fragmento de 1.54 kb conteniendo a TRP! flanqueado por 0.30 kb
y 0.39 kb, respectivamente, de las secuencias flanqueantes. Este fragmento
se utilizé para transformar la cepa SG76. De 8 transformantes Trpt,
seleccionados en medio SD+ile+ura+thr+met, 4 resultaron ser auxétrofos
para treonina y metionina. Una de estas cepas, HT1, se escogi6 para
estudios posteriores. 7

Con el fin de caracterizar mejor la mutacién hom3 pre%ente en HTI,
se cruzod esta cepa con la cepa trpl AWY-1B. Los diploides resultantes se
esporularon y un total de 26 productos meidticos se aislaron mediante
micromanipulacién de tétradas. Se observé que todos los productos Hom~
(8 en total) eran TrpT y que todos los productos Hom* (un total de 18)
eran Trp-. El ligamiento observado entre los fenotipos Hom~ y Trp™ era
el esperado si la integracién del fragmento que contiene a TRP/ hubiera
tenido lugar en el locus HOM3.

Con el fin de analizar el alelo hom3 de HT1, se ampifico mediante
PCR Ia regién presuntamente implicada. Para ello, se obtuvo primero
ADN total de esta cepa y se prepar6 una mezcla de reaccion que conienia
10 ng del ADN asi obtenido, mas 50 pmoles de cada uno de los cebadores
HOMpriA y HOMpriB (ver Figura 1.6 de Materiales), los cuatro dNTP a
una concentracién de 200 uM cada uno, y 5 U de la polimerasa
TaqPlus™, todo ello en un volumen total de 50 ul de tampén para la
polimerasa. Como experimento control, se prepard otra mezcla idéntica a
la anterior, a excepcién del ADN molde que, en este caso, procedia de una
preparacién de ADN total de la cepa SG76, de la que procede HT1. En
ambos casos, la mezcla de reaccion se sometié a 35 ciclos con periodos de
30 segundos a 94 °C para disociar las moléculas de ADN, 40 segundos a
50 °C para permitir la hibridacién entre las cadenas del ADN molde y los
cebadores, y 4 minutos a 72 °C para la sintesis de nuevas cadenas. Se
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utilizé un termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Norwalk, EE.UU.)

El andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa de los productos
de estas amplificaciones reveld que, en la reaccién con ADN procedente
de la cepa SG76 se amplificé un dnico fragmento, cuyo tamafio coincidia
con el esperado de 1.9 kb, correspondiente a la region de HOM 3
comprendida entre los pares de bases n® 151 y 2064. Cuando el ADN
molde procedia de la cepa HT1, el producto de la amplificacién present6
un tamafio de 1.4 kb, que concordaba con el esperado al sustituir en
HOM3 un fragmento de 1430 pares de bases por el de 852 pares de bases
que contenia al marcador TRPI. Estos resultados demuestran que la cepa
HT1 porta el alelo hom3::TRPI.

Polimerasa TagPlusTM: De Thermus aquaticus; suministrada por Stratagene (La Jolla,
California, EE.UU).

Tampén TagPlusT™ : Contiene KCI 10 mM, (NH4)2504 10 mM; MgSO04 2 mM,
Triton® X-100 0.1%; y 0.1 mg/ml de BSA en Tris-HCl 20 mM pH 8.75 (solucién de
Tris ajustada al pH 8.75 con HCI).

26. Clonacion de los alelos HOM 3

Para llevar clonar los alelos mutantes de HOM3 se utiliz6 el método
del rescate alélico descrito por Orr-Weaver y Szostak (1983).

Este método se basa en que cuando se transforma una cepa de §.
cerevisiae con un pldsmido al que se ha delecionado una region
determinada de un gen y que contiene una rotura de doble cadena
adyacente a esa region, con cierta frecuencia se produce la reparacion de
la delecién por recombinacién con la copia intacta del genomio. Si la
region abarca a una regién que contiene una mutacién, el alelo reparado
en el pldsmido contendrd esa mutacién.

El rescate de los distintos alelos HOM3 se llevé a cabo de la misma
forma en todos los casos (ver Figura 8); las cepas mutantes se
transformaron con el plasmido pMAC33Ah, previamente cortado con
HindIIl. Los transformantes se seleccionaron en cajas de medio con los
suplementos nutritivos de la cepa a transformar, excepto uracilo. A partir
de varios de los transformantes obtenidos, se extrajo ADN total con el que
se transformé la estirpe de E. coli DH50.. A continuacién se extrajo ADN
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Figura 2.8. Clonacién de un alelo de HOM3 por el método del rescate
alélico, utilizando el plasmido pMAC33Ah.



de estos transformantes, se corté con HindIll y se analiz6 mediante
electroforesis el patrén de bandas que aparecia, compardndolo con el del
plasmido pMAC32wt, que lleva el alelo HOM3 silvestre.

27. Mutagénesis dirigida de HOM3 mediante PCR

27.1. Delecion de la region determinante del motivo
KFGG de la aspartoquinasa

Se llevé a cabo segin la estrategia que se esquematiza en la
Figura 1.11 y comprendi6é 3 pasos:

A) Sintesis mediante PCR de un fragmento de ADN con la delecién

Para ello, se prepar6 una mezcla de reaccion, que contenia:

como ADN molde el plasmido pMAC32wt (aproximadamente
1.3 ng)

cebadores DEL1 y OLIGOI (ver Figura 1.6),1uM cada uno

los 4 ANTP, 80 uM cada uno

cloruro magnésico 5 mM

y 1.25 U de la polimerasa Pfu,

en un volumen total de 52 ul de tamp6n Pfu..

Para evitar la evaporacion se afiadi6 una capa de aceite mineral.

La mezcla se sometié a 40 ciclos con periodos de 30 segundos a
94 °C para disociar las moléculas de ADN, 40 segundos a 50 °C para
permitir la hibridacién entre las cadenas del ADN molde y los cebadores,
y 2.5 minutos a 72 °C para la sintesis de nuevas cadenas. Se utilizé un
termociclador DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer, Norwalk,
EE.UU.)

El fragmento amplificado en esta primera reaccién tenia un tamaio
que concordaba con el esperado de 264 pb segin se dedujo por
electroforesis. Este fragmento se utilizé en una nueva reaccién en la cual
una de las cadenas de ADN del producto, junto con un nuevo
oligonucleétido, HOMpriA (Figura 1.6), servian como cebadores en la
sintesis del producto final, de 508 pares de bases, que contenia la delecién
buscada. Para ello, 30 ul de la primera reaccién se trataron con 15 U de
exonucleasa I (apartado 7.5), con el fin de eliminar las moléculas de
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cebador no incorporadas durante el primer proceso de sintesis. A
continuacién se afadieron, aproximadamente,

100 pmoles del cebador HOM pri A

4 nmoles de cada uno de los ANTP

10 pl de tampén Pfu (10x)

10 pl de cloruro magnésico 50 mM

1.25 U de la polimerasa Pfu

agua bidestilada hasta un volumen total de 100 pl.

La mezcla se sometié a los mismos ciclos térmicos que la mezcla
anterior. En esta segunda reaccién se generé un fragmento de 508 pb que
debia contener la delecién (Figura 4.11).

Polimerasa Pfu: (Recombinant Pfu DNA Polymerase) de Pyrococcus furiosus;,

suministrada por Stratagene (La Jolla, California, EE.UU).

Tampoén Pfu:: Contiene (NH4)2S04 10 mM, MgCl2 2 mM, 0.1 mg/ml de BSA y
Triton® X-100 0.1%, en Tris-HCl 20 mM pH 8.5 (solucién de Tris ajustada a pH 8.5
con HCI).

B) Clonacion del fragmento mutante

El fragmento de 508 pb obtenido en la segunda reaccion se cloné en
el sitio Smal del vector bacteriano pUC19. Para ello, tanto el producto de
PCR como el vector, fueron cortados con Smal, aislados de un gel de
agarosa, purificados y posteriormente ligados. Con la mezcla de ligacion
se transformaron células competentes de E. coli DH5c.. Los plasmidos
recombinantes eran facilmente selecionables, ya que la insercién de los
fragmentos, al interrumpir la secuencia del gen lacZ presente en el
vector, determinaba que los transformantes formasen colonias blancas, en
lugar de azules, en un medio de seleccion que contenia X-GAL e IPTG y
50 pg/ml de ampicilina.

Medio X-GAL: Consiste en medio LB al cual se anade 40 (tg/ml de X-GAL y 10 plg/ml
de IPTG.
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Figura 2.11. Delecién mediante PCR de la regién codificante del
motivo KFGG de la aspartoquinasa. (A) Utilizando los cebadores
DEL1 y OLIGO1 se amplificé un primer producto que fué utilizado en
una segunda reaccién, junto con el cebador HOMpriA, en la cual se
amplificé el producto mutante, gue se cloné (B) en el vector bacteriano
pUC19. Por dltimo, la mutacién se introdujo en HOM3 (C) por
sustitucién en el mismo del fragmento correspondiente.



C) Introduccién de la deleciéon en HOM3

Una preparacién de ADN plasmidico procedente de uno los
transformantes anteriores se digirié con las enzimas Bfrl y Clal; el
fragmento de 340 pares de bases generado fué aislado de un gel de
agarosa y ligado al fragmento BfrI-Clal de 9.18 kb del plasmido
pMAC32wt también purificado de un gel de agarosa. Asi se generé el
plasmido pMAC34A2, que contenia el alelo hom3-A2 .

El alelo hom3-A2 de pMAC34A2 se secuencié como se describe en el
apartado 8.1 Métodos.

El andlisis de la secuencia confirmé la presencia de la delecion que
se pretendia producir y la ausencia de mutaciones adicionales dentro de la
region Bfrl-Clal sustituida.

27.2. Mutagénesis al azar de la region determinante del
motivoKFGG

Se llevé a cabo siguiendo un estrategia similar a la empleada para la
delecién de la regién determinante del motivo KFGG, con algunas
variaciones. Comprendia 2 pasos:

A) Sintesis por PCR de una mezcla de fragmentos de ADN mutados
en la regién KFGG

Se prepar6 una mezcla de reaccién, que contenia:

como ADN molde el plasmido pMAC32wt (aproximadamente
1.3 ng)

los cebadores (Figura 6) DOL1 y OLIGO1 1 uM

cada uno de los ANTP 80 uM

cloruro magnésico S mM

0.5 U de la polimerasa Tag

en un volumen de 52 pl de tampén Tag.

La mezcla se sometia a 20 ciclos con periodos de 30 segundos a
94 °C para disociar las cadenas de ADN, 40 segundos a 50 °C para
permitir la hibridacién entre las cadenas del ADN molde y los cebadores,
y 1 minuto a 72 °C para la sintesis de nuevas cadenas. Se utilizé un
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termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk,
EE.UU.) -

El producto de esta primera reaccion, de 276 pares de bases, se tratd
a continuacién con polimerasa de T4 (apartado 7.3 de Métodos). La doble
actividad polimerasa-exonucleasa de esta enzima permite tanto la
eliminacién de los extremos protuberantes que a menudo aparecen en los
productos de amplificacién con la polimerasa Taq, como la degradacion
de las moléculas de cebador no incorporadas durante el proceso de
sintesis. Tras inactivar la enzima por calor (70° C durante 20 minutos), el
producto de la PCR se purificé por filtracién en una columna Microcon-
100 (Amicon’), siguiendo las instrucciones del fabricante; finalmente, se
disolvi6 en H20 destilada.

Se prepararon 100 ul de una nueva mezcla de reaccién que contenia,
como cebadores, alrededor de 0.6 pug del producto anterior y 100 pmoles
del oligonucleétido HOMpriA (Figura 1.6); el resto de la composicion de
la mezcla era idéntica a la anteriormente descrita. Tras 40 ciclos de
amplificacién iguales a los descritos anteriormente en este mismo
apartado, se obtuvo un producto del tamafio esperado de 520 pares de
bases. El producto obtenido fué aislado de un gel de agarosa mediante el
procedimiento descrito en el apartado 11 de Métodos y utilizado en el
siguiente paso.

Polimerasa Tag: De Thermus aquaticus, suministrada por Boehringer Mannheim GmbH

Biochemica (Mannheim, Alemania).
Tampén Tag : Contiene KC1 50 mM y MgClp 1.5 mM, en Tris-HCl 10 mM pH 8.3

(solucion de Tris ajustada a pH 8.3 con HCI).

B) Introduccién de las mutaciones en HOM3

El producto obtenido al final del proceso anterior consistiria,
tedricamente, en una mezcla de distintos fragmentos mutantes. Para
completar el proceso de mutagénesis era necesario introducir en HOM3
las mutaciones generadas. Para ello, la mezcla de fragmentos fué sometida
a digestion con las enzimas Bfrl y Clal (ver Figura 11) y la banda
correspondiente a 352 pares de bases, aislada de un gel de agarosa.
Alrededor 8 ng de ADN de esta banda se utilizaron en una mezcla de
ligacion que también llevaba 10 ng del fragmento de 9.18 kb Bfrl-Clal
del plasmido pMAC32wt, también purificado de un gel de agarosa. A esta
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mezcla se le afiadié 1 U de ligasa de T4 en un volumen de 12 pl de
tampo6n de ligasa. Tras incubarla a 16° C durante 6 horas, se usé toda la
mezcla para transformar E. coli DH5o. Una alicuota de la mezcla de
transformacién se sembré en medio LB + 50 pg/ml de ampicilina con el
fin de poder estimar el nimero total de transformantes; el resto se afiadid
a 10 ml del mismo medio de seleccién, para obtener un cultivo liquido a
partir del cual extraer una mezcla de pldsmidos, portadores de distintos
alelos mutantes de HOM3.
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CAPITULO 1

Aislamiento y caracterizacion de mutantes superproductores de
treonina por supresion fenotipica de una mutacion ilvl

En una cepa de levadura cultivada en medio minimo, la
concentracion intracelular de treonina y de serina no alcanza un valor lo
suficientemente alto como para inducir la expresién de CHAI, de manera
que una cepa ilvl, carente de la actividad treonina desaminasa anabdlica
(ver Figura 1.3 de Introducidn), es, en estas condiciones, auxoétrofa de
isoleucina. Cuando a una cepa ilv/ se le suministra treonina o serina en el
medio de cultivo, la acumulacién de estos aminoacidos induce la expresion
de CHAI, cuyo producto suple de manera eficiente la falta de la treonina
desaminasa anabdlica, de forma que la cepa puede sintetizar isoleucina a
partir de treonina (Ramos y Wiame, 1982). La idea era que esta misma
supresioén fenotipica de ilv/ podria tener lugar en una cepa en la que la
concentracién de treonina endégena fuese capaz de inducir la expresion de
CHALI.

Aislamiento de los mutantes

La seleccién de mutantes se llevé a cabo sembrando una suspension
de células de la cepa 8723c (Ilvl-) en medio SDpro. Este medio, con
prolina como fuente de nitrégeno, habia sido el empleado en otras
ocasiones para la seleccién de mutantes superproductores de treonina por
resistencia a hidroxinorvalina (Ramos y Calderén, 1992). A partir de
cultivos liquidos de la cepa 8723c¢ en medio YPD se sembraron cajas de
medio SDpro a una densidad aproximada de 107 células por caja, y se
incubaron a 30°C. Como experimento control se sembrd una caja del
mismo medio al que se afiadié hidroxinorvalina a una concentracién final
de 10 mM (1.33 g/I) (Ramos y Calderdén, 1992) y se incubd en las mismas
condiciones.

Al cabo de unos dias aparecieron, en el medio SDpro, alrededor de
100 colonias por caja; la frecuencia de aparicion de mutantes Ilet se
estim0, por tanto, en 10-5. En la caja de medio con hidroxinorvalina
crecieron tan solo 5 (frecuencia de 2-10-7).

Un nimero de 8 colonias crecidas en SDpro, las que mostraban un
mayor tamaifio, se sometieron a la prueba de alimentacion cruzada con la
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cepa auxétrofa de treonina F4, (ver Métodos) con el fin de determinar si
algunas de ellas excretaban treonina al medio de cultivo. Dos de ellas
dieron un resultado positivo en esta prueba, siendo, por tanto, candidatas
a superproductoras de este aminodcido. La prueba dié un resultado
positivo en dos de los mutantes. Uno de ellos, denominado R7, fué
seleccionado para posteriores estudios.

El método de seleccién utilizado posibilitaba la obtencion de otros
mutantes no superproductores afectados en la expresién de CHAI. En
concreto, cabia esperar la obtencién de mutantes en el genCHA4, que
determina el activador de CHAI (Holmberg y Schjerling, 1996). Se han
descrito mutaciones en CHA4 que vuelven constitutiva la expresién de
CHAI (Pedersen et al., 1996). En este sentido, se investigé el fenotipo de
dos mutantes Ilet, denominados R2 y R3, que no dieron un resultado
positivo en la prueba de alimentacién cruzada y no eran, por tanto,
candidatos a superproductores de treonina.

Anadlisis de las cepas mutantes R2 y R3

La cepa R2 tiene un fenotipo muy particular, ya que sélo es Ie¥t
cuando se cultiva en medio SDpro, siendo auxétrofa de isoleucina en
medio SD. El diploide formado entre R2 y la cepa ilvl SG76 resulto ser
Ilet en medio SDpro, lo cual indica que el fenotipo de supresién de ilv]
en la cepa R2 es un caracter dominante. El andlisis de tétradas procedentes
de la esporulacion de este diploide mostré dos tipos de segregaciones en
medio SDpro: 2Ile*:2Ile- y 1llet:3Ile-, lo cual puede indicar que el
fenotipo Ile* estd causado por la presencia de mds de una mutacion en la
cepa R2. El tipo de segregacién no monogénico también podria explicarse
por la diferencia de fondo genético entre las cepas R2 y SG76. |

Se midi6 la activacién del promotor de CHAI en la cepa ura3 R2-C1
(previamente obtenida a partir de R2 por resistencia a 5-FOA, segun se
describe en métodos) cultivada en medios SDpro+ile y SD+ile, segun el
procedimiento descrito en Métodos, utilizando el pldsmido pTK120, que
porta una fusién traduccional entre el promotor de CHAI y el gen lacZ de
E. coli (Bornes et al., 1993), y se comparé con la activacion del pCHAI
en la cepa 8723c-Al cultivada en estos medios y en SDthr. Las medidas
mostraron un grado de induccién de pCHAI en R2-C1 alrededor de 10
veces superior al de la misma cepa cultivada en SD+ile, y similar al
encontrado en 8723c-Al cultivada en SDthr (resultados no mostrados).
Con el fin de determinar si la supresién de ilvl observada en R2
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necesitaba la actividad del producto de CHAI, se llevé a cabo la
interrupcion de este gen en la cepa R2:-Cl1, siguiendo el procedimiento
descrito en métodos, y se estudié el crecimiento de la cepa chal resultante
en medio SDpro. Se observé que la cepa con el alelo chal interrumpido
era Ile- en este medio, lo cual, junto con los resultados de la medida de la
activacién del promotor de CHAI, parece demostrar que la supresién de
ilvl en la cepa R2 se produce a través de la induccién de CHAI.

La cepa R3 se cruzé con el mutante Sil 35, un supresor de ilvl/
portador de un alelo de CHA4 que determina la expresién constitutiva de
CHAI (Pedersen et al., 1996). El andlisis de 10 tétradas procedentes de la
seporulacién del diploide correspondiente mostré unicamente la
segregacion 4llet:0lIle-, lo cual indica que las cepas R3 también porta un
alelo mutante de CHA4.

Caracterizacion fisiologica de la cepa R7

Mediante HPLC (ver Métodos) se determiné la cantidad de
aminoécidos acumulada y excretada al medio de cultivo por la cepa R7 y
por su parental 8723c. Con el fin de que los resultados fueran
comparables, las dos cepas se cultivaron en medio SD+ile.
Adicionalmente, se midi6 la cantidad de aminoédcidos acumulados por la
cepa R7 cultivada en medio minimo SD.

Los resultados (Tabla 3.1.) muestran que la estirpe R7 acumula
alrededor de 16 veces mds treonina y unas 10 veces mds homoserina que
la cepa parental y excreta ambos aminoacidos al medio de cultivo. No se
encontré diferencia entre ambas cepas en la concentracién de serina, el
principal inductor de la expresion de CHAI.

La concentracién de aspartato en la cepa R7 es més baja que en
8723c, lo cual podria indicar que una cierta cantidad de este aminoacido
esta siendo utilizada en la sintesis de treonina. Se observa asi mismo un
cierto incremento en la concentracién de isoleucina. La concentracion de
otro amino4cido, la glicina, también es algo mds elevada la cepa
superproductora de treonina; este incremento podria ser el resultado de la
sintesis de glicina a partir de treonina que segun Murata ez al. (1986) tiene
lugar en S. cerevisiae..

La cepa R7 result6 ser resistente a hidroxinorvalina, caracteristica
comin de las cepas superproductoras de treonina. La hipétesis mas
aceptada para el mecanismo téxico de la hidroxinorvalina propone que
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Tabla 3.1: Concentration intracelular y extracelular (entre
corchetes [ ]) de distintos aminodcidos en las cepas 8723c y R7 cultivadas
en distintos medios. Los valores representados son la media de dos
medidas independientes; la desviacién tipica fue siempre inferior al 10%,

salvo en a, donde fue 14%:; nd: no detectado; ne: no estimado.

Cepa Medio Aminodcidos
(nmoles/mg peso seco)

Thr Hom Ser Asp Ile

8723¢ SD+Ile 14.2 4,2 10.7 14.6 6.4
[nd] [nd] [nd] [nd] [ne]

R7  SD+lle 2297 352 97a 4.8 10.2
[134,6] [302] [nd] [nd] [ne]

R7 SD 2544 449 8.2 5.1 11.6
[145,2] [43,3] [nd] [nd] [nd]

Gly

16.5
[nd]

29.8
[nd]
23.4
[nd]




este se produce a través de la inhibicion de la aspartoquinasa, a causa de
su semejanza estructural con el aminoacido; a consecuencia de ello, la
sintesis de treonina y metionina se reduce hasta resultar limitante para la
cepa en cuestién. En todos los casos analizados hasta ahora, la
superproduccién de treonina estd asociada a la presencia de una
aspartoquinasa insensible a inhibicién por treonina; la resistencia a
hidroxinorvalina se daria por falta de respuesta al anédlogo toxico, que
también también se daria para la treonina. Como consecuencia, el flujo
metabolico quedaria desregulado y se acumularia treonina. '

Anadlisis de la actividad aspartoquinasa de la cepa R7

La resistencia a hidroxinorvalina de R7 sugeria que esta cepa portaba
una aspartoquinasa insensible a retroinhibicién por treonina. Para
comprobar esta hipétesis, se llevd a cabo la purificacién parcial de la
aspartoquinasa de R7 y el ensayo de su actividad en presencia de distintas
concentraciones de treonina, segin los procedimientos descritos en
Métodos. El grado de inhibicién por treonina de la aspartoquinasa de R7
se compard con el de la enzima de la cepa parental 8723c, purificada y
ensayada de idéntica forma. La Figura 3.1 muestra los resultados
obtenidos. Mientras que la aspartoquinasa de 8723c es claramente sensible
a treonina, con un grado de inhibicién similar al descrito con anterioridad
para esta enzima (de Robichon-Szulmajster y Corrivaux, 1963, 1964,
Stadman et al., 1961; Ramos et al., 1991), la aspartoquinasa de la cepa R7
resulté ser resistente a inhibicién por treonina. La actividad especifica
obtenida en los extractos de ambas cepas result ser aproximadamente la
misma.

Anadlisis genético de la cepa R7

En primer lugar se analizé la segregacion de la superproduccion de
treonina en un cruzamiento entre R7 y la cepa silvestre X1278b ; se eligio
esta cepa por tener el mismo fondo genético de la parental 8723¢c y ;sexd
opuesto (Ramos y Wiame, 1982). La superproduccién de treonina en las
esporas resultantes de este cruzamiento se detecté por resistencia a
hidroxinorvalina. El diploide R7/X1278b resulté ser resistente a
hidroxinorvalina, lo que indica el caracter dominante de la mutacion. Las
22 tétradas descendientes de este diploide exhibieron una segregacion 2:2
para el fenotipo de resistencia/sensibilidad a hidroxinorvalina, lo cual
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Figura 3.1. Inhibicién de las aspartoquinasas de 8723c y R7 en
presencia de distintas concentraciones de treonina. La actividad
aspartoquinasa se expresa como porcentaje de la observada en cada
cepa en ausencia del aminodcido. Cada valor representa la media de
los resultados obtenidos en al menos dos ensayos; la desviacion tipica
fue en todos los casos inferior al 20%.



indica que la superproduccién de treonina en la cepa R7 es un caracter
monogénico.

El anilisis de la aspartoquinasa de R7 habia revelado la insensibilidad
de la misma a inhibicién por treonina. Se investigd, por tanto, el
ligamiento de la mutacion de R7 al locus HOM3. Para ello, R7 se cruzé
con la cepa hom3 XMAS52-1C y se analizaron 27 tétradas provenientes de
este cruzamiento. En todas ellas se observé una segregacién 2Homt:
2Hom-. Ademas, todas las esporas Hom* resultaron ser resistentes a
hidroxinorvalina. Este resultado apoya la hip6tesis que la cepa R7 posee
un alelo mutante del gen HOM3, al que se denominé HOM3-7R.

Adicionalmente, se llevé a cabo un cruzamiento entre R7 y la cepa
hom3 ilvl XMAS54-16C. Los genes ILVI y HOM3 estan localizados en el
cromosoma V, a una distancia estimada entre 19.0 y 33.5 cM (Mortimer y
Schild, 1980).

El analisis de 26 tétradas procedentes de este cruzamiento mostro un
unico tipo de segregacion, 2 Ilet Hom: 2 Ile- Hom-, lo que confirma que
el gen implicado en la supresién de la mutacién ilvl en R7 esta ligado a
HOMS3. Dado que el diploide es homocigético ilvi/ilvl, el carécter Ilet se
debe a la presencia de un alelo de superproduccidn.

Clonacion y secuenciacion del alelo HOM3-R7

La clonacién del alelo HOM3 presente en R7 se 1levé a cabo por el
procedimiento del rescate alélico descrito en Métodos.

De un total de 6 plasmidos analizados se encontraron cuyo patréon de
restriccién con HindIII coincidia con el del pldsmido pMAC32wt,
portador del alelo HOM?3 silvestre. Uno de estos pldsmidos fué
denominado pMAC7R.

Con el fin de confirmar que pMAC7R contenia un alelo de HOM3 y
que éste era funcional se transformé con €l la cepa Hom3- XMP10-1B. La
presencia del plismido pMAC7R en XMP10-1B complementaba la
mutacion hom3 de ésta y le conferia resistencia a AHV, lo cual
confirmaba que se habia clonado el alelo de HOM3 presente en la cepa
R7.

La secuenciacién del alelo HOM3-7R se llevé a siguiendo el
procedimiento manual descrito en Métodos, utilizando los cebadores
denominados OLIGO I a OLIGO VII (ver Figura 2.6) El anilisis de la
secuencia de este alelo reveld la presencia de varios cambios con respecto
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a la secuencia del gen HOM3 silvestre publicada (Rafalski y Falco, 1988).
Las posiciones de estos cambios se muestran en la Tabla 3.11.

De los 5 cambios encontrados en HOM3-7R, tres darian lugar a lugar
a codones sinénimos que no alterarian la estructura primaria de la
aspartoquinasa. Los dos cambios restantes producirian sustituciones de
tipo conservativo en la secuencia de la proteina.

Con el fin de determinar si los cambios no silenciosos estaban ya
presentes en el alelo HOM3 de la cepa 8723c de la que procede R7, se
cloné aquel y se analizé su secuencia. Para ello, se siguié el mismo
método de rescate alélico que fué empleado en la clonaciéon de HOM3-7R,
obteniéndose 12 pldsmidos, de los cuales 3 presentaban un patrén de
restriccion con HindIll que coincidia con el del pldsmido pMAC32wt.
Uno de estos plasmidos fué¢ denominado pMAC87wt y el nuevo alelo de
HOM3 se denominé HOM3-87. Mediante el procedimiento de
secuenciacion automdtica descrito en el apartado 8.2 de Métodos, y
utilizando los cebadores MG1 y OLIGO IV (ver Figura 2.6), se
secuenciaron las regiones donde se localizan las mutaciénes no silenciosas
en HOM3-7R.

El andlisis de la secuencia de HOM3-87 con el cebador MG1 reveld
la presencia, en la posicién 466, de la misma mutacién observada
HOM3-7R. La secuenciacién con el cebador OLIGO IV permitio
comprobar la ausencia de la mutacién encontrada en la posicion 1210 de
HOM3-7R. Este cambio afectaria a un resto de glutamico conservado en
la secuencia de las aspartoquinasas (ver Figura n en Discusién).

La presencia de los cambios silencios descritos podria reflejar la
distancia que, en sentido genético, parece separar a la éepa 21278b,
isogénica de 8723c, y S288C, a partir de la cual se obtuvo el alelo de
HOMS3 cuya secuencia se ha publicado

Papel de CHAI en el fenotipo Ilet de la cepa R7

Una vez probado que R7 es, efectivamente, superproductora de
treonina y las bases moleculares de este fenotipo, se traté de probar la
segunda premisa de la hipétesis de la que se partié para seleccionar los
mutantes. Concretamente, se tratd de probar el papel del gen CHA! en la
supresion de ilvl observada en la cepa R7. Para ello se midié por una
parte el nivel de induccién del promotor de CHAI en esta cepa, y por
otro, se investigo el efecto de la interrupcién de este gén; En ambos casos,
era necesario disponer de versiones ura3 tanto de R7 como de la cepa
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Tabla 3.11.

Mutaciones encontradas en la secuencia nucleotidica del

alelo HOM3-R7 respecto de la secuencia de HOM3 silvestre publicada.

Posicién en la Mutacién Cambio en la secuencia
secuencia de ADN de aminodacidos
466 GAQ—)GAA ASp34—>Glll
1210 GAA———>GA_T_ GIU282—>ASp
1324 ATT—ATC —
1513 TTT—TTC —
1947 TAA—TGA —




parental 8723c; estas cepas, denominadas respectivamente R7.C1 y
8723c.Al se obtuvieron a partir de las primeras por seleccién en medio
con acido 5-fluoro-orético (5-FOA), segin se describe en Métodos. - : -

Induccion de la expresion de CHAI en R7

Se midid, segiin el procedimiento descrito en Métodos, utilizando el
plasmido pTK120, que porta una fusién traduccional entre el promotor de
CHAI y el gen lacZ de E. coli (Bornzs et al., 1993) Con €l se
transformaron las cepas R7.C1 y 8723c.Al, y se midi6 la actividad
B-galactosidasa en los transformantes cultivados en SD+ile y SDser+ile vy,
adicionalmente, de la cepa R7.C1 transformada y cultivada en medio SD.

Como se muestra en la Figura 3.2, no se encontraron diferencias en
la actividad (-galactosidasa de la cepa R7.C1 si se cultivaba en SD o en
SD+ile. Sin embargo, en medio SD+ile la cepa R7.C1 mostré un nivel de
actividad del pCHAI alrededor de 20 veces mas elevado que el de la cepa
parental 8723c.Al. Esta induccién es similar a la que se encuentra cuando
se cultiva una cepa en medio con treonina como fuente de nitrégeno
respecto del observado en medio con amonio en el que se considera que la
actividad es la basal (Bornas et al., 1993).

En medio con serina como fuente de nitrégeno (SDSer+ile); el nivel
de induccién detectado es similar en ambas cepas y se aproxima al
descrito con anterioridad para las mismas condiciones de cultivo,
consideradas de inducciéon maxima (Bomnas et al., 1993).

Interrupcion de CHAI en la cepa R7

Se llevé a cabo segin se describe en Métodos. |

En primer lugar se comprobé que la cepa R7.Cl.chal es auxotrofa
para isoleucina, lo que indica que la supresién de ilvl en la cepa R7
depende de la actividad de CHAI inducida muy probablemente por la
acumulacion enddégena de treonina que se da en la cepa.

También se investigd el papel de CHAI en la resistencia a
hidroxinorvalina de la cepa R7. Para ello, se comparé el crecimiento de
las cepas R7.C1 y R7.Cl.chal en medio SDpro+10 mM AHV.

Los resultados muestran que la interrupcién de CHAI en la cepa
R7.Cl.chal reducia parcialmente la resistencia de esta cepa a AHV. Este
hecho indica que el grado de resistencia al andlogo téxico en la cepa
superproductora depende, no sélo de la presencia de una aspartoquinasa
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Figura 3.2. Induccién del promotor de CHAI de una fusién pCHAI-
lacZ en las cepas 8723c.Al y R7.Cl1 transformadas con el pldsmido
pTK120 en distintos medios de cultivo: SD, SD+ile y SDser+ile. Los
resultados son la media de al menos 2 ensayos, realizados con
transformantes independientes; en cada caso se indica la desviacién
tipica, que fue siempre menor del 35%.



insensible a inibicién por AHYV, sino también de la actividad del producto
de CHAI. En este trabajo se ha podido comprobar que cepas no
superproductoras de treonina donde CHAI se expresa de forma
constitutiva son resistentes a AHV (resultados no mostrados). De hecho se
ha descrito que la AHV constituye un buen sustrato (KM=3mM) para la
desaminasa catabdlica de serina y treonina producto de CHAI (Ramos y
Wiame, 1982), lo que implicaria que se podria dar un cierto grado de
resisitencia a AHV mediante la degradacién efectiva del andlogo y su
transformacion en un producto no téxico. De hecho la cepa R7 es capaz
de crecer en un medio con 1g/l de AHV como fuente de nitrégeno, lo que
apoya la hipotesis anteriormente expresada.

Acumulacion de treonina en cepas con diversas combinaciones
de mutaciones y alelos clonados

La base de la estrategia usada para la seleccion de la cepa
superproductora de treonina implicaba que parte de este aminoacido
estaba siendo convertido en o.-cetobutirato gracias a la actividad treonina
desaminasa del producto de CHAI, salvando asi el bloqueo metabdlico de
la sintesis de isoleucina impuesto por la mutacién ilv/. La treonina
desaminasa anabélica determinada por el gen ILVI se inhibe por
isoleucina; no asi la catabélica producto de CHAI, lo que implica que en
R7 el ritmo de degradacién de la treonina producida seria constante y
podria afectar a su acumulacién intracelular, cuyo nivel vendria
determinado por el balance neto entre la sintesis y la eliminacion de este
aminoécido. Por tanto, parecia interesante estimar la importancia de la via
catabdlica abierta por la induccién de CHAI.

Por otra parte, estd descrito (referencia) que ademds de la
aspartoquinasa, la homoserina quinasa es la otra enzima de la ruta que se
inhibe por treonina y que, por tanto, podria ejercer un papel de
regulacién del flujo metabélico a su través. No se sabe si la actividad
treonina sintasa es regulable del mismo modo. Asi pues, seria plausible
pensar que se puede mejorar la produccién de treonina si se aumenta la
dosis de estos genes y se combina con la presencia en la cepa de una
mutaciéon chal. Asi, se construyeron las siguientes cepas por
transformacién:
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8723c.Al [PYSEL-AI1]
R7.C1 [PYSEL-A1]
R7.Cl.chal [PYSEL-A1]
8723c.Al [PYSTI]
R7.C1 [PYSTI]
R7.Cl.chal [PYST1]
8723c.Al [PYST4]
R7.C1 [PYST4]
R7.Cl.chal [PYST4]

Se cultvaron las cepas arriba mencionadas en medio SD+ile y se
midi6 la cantidad de treonina y homoserina acumulada por las mismas.
Los resultados se muestran en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Concentracién intracelular y extracelular (en el medio de
cultivo) de treonina y homoserina en las cepas 8723c.Al, R7.Cl y
R7.Cl.chal transformadas con los pldsmidos multicopia PYSTI,
PYST4, y con el vector PYSEL. Las cepas se cultivaron en medio
SD+ile. Los resultados son la media de al menos dos experimentos
realizados con transformantes diferentes; se indica la desviacién tipica.



CAPITULO 2

Aislamiento de mutantes hiperregulados por treonina

El anélisis de las aspartoquinasas de los distintos organismos muestra
que existe en ellas una regién conservada, implicada tanto en la
oligomerizacién como en la modulacién de la actividad enzimatica. En
dicha zona se han localizado mutaciones que vuelven a la aspartoquinasa
insensible a retroinhibicién. Sin embargo, ain no se sabe qué residuos,
dentro de esta region, son los directamente implicados en la interaccion
con el modulador.

La regulacién alostérica implica que la unién de la molécula
inhibidora induce un cambio conformacional en la proteina que se
transmite y afecta al sitio activo. Esta capacidad de la enzima para
detectar la presencia del inhibidor y la respuesta resultante constituyen
una funcién afiadida a la puramente catalitica. Las mutaciones que
eliminan o disminuyen la inhibicién de la enzima afectan a residuos
situados en posiciones diversas, lo cual indica que existen varias formas
(probablemente muchas) de destruir la regulacién de la aspartoquinasa.
La mads dréstica consiste en la eliminacion total de la regién asociada a la
regulacion, como ya se coment6 para el caso de S. marcescens.

En principio, cabria esperar la existencia de otro tipo de mutantes
afectados en la aspartoquinasa, con un fenotipo opuesto al de los mutantes
desregulados; estos mutantes hiperregulados tendrian una aspartoquinasa
con una retroinhibicién més potente que la de la enzima silvestre. De
existir, su estudio podria indicar con més precisién la localizacion de los
residuos directamente implicados en la respuesta alostérica, ya que la
hiperregulacion serfa, en cierto sentido, una mejora de funcion.

Se decidid, por tanto, intentar el aislamiento de mutantes de
S. cerevisiae con una aspartoquinasa hiperregulada. Estos mutantes
tendrian un fenotipo predecible: serian sensibles a treonina, es decir, en
presencia de abundante treonina el flujo metabdlico a través de la ruta de
sintesis de treonina y metionina se veria drasticamente reducido,
produciéndose una auxotrofia parcial o total para este ltimo aminoécido,
que sélo podria paliarse afiadiendo homoserina o metionina al medio de
cultivo. Obviamente no se podia descartar la posibilidad de que otras
mutaciones produjeran este mismo fenotipo.
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Coincidiendo en el tiempo con esta seleccion de mutantes, pudimos
acceder a una pequefia coleccién de mutantes sensibles a treonina, aislados
por el Dr. Steen Homlberg segiin se describe mds adelante, y que fueron
amablemente cedidos para su estudio.

Aislamiento de mutantes sensibles a treonina a partir de la cepa
S288C.

La cepa silvestre S288C se sometié a mutagénesis con EMS segun se
describe en el apartado n de Metodos. La supervivencia al tratamiento se
estimé en un 36%. Se probé la capacidad de crecer en medio conteniendo
treonina de 8000 colonias supervivientes al tratamiento resultando que 4
de ellas eran incapaces de crecer en este medio. Estas cepas mutantes, a las
que se denomindé TS1, TS2, TS3 y TS4, fueron sometidas a estudios
posteriores.

De los mutantes aislados, sélamente TS1 era capaz de crecer con
treonina si se afiadia homoserina o metionina al medio, es decir, tenia un
fenotipo congruente con lo esperado para un mutante en HOM3. El hecho
de que los otros tres mutantes aislados no cumplieran esta condicion se
interpreté como indicativo de que el fenotipo de sensibilidad a treonina
podia tener otras causas. Se estimé que podria ser interesante tratar de
investigar cudles podian ser estas causas. Sin embargo, TS2 mostraba un
crecimiento muy débil en medio SD, lo que dificultaba su estudio. TS3 no
crecia en medio YPD, y era sensible a otros aminodcidos, como histidina
y arginina, lo que indicaba que el mecanismo de toxicidad por treonina en
este mutante era, probablemente, de una naturaleza mis compleja. Estos
dos mutantes no fueron objeto de estudios posteriores.

En el otro mutante, TS4, se probé el efecto de otros aminoacidos
sobre la sensibilidad a treonina, observandose que sélo la valina suprimia
el efecto inhibitorio de la treonina, por lo que se profundizé en su
estudio. Este efecto resultaba interesante porque sugeria que, o bién la
treonina, o bién un producto de su metabolismo estaba interfiriendo con
la sintesis de valina en esta cepa. De hecho, en Salmonella se ha descrito
que, en determinadas circunstancias, la acumulacién de a-cetobutirato,
producto del catabolismo de la treonina, provoca una reduccion en la
sintesis de valina, debido a la competencia del cetodcido con el
a-cetoisovalerato, precursor de la valina, por la enzima cofrespondiente.
Se consideré la posibilidad de la existencia de un mecanismo téxico
similar en la cepa TS4, provocado por una acumulacién excesiva de
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treonina procedente del medio externo, y su conversién en o-cetobutirato
por medio de la actividad del producto del gen CHAI. Un exceso de
acumulacié de treonina podria ser el resultado de un aumento en la tasa de
entrada en la célula. El principal transportador de treonina es la permeasa
general de aminodcidos (gap), si bién de forma minoritaria también entra
por otra/s permeasa/s (Martin-Rendén et al, manuscrito en preparacion).
Con el fin de probar si, efectivamente TS4 estaba afectado en la actividad
de la gap, se probé la sensibilidad de TS4 a D-histidina, un aminoéacido
téxico que utiliza dicha permeasa para entrar en la célula. Como control
se utilizé la cepa X2180.1A isogénica de S288C. El crecimiento de la cepa
TS4 se inhibié completamente en medio SD suplementado con 0.1 M de
D-histidina, mientras que el de la cepa X2180.1A apenas se vi6 afectado.
Este resultado era consistente con la hipétesis de partida, pero, para
confirmarla, se midi6é directamente el transporte de treonina en las cepas
TS4 y S288C. Para ello se cultivaron ambas cepas en medio SD y se
sometieron a experimentos en los que se determiné la velocidad de
entrada de treonina radiactiva en la célula.

- Los resultados (Figura 5.1a), muestran que, efectivamente, la cepa
mutante transporta el aminodcido a una velocidad sensiblemente superior
que la cepa parental. Con el fin de averiguar si este incremento en la
velocidad de transporte afectaba a la permeasa general de aminodacidos, se
midid, en ambas cepas, el transporte de citrulina, un aminoécido que s6lo
utiliza ésta permeasa para entrar en la célula. Como muestra la Figura
5.1b, el transporte de citrulina también es superior en la cepa mutante, 1o
cual indica que la cepa TS4 es mutante en la permeasa general de
aminodcidos. Un experimento similar revelé que la cepa TS1 no estd
afectada en el transporte de treonina (resultados no mostrados).

Andlisis genético de la sensibilidad a treonina en la cepa
TS4

Con el fin de analizar el modo de herencia de la sensibilidad a
treonina, el mutante TS4 se cruzé con la cepa X2180.1A, y se analizé la
sensibilidad a treonina, tanto del diploide resultante, como de los
productos meidticos de 10 tétradas derivadas del mismo. El diploide
TS4/X2180.1A resulté ser resistente a treonina, 1o que parecia indicar que
la sensibilidad a treonina era un caracter recesivo .En siete de las tétradas
se observé una segregacion 2:2 en el fenotipo sensibilidad/resistencia a
treonina; en las tres tétradas restantes aparecieron esporas con fenotipos
intermedios, no siendo claramente sensibles ni resistentes. Al analizar el
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crecimiento de las tétradas en presencia de D-histidina, se observé una
segregacion 2:2 en el fenotipo de sensibilidad/resistencia frente a este
aminodcido, coincidiendo que todas las D-hisS eran ThrS . |

Los datos obtenidos sugieren que en TS4 la presencia de una
mutacién provoca un incremento en el transporte a través de la permeasa
general de aminodcidos que potencia el efecto téxico de la D-histidina, al
acelerar su entrada al interior celular. Este incremento en el transporte a
través de la gap parece estar asociado a la sensibilidad a treonina en esta
cepa.

Efecto de la interrupcion del gen CHAI sobre la sensibilidad a
treonina de la cepa TS4

Con el fin de determinar si, en esta cepa, la toxicidad la ejercia
directamente la treonina o algin producto derivado de la misma, se
investigo el efecto de interrumpir en la misma el gen CHAI, determinante
de la treonina desaminasa catabélica. Para ello, se obtuvo previamente una
cepa derivada, la TS4.A1, mutante ura3 aislado a partir de TS4 por
resistencia a 5-FOA. La cepa asi obtenida, denominada TS4.Al.chal,
resulto ser ligeramente menos sensible a treonina que la cepa original lo
que se interpreta como que el CHAlp participa sélo de forma limitada.

Andlisis genético de la sensibilidad a treonina en el mutante
Trsi

Segiin se expuso con anterioridad, el mutante TS1 tenia un fenotipo
que concidia con el esperado si la mutacién que confiere sensibilidad a
treonina estuviera en el gen HOM3, es decir, si tuviese una aspartoquinasa
hipersensible a treonina. Con el fin de determinar si éste era el caso, se
realizaron cruzamientos y se analizaron las tétradas derivadas de ellos.

En primer lugar se cruzdé TS1 con la cepa XMP-10 (hom3 )y se
analizé la sensibilidad a treonina de 9 tétradas completas. Como se
esperaba, se encontré una segregacion 2 Hom™ : 2 Hom™ en todas las
tétradas analizadas. Debido a que la presencia de L-homoserina anula el
efecto inhibitorio de la L-treonina, sélo se pudo probar la sensibilidad a
L-treonina de los productos meidticos que eran Homt.
Sorprendentemente, sélo la mitad de ellos eran sensibles a treonina lo que
significa que no hay ligamiento entre estos dos caracteres.
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Para confirmar este resultado, se realizé otro cruzamiento, esta vez
por la cepa 8723c que esilv] , marcador situado a cM del locus HOMS3.
Por conveniencia de manipulacién, el cruzamiento se realizé con un
derivado ura3 de TSI, la cepa TS1.A2 obtenido por resistencia a 5-FOA,
segun se indica en Métodos El andlisis de 10 tétradas completas revelo que
en todos los casos se di6 una segregacién 2:2 para la
sensibilidad/resistencia a treonina confirmando su caricter monogénico.
Sin embargo, no se observé ligamiento entre el mismo y el locus /LV1,
confirmando, pues, que la mutacién de sensibilidad a la treonina de TS1
no estaba en HOM3.

El hecho de que en TS1 la homoserina y la metionina contrarresten
el efecto toxico de la treonina podria deberse a que, en presencia de €ste
ultimo, el flujo de metabolitos en la primera parte de la ruta sea
insuficiente. Una vez demostrado que la mutacién no estaba ligada al locus
HOM3, se probé si los alelos silvestres HOM2 u HOM6 la
complementaban. Para ello, se transformé la cepa TS1.Al con los
plasmidos centroméricos pHOM2-7 y pMF6-1, portadores,
respectivamente, de los genes HOM2 y HOMG , y se probé la sensibilidad
a treonina de los transformantes. Como control, se transformé también
con el plasmido pMR33, portador del alelo silvestre HOM3. Los
plasmidos pHOM2-7 y pMF6-1 no paliaban la sensibilidad a treonina
pero, sorprendentemente, el pMR33 lo hacia parcialmente. Se probd si
aumentando el ndmero de copias de HOM3 la complementacion
emejoraba. Efectivamente, la introduccién en TS1.A1 del plasmido
replicativo plAK4, portador de HOM3, hacia a esta cepa resistente a
treonina. No hallamos una explicacién plausible a la incongruencia
encontrada entre este resultado y la falta de eligamiento con el locus
HOM3.
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Analisis genetico de la sensibilidad a ireonina en los
mutantes SG36, SG37, SG44, SG45, SG46 Y SG49.

Segiin se comentd con anterioridad, el Dr. Holmberg nos cedi6 para
su estudio un grupo de mutantes sensibles a treonina. Estas cepas,
denominadas SG36, SG37, SG44, SG45, SG46 y SG49, fueron aisladas
durante una bisqueda de mutantes incapaces de inducir CHAI y, por
tanto, utilizar treonina y/o serina como fuente de nitrégeno. Para ello,
tras tratamiento mutagénico de la cepa TG107, se sembraron las células
en cajas conteniendo serina y treonina como fuentes de nitrégeno. De los
mutantes aislados, los denominados SG36, SG37, SG44, SG45, SG46 y
SG49 tenian las siguientes caracteristicas:

(1) Capacidad de utilizar serina como fuente de nitrogeno.

(2) Incapacidad de crecer en medio conteniendo treonina, tanto si
ésta era la unica fuente de nitrégeno como si, ademds, contenia amonio en
cantidad suficiente como para ser utilizado como fuente de nitrégeno.

(3) Capacidad de crecer con treonina si ademas se afiadia al medio de
cultivo homoserina o metionina (Fig. 4.1).

Este seria el fenotipo esperado si tuvieran la aspartoquinasa
hipersensible a retroinhibicién por treonina y, por consiguiente, fueron
sometidos a los anélisis que a continuacién se exponen. -

Con el fin de investigar el ligamiento a HOM3 de la sensibilidad a
treonina se cruzaron estos mutantes con la cepa XMP10-1B (Hom3-),
analizdndose la sensibilidad a treonina en los diploides correspondientes.
Los diploides resultantes de las cepas SG36, SG37, SG44 resultaron ser
resistentes a treonina, lo cual indicaba que no estaba afectados en HOM3,
por lo que no fueron objeto de estudios posteriores. El crecimiento de los
diploides procedentes de SG45, SG46 y SG49 se inhibia en presencia de
treonina; se procedié al andlisis de las tétradas procedentes de la
esporulacién de los mismos. Como control, se analizaron tétradas
procedentes del cruzamiento entre la cepa parental de los mutantes
sensibles a treonina, TG107, y la estirpe XMP10-1B. |

Como se esperaba, se encontré una segregacién 2 Homt :2 Hom~ en
todas las tétradas analizadas; debido a que la presencia de homoserina
anula el efecto inhibitorio de la treonina, sélo se pudo probar la
sensibilidad a treonina en los productos meiéticos Hom™*. En todas las
tétradas procedentes de los diploides SG45/XMP10-1B (9 en total) y
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SG49/XMP10-1B (12 en total), los dos productos Hom™ resultaron ser
sensibles a treonina, lo cual indicaba que existia ligamiento entre el
determinante de la sensibilidad a treonina y el locus HOM3. En el caso de
SG46/XMP10-1B, se obtuvo una tétrada (de un total de 18) en la cual uno
de los productos Hom™ result6 ser resistente a treonina; en el resto de las
tétradas se obtuvo la misma segregacién fenotipica que en los dos
cruzamientos anteriores. Como era de esperar, todas las esporas Hom*
del cruzamiento control TG107/XMP10-1B eran resistentes a treonina.

Efectos de la treonina y la metionina sobre el crecimiento
en medio liquido de las cepas SG45, SG46 y SG49

Con el fin de determinar si la inhibicién del crecimiento por treonina
era un fenémeno irreversible, se realizaron experimentos con cultivos en
medio liquido, a los que se afiadia treonina durante la fase exponencial de
crecimiento, a una concentracion final de 1g/l. Transcurrido un tiempo,
durante el cual se incubaron en las mismas condiciones los cultivos cony
sin treonina, se afiadia metionina a los cultivos que contenian treonina.
Los resultados de estos experimentos, representados en la Figura 4.2,
muestran que el efecto inhibitorio de la treonina se manifiesta de forma
practicamente inmediata, provocando el cese o la disminucién drastica del
crecimiento en los cultivos de las cepas sensibles. La adicién de metionina
permitia que los cultivos de las cepas sensibles reanudaran su crecimiento.

Andlisis bioquimico de los mutantes SG45, SG46 y SG49

Con el fin de determinar si estaba afectada la aspartoquinasa, se
abord¢ su purificacion parcial y posterior andlisis bioquimico en las tres
estirpes mutantes, asi como en la estirpe parental, siguiendo el
procedimiento descrito en Metodos.

Los resultados de los ensayos anteriores, representados en la
Tabla 4.I1, muestran que los extractos procedentes de las cepas mutantes
tenfan una reducida actividad especifica en comparacién con la observada
en la cepa parental. Asi, la sensibilidad a treonina de estas cepas podria
estar determinada por:

(1) una AK que fuera hipersensible a la retroinhibicién
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Tabla 4.11. Actividad aspartokinasa en los extractos parcialmente
purificados obtenidos a partir de las estirpes TG107, SG45, SG46 y SG49.
Cada medida de actividad se realizé al menos dos veces, y se calcul6 la
media de los valores obtenidos.

Cepa Actividad especifica
(mU . mg'1 proteina)

TG107 804
SG45 147
SG46 5

SG49 16
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Figura 4.2. Crecimiento de las estirpes TG107, SG45, SG46 y
SG49 en medio SD suplementado con L-isoleucina y L-triptéfano
(—#—), y en el mismo medio més L-treonina (—{1—). A tiempo t= 4
horas se afiadi6 L-metionina a una parte del cultivo que contenia L-
treonina, y se siguié el crecimiento de este nuevo cultivo (—A—).



(2) una AK que fuera igual de sensible a treonina que la silvestre
pero que debido a baja actividad enzimdtica, fuera insuficiente en
presencia de treonina.

(3) ambas cosas

Con el fin de discernir entre estas posibilidades se determiné el
grado de inhibicién por treonina de las AK de las cepas mutantes.

La baja actividad especifica que exhibian los extractos procedentes de
las cepas SG46 y SG49 no permitia siquiera la realizacién de ensayos de
inhibicién fiables, al menos en estas circunstancias (ver mas adelante);
estos ensayos se llevaron a cabo sélo con los extractos de la cepa SG45 y
de la estirpe parental TG107. Los resultados (Figura 4.3) muestran que,
efectivamente, la AK de la cepa SG45 es mas sensible a inhibicién pof
treonina que la parental.

Clonacion de los alelos hom3 presentes en las cepas SG45,
SG46 Y SG49.

Tanto el andlisis de tétradas como los ensayos de actividad AK
realizados con los mutantes indicaba que el fenotipo de sensibilidad estaba
asociado a la presencia de alelos hom3 mutantes en estas cepas. Con el fin
de confirmar estos resultados y de determinar el tipo de mutacion, se
abordd la clonacién de los alelos hom3 de las cepas mutantes, siguiendo la
estrategia de rescate alélico descrita en Métodos. Como paso previo, se
obtuvieron versiones ura3 de las cepas sensibles, para poder utilizar el
gen URA3 del plasmido centromérico pMAC33Ah como marcador
seleccionable en la transformacién. La seleccién de mutantes ura3 se
realizé6 en medio con 5-FOA segin se describe en el apartado n de
Métodos. A partir de las cepas SG45 y SG46 se obtuvieron dos cepas
ura3, denominadas respectivamente SG45-C5 y SG46-C10. Sin embargo,
las cepas ura3 obtenidas a partir de SG49 recertian al fenotipo Urat con
una frecuencia muy alta, asi que se obt6 por usar la cepa XMAS57-1A (ver
Tabla 1.I), un descendiente meidtico Homt Ura- ThrS procedente del
cruzamiento SG49/XMP10-1B.

A partir de las cepas SG45-C5, SG46-C10 y XMAS57-1A y mediante
el procedimiento del rescate alélico descrito en el apartado n de Métodos,
se obtuvieron los pldsmidos pMAC45S, pMAC46S y pMAC49S,
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respectivamente. Sometidos a digestion con HindIIl y a electroforesis,
estos pldsmidos mostraban un patrén de restriccién que coincidia con el
del pldsmido pMAC32wt, portador del alelo HOM3 silvestre. Los alelos
hom3 portados por estos pldsmidos fueron denominados hom3- 455
hom3-46S y hom3-49S, respectivamente.

Expresion de los alelos hom3-S clonados en un fondo genetico
hom3

Se pretendia averiguar si la presencia de los alelos mutantes hom3-S
conferia sensibilidad a treonina a una cepa hom3. La cepa hom3 utilizada
fué la HT1, que porta el alelo interrumpido hom3::TRPI. La razon de
utilizar esta cepa era la siguiente: Las aspartoquinasa de otros organismos
son agrupaciones oligoméricas, pero en S. cerevisiae no se ha demostrado
su caracter mono- u oligomérico. Si la aspartoquinasa de S. cerevisiae
fuera un oligémero, cabria la posibilidad de que el alelo hom3 de la cepa
receptora de la transformacion produzca un pétido que, ain desprovisto
de actividad catalitica, pueda interferir con la expresién de los alelos
mutantes mediante la formacién de dimeros hibridos con los péptidos
producidos a partir de los alelos hom3-S. Asi pues, ‘se considerd
conveniente utilizar un alelo hom3 lo mas delecionado posible.

La cepa HT1 fué transformada con los pldsmidos pMAC45S,
pMAC46S y pMAC49S, asi como con el plasmido pMAC32wt, portador
del alelo HOM3 silvestre. Una vez obtenidos los transformantes, por
seleccion en medio SD+Trp+Ile+Thr+Met se probé el crecimiento de los
mismos en medios SD+Trp+lle y SD+Trp+lle con treonina (1g/l). En el
primero de ellos crecieron todos los transformantes, lo que demuestra que
todos los plasmidos contenian alelos funcionales de HOM3. Sin embargo,
s6lo el transformante que llevaba el pldsmido pMAC32wt (HOM3) era
capaz de crecer en este medio con 1g/l, lo que implica que los alelos
hom3-S confieren el caracter ThrS a la cepa HT1.

Efecto del incremento en la dosis génica de los alelos
hom3-S sobre la sensibilidad a treonina.

Segiin estudios anteriores (Martin-Rendoén et al., 1993), la presencia
del alelo silvestre HOM3 en alto nimero de copias en S. cerevisiae
incrementa de forma considerable los niveles celulares de actividad
aspartoquinasa. Considerando que la baja actividad aspartoquinasa

71



detectada en los extractos procedentes de las cepas SG45, SG46 y SG49
podria ser responsable del fenotipo de sensibilidad a treonina que
presentan dichas cepas se estudi6 el efecto de aumentar la dosis génica de
cada uno de estos alelos sobre el fenotipo de sensibilidad.

Para ello, y segin se describe en el apartado n de Métodos, se
contruyeron los pldsmidos pMAE45, pMAE46 and pMAE49 a partir de
los plasmidos centroméricos pMAC45S, pMAC46S y pMAC49S. Con
estos plasmidos se transform¢ la cepa HT1, y se analiz6 el crecimiento de
los transformantes en diferentes medios de cultivo, en presencia y
ausencia de treonina. Los resultados se muestran en la Figura 4. Como
puede observarse, los transformantes con los plidsmidos pMAEP45 y
pPMAEP46 se comportan como el que contiene el plasmido pMAC32wi, es
decir, no muestran sensibilidad a treonina. El transformante obtenido a
partir de pMAE49 es parcialmente resistente a treonina.

Caracterizacion de la actividad aspartoquinasa en cepas con
alto niimero de copias de los alelos hom3-S

Los resultados aqui expuestos no descartan ninguna de las hipétesis
propuestas con anterioridad acerca de la causa de la sensibilidad a
treonina en los mutantes SG. Por ello, se procedié a la caracterizacién de
la actividad aspartoquinasa de la cepa HT1 transformada con los alelos
hom3-S en alto niimero de copias.

Asi, se purificé la aspartoquinasa segun se describe en el apartado n
de Métodos, de las cepas HTI1[pMAE45], HTI1[pMAE46] y
HT1[pMAE49], y se realizaron ensayos enzimaticos con los siguientes
fines: V

(1) Determinar la actividad aspartoquinasa.

(2) Determinar las afinidades de estas enzimas mutantes por sus
sustratos, aspartato y ATP, expresadas como sus respectivas Km
pOTr estos sustratos.

(3) Determinacién de la inhibicién por L-treonina de las
aspartoquinasas mutantes

A partir de los transformantes, y segin los procedimientos descritos
en Métodos, se obtuvieron y ensayaron extractos parcialmente
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purificados, con los resultados que se muestran en la Tabla IV. Como era
de esperar, la actividad especifica aspartokinasa es sensiblemente mas
elevada en los transformantes que portan los alelos hom3-S en alto
nimero de copias, cuando se compara con la de los extractos procedentes
de las cepas sensibles originales.

Para el célculo de la Km para L-aspartato se realizaban series de
ensayos de actividad en los cuales se mantenia una concentracion constante
de ATP, fijada en 10 mM, y se determinaba la velocidad inicial en
presencia de distintas concentraciones de L-aspartato. Como control, se
realizaron los mismos experimentos con extracto procedente de la cepa
parental de los mutantes TG107. Con los datos obtenidos se realizaban
representaciénes de dobles inversos, segin la transformacién de
Lineweaver-Burk (Figuras 5a y 5b). Para el célculo de la Ky para ATP
se realizaron experimentos similares a los anteriores, pero manteniendo a
10 mM la concentraciéon de L-aspartato y se variando la concentracién de
ATP (Figuras 6a y 6b). A partir de las representaciones de dobles
inversos se obtuvieron los valores aproximados de Ky que se muestran en
la Tabla V.

La elevada actividad especifica observada en los extractos obtenidos a
partir de los transformantes permitia la realizacién de ensayos de
inhibicién por L-treonina de las aspartokinasas AK-46 y AK-49, asi como
la repeticion de estos mismos ensayos con la aspartokinasa AK-45. Para
ello, se realizaron ensayos de inhibicién segin se describe en el apartado n
de Métodos.

La Figura 4.7 muestra los resultados obtenidos

Como puede observarse, la curva de inhibicién correspondiente a
AK-45 diferia sensiblemente a la obtenida con anterioridad (Figura 4.3);
los nuevos datos parecen indicar que el grado de inhibicién por
L-treonina es aproximadamente el mismo para las enzimas AK-45 y
AK-49, cuando se comparan con la silvestre AK-107. No se ha
encontrado una explicacién satisfactoria a la discrepancia observada entre
las dos series de datos relativos a la inhibicién de la aspartoquinasa AK-
45.

En cambio, la aspartoquinasa AK-46 era mds sensible a inhibicién
que la enzima silvestre. En presencia de 2mM treonina, la actividad de
AK-46 se inhibia en mds de un 97%, alrededor de 30 veces mas que la
enzima silvestre, que lo hacia sélo en un 30%, aproximadamente, a la
misma concentraciéon de treonina.
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Tabla 4.V. Valores aparentes de KM para L-aspartato y para ATP
calculados a partir de las representaciones de dobles inversos

Aspartoquinasa Kwm L-aspartato (mM) Ky ATP (mM)

AK-107 4.06 4.18
AK-45 13.97 12.58
AK-46 5.55 9.90

AK-49 25.80 58.81
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Figura 4.7. Inhibicién de las aspartokinasas AK-107, AK-45, AK-
46 y AK-49 en presencia de distintas concentraciones de L-treonina. Para
cada valor de concentracién de L-treonina, la actividad aspartokinasa
resultante se expresa como porcentaje de la observada en ausencia del
aminodcido. La curva correspondiente a la enzima silvestre AK-107 es la
misma que se muestra en la Figura 4.3.



Determinacion de la secuencia de ADN de los alelos hom3-S

Con el fin de determinar el tipo de mutacién de los alelos hom3-S se
secuenciaron éstos mediante procedimiento manual descrito en el apartado
8.1 de Métodos. 7

En la Tabla 4.VI se detallan las mutaciones halladas dentro de la
region codificante para HOM3 y los cambios que éstas producirian en la
cadena peptidica. En la Figura 4.8 se muestra un esquema de la situacion
de los cambios dentro de la secuencia de la aspartoquinasa de
S. cerevisiae. Al comparar la secuencia de la enzima en la levadura con
las de otros organismos, se pone de manifiesto que los cambios predichos
para AK-S45 y AK-549 se localizan dentro de una regién muy conservada
en todas las aspartoquinasas, mientras que el cambio en AK-$46 se sitda
en otra region muy distante de la primera.

Mutagénesis de la region KFGG de la aspartoquinasa

La proximidad de las mutaciones halladas en las secuencias de los
alelos hom3-45S y hom3-49S al motivo KFGG indicaba que esta region,
altamente conservada, podria estar relacionada con el sitio activo de la
aspartokinasa, aunque tambien podria jugar algin papel en la modulacion
de la actividad, como asi lo indicaba la aparente hipersensibilidad de la
aspartokinasa AK-45 a inhibicién por treonina. Con el fin de contrastar
estas hipotesis, se llevaron a cabo dos experimentos de mutagénesis
dirigida.

El primero de ellos estaba encaminado a eliminar el motivo KFGG
de la aspartoquinasa; si la inhibicién por treonina de la actividad depende
de esta region, su eliminacién podria resultar en una aspartoquinasa
resistente a retroinhibicién, o alternativamente, una aspartoquinasa
inactiva.

El segundo experimento era la mutagénesis al azar de una regién de
64 pares de bases de la secuencia de HOM3, centrada en los cuatro
codones correspondientes al motivo KFGG de la aspartoquinasa. El
propésito de este experimento era el de obtener una serie de alelos
mutantes, a partir de la cual se podrian seleccionar para posteriores
estudios aquellos alelos cuya presencia en la levadura confiriese a la
misma un fenotipo interesante. Si la regién mutagenizada estaba implicada
en la regulacion de la actividad enzimatica cabria esperar tres fenotipos
mutantes diferentes en la cepa HT1 transformada con los distintos alelos:
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Tabla 4.VI.

Mutaciones encontradas en las secuencias nucleotidicas

de los alelos HOM3-545, HOM3-546y HOM3-549.

Alelo Posicién en la Mutacién Cambio en la secuencia
secuencia de ADN de aminoécidos
HOM3-45 441 A—>T Lisys —> lle
HOM3-46 1580 G—A Alagoe —> Thr
HOM3-49 438 G—A Glyzs —> Asp
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Figura 4.8. Regién de las aspartoquinasas correspondiente al motivo
KFGG. Se indican los cambios deducidos para las aspartoquinasas de
los mutantes SG45 y SG49.



At 395
Dc 405
Zml 404
Zmll 401
Hi 308
Sm 308
Ecl 308
Ecll 310
Eclll 301
Bstll 254
Bspll 254
Bsl 264
Bsll 254
Cg 257
Cf 257
Ms 257
Tf 253
Sc 355
At 439
Dc 449
Zml 448
Zmil 445
Hi 352
Sm 352
Ecl 352
Ecll 354
Eclll 344
Bstll 296
Bspll 296
Bsl 304
Bsll 296
Cg 299
Cf 299
Ms 299
Tt 295
Sc 397
SG46 7
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Figura4.9. Regién de las aspartoquinasas presuntamente implicada en la
regulacion de la actividad. Se indica el cambio deducido para la aspartoquinasa del
mutante SG46. Los residuos encerrados en un circulo se encuentran en posiciones
donde se han encontrado cambios que desregulan las aspartoquinasas de S.
marcescens (G330->D; S352->F), C. glutamicum (S301->Y) y S. cerevisiae (Gas2->D).



-sensibilidad a treonina, causada por la presencia de un alelo ~iom3
que codifica para una aspartoquinasa hipersensible a inhibicién por
treonina.

-superproduccién de treonina, ocasionada por la presencia de una
aspartoquinasa insensible a retroinhibicién por treonina.

-auxotrofia de treonina y metionina, debida a un alelo nulo o
codificante de una aspartoquinasa no funcional.

(a) Delecion por PCR de la region KFGG

En este procedimiento mutagénico, descrito en Métodos, la secuencia
silvestre de HOM3 servia como molde para la amplificacion in vitro, por
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de un fragmento de ADN que
contenia la delecion, y que mds tarde reemplazaria al fragmento original
en HOMS3. o

Para ello, utilizando la secuencia de nucledtidos del gen HOM 3
publicada por Rafalski y Falco (1988), se diseii6 el oligonucledtido DELI,
cuya secuencia presentaba, con respecto a la secuencia silvestre, una
delecion de 12 bases, correspondientes a los 4 tripletes determinantes de la
secuencia de aminodcidos KFGG en la aspartoquinasa. Este
oligonucleétido y el denominado OLIGO 1 (ver Figura 2.6) se utilizaban
como cebadores, en una primera reaccién de amplificacién en la cual,
tomando como molde la secuencia de HOM3, se amplificaba un fragmento
de 264 pares de bases que contenia la delecion.

A continuacién, el producto de esta reaccidn, junto con el cebador
HOM pri A (ver Figura 2.6), se usaba en una segunda reaccién, en la que
se generaba un fragmento de 508 pares de bases. El paso siguiente era
introducir el fragniento asi generado en el alelo HOM3 silvestre. Para
ello, se cloné se sustituyé el fragmento BfrI-Clal de éste tiltimo por el
correspondiente aislado a partir del producto de PCR, previamente
clonado en el vector de bacteriano pUC19.

De esta forma se construyé el plasmido pMAC34A2, que portaba el
alelo mutante hom3-A2.

Con el fin de averiguar si el nuevo alelo hom3-A2 complementaba
una mutacién hom3, se transformé la cepa XMA54-26D (ver Tablal.I)
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con el plamido pMAC34A2. Como control, se transformé la misma cepa
con el pldsmido pMAC32wt, portador del alelo HOM3 silvestre. El
plasmido pMAC34A2 no era capaz de complementar la mutacién hom3
presente en XMAS54-26D, lo que indicaba que la proteina mutante
sintetizada a partir de hom3-A2 carecia de actividad aspartoquinasa.

(b) Mutagénesis al azar de la region KFGG

Se llevé a cabo siguiendo una estrategia similar a la empleada para la
delecién del motivo KFGG (Métodos). En este caso, para la amplificacion
por PCR se empleaba una mezcla de oligonucledtidos sintéticos obtenidos
por un procedimiento que permitia la incorporaciéon de bases mutantes
con una frecuencia controlada. La frecuencia de mutaciones dependia de
la proporcién de incorporacién de bases "erroneas" en cada paso de
elongacion durante la sintesis de los oligonucledtidos. Esta proporcién se
ajusté de forma que la mezcla de oligonucledtidos resultante fuese rica en
moléculas mutantes pero sin un excesivo nimero de moléculas con dos o
mas mutaciones. Asi, la mezcla debia contener alrededor de un 20% de
oligonucleétidos con una tinica mutacién y menos de un 3% de moléculas
con dos o més mutaciones; el resto serian iguales a la secuencia silvestre.

La mutagénesis se realizé utilizando esta mezcla de oligonucleétidos
mutados en un experimento similar al descrito anteriormente. Al final del
proceso, se obtenia una mezcla de plasmidos con alelos HOM3 mutantes y
silvestres. Empiricamente, en la mezcla de reaccion deberia haber un total
de 196 cebadores diferentes, de los cuales 195 serian mutantes. Es de
esperar que el nimero de cebadores mutantes incorporados durante el
proceso de amplificacion por PCR fuera sensiblemente inferior, debido a
que los mismos se aparearan menos eficientemente al ADN molde.
Ademads, las mutaciones cercanas al extremo 3' del cebador dificultarian
la polimerizacién durante la primera PCR, mientras que las situadas en el
extremo 5~ lo harian durante la segunda amplificacién. A consecuencia de
ello, se esperaba que el procedimiento enriqueceria la mezcla en
mutaciones la zona central de la regién de 66 pares de bases amplificada;
el paso siguiente era la introduccion de las mutaciones en HOM3, segun se
describe en Métodos. A partir del nimero de colonias obtenidas con una
alicuota de la transformacidén total se estim6 el nimero total de
trasformantes en unos 400. Se aisl6 ADN plasmidico de estos
transformantes y se utiliz6 para transformar la cepa HTI1. Los
transformantes se seleccionaron en medio SD+Ile+Thr+Met.
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Andlisis de los transformantes de levadura con los alelos
mutantes

Un total de 1337 transformantes de la cepa HT1 con la mezcla de
plasmidos mutantes fueron cultivados en el mismo medio de seleccion y
sembrados en distintos medios, con los resultados que se muestran en la
Tabla VII. De los 1337 transformantes, 1065 resultaron ser protdtrofos
para treonina y metionina; de estos ultimos, 63 eran sensibles a treonina,
no se encontr6 ninguno que fuese Ile™.

La Figura 4.10 muestra el crecimiento de algunos de los
transformantes sensibles a treonina en medios conteniendo este
aminoécido.

Andlisis de la secuencia de algunos de los alelos obtenidos por
mutagénesis

Mediante el procedimiento automadtico descrito en el apartado 8.2 de
Métodos se determiné la secuencia nucleotidica de algunos de los alelos
HOM3 que conferian a la cepa HT1 distintos grados de sensibilidad a
treonina, encontrdndose las mutaciones cuya posicién se muestra en la
Tabla 4.VIII. Las secuencias de aminodcidos deducidas para las

aspartoquinasas producidas a partir de los alelos mutantes se muestran en
la Figura 4.11.
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Figura 4.10.
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Aislamiento y caracterizacion de mutantes superproductores de
treonina por supresion fenotipica de una mutacion ilvl

En la primera parte de este trabajo se ha llevado a cabo una seleccién
de mutantes superproductores de treonina, basada en la supresion
metabdlica de una mutacién ilvl a través de la induccién de CHAI.

La supresion de la mutacién Ilvl por la induccién de CHAI ha sido
estudiada con anterioridad, encontrdndose que la expresion constitutiva de
este ultimo gen puede darse por mutaciones en el gen CHA4 que
convierten a su producto en activador constitutivo del promotor de
CHAI. Sin embargo, no se habian aislado mutantes superproductores de
serina o de treonina.

La bisqueda realizada ha permitido el aislamiento de al menos 3
tipos de mutantes.

Anadlisis de las cepas mutantes R2 y R3

Uno de ellos (R3) parece corresponder al tipo de mutantes aislados
previamente.

Otro de ellos (R2) exhibe un fenotipo totalmente nuevo, ya que en
este mutante la induccién de CHAI, y por tanto la supresion de la
mutacion ilv/ sélo se produce cuando la cepa es cultivada en una fuente de
nitrégeno pobremente asimilable, como es la prolina. Este hecho parece
indicar que la expresiéon de CHAI podria estar regulada por la fuente de
nitrégeno como lo esta la de algunos genes implicados en el catabolismo
del nitrégeno, por medio del denominado control catabdlico. Se ha
descrito que en presencia de amonio la induccién de CHAI por treonina
disminuye drasticamente, aunque no se ha podido descartar que este efecto
esté producido por una disminucién en la entrada de treonina en la célula.

El tercer tipo de mutantes, representado por R7, es el que se
pretendia aislar. *

Como experimento control, se realizé6 una bisqueda de mutantes
resistentes a hidroxinorvalina en medio SDpro con el andlogo t6xico. El
nimero de colonias obtenidas en este medio fué sensiblemente inferior.
La explicacién podria ser que en cada medio aparecen distintos tipos de
mutantes. Como veremos méas adelante, la resistencia a hidroxinorvalina
puede ser el resultado de una aspartoquinasa insensible al andlogo y
también de la actividad del producto de CHAI. Los mutantes
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superproductores pueden tener ambos mecanismos, mientras que los
mutantes en CHA4 s6lo poseen la segunda; aquellos que tengan un nivel
menor de induccién de CHAI no podran eliminar la AHV a un ritmo
suficiente como para evitar que el andlogo inhiba la aspartoquinasa, y no
podrén sintetizar treonina ni metionina, ni tampoco, por tanto, isoleucina.-

El anilisis del contenido en aminoacidos de R7 ha permitido
comprobar que esta cepa acumula treonina a una concentracidon n veces
superior a la observada en la cepa parental de la que deriva; se observa
también un incremento en la concentracién de homoserina. La
concentracion de aspartico en esta cepa es menor que en la parental, muy
probablemente debido a su papel de precursor en la sintesis de treonina.
Las concentraciones de glicina parece experimentar un ligero incremento,
que podria ser debido a la degradacién de treonina fruto de la actividad
treonina aldolasa. La concentracién de serina es aparentemente la misma
en ambas cepas

La aspartoquinasa de R7 resulté ser resistente a inhibicién por
treonina; esta parece ser una caracteristica comun a los mutantes
superproductores de este aminodcido. El andlisis genético de R7 mostrd
que la superproducién de treonina en esta cepa es un caracter monogénico
determinado por la presencia de un alelo mutante de HOM3 denominado
HOM3-7R, que es responsable, asi mismo, de la supresiéon de la mutacién
ilvl en esta cepa.

Clonacion y secuenciacion del alelo HOM3-R7

La clonacién de HOM3-7R permitié confirmar los resultados
obtenidos por medio del andlisis de tétradas, ya que una cepa hom3 ilel
transformada con el alelo mutante se vuelve Ilet y resistente a AHV.

El analisis de la secuencia de HOM3-7R muestra la presencia de 5
cambios en su ORF con respecto a la secuencia previamente publicada. De
ellos, 2 darfan lugar a cambios de tipo conservativo en la secuencia de
aminodcidos ‘de la aspartoquinasa. Uno de estos cambios, el que daria
lugar a la sustitucién Aspss—>Glu, se encuentra tambien en la secuencia
nucleotidica de HOM3-87. El otro cambio, que resultaria en la sustitucion
Gluygr—>Asp sélo se encuentra en HOM3-7R, lo cual indica que esta
mutacién es responsable de la la resistencia a retroinhibicién de la
aspartoquinasa mutante.

Como muestra la Figura n, la sustitucién Glupg,—>Asp en la
aspartoquinasa de la cepa R7 se localiza en las proximidades de una regién
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que algunos autores han relacionado con el dominio catalitico de la
enzima.

El cambio afecta a un resto de glutdmico conservado en la totalidad
de las secuencias de las aspartoquinasas publicadas, con la sola excepcion
de la aspartoquinasa I de B. subtilis, que tiene en su lugar un resto de
asparragina. Este ultimo dato podria indicar que el resto Gluzg, no
participa directamente en el centro activo de la enzima; ademads, el hecho
de que la AKI de B. subtilis sea resistente a inhibicién por treonina o
lisina sugiere que este residuo estd implicado en la modulacién de la
actividad catalitica mds que en la propia catalisis.

Papel de CHAI en la supresion de ilvl

Con la ayuda de la fusién traduccional CHAIp-lacZ se ha podido
determinar el nivel de activacién del promotor de CHAI en la cepa
R7.C1, encontrindose que éste es similar al de una cepa creciendo con
treonina como fuente de nitrégeno.

La interrupcion de CHAI en la cepa R7.C1 tiene por consecuencia la
pérdida de su fenotipo Ilet, lo cual demuestra que la supresion de ilvl en
esta cepa depende de la actividad de este gen.

Acumulacion de treonina en cepas con diversas combinaciones
de mutaciones y alelos clonados

La actividad del producto de CHAI parece tener una cierta
importancia en la acumulacién de treonina, ya que en una cepa
superproductora interrumpida en este gen, la concentracion de treonina,
tanto intracelular como en el medio de cultivo, alcanza un valor
significativamente superior al observado en la cepa con el alelo CHAI
silvestre.

Como vimos en la Introduccién, el nivel de acumulacién de un
metabolito determinado depende de la relacién entre las velocidades de
sintesis y degradacién del mismo. En una cepa superproductora de
treonina, la acumulacién del aminoéacido induce la expresion de CHAI, de
forma que la treonina desaminasa producto de este gen degrada
constantemente parte de la treonina producida. En ausencia de la treonina
desaminasa catabélica, la acumulacién de treonina alcanza un valor mas
alto, como era de esperar.
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Un hecho interesante es que la cepa superproductora chal acumula
también mas homoserina que la superproductora CHAI.

La relacién concentracién de homoserina/concentracién de treonina
es tambien més elevada en la cepa superproductora chal, lo cual podria
indicar que en esta cepa el flujo metabdlico se encuentra limitado en la
ultima parte de la ruta, la conversiéon de homoserina en treonina. Esta
conversion se da por medio de dos pasos consecutivos, catalizados por la
homoserina quinasa y la treonina sintasa, respectivamente.

La homoserina quinasa, producto del gen THRI, se inhibe por
treonina. Esta doble inhibicién podria ser responsable de la limitacién del
flujo metabélico, cuyo efecto directo seria la acumulacién de homoserina
observada en las cepas superproductoras de treonina.

La homoserina quinasa de la cepa superproductora chal podria estar
mds fuertemente inhibida debido a que la acumulacién de uno de sus
inhibidores, la treonina, es mas elevada. Como consecuencia, la
concentracién de homoserina, el otro inhibidor, también experimenta un
incremento.

La presencia en una cepa de levadura del pldsmido multicopia
PYSTI, que porta el gen THRI, que determina la homoserina quinasa,
induce un aumento de n veces en la actividad de esta enzima (Farfan et al.,
1996). Con el fin de determinar si este incremento en la actividad
homoserina quinasa provocaba algiin cambio en las concentraciones de
homoserina y de treonina en las cepas superproductoras, se analiz6 el
contenido en estos aminodcidos en las cepas superproductoras CHAI y
chal transformadas con el pldsmido PYST1. «

Mientras que en la cepa CHAI [PYST1] no se aprecié un cambio
significativo en las concentraciones de treonina y homoserina, en la cepa
chal [PYSTI1] se observé un ligero decremento en la concentracién de
homoserina. Esta disminucién en la concentracién de homoserina no viene
acompafiada, sin embargo, de un aumento en la concentracion de treonina.

Cuando se incrementa en las cepas la dosis génica de THR4,
determinante de la treonina sintasa, transformandolas con el plamido
multicopia PYST4, el resultado es similar, aunque en este caso se observa
una disminucién en la concentracién de treonina. Se ha descrito que la
treonina sintasa de E. coli puede catalizar la conversién directa de
homoserina-fosfato en o-cetobutirato. Se desconoce si la enzima de S.
cerevisiae puede catalizar la misma reaccién, aunque existe cierta
evidencia a favor de esta hipétesis; la cepa superproductora chal [PYST1]
crece en medio SD sin isoleucina (resultados no mostrados). De ser cierto
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que la treonina sintasa de S. cerevisiae es capaz de transformar, mediante
una actividad secundaria, la homoserina-fosfato en o-cetobutirato, el
incremento en la actividad treonina sintasa mediado por la alta dosis
génica de THR4 podria eliminar una parte significativa de la homoserina-
P, impidiendo por tanto su conversién en treonina.

Aislamiento y caracterizacion de mutantes sensibles a treonina
a partir de la cepa S288C.

A partir de la cepa S288C se aislaron 4 mutantes sensibles a treonina
de los cuales sélo uno, TSI, poseia un fenotipo congruente con lo
esperado para un mutante en HOM3. Los mutantes TS2 y TS3 no fueron
objeto de posteriores estudios.

La sensibilidad a treonina del mutante TS4 podria estar relacionada
con un bloqueo en la sintesis de valina. Este mutante, que muestra un
transporte de treonina n veces superior al de la cepa silvestre, parece estar
afectado en la permeasa general de aminoacidos, segin se desprende de
los experimentos de transporte de citrulina y de su hipersensibilidad a
D-histidina. El andlisis genético de TS4 indica que la sensibilidad a
treonina en esta cepa podria estar determinada por mas de una mutacion,
ya que el andlisis de tétradas realizado no mostré claramente una
segregacion 2:2 para el fenotipo de sensibilidad/resistencia al aminoacido.
Se desconoce el mecanismo por el cual la treonina inhibe el crecimiento
de esta cepa. La acumulacién de o-cetobutirato procedente de la
desaminacion de la treonina podria interferir en la sintesis de valina, tal
como se ha visto en otros organismos, aunque este no parece ser el
mecanismo téxico en TS4.A1, ya que la interrupcion de CHAI en esta
cepa no tiene un efecto significativo en la sensibilidad a treonina. Ya que
la actividad de la treonina desaminasa producto de /LVI se inhibe por
isoleucina, esta enzima no seria, en principio, responsable de de una
acumulacion excesiva de ¢i-cetobutirato.

Andlisis del mutante TS1

El mutante TS1 tenia un fenotipo que concidia con el esperado si la
mutacion que confiere sensibilidad a treonina estuviera en el gen HOM3.
Sin embargo, el andlisis genético de este mutante indica que la sensibilidad
a treonina se debe a una sola mutacién no ligada a este gen. La presencia
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en la cepa TS1.A1 de plasmidos con los genes HOM2 u HOMG6 silvestres
no impide el efecto inhibitorio de la treonina. Curiosamente, la presencia
del alelo HOM3 silvestre suprime la sensibilidad a treonina de forma
parcial o total, dependiendo de si el alelo se encuentra en un plasmido
centromérico o en uno de alto nimero de copias, respectivamente.

Analisis de los mutantes SG36, SG37, SG44, SG45, SG46 Y
SG49. i

El fenotipo de estos mutantes es similar al de TS1; la sensibilidad a
treonina es contrarrestada por homoserina o por treonina. En SG45,
SG46 y SG49, la sensibilidad a treonina viene determinada por la
presencia de alelos mutantes de HOM3. Estos alelos han sido clonados y se
ha analizado su secuencia nucleotidica.

Los alelos HOM3 mutantes de SG45, SG46 y SG49 determinan
aspartoquinasas con propiedades bioquimicas diferentes a las de la enzima
silvestre, que aparentemente causan la sensibilidad a treonina observada
en estas cepas.

La aspartoquinasas de los mutantes SG45 y SG49 tienen una afinidad
reducida por sus sustratos, ATP y aspartato. Los valores de concentracion
intracelular para el ATP y el aspartato en una cepa silvestre han sido
estimados en n mM y n mM, respectivamente, lo que indica que ambas
aspartoquinasas estan funcionando por debajo de su velocidad méxima,
aunque la actividad de ambas es suficiente, en condiciones normales, para
mantener el flujo metabélico en la ruta. En presencia de treonina, la
actividad de la aspartoquinasa se inhibiria hasta un nivel insuficiente, de
forma que en estas condiciones ambas cepas requieren metionina.

Cuando se prob6 la sensibilidad a treonina de la aspartoquinasa de
SG45, en un extracto obtenido de esta cepa, se observé en ella un grado
de inhibicién superior al de la aspartoquinasa silvestre. Sin embargo,
cuando los ensayos de inibicién se llevaron a cabo con extractos
procedentes de HT1 transformada con hom3-45S en alto nimero de
copias, los resultados mostraron un nivel de inhibicién similar al silvestre.
No se ha encotrado una explicacién para esta discrepancia en los
resultados. '

La aspartoquinasa de SG46 es unas 30 veces mds sensible a
retroinhibicién que la enzima silvestre, y ademdés parece tener una
actividad mas reducida. Como en el caso de los mutantes anteriores, la
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presencia de treonina provocaria una disminucién en el flujo metabdlico a
través de la inhibicion de la aspartoquinasa.

Cuando se incrementa la dosis génica de los alelos hom3-S la
sensibilidad a treonina desaparece (o disminuye significativamente en el
caso de hom3-49S). Como se ha observado con anterioridad, la presencia
de HOM3 en un pldsmido de alto nimero de copias determina un
incremento en la actividad aspartoquinasa; al incrementar la dosis génica
de los alelos hom3-S se podria elevar la actividad aspartoquinasa,
contrarrestando asi la inhibicién de la enzima por treonina y, por tanto,
su efecto sobre el crecimiento de las cepas.

El efecto téxico de la treonina se manifiesta de manera muy rapida
en las cepas sensibles, debido probablemente a que la metionina es
precursora en la sintesis de S-adenosil-metionina, molécula donadora de
grupos metilo que participa en muchas reacciones de metilacién. La
adiciéon de metionina a un cultivo inhibido previamente inhibido por
treonina restablece el crecimiento del cultivo.

El andlisis de las secuencias de hom3-45S5 y hom3-49S muestra que
€stos poseen mutaciones que se localizan en las proximidades de una
regién muy conservada en la secuencia de las aspartoquinasas, y que
podria estar implicada en la catdlisis. La secuencia KFGG podria tal vez
estar implicada en la unién a ATP, aunque no ha sido identificado en otras
quinasas. La eliminacién por mutagénesis dirigida de la secuencia KFGG
crea un alelo de HOM3 que no complementa una mutacion en este gen, lo
cual indica que esta regién es esencial para la actividad de la
aspartoquinasa. La mutagénesis al azar de esta regién ha permitido la
obtencién de alelos HOM3 mutantes que inducen sensibilidad a treonina en
la cepa HT1. El andlisis de la secuencia de 15 de estos alelos muestra la
presencia de mutaciones determinantes de cambios a ambos lados de la
secuencia KFGG, sin llegar a afectarla; esto indica que estos residuos son
necesarios para la actividad enzimatica, lo cual se sospechaba dado el alto
grado de conservacion de los mismos en las secuencias de‘ las
aspartoquinasas. Algunos de los alelos secuenciados poseen mds de una
mutacién en la regién correspondiente al oligonucleétido mutagénico; no
se ha encontrado una explicacién a este hecho, si aceptamos como ciertas
las proporciones entre oligonucleétidos mutagénicos y silvestres en la
mezcla usada en la mutagénesis. Asi mismo, en algunos de los alelos se
han encontrado mutaciones fuera de la regién correspondiente al
oligonucleétido mutagénico. Estas mutaciones puede haberlas introducido
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la propia polimerasa empleada en la amplificacién, dado que la misma, al
carecer de actividad correctora, introduce bases erroneas con una cierta
frecuencia.

La utilizacién de HT1, como cepa receptora de los alelos procedentes
de la mutagénesis, permitia la seleccién directa de mutantes
superproductores de treonina por supresién de ilvl. No se encontré
ningin transformante Ile*, lo cual indica que ninguno de los alelos
mutantes determinaba una aspartoquinasas resistente a retroinhibicion.
Este hecho sugiere que la region KFGG no est4 implicada en la regulacion
de la actividad de la aspartoquinasa.
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CONCLUSIONES

1 La acumulacién de treonina en una cepa superproductora de este
aminoacido puede suprimir una mutacién ilv/, a través de la expresion
del gen CHAI.

2 Mediante la seleccién de mutantes supresores de ilv/ se ha aislado
un mutante que acumula 20 veces mds treonina que la cepa parental. Esta
cepa posee un alelo HOM3 mutante que determina una aspartoquinasa
resistente a retroinhibicién por treonina.

3 La actividad de la serina(treonina) desaminasa catabdlica producto
de CHAI influye negativamente en la acumulacién de treonina. La
interrupcién deCHA1 en una cepa superproductora de treonina aumenta la
acumulacién del aminoicido y también la de homoserina. La
amplificacién de los genes THRI o THR2 no produce un incremento
significativo en la acumulacion de treonina.

4 Existen varias mutaciones que provocan inhibicién por treonina del
crecimiento. Se han aislado tres de ellas que afectan al gen HOM3. Las
cepas que c‘o‘ntienen estas mutaciones exhiben un tipo de sensibilidad a
treonina que es suprimible por homoserina o metionina.

5 Dos de los alelos HOM3 mutantes determinan aspartoquinasas con
una afinidad reducidada por sus sustratos, ATP y aspartato. Estos alelos
contienen mutaciones que se localizan cerca de una regiéon muy
conservada en las secuencias de las aspartoquinasas, y que podria estar
implicada en la catdlisis. La eliminacién por mutagénesis dirigida del
nicleo de esta regién da lugar a una aspartoquinasa aparentemente
inactiva. Esta region no parece estar implicada en la modulacién de la
actividad enzimdtica.

6 El tercer alelo HOM3 mutante determina una aspartoquinasa

superinhibible por treonina, y contiene una mutacién localizada en una
regién asociada a la modulacién de la actividad aspartoquinasa.
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