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RESUMEN

El fin dltimo de esta Tesis ha sido la obtencién de cepas de Saccharomyces
cerevisiae que superproduzcan treonina. Se trataba de probar si la amplificacion de
algunos genes implicados en la biosintesis de este aminodcido redundaba en la
acumulacién del mismo. Para ello se construirfan pldsmidos multicopia que
contuviesen los genes en cuestién y se introducirfan en cepas de S. cerevisiae con
distintos fondos genéticos. Esta estrategia tendria la ventaja respecto de las
cldsicas de mutagénesis y seleccién, de minimizar los cambios que se provocan en el
organismo como consecuencia de la manipulacién genética del mismo. El estudio se
ha centrado en genes que determinan enzimas claves de la regulacién de la ruta de
sintesis de treonina en levaduras, concretamente HOM3 y THRI.

El gen HOM3 determina la aspartato quinasa que cataliza el primer paso de
la ruta comtin de sintesis de metionina y treonina. La amplificacién de este gen en un
fondo genético esencialmente silvestre hace que la célula acumule 10 veces mds
treonina que la cepa silvestre y una gran cantidad de homoserina, intermediario de la
ruta.

El gen HOM3 ha servido de base para la clonacién del alelo mutante HOM3-
R2 que determina una aspartato quinasa insensible a retroinhibicién por treonina. La
clonacién se ha llevado a cabo mediante el método de rescate alélico basado en la
reparacion de "huecos" en el ADN. Una cepa de levaduras que contiene un alto
ndmero de copias de este alelo mutante, acumula unas 50 veces més treonina que la
cepa silvestre, y ain mds homoserina.

Por complementacién se ha aislado el gen THRI de S. cerevisiae, que
determina la homoserina quinasa. Esta enzima es la responsable de la
transformacion de homoserina en homoserina fosfato, primer paso de la ruta
especifica de la treonina. La amplificacién de este gen en una cepa con fenotipo
silvestre Hom3* y dos cepas con fenotipo Hom3-R2 resulta en la acumulacién de
distintas cantidades de aminodcidos. Asf, mientras que la amplificacién no afecta a
la acumulacién en un fondo genético silvestre, sf que lo hace en cepas Hom3-R que,
superproducen homoserina y treonina.



También se ha estudiado el efecto de varios aminodcidos de la ruta sobre la
sintesis de las enzimas aspartato quinasa y homoserina quinasa, asi como las
consecuencias sobre la produccién de los mismos. Estos estudios preliminares han
consistido, principalmente, en cultivar a una cepa portadora de un pldsmido
multicopia que contiene THR1 en presencia de homoserina, metionina y treonina. En
esta cepa, la sintesis de la actividad aspartato quinasa parece reprimirse por
treonina y metionina (90%), y en menor grado por homoserina (30%). La sintesis de
la homoserina quinasa parece peprimirse también por treonina (45%) y por
metionina (30%), mientras que se induce por homoserina al doble. En consecuencia,
la produccién de treonina se ve afectada, disminuyendo cuando las estas enzimas
estdn reprimidas, y aumentando unas 10 veces cuando las células de levaduras se

cultivan en presencia de homoserina.



INDICE



INTRODUGCCION...ctittiiiitieiectetcritiiresticatessscesessesessssctosssstcesenaes 1

PRODUCCION DE AMINOACIDOS POR MICROORGANISMOS..................... 2
METABOLISMO DE TREONINAL........cccctrieieciniectiiiete e ste e st sssenesas s 4
Ruta comiin para treonina y Metioning......co.coveierveciiiniisininnisnsssesinssessesasaesanns 5

Ruta especifica de biosintesis de treonina.......ccoeeeeiveiiviriniiiiniessuensreesiesesiesnnne 7

Ruta de sintesis de isoleucina y valina. Catabolismo de treonina.................. 8
REGULACION DE LA SINTESIS DE TREONINA EN S. cerevisiae.................. 9
Regulacién de la biosintesis de isoleucina y valina en S. cerevisiae ............ 10
MUTANTES SUPERPRODUCTORES DE TREONINA........ccciviiiiinrieennes 11
CLONACION DE GENES EN LEVADURAS........coovnriinnteitete e 13
OBJETIVO DE ESTA TESIS.....oieieeieieeeereteneentistesnisis s oatessenansns s essassassesns 14
MATERIALES...ciiiiiiiiiiiiiiiiarnieiiiiiiieiiesireensassssensacasansasesasocssnes 15
MICROORGANISMOS ... ieierienteeeceseteseesecstescsstoreeses s s e et st sa b rsa s s sesns 15
1. Cepas de Saccharomyces Cerevisiae................cmeemrniemiineniecinienencennnnes 15

2. Estirpes de Escherichia COli..............coviieiniiniiniinriieneciieicnieeeee e 16
PLASMIDOS......cocieitittenteireeneceeesteenesenees e saaeeeeseesaesnessossessssnsessssesaessssnessaassasnessons 16
PRODUCTOS QUIMICOS........cooiiiereeniiiriniiisieisesi st s 17
TAMPONES Y SOLUCIONES.......ccoteiientrcerenieseinristes et ssssss s sne 18
1. Tampones utilizados para la purificacion de enzimas...........ccoeeeeienneeneees 18

L1 Tampon Aot eseeeeceteseessaessasssse e et easnasneas 18

1.2, Tampon AT ..ot neeeeecnttsrrssis st ae s e s e sos 18

1.3. Tampon Bttt et svesss s s seens 19

1.4, Tampon BT.......ouoiiiceeeeeeece et csrc e e snae s s 19

1.5. Tampon FOSTato.....cccoeeiuiererieceeieeeseeneeneeteneit et sassneas 19

2. Tampones utilizados para los ensayos enzimatiCos........coeervrirnenccascnnens 19

2.1. Tampo6n Hepes......cccocveeeveneeceenccnns teerteereeree e teaereesseesteeeeaneenaones 19

2.2. SoIuCiON PEP.......cccooiiiiiiiiiieicee ettt sa s 19

3. Soluciones utilizadas para la cuantificacién de aminodcidos.........c.occeeeeee 20

3.1 SOLVENLE Attt e 20

3.2, SOIVENLE Bu.oouieietcececeeeccecteteee et eeee st seseseaossesen i sennaenns 20

3.3. Mezcla derivatiZante.......c..cccoevieerriiueiniennninisennrcescteestesinessnessssonne 20

4. Soluciones utilizadas para la transformacion...........coeveeieiinnineienninicnnnens 20



De bacterias

4.1, Solucion RFL.......c.oiviiiiieie et e e et cnnesanaoneanens 20
4.2. Solucion RF2.......cuiiiiiienieireneeeeienieeneeeeneeeseeeecseeessesesessesaonsassns 20
De levaduras
4.3, SOIUCION SE......oiiiiieeeeeesiecree et srtsetess s esresaaesnae s e e eaes 21
4.4, SOIUCION TCS.....o ittt srnene s ee st senaesraees 21
4.5. SOLUCION SOS.......o ettt csreeeesseaesensssnsosassaneonns 21
4.6. SOIUCION PEG......cciiiiiiiicecetee st seeee e see e aesasssnasonsesnaen 21
4.7. SOIUCION LTE........ooiiciiiieicereercttnriesie s eeeceneeceessssssnsesosaesansanns 21
4.8. Solucion LPEG......ccciiiiiiiiiirieienrrciecnneeeeseeceesionneesnnessssesneenns 21
5. Soluciones utilizadas para la extraccion de ADN........ccocvivviiniiniinnncnens 22
Para bacterias
5.1, SOIUCION L.ttt ccanenecneseesssesrassans s nnesnanssasns 22
5.2, SOIUCION Tl ettt cteiecrresatssraesn e ss e s s sanessens 22
5.3, SoIUCION IH....cccreeiceiiieie et eere et ee st esa e s s snsaba e be s basens 22
Para levaduras
5.4. SoluCiON SDE.........cociiiiiiiiienircrenieneeenenescteetssrs s sresesssessanssesssasses 22
5.5. Solucion TED..........ocriiiiiiieenierceeeees et senecesssesesanssssnsesasesens 22
5.6. SOIUCION AK....ccoiieiiceecrtestee et esie s cnestesstestse s bassnesanessnssnanes 22
6. Tampones utilizados para la manipulacién in vitro de ADN..........cccccece. 23
6.1. Tampon Tris-HCL ...t sessnnsen e saesenens 23
6.2. TamPON TE.......coivriiieinieceecieeneesiiiienitenssressas e s ssesessssssessessnas 23
6.3. Tampon TAE (50X)....ccccccreemminniininiiinririeeentessasssseennennsseencsnens 23
6.4. Tampon TBE (5X)...ccooviviieintiniiiiitnns e ctennctaneesessssessssssanes 23
6.5. TamPpOn de CATZa.....cceverveeeeiriecneeriiitei et esrsesssensssssessesncnnes 23
6.6. Tampdn de fosfatasa alcalina (10X).....c.coveiiiiiiiniieneneneenicneenene 23
6.7. Tampon Taq (10X)....cccicecevcerereeinciniinieen e assessnensoneseene 23
6.8. Tampon K1enow (10X).....covvvivivieniniiinniiiiieniencsssenecnecnceennnscnns 24
MEDIOS DE CULTIVO.......uiiiietecrereneeesaeneeecsresnesestesssssessnsssessssensnasssnessssses 24
1. Medios liquidos para 1evaduras........c.cccviiininiinnininniennensieseeeeseencenennnns 24
1.1. Medio minimo (SD).....oooeeeceeieeecceereeeeccinrensntestreesnersnsssnneessesnesne 24
1.2. Medio minimo completo (SC)...ccccoviiinmnnnieniieirrietenienncencnaeens 24
1.3. Medio minimo con prolina como fuente de nitrégeno (SDP)......... 24
1.4. Medio nutritivo (YEPD)...ccoviiiriirieneciieicnriescnnae e e 24

2. Medios s6lidos para 1evaduras.......ccccoveveriiinininnecneseesnennsenentinencneennes 25



2.1. Medio con hidroxinorvaliNa........ccecceeeeeieriieecrercecececerenssreseraecreenaness 25

2.2. Medio estabilizado 0SMOtICAMENLE.....c.cvvumrieevnmnirieaiinieaeeniieeenenene 25
2.3. Medio de preesporulacion.........ccccevceeeeiiiiiminnniessrnennnsesnnessinessesaenes 25
2.4. Medio de eSporulacion.........ccceecvicmnverineinieinmenne s esrasssecinssasenes 25
2.5. Medio de micromanipulacion..........cccceeiininniniinniininienienenennans 25
3. Medios liquidos para bacterias......c.cceemuereeirivuerniciniinensseenueeeniesesnessneenee 26
3.1. Medio nutritivo LBi......coieieiienicniiiiiiiinnecteneee et 26
3.2. Medio SOB.....coneieeerieereeeseeneneeeesstissesessssssneesteessassasssaesssessassesas 26
3.3. Medio SOC.....c i ieeieerneeetreeceteeresce e sestesreseesess s ss s e st bessnssnsensenes 26
4. Medios s6lidos para DACIETIAS....cc.eeeuereeiriiiiiiiiinsieeeee e e esne e e cancanens 26
METODOS. .. eitiiiiiiiiiiiiieitiseetiesesetsoraceressssssssasssssnsssssossosscsass 217
ESTIMACION DE LA BIOMASA..........cccec... eerteeeeseeeateeseesaeesasossanar st e e b s eanenn 27
1. Determinacién del niimero de Células.........oooeicviiinninnniinniinniecnniceneeinne 27
1.1, CEIulas totales.....ccooieeeeeeiiereeeerccie ettt 27
1.2, CELulas VIADIES...cocoiriieiieeiiierieecrrct ettt 27
2. Determinaci6n del peso de 1as CEIUIas........ooveiiiiniiiniiiincsre e 27
METODOS BIOQUIMICOS......coiitititentieieeieeeteieeenneeecsstesssessassssssansansssssnssssesnesse 28
1. Medida de las actividades aspartato quinasa y homoserina quinasa....... 28
1.1. Purificacién parcial de las enzimas..........coceeuenemninnesnenecnnicnscnneneas 28
1.2. Ensayo de la actividad homoserina qUinasa.......co.cceeeeeeneeeniccncnne 29
1.3. Ensayo de la actividad aspartato qUINAasa........c..coveesemmeeeeecancsscenns 29
2. Determinacion de aminOdcidos........ccuevueerceeercenrceiiniinnsieisnisseesniesnesesneseeens 30
2.1. Cuantificacién de aminodcidos por HPLC.......ccoiiiiiiiciinicnnne. 30
2.2. Cuantificacion de proteinas totales........ccoovieiiirecuienineennineccninnne. 30
2.3. Determinacién de la excrecién de treonina mediante prueba de
alimentacion CrUZAA.......oceeeveerirerenrcerieniiesieestesesraasssanasasesnsonne 31
METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR......ccccooceeminimiiicrinnnriniranese s eeesneenee 31
1. Transformacion de E. COLi .......ccoooeeincineciinniiiiiien et cneans 31
1.1. Método del cloruro de CalCio.....cooveeceeiinniniiinnninniensineneesieecins 31
1.2. Método del cloruro de rubidio.......ccccoveermiiiiiiininineiirencenceee 32
2. Transformacion de S. Cerevisiae ............ocoovinniiiniiniininienecniene et 32
2.1. Transformacion de protoplastos..........ccoueieriirrriesniiineneiensseecnsnconans 32

2.2. Transformacidn de cElulas €nteras......ccccveeeivirrrevecererennaceseasiesirsnsenes 34



3. Extraccién de ADN plasmidico de E. €Ol ... 34

3.1. "Minipreparaciones” de ADN.....ccccccoovmnimniininninniniiiecieneeneeee 34

3.2. Preparaciones estdndar de ADN........coovriiiiniininnnniiiiineinccnnnnee. 35

4. Extraccién de ADN total de S. cerevisiae ...........cuiimnveneneeenieenicnnccnne 35

5. Purificaciéon y concentracion de ADN. ..o 35

5.1. Microcolumnas EIutip-D.......coceevcriieniciniiinininiinree it 35

5.2. Columnas de SephadeX......c.ceeceetereeniniirinnioniiniinrieres e sseseenes 36

5.3. Concentracién mediante centrifugacion.......ccueveeverveeesoneneneceneenn 36

6. Cuantificacion de ADN.......c.cccovueirininininininnieensseis st ssessessesesascens 36

6.1. Por espectrofotometria.....c.cceoveieceernneennnieinininenteeiense s esssecosenencns 36

6.2. Por tincién con bromuro de etidio.......coccoveiveerieniensieniinsenaceessneneens 36

7. Manipulacién enzimdtica del ADN.......cocciiiiiiniiiiininiiisienioeenneeneceinns 36

8. Electroforesis de ADN en gel de agarosa..........coveieeiiinniinnccnnncccnninnn. 37

8.1. Andlisis de fragmentos de TeStriCCION.......oveiiieerrenieseneneineccens 37

8.2. Revelado de 108 Geles.....ovirneniirieicceniiiicniciinnietee et 37

9. Recuperacién de fragmentos de ADN de geles de agarosa..........cccecnen. 37

9.1. EleCtroClUCION......ccceeieiecetenreeecnr ettt st e sae st s s ns 37

9.2. Método "Geneclean"........ccccoveeervimriinriniiinnesnneeecertase e 38

10. Amplificacién in vitro de ADN mediante polimerizacién en cadena........ 38
METODOS GENETICOS........oooeieieiereneeneeentntismssaiesesss e sassessanssassssssesssssies 39
1. Obtencién de diploides ................................................................................. 39

2. ESPOTULACION. ...cuetivrerreirrerenterenncee s rieeae s saesan e siorassne e s sssasaesssnesanene st sasenssns 40

3. Diseccién de ascas y andlisis MEIGtICO....c.uevemririinniiiniieniiiniienennreenieeenaine 40

4. DELETMINACION EL SEXO.rrrrrerrrrere oo eeeeeseeereseeeeneesesseesesesessesesess s 41
RESULTADOS. .o itiiiiiiiioiiiittiestattotitatsecsscnancsssscosacossssrsscesssssssassns 42
AMPLIFICACION DEL GEN HOM3 ...iieomennisionissnnsisacscennens 42
OBTENCION DE CEPAS CON HOM3 AMPLIFICADO.......cccoieiiaeernenececnn 42
1. Construccién de una cepa transformable Hom3 ......ccoeiiiinncniiniinnnninn. 43

2. Transformacién y seleccion de los transformantes.......ccooceeieeeeiininiiiienns 43
CARACTERIZACION DE LAS CEPAS CON HOM3 AMPLIFICADO............. 44
1. Medida de la actividad aspartato qUINASA........occeevevreeressueescecrersusissunsnennes 44

2. Acumulacién y excrecion de treONINa.....cccuiviiinnieinrinisreireeseseessseosesossnnens 44

AMPLIFICACION DEL ALELO MUTANTE HOM3-R2 ....c.couuee.. 46



AMPLIFICACION IN VITRO DE UN FRAGMENTO GENOMICO

QUE CONTIENE AL ALELO HOM3-R2 ....cccooniiiiininniiitenrinseinnssiesnsssesesseseeaeees 47
1. Obtencién del fragmento amplificado.....c.coccevviniiinininiiininin e 47
2. Clonaci6n del fragmento amplificado......c.ceeeecevveiiiininiiiinene e 48
RECATE DEL ALELO HOM3-R2 ......cooiieveecineieenciinrnsiiiniisseesne s essnsssnesesens 49
1. Construccién de las cepas transformables Hom3-R2.........ccccooevvinriennnne. 50
2. Subclonacién del gen HOM3 en el vector YRp17....ooviiiiininniiieen 50
3. Delecion de un fragmento interno de HOM3 .......ccoovvviniiniiniinnirerneensneneens 51
4. Transformacién y seleccion de los transformantes........ccooeenieeieieinineeenne 51
5. Caracterizacion de 10s transformantes.......ooiiininreeieniieniecniicincicceennes 51

5.1. Transformantes que mantienen el pldsmido de forma auténoma...52

5.2. Transformantes que contienen el pldsmido integrado.................... 52

6. Caracterizacién de las cepas con HOM3-R2 amplificado.........cc.cocvvurunann. 53

6.1. Inhibicién por treonina de la aspartato qUINASA..........eereeerreeeueeseenns 53

6.2. Acumulacién y excrecion de treonina........ooeeveeieenvieseescnenereesseenee 53

6.3. Resistencia a hidroxinorvalina.........cooeecceiiiienniiinininniee e 53
AMPLIFICACION DEL GEN THRI ..iiiiniraniccnienannciissesionsseens S§
AISLAMIENTO DEL GEN THRI .....cccoiniieinieananciniiimiinreninenesssssssssssssessnsesssessses 55
1. Construccion de una cepa transformable Thrl-......cccoioiiiiiiiiinniinnnn 55

2. Transformacién y seleccidn de los transformantes..........ooeeceenenvieeccnenece 56

3. Pérdida concomitante de marcadores y plasmidos......ccccoeeinieenenienicnnninnns 56

4. Caracterizacidn de 10s plASmidos......coocceeveeeeiineiiiiiniinienree e 56
ANALISIS GENETICC DEL GEN THRI CLONADQO.......cooiiiiiiiiiiiiieenoncens 57
1. Subclonacién en un pldsmido INtEGrativo.......ccoiciiieiiincnincenccencccsnennes 57

2. Integracién en el locus THR1I en €l genomio.........cvevveenenanenne eeereneienees 58

3. Andlisis de ligamiento entre los marcadores URA3 yTHRI ..................... 58
CARACTERIZACION DE LAS CEPAS CON THRI AMPLIFICADO............... 59
1. Medida de la actividad homoserina quinasa...........occeeoevnieenenncennicinnenninnnn 59

2. Acumulacién y excrecion de treOniNa.......couieviiniiieininiienrssteeenececnesaas 60

3. Influencia de distintos aminodcidos de la ruta en la acumulacién

€ LTEOMINA. eeueviieieiieriirieieeeteeaeeeteeereesseeesenesesss s aas e sn e asaassassssnsasassasassssss 60
AMPLIFICACION DEL GEN THRI EN CEPAS HOM3-R2.....cccooviieiiriiiicnes 61
1. Transformacion y seleccidn de los transformantes..........ocoeeernnnerenniiiane 62

2. Caracterizacion de 10S (ranSfOrmMaANTES. ...coeivveririererrieeeeenreereeecorsassoessensnenns 62



DISCUSION. ittt ettt s et s s aseesssansaessnasesnses 63

CLONACION DE GENES Y OBTENCION DE CEPAS CON

GENES AMPLIFICADOS...ccotiiiiiiiiiitieiiniiicenictersessienesscssensennsans 63
AMPLIFICACION DEL ALELO HOMS3 ....cocuvvivinininininiinnienesinssersasnessnsssassens 63
AMPLIFICACION DEL ALELO HOM3-R2 ......ccoovieimeneinriniinicsisinsesiasenens 64
Clonacion mediante polimerizacion en cadena.........cocevrveneeiresninrenesneann 65
Rescate del alelo HOM3-R2 del SENOMIO.......uceruecrervvnniinniinciiieiiieciennienns 68
AISLAMIENTO Y AMPLIFICACION DEL GEN THRI .....cvivvveiniiiireiine. 72
PRODUCCION DE AMINOACIDOS POR CEPAS QUE
CONTIENEN ALELOS AMPLIFICADOS.. ..ccoctmiiiniimirencnnrencentansanne 73
CONCLUSIONES . ..t tiieiiiieititiiateititttiiatettcsstcncaeeccrssacasasnansase 80
BIBLIOGRAFTA...cviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineetareeetsnetecenessesaanssssanens 81



INTRODUCCION



La Biotecnologia puede definirse como la utilizacién deliberada y controlada
de agentes bioldgicos simples (células vivas o muertas, o sus componentes) para
fabricar productos técnicamente dtiles. Aunque la palabra "Biotecnologia" es nueva,
abarca una serie de actividades que tienen una historia muy larga. Durante miles de
afios se ha estado haciendo pan, cerveza, vino y vinagre, conservando alimentos y
convirtiendo la leche en yogur y queso, o 1a soja en "shoyu" y "miso". La diferencia
es que ahora se comprende mucho mejor cémo ocurren estos procesos y esto, unido
al desarrollo de nuevas tecnologias, permite manipularlos de forma muy eficiente. Es
mds, a medida que se ha ido avanzando en este conocimiento ha sido posible aplicar
los mismos principios a la obtencién de otros productos, como antibiéticos,
aminodcidos o, incluso, biomasa de los propios microrganismos que llevan a cabo
estos procesos (Prive et al., 1987).

La Biotecnologia moderna puede decirse que nacié durante la Primera Guerra
Mundial, con la utilizacién de microorganismos para obtener ciertos productos, como
el butanol y la acetona, para fabricar explosivos y caucho. Posteriormente, en la
Segunda Guerra Mundial, se desarrollé la produccién de penicilina, punto de partida
de la industria de los antibiéticos. En los afios 50 y 60, cuando el precio del petrleo
subia, se comenzaron a utilizar masivamante microorganismos para producir alcohol
combustible y otras sustancias, a partir de azicar o almidén. El desarrollo de la
Ingenieria Genética Molecular en los afios 70, tras los descubrimientos del ADN vy
los anticuerpos monoclonales, proporcioné los elementos bdsicos para la llamada
“"revolucién bioindustrial” en la que estamos sumergidos actualmente.

Las verdaderas "estrellas” de la Biotecnologia son los microorganismos
debido, principalmente, a su versatilidad. Algunos son capaces de vivir en aguas
termales, o congelados en el hielo, pueden alimentarse de una enorme variedad de
materias primas y transformar madera, pldsticos, petréleo e incluso rocas. Su
capacidad de proliferacion en los medios en los que se cultiva es tan grande que,
aparte de transformar el sustrato con eficiencia y celeridad, se producen grandes
cantidades de biomasa microbiana. Esta biomasa constituye una fuente de proteinas
que podria sustituir, al menos en parte, a las fuentes de proteinas convencionales
(vegetales, carne y pescado). La produccidn industrial de microorganismos para ser
utilizados como alimento comenz6 en Alemania durante la Primera Guerra Mundial.
Los cientificos produjeron grandes cantidades de levadura de cerveza (15000
toneladas por afio) para afiadirlas a sopas y salchichas y suplementar asi la escasa



comida (Olsen y Allermann, 1987). En el Reino Unido, la levadura de cerveza es
elemento habitual de la dieta desde hace mucho tiempo, de modo que el excedente
de levaduras se vende para elaborar alimentos humanos o como pienso para los
animales.

Ya desde los principios de la Biotecnologfa, desde que los antiguos sumerios
y babilonios elaboraron cerveza por primera vez, en el afio 6000 a.C., un género
particular de levaduras, Saccharomyces, ha jugado un papel preponderante en la
explotacién de los hongos con fines industriales. Este anaerobio facultativo es capaz
de convertir aziicar en piruvato y con cada molécula de piruvato producir una de
etanol y otra de di6xido de carbono. Esta simple transformacién es la base de tres
de nuestras mayores industrias, la cerevecera, la vinicola y la panadera, todas ellas
conservadas técnicamente durante milenios.

Los procesos tradicionales han seleccionado cepas muy eficientes en
fermentacién que, sin embargo, ain son susceptibles de mejora por otros métodos.
Esta mejora puede traducirse en una mayor adaptacién al medio, en un aumento de
la productividad o en la adquisicién de una propiedad que las capacite para llevar a
cabo un proceso nuevo. La obtencién de cepas mds eficientes se ha hecho hasta
ahora utilizando técnicas genéticas y microbiolégicas (mutagénesis, fusion de
protoplastos, cultivos continuos, etc.). El problema estriba en que, a veces, la
manipulacién del genomio de estos organismos lleva, en efecto, a la adquisicion de la
propiedad que se desea, pero también a la destruccién de combinaciones genéticas
favorables. Las técnicas de Ingenieria Genética Molecular permiten minimizar estas
modificaciones no deseadas de modo que, una vez identificado el factor genético del
que depende una propiedad, éste puede simplemente introducirse en la cepa en
cuestién para que se exprese.

PRODUCCION DE AMINOACIDOS POR MICROORGANISMOS

En los paises en vias de desarrollo, la dieta estd basada en harinas de origen
vegetal sobre todo de maiz, arroz y trigo, siendo en muchos casos ésta la principal
fuente de proteinas. Estos productos son deficitarios en aminodcidos esenciales
como lisina, triptéfano, treonina y metionina. Como consecuencia, una gran
proporcién de la poblacién infantil de estos paises estd malnutrida y, con frecuencia,
se presentan sindromes de deficiencias como el "kwashiorkor” o el "marasmus”
(Kobayashi et al., 1990). La produccién de aminodcidos es, por tanto, importante



desde un punto de vista nutricional, ya que éstos pueden afiadirse a las harinas
como suplemento alimenticio o, simplemente, como potenciadores del sabor.
También son utilizados en alimentacién animal por razones similares a las arriba
expuestas, en medicina como ingredientes de infusiones para tratamientos post-
operatorios o para suplir deficiencias en pacientes con alteraciones metabdlicas, en
cosmética, etc. (Yoshida er al., 1990). Asi, la demanda mundial de amino4cidos estd
creciendo y paralelamente, lo hacen las industrias, mayoritariamente japonesas, que
los fabrican. A modo indicativo sirvan los datos de produccién mundial de estas
moléculas en el afio 1989, recogidos por Crueger y Crueger (1989). Segiin estos
autores, en ese afio se produjeron 370000 toneladas de L-glutdmico, utilizado
principalmente como potenciador del sabor; 4000 de L-aspértico, 3000 de L- -
fenilalanina y 6000 de glicina, utilizadas como sustancias edulcorantes; 70000 de
D,L-metionina y L-lisina, utilizadas como aditivos alimentarios. La demanda de
triptéfano y de treonina es también muy alta por ser normalmente deficitarios en la
dieta. Sin embargo, por el momento, esta demanda no puede ser satisfecha dado que
la produccién de estos aminodcidos es escasa (200 y 160 toneladas,
respectivamente), principalmente debido al bajo rendimiento de los procesos de
fabricacién (Crueger y Crueger, 1989).

Los aminodcidos pueden obtenerse mediante diferentes procesos, como son
la extraccién a partir de hidrolizados de proteinas, la sintesis quimica, la sintesis
enzimdtica o la fermentacién directa de sustratos. La utilizacién de uno u otro
método para la obtencién de un aminodcido 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 aminoécidos excepto glicina, L-cisteina y L-cistina, pero no todos
ellos son 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 en caso de la L-fenilalanina que se obtiene a partir 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 o, en



menor grado, cuando se utilizan eucariotas unicelulares. Las bacterias que se usan
mds frecuentemente para la produccién de aminodcidos son Escherichia coli, Serratia
marcescens, Bacillus subtilis y los géneros Corynebacterium y Brevibacterium
(Niederberger, 1989; Aida, 1986). Entre los microorganismos eucariéticos, se
utilizan los del género Hansenula, Candida y la levadura de panaderia
Saccharomyces cerevisiae (Niederberger, 1989).

Los microorganismos procariéticos son, sin duda, mejores que los
eucaridticos para la obtencién de aminodcidos (Niederberger, 1989). Sin embargo, en
el caso de los aminodcidos utilizados como suplemento nutricional, una alternativa a
la adicién de amino4cidos purificados es, directamente, la utilizacién de biomasa de
microorganismos que, por definicién, es rica en aminodcidos. Desafortunadamente,
no se suele utilizar biomasa de bacterias en alimentacién, 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, ademds, pueden
obtenerse en grandes cantidades como subproducto de industrias dedicadas a la
fabricacién de cerveza, o directamente, cultivindolas en metanol o melazas de cafia
o remolacha, productos de desecho de las industrias azucareras (Spencer y Spencer,
1983). De hecho, la levadura de panaderia constituye alrededor del 5% del volumen
de pan. Lamentablemente, las levaduras son relativamente pobres en aminodcidos
esenciales, por lo que resulta interesante la modificacién genética de cepas con el fin
de aumentar su contenido en estos aminodcidos. Estas cepas serian la base para
obtener biomasa enriquecida en aminodcidos esenciales en la dieta.

Dado que, como ya se ha mencionado, la treonina es un aminodcido 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 regulacion de su sintesis en estos
microorganismos.

METABOLISMO DE TREONINA

S. cerevisiae es capaz de sintetizar todos los aminoacidos constituyentes de
las proteinas. Los que derivan de una molécula comin se dice que pertenecen a la
misma familia. Asi, pueden establecerse seis familias. La treonina, protagonista de
esta Tesis, pertenece a la familia del aspartato, formada, ademds, por asparagina,

metionina e isoleucina. La isoleucina se considera también de la familia del piruvato
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pues parte de su esqueleto carbonado se sintetiza a partir de este compuesto.
Ademds, su ruta biosintética comparte cuatro enzimas con la de la valina (Figura 1).

En plantas verdes, en Phycomycetes pertenecientes al orden
Hyphochytriales, familia Saprolegniaceae, y en procariotas, la lisina también forma
parte de la familia del aspartato sintetizdndose por la via del diaminopimelato. En
Phycomycetes pertenecientes a los ordenes Chytridiales y Blastocladiales, familia
Mucoraceae, y en levaduras la lisina se sintetiza via a-aminoadipato, ruta
biosintética que comienza en a-cetoglutarato. El hecho de que en procariotas no
exista la via sugiere que haya podido desarrollarse después de la aparicién de los
eucariotas (Bhattacharjee, 1983).

La biosintesis de treonina en procariotas y su regulacién ha sido objeto de
numerosos estudios a nivel enzimdtico, genético y molecular debido al gran interés
que tiene la produccién biolégica de este aminodcido (Yoshida ez al., 1990). En
comparacidn, los estudios de esta ruta en levaduras, realizados mayoritariamente
durante los afios 1963 a 1973 por el grupo de de Robichon-Szulmajster, son
relativamente incompletos. En la actualidad hay varios grupos trabajando en ella, si
bien el nimero de publicaciones que han aparecido al respecto es reducido
(Mannhaupt er al., 1990a; 1990b; Aas y Rognes, 1990; Mountain ez al., 1990). No
obstante, ya se conoce la mayoria de las enzimas que intervienen en e¢lla, los genes
que las determinan y, en una medida desigual, c6mo ocurre su regulacién (Mountain
et al., 1990; Thomas y Surdin-Kerjan, 1989; Ramos er al., 1991). A continuacién se
describe cada una de las actividades que forman parte de esta ruta de biosintesis

tanto en procariotas, fundamentalmente en E. coli, como en S. cerevisiae.
Ruta comiin para treonina y metionina

La biosintesis de treonina (Figura 1) parte del aspartato del cual, mediante
tres pasos, se sintetiza homoserina. A partir de este punto la ruta se ramifica
dirigiéndose, por un lado, hacia la sintesis de treonina e isoleucina y, por el otro,
hacia la sintesis de metionina.

El primer paso de esta ruta, catalizado por la aspartato quinasa (EC 2.7.2.4),
consiste en la activacion del aspartato con ATP dando lugar al aspartil-fosfato. En E.
coli se han identificado tres aspartato quinasas, denominadas I, II y III, que difieren
en su sensibilidad a inhibicién por treonina, lisina y metionina: la aspartato quinasa I

se inhibe por treonina, la III por lisina, mientras que la II no se inhibe por ninguno de



estos aminodcidos (Stadtman et al., 1961; Truffa-Bachi y Cohen, 1966; Patte et al.,
1967). Se han clonado y secuenciado los genes de E. coli que determinan la
aspartato quinasa I (thrA) y aspartato quinasa II (metL) (Cossart et al., 1979;
Katinka et al., 1980; Zakin et al., 1983), asi como el gen de la aspartato quinasa Il
de Bacillus subtilis (Chen et al., 1987).

En levaduras, se ha descrito una sola aspartato quinasa (de Robichon-
Szulmajster et al., 1966; Ramos et al., 1991) determinada por el gen HOM3. Este
gen ha sido clonado por complementacién de una mutacién hom3, y secuenciado
(Rafalski y Falco, 1988). La secuencia de aminodcidos de esta aspartato quinasa,
deducida de la de nucleétidos del gen HOM 3, resulta ser homdloga a la de las tres
aspartato quinasas de E. coli. Resultados de de Robichon-Szulmajster y Corrivaux
(1963, 1964) indican que la aspartato quinasa de levaduras, al igual que la nimero I
de E. coli, es inhibida alostéricamente por treonina (Kj=3mM), y también se inhibe
por homoserina (Kj=15mM) y lisina (Kj=15mM) pero no por metionina. Por el
contrario, otros autores (Stadman er al., 1961; Ramos er al., 1991) no han observado
la inhibicién por lisina.

La aspartato semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.11) cataliza el segundo
paso de esta ruta consistente en la reduccién del aspartil-fosfato a aspartato-
semialdehido. Esta enzima estd determinada en E. coli por el gen asd y en §.
cerevisiae por el HOM2. En ninguno de los dos organismos la actividad aspartato
semialdehido deshidrogenasa se inhibe por producto final. El gen asd ha sido
clonado y secuenciado (Haziza er al., 1982), al igual ha ocurrido con el gen HOM2
de levaduras (Thomas y Surdin-Kerjan, 1989). En este caso, no existe similitud ni
entre las secuencias de nucledtidos de los genes, ni entre las secuencias
polipeptidicas de las enzimas de ambos organismos.

La homoserina deshidrogenasa (EC 1.1.1.3) cataliza la reducciéon del
aspartato—semialdehido‘ dando lugar a homoserina. En E. coli se han detectado dos
actividades homoserina deshidrogenasa diferentes denominadas I y II. Las
actividades aspartato quinasa I y homoserina deshidrogenasa I dependen de una
misma proteina determinada por el gen thrA y ambas son inhibidas alostéricamente
por treonina. Se han descrito mutaciones simples que afectan a la inhibicién de
ambas actividades (Cohen er al., 1965a y b). De forma similar, el gen metL
determina tanto la aspartato quinasa II, como la homoserina deshidrogenasa II
cuyas actividades no son inhibidas por metionina, treonina, isoleucina o lisina
(Cohen y Saint-Girons, 1987).



Tanto en levaduras como en Brevibacterium lactofermentum, existe una unica
actividad homoserina deshidrogenasa, determinada, respectivamente, por los genes
HOMG6 y thrA. En ambos casos, esta actividad se inhibe por treonina. El gen thrA
de B. lactofermentum ha sido clonado en un fragmento que contiene, ademds, el gen
thrB que determina la actividad homoserina quinasa (Mateos et al., 1987a; 1987b).
El gen HOMG6 de S. cerevisiae ha sido clonado a partir de una genoteca del mismo
organismo por complementacién de la mutacién hom6 (Kim y Lea, 1986).

Ruta especifica de biosintesis de treonina

Consiste dnicamente en dos pasos sucesivos catalizados por la homoserina
quinasa y la treonina sintetasa, respectivamente.

En procariotas la actividad homoserina quinasa (EC 2.7.1.39) estd
determinada por el gen thrB; en levaduras, por el THRI. La actividad homoserina
quinasa de E. coli se inhibe por treonina (Kj=0.6mM; Burr et al., 1976) y, de forma
competitiva, por el sustrato homoserina (Kj=2mM; Shames y Wedler, 1984). El gen
thrB de E .coli, Brevibacterium lactofermentum y de la cianobacteria Calotrix ha sido
clonado y secuenciado encontrdndose mayor homologfa entre cianobacterias y
bacilos que entre estos dos y el gen de enterobacterias (Cossart et al., 1981;
Mateos et al., 1987a; Parsot y Mazel, 1987).

La actividad homoserina quinasa de levaduras, determinada por el gen THRI,
parece inhibirse por treonina (Kij=14mM; Ramos et al., 1991) y por el sustrato
(Kj=2mM; Ramos et al., 1991). El gen THRI de S. cerevisiae ha sido clonado y
secuenciado, encontrdndose que existen varios segmentos de la proteina similares a
sus isoenzimas bacterianos (Mannhaupt et al., 1990a). Asi, por ejemplo, el extremo
carboxilo es similar al de otras proteinas que se unen a serina y treonina, Como son
treonina sintetasas y deshidratasas. El gen de levaduras contiene, ademids,
regiones que no estdn presentes en los correspondientes bacterianos y que podrian
tener significado evolutivo (Mannhaupt et al., 1990a).

La treonina sintetasa (EC 4.2.99.2), dltima enzima de esta ruta, cataliza la
conversion de homoserina-fosfato en treonina. Existen muy pocos estudios sobre
esta actividad, determinada en procariotas por el gen thrC y, en levaduras, por el gen
THR4 (de Robichon-Szulmajster er al., 1966; Ramos, 1990). La treonina sintetasa

de B. subtilis cataliza, ademds, una reaccién secundaria en la cual la homoserina-



fosfato es transformada en a-cetobutirato, precursor de la biosintesis de la
isoleucina (Schildkraut y Greer, 1973).

Los genes thrC de E.coli y B. lactofermentum, y el gen THR4 de levaduras
han sido clonados y secuenciados (Parsot er al., 1983; Malumbres et al., 1988;
Mannhaupt er al., 1990b). El gen de levaduras parece tener bastante homologia con
sus correspondientes en bacterias, sin embargo, difiere de otros genes relacionados
con el metabolismo de treonina: ILVI (Kielland-Brandt et al., 1984), THR1
(Mannhaupt er al., 1990a) y CHAI (Bojko ez al., 1989).

Ruta de sintesis de isoleucina y valina. Catabolismo de treonina

La biosintesis de isoleucina en S. cerevisiae estd catalizada por cinco
enzimas (Kakar y Wagner, 1964; Jones y Fink, 1982) (Figura 1). La primera de ellas
es la treonina deaminasa (EC 4.2.1.16) que convierte treonina en a-cetobutirato y
que depende del gen JLVI. Las cuatro restantes, son compartidas con la ruta de la
valina y catalizan los pasos desde a-cetobutirato a isoleucina y de piruvato a valina.
El precursor inmediato de la valina, el a-cetoisovalerato, sirve de punto de partida
para la sintesis de leucina (Satyanarayana et al., 1968). Mutaciones en ILVI dan
lugar a auxotrofia de isoleucina, mientras que mutaciones en los siguientes tres
genes de la ruta, ILV2, ILV5 e ILV3, hacen que la célula requiera simultdneamente
isoleucina y valina (Kakar y Wagner, 1964). El tltimo paso, de transaminacion, no
tiene gen asignado, probablemente porque pueda ser llevado a cabo
alternativamente por varias enzimas. Los cuatro genes mencionados han sido
clonados; ILV1, ILV2 e ILV5 han sido también secuenciados (Petersen et al., 1983;
Polaina, 1984; Kielland-Brandt et al., 1984§ Petersen y Holmberg, 1986; Falco ef al.,
1985).

Ademads de la treonina deaminasa anabdlica (ILVI), en S. cerevisiae existe
una L-ser (L-thr) deminasa catabdlica (EC 4.2.1.13 6 4.2.1.16) que capacita a las
c€lulas de levaduras para crecer en medio con serina o treonina como tnicas fuentes
de nitrégeno (Ramos y Wiame, 1982). CHAI es el gen que determina esa actividad
enzimdtica, que requiere piridoxal fosfato como cofactor. El producto de CHAI
convierte serina en piruvato y amonio, y, aunque con menor afinidad, toma treonina y
la convierte en o-cetobutirato y amonio. También se ha descrito la existencia de una
sola deaminasa para L-serina y L-treonina en células de higado de rata y otros
mamiferos (Suda y Nakagawa, 1971). Sin embargo, se han caracterizado dos



deaminasas especificas de serina y treonina, respectivamente, en especies
bacterianas del género Clostridium y en E. coli (Petersen et al., 1988). El gen tdc de
la treonina deaminasa de E. coli ha sido clonado (Goss y Datta, 1985).

También ha sido clonado el gen CHAI de S. cerevisiae (Petersen et al.,
1988). La transcripcién de este gen se induce por serina y treonina. En presencia de
uno de estos inductores, la deaminasa catabdlica es capaz de sustituir a la anabdlica
(producto de ILV1) obteniéndose a-cetobutirato a partir de treonina, el primer paso

de sintesis de isoleucina.
REGULACION DE LA SINTESIS DE TREONINA EN S. cerevisiae

En levaduras, la biosintesis de aminodcidos se regula mediante dos tipos de
controles: el general y los especificos de cada ruta. El control general actia
simultdneamente sobre diversos puntos de muchas de las rutas (Hinnebush, 1988).
Este control hace que, en condiciones de "hambre" de un aminodcido, se induzca la
expresién de los genes sometidos a él de forma que, en conjunto, aumenta la
produccién de aminodcidos por la célula. Este control depende de un numero
relativamente alto de genes reguladores positivos y negativos que actian en
cascada, siendo el producto del gen GCN4 el que interacciona finalmente con
secuencias reguladoras situadas delante de los genes sometidos a este control
(Hinnebush, 1988).

Los controles especificos son los que operan sobre una determinada ruta
como respuesta a la concentracion de ciertos productos intermediarios y/o finales. El
control especifico se produce tanto a nivel de expresién de los genes, como de
actividad enzimdtica, siendo este ultimo el que parece controlar mds fuertemente el
flujo de precursores a través de una ruta biosintética (Jones y Fink, 1982).

Como se indic6 anteriormente, los estudios sobre la regulacién de la ruta de
biosintesis de la treonina se deben fundamentalmente al trabajo realizado por el
grupo de de Robichon-Szulmajster durante los afios 1963 a 1973, anterior por tanto,
al descubrimiento de la regulacion por control general (Schiirch et al., 1974). Los
resultados de estos trabajos se resumen en la Figura 1.

Segiin de Robichon-Szulmajster er al., (1965), el nivel de actividad aspartato
quinasa disminuye de 4 a 7 veces cuando las células se cultivan en presencia de

treonina u homoserina. Si se considera a este fenémeno como una represion, la
borrelidina, un inhibidor de la treonil ARN; sintetasa, desreprime esta actividad



(Nass y Hasenbank, 1970). Estos hechos sugieren la existencia de regulacion
especifica mediada por treonina, presumiblemente a través del treonil-ARN¢. La
sintesis de homoserina deshidrogenasa disminuye 2 veces cuando las células se
cultivan en presencia de metionina. La treonina, sin embargo, no altera la sintesis de
esta enzima (de Robichon-Szulmajster y Corrivaux, 1964). De forma reciproca, el
nivel de actividad homoserina deshidrogenasa en una cepa auxétrofa para la
metionina es mayor cuando ésta se somete a "hambre" para este aminodcido
(Cherest et al., 1971; de Robichon-Szulmajster ez al., 1973). Estos hechos sugieren
la existencia de un mecanismo de regulacién especifica mediado por metionina sobre
la sintesis de esta enzima. La aspartato semialdehido deshidrogenasa no parece
reprimirse por los productos finales (de Robichon-Szulmajster et al., 1973).

Cuando una cepa auxétrofa para la metionina se somete a "hambre” de la
misma, aumenta el nivel de las actividades aspartato quinasa y aspartato
semialdehido deshidrogenasa (Cherest et al., 1971). Este hecho sugiere la
existencia de regulacién por control general sobre la sintesis de estas enzimas.

Por lo demds, los datos disponibles no son suficientes para proponer
hipétesis acerca del mecanismo que regula la sintesis de las enzimas pertenecientes
a la ruta especifica de biosintesis de treonina.

Resumiendo los datos acerca de la regulacién a nivel de actividades las
enzimas de esta ruta biosintética, tres de ellas estdn sujetas a retroinhibicién por
treonina (aspartato quinasa, homoserina deshidrogenasa y homoserina quinasa). La
metionina regula también la ruta comin inhibiendo la actividad homoserina

deshidrogenasa.
Regulacién de la biosintesis de isoleucina y valina en S. cerevisiae

El gen de la treonina deaminasa de S. cerevisiae (ILV1) ha sido calificado de
"multifuncional”, ya que su producto parece realizar dos funciones: por un lado,
catalizar el primer paso de sintesis de isoleucina convirtiendo la treonina en o-
cetobutirato, y, por otro, regular la sintesis de las enzimas comunes de la ruta de
isoleucina y valina. El mecanismo propuesto es el de unién de un Leu-ARN{ al
extremo carboxilo de la enzima (Bollon, 1975; Bollon, 1974). Como consecuncia, los
niveles enzimdticos de las cuatro enzimas comunes disminuyen cuando las c€lulas

se cultivan en presencia de los aminodcidos de la ruta: leucina, isoleucina y valina.
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Otros autores, sin embargo, no han encontrado esta regulacién del producto
de ILV1 sobre las enzimas AHA reductasa (/LV5) y la transaminasa de los
aminodcidos de cadena ramificada (Holmberg y Petersen, 1988). Segin estos
mismos autores, el gen ILV5 estd sujeto a regulacién por control general, aunque no
encuentran desrepresion de la AHA reductasa cuando se cultivan las células en
presencia de isoleucina, leucina y valina, pero no triptéfano. Ello sugiere que la
sintesis de esta enzima, y la de la transaminasa, estd sujeta a regulacién por ambos
mecanismos: control general y control especifico de la ruta.

Lo mismo parece ocurrir con los genes ILV2 (Falco et al., 1985; Arndt y Fink,
1986) e ILV3 (Bussey y Umbarger, 1969). El gen ILVI posee varias secuencias
consenso de union de la proteina gend en la zona 5' adyacente al promotor (Kielland-
Brandt ef al., 1984) y parece estar sujeto a regulacién por control general (Holmberg
y Petersen, 1988). La treonina deaminasa presenta inhibicién por isoleucina (Jones y
Fink, 1982).

La treonina deaminasa catabélica de S. cerevisiae, producto del gen CHAI,
es capaz de sustituir a la anabdlica. La transcripcién de CHAI se induce cuando las
células se cultivan en serina o treonina como unicas fuentes de nitrégeno, mientras
que no se detecta trancripcion en presencia de amonio. Se han aislado mutantes
(sill) que suprimen la mutacién ilvl y presentan una induccién parcial de CHAI
(Petersen et al., 1988). Esto podria explicarse por un aumento en las concentracion

interna de los hidroxiaminodcidos.
MUTANTES SUPERPRODUCTORES DE TREONINA

La organizacién estructural y los mecanismos de regulacién de la sintesis de
aminodcidos son diferentes en microorganismos procariéticos y eucariéticos, aunque
ambos tipos celulares comparten caracteristicas comunes tales como retroinhibicion
por aminodcidos relacionados y competencia por los sustratos o precursores en los
primeros pasos de la ruta y en los pasos de ramificacién de las mismas.

La busqueda de mutantes desregulados, para la superproduccién de
aminodcidos se realiza, frecuentemente, mediante el aislamiento de resistentes a
andlogos téxicos. La hidroxinorvalina (AHV) se diferencia de la treonina en la
presencia de un carbono mds en la molécula. Se han obtenido mutaciones que
confieren resistencia a AHV en E. coli, Brevibacterium flavum, Proteus retgerii y

Serratia marcescens entre los procariotas (Enei er al., 1989), y algunas estirpes de

11



Candida (Tsukada y Sugimori, 1971) y §. cerevisiae (Ramos y Calderén, enviado)
entre los eucariotas. Todos estos mutantes se han caracterizado como
superproductores de treonina. Ramos y Calderén (enviado) han descrito que las
cepas de levaduras resistentes a hidroxinorvalina acumulan entre 249 y 497 pumoles
de treonina por gramo de peso seco.

La borrelidina es un antibitico macrélido que inhibe la sintesis de proteinas
tanto en bacterias como en eucariotas mediante la inhibicién de la actividad treonil
ARN; sintetasa. El efecto inhibidor de este antibidtico puede revertirse mediante
treonina u homoserina (Poralla, 1975). Se han obtenido mutaciones de resistencia a
borrelidina tanto en microorganismos (E. coli y S. cerevisiae entre otros), como en
células de mamiferos. En levaduras se ha descrito un tipo de mutantes resistentes a
borrelidina (mutantes BOR) que superproducen treonina (100-262 pmoles por g de
peso seco) y homoserina (Nass y Poralla, 1976; Seibold et al., 1981).

Otra forma de obtener mutantes desregulados se basa en la reversién de
mutaciones en genes cuyos productos estdn sujetos a regulacion. Se espera que
algunos de los revertientes haya recuperado la actividad pero que la enzima
correspondiente tenga una configuracién irregular que la haga insensible a ciertas
moléculas reguladoras. Esta estrategia ha sido utilizada para superproducir treonina
enSaccharomycopsis lipolytica (Gaillardin y Heslot, 1979) y en S. cerevisiae (143-
302 pmoles por g de peso seco; Delgado et al., 1982).

Una alternativa a la de mutagénesis y seleccién de mutantes la constituye la
multiplicacién de genes estructurales de la ruta de sintesis de aminodcidos, lo que
puede llevarse a cabo fécilmente clonando dichos genes en pldsmidos multicopia. El
aumento de dosis génica por este medio ha permitido, p. ¢j., mejorar la produccion de
triptéfano en S. cerevisiae (Niederberger er al., 1984; Prasad et al., 1987). En el
caso de la treonina, se ha mejorado la produccién de este aminodcido en E. coli
mediante la amplificacién del oper6n de treonina en un pldsmido multicopia (hasta
6.8 g - 1'1; Mizukami er al., 1986). Los genes de la homoserina deshidrogenasa y la
homoserina quinasa deBrevibacterium lactofermentum también se han clonado en
pldsmidos multicopia. La produccién de treonina aumenta de 25 g -1-1 (Morinaga et
al., 1987) a 33 g - 1-1 (Nakamori ef al., 1987) cuando ambos genes van en el mismo
pldsmido, en comparacién a cuando se amplifica solamente el gen de la homoserina
deshidrogenasa. Sin embargo, no existen datos en la literatura de produccién de este

amino4cido mediante amplificacién de genes en levaduras.
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CLONACION DE GENES EN LEVADURAS

Los primeros aislamientos de genes de levaduras se llevaron a cabo
mediante complementacién de mutaciones de E. coli que conferian auxotrofia, por
pldsmidos procariéticos que portaban fragmentos del genomio de S. cerevisiae
(Ratzkin y Carbon, 1977; Struhl er al., 1976). Sin embargo, este procedimiento es
muy limitado ya que depende de la correcta expresion de genes eucaridticos en
bacterias y del funcionamiento adecuado de los productos génicos correspondientes,
circunstancias que se dan sélo raramente. Lo cierto es que sirvié, para clonar genes
que pueden ser utilizados como marcadores seleccionables en levaduras y que han
permitido el desarrollo de sistemas de transformacién en estos organismos. Asi
pues, actualmente, la clonacién puede llevarse a cabo directamente en levaduras.

Pricticamente todos los vectores para clonar en levaduras son anfibios que
pueden multiplicarse tanto en E. coli, como en levaduras; suelen contener parte del
vector pBR322 de E. coli y un marcador seleccionable en levaduras. Algunos de ellos
son capaces de mantenerse auténomos porque contienen, ademds, un origen de
replicacién de levadura. Asf, los YRp contienen una secuencia ARS, origen de
replicacién cromosdémico (Williamson, 1985), y mantienen 20-80 copias por célula
(Struhl er al., 1979; Stinchcomb er al., 1979; Kingsman et al., 1979). También
multicopia son los vectores YEp que se replican gracias a una secuencia ORI/
procedente del circulo de 2 p (ej.: Beggs, 1978; Struhl et al., 1979; Broach er al.,
1979). Estos dos tipos de vectores transforman con una eficiencia alta pero, si no
hay presién selectiva, la célula suele perderlos con una frecuencia aproximada del
10%. La introduccién de una secuencia centromérica CEN en un pldsmido YRp lo
estabiliza mitSticamente pero reduce su nimero de copias a 1 6 2 por célula (Rose ez
al., 1987). Estos vectores, denominados YCp, son muy itiles para clonar genes cuya
sobre-expresion puede ser lesiva para la célula.

Los vectores YIp no contienen origenes de replicacién, transforman con baja
frecuencia y deben mantenerse integrindose inmediatamente después de su entrada
en la célula, en un locus cromosémico. Sin embargo, de todos los "instrumentos”
moleculares de que dispone el genético de levaduras el mds singular es, quizi, la
capacidad de integrar un gen por recombinacién homéloga en la regién cromosémica
correspondiente. De hecho, en S. cerevisiae, al contrario de lo que ocurre en otros
organismos, la frecuencia de integracién por recombinacién homdloga es 10 veces

superior a la que tiene lugar por recombinacion ilegitima (Hinnen ez al., 1978), lo que
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podria deberse a la gran eficiencia de sus sistemas de recombinacidén mitética.
Ademds, la integracién puede "dirigirse” a un locus determinado cortando la
secuencia correspondiente del pldsmido con una enzima de restriccidon que generard
extremos que son altamente recombinogénicos (Orr-Weaver et al., 1981). Esto
permite una serie de sofisticadas manipulaciones genéticas tales como el rescate
alélico (Orr-Weaver et al., 1983; Orr-Weaver y Szostak, 1983), la sustitucién alélica
y la disyuncién génica, algunas de las cuales han sido utilizadas en esta Tesis.

OBJETIVO DE ESTA TESIS

El objetivo de este trabajo es, esencialmente, la obtencién de cepas de
levaduras superproductoras de treonina. Para alcanzarlo se ha seguido la estrategia
de aumentar la dosis génica de algunos genes estructurales de la ruta de sintesis de
este aminoédcido que estdn sujetos a regulacién. Concretamente, se han amplificado
los genes HOM3y THRI.

En primer lugar, se han clonado y caracterizado los genes. También se ha
clonado el alelo mutante HOM3-R2 responsable de una aspartato quinasa
insensible a retroinhibicién por treonina. Posteriormente, se ha estudiado la cantidad
de treonina y de otros aminodcidos que acumulan células con distintos fondos
genéticos, que contienen un alto nimero de copias de los alelos silvestres HOM3,
THRI1, o del alelo mutante HOM3-R2. De esta forma podia establecerse una

estrategia para obtener una cepa que produzca el mdximo de treonina posible.
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MATERIALES
MICROORGANISMOS
1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

En las Tablas I y II se relacionan las cepas utilizadas en esta Tesis y su
procedencia. Como abreviatura de Saccharomyces cerevisiae se utiliza "S.
cerevisiae " (van der Walt, 1984). En la nomenclatura se siguen las
recomendaciones elaboradas en la "IV International Conference on Yeast Genetics"
y recogidas en el Yeast Genetics Supplement (Microbial Genetics Bulletin 31,
1969).

Las designaciones genéticas que son relevantes para esta Tesis son:

- ADE, ARG, HIS, LEU, LYS, MET, THR, TRP y URA designan genes de
las rutas biosintéticas de los aminoécidos y bases a los que corresponde cada
abreviatura. Las mutaciones en estos genes producen auxotrofia para ese
aminodcido o base.

- HOM designa genes comunes a las rutas biosintéticas de los aminodcidos
treonina y metionina. Una cepa portadora de una mutacién hom requiere
simultdneamente ambos aminodcidos o bien homoserina, intermediario comuin a
ambas rutas de biosintesis. El alelo mutante HOM3-R2 confiere resistencia a

hidroxinorvalina.

-ILV son genes comunes a las rutas biosintéticas de los aminodcidos
isoleucina y valina. Con excepcién de las cepas portadoras de una mutacién ilvl, las
cuales requieren nicamente isoleucina, el resto de las mutaciones i/lv producen

auxotrofia para estos dos aminodcidos.

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

- CANI es el gen estructural de la permeasa de la L-arginina (permeasa I).
Los mutantes en este gen son resistentes a canavanina, un andlogo toxico de la

arginina.
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Tabla I. Cepas no originales de levaduras utilizadas en esta Tesis.

CEPA GENOTIPO ORIGEN
AJ483 MATa leu2-3,112 his4-417 canl Al
AN33 MATo thrl argl gal2 SUC2 mal YGSC
DBY746 MATa leu2-3,112 his3-Al ura3-52 trpl-289q YGSC
DBY747 MATa leu2-3,112 his3-Al ura3-52 trpl-2894 gal canl YGSC
D160-2C MATa ilvl ura3 hom3 hisl arg6 trp2 adel metl gal2 YGSC
F4 MATa thrd LCC
MMY1 MAT ura3-52 CyhR RB
MMY2 MATa ura3-52 CyhR RB
S288C MATa SUC2 mal mel gal2 CUPI YGSC
YAHV2-26D MATa HOM3-R2 CR

- AJ: Antonio Jiménez, Centro de Biologia Molecular, Madrid
- YGSC: Yeast Genetic Stock Center, Berkeley, California, EE.UU.
- LCC: La Cruz del Campo, S.A., Sevilla.
- RB: Richard Bailey, Solar Energy Research Institute, Golden Co., EE.UU.

- CR: Cayo Ramos, Departamento de Genética y Biotecnia de la Universidad

de Sevilla.



Tabla II. Cepas originales de levaduras utilizadas en esta Tesis.

CEPA GENOTIPO ORIGEN
TMR1-4 MATa leu2-3,112 his4-417 thrl [pMR1-4] XMR9-9A [pMR1-4]
TMR1-41C MATa leu2-3,112 his3-Al ura3-52 HOM3-R2 XMR27-1C [pMR1-4]

[PMR1-4]
TMR1-45B MATa leu2-3,112 trpl-2894 ura3-52 HOM3-R2 XMR27-5B [pMR1-4]

[pPMR1-4]
TMR3-1 MATa leu2-3,112 hisl hom3 ura3 adel metl

[P1-AK4] XMR14-30B [P1-AK4]
TMR3-R2 MATa leu2-3,112 hisl hom3 ura3 adel metl

[pMR3-R2] XMR14-30B[pMR3-R2]
TMR10 MATa leu2-3,112 his3-Al ylo his4-417 ura3-52

thrl::pMR10 XMR24-3A::pMR10
TMR27-5B MATa leu2-3,112 trpl-2894 ura3-52

HOM3-R2::[pMR3-R2] XMR27-5B::pMR3-R2
XMR9-9A MAT o leu2-3,112 his4-417 thrl XMR7-4D X AJ483
XMR11-1A  MATo leu2-3,112 his4-417 thr4 adel trpl XMR8-5D X AJ483
XMR14-30B  MATa leu2-3,112 hisl hom3 ura3 adel metl XMR12-13D X AJ483
XMR24-3A  MATa leu2-3,112 his3-Al ylo his4-417 ura3-52 thrl XMR9-9A X DBY747
XMR27-1C MATo leu2-3,112 his3-Al ura3-52 HOM3-R2 XMR26-15C X DBY746
XMR27-5B MATa leu2-3,112 trpl-2894 ura3-52 HOM3-R2 XMR26-15C X DBY746

[ 1, mantienen un pldsmido de forma auténoma.

::, mantienen un pldsmido integrado.

A X B, producto meiético del cruce de las cepas A y B.



- CUP! determina una metalotioneina que acompleja cobre. La amplificacién
de este gen confiere resistencia al cobre.

- a'y a son alelos del gen MAT que determina el sexo.

- Los subindices 3, o y y indican que la mutacién del alelo correspondiente €s

un fin de mensaje de tipo 4mbar, ocre u dpalo, respectivamente.

- La delta maydscula (A) indica que la mutacién del alelo correspondiente es
una delecidn.

- CyhR se refiere a mutaciones que dan lugar a resistencia a cicloheximida.

Los simbolos que aparecen como superindices en los fenotipos son: + para
los fenotipos silvestres; - para los mutantes; R y S, resistencia y sensibilidad a un

inhibidor, respectivamente.
2. Estirpes de Escherichia coli

En la Tabla III se relacionan las estirpes de E. coli utilizadas en esta Tesis y
su procedencia. En la nomenclatura se siguen las recomendaciones recogidas en
Demerec et al. (1966).

Las designaciones genéticas que son relevantes para esta Tesis son:

- TcR y ApR se refieren a genes que confieren resistencia a tetraciclina y a

ampicilina, respectivamente.
PLASMIDOS

Como vectores de clonacién se utilizaron los siguientes pldsmidos: YIpS
(Struhl er al., 1979), YRp17 (Stinchcomb ez al., 1979), YCp50 (Rose et al., 1987),
YEp13 (Broach et al., 1979) e YEp24 (Botstein er al., 1979).

En las Figuras 2, 3 y 4 se representan los mapas de restriccion de estos
vectores. En la Figura 2 se incluye también el pldsmido P1-AK4 constituido por el
vector YEp24 en el que se ha clonado el gen HOM3 de S. cerevisiae (Rafalski y
Falco, 1988).
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Tabla II. Estirpes de E. coli utilizadas en esta Tesis.

ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN
HB101 F~ hsdS20 (rB- mB~) recAl3 ara-14 proA2 lacY1

galK2 rpsL20(Sm)" xyl-5 mil-1 supE44 A~ DGS
DHS5 o F- endAl- hsdR17 (rk~ myg) supE44 thi-1 gyrA96

recAl [D80cl lacZAMI15] A~ GIA

- DGS, Departamento de Genética y Biotecnia, Universidad de Sevilla.
- GIA, Instituto de Genética, Universidad de Copenhague, Dinamarca.

Tabla IV. Plidsmidos originales de esta Tesis.

PLASMIDO VECTOR GENOTIPO ORIGEN
pMR1-1 YEp13 LEU2 THRI ver Fig. 12
pMR1-4 YEp13 LEU2 THRI ver Fig. 12
pMR10 YIp5 URA3 THRI ver Fig. 13
pMR30 YRpl7 TRP] URA3 HOM3 ver Fig. 9
pMR301 YRP17 TRP1 URA3 hom3Al ver Fig. 10

pMR3-R2 YRpl7 TRPI URA3 HOM3-R2 ver Fig. 7
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En la Tabla IV se relacionan los pldsmidos originales de esta Tesis, el
genotipo més relevante que presentan y su procedencia.

PRODUCTOS QUIMICOS

La relacién de productos quimicos mds relevantes utilizados en esta Tesis
es la siguiente:

- La Helicasa (de jugo gdstrico de Helix pomatia) fue suministrada por
L'Industrie Biologique Francaise, Clichy, Francia; la zimoliasa fue de Boehringer
Mannheim GmbH Biochemica, Mannheim, Alemania.

- La hidroxinorvalina (-amino--hidroxivalerato) fue cedida por Degussa
A.B.M.,, Alemania.

- Los aminodcidos fueron suministrados por Sigma Chemical Co., St. Louis,
Missouri, EE.UU; excepto la D,L-homoserina que fue de Janssen Chimica, Bélgica,
y la L-homoserina de Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza.

- La lactato deshidrogenasa/piruvato quinasa de misculo de conejo
(PK/LDH) y el polietilenglicol (PEG) fueron de Sigma.

- Los productos de Biologia Molecular fueron, en su mayor parte
suministrados por Boehringer Mannheim, excepto la albimina sérica bovina (BSA)

y €l bromuro de etidio (EtBr) que fueron de Sigma.

-Los reactivos de "Geneclean" fueron suministrados por AMS, Biotecnologia
Espaiia S.A., Madrid.

- La polimerasa de Thermus aquaticus (polimerasa Taq) fue de Perkin Elmer
Cetus, Emeryville, California, EE.UU.
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Los productos utilizados en los medios de cultivo fueron los siguientes:
- "Yeast Nitrogen Base w/o amino acids and ammonium sulphate™ (YNB),
Bacto-peptona y Bacto-triptona, suministrados por Difco Laboratories, Detroit, MI,

EE.UU.

- Glucosa y sulfato aménico fueron de Panreac, PRS Montplet y Esteban,
S.A., Barcelona, Espaiia.

- Extracto de levaduras, de Adsa-Micro, Barcelona, Espaiia.

- Clouro sédico, de Probus, S.A., Badalona, Barcelona, Espaia.

- Agar de Adsa-Micro o Analema U.SL., Vigo, Espaiia.

Los demds productos quimicos proceden de las casas comerciales
habituales: Merck, Darmstadt, Alemania; Fluka Chemie AG., Buchs, Suiza y Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE.UU.

TAMPONES Y SOLUCIONES
1. Tampones utilizados para la purificacién de enzimas

1.1. Tampén A

Se prepara a partir del tampén Fosfato 40mM; ademds contiene KCl, 0.1M;
MgCl.6H20, 5SmM; EDTA, 2mM y DTE, 1mM.

1.2. Tampén AT

Se prepara a partir del tampén A al que se aflade L-treonina hasta una
concentracién final de 1mM (Spencer y Wedler, 1984).
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1.3. Tampén B

Se prepara a partir del tampén Fosfato 20mM; los componentes y las
concentraciones son los mismos que en el tampdn A.

1.4. Tampén BT
Se prepara a partir del tampén B al que se afiade L-treonina hasta una

concentracién final de 1mM (Spencer y Wedler, 1984)

1.5. Tampon Fosfato

Preparado segiin Gomori (1955).

- Solucidn a: fosfato monopotdsico, 40mM.

- Solucién b: fosfato dipotdsico, 40mM.

Las soluciones a y b se mezclan en proporciones adecuadas para obtener un
pH de 7.2 (aproximadamente 2 partes de b por cada 1 de a).

El tampdn Fosfato 20mM se prepara a partir del 40mM diluyéndolo a la
mitad con agua destilada.

2. Tampones utilizados para los ensayos enzimaticos

2.1. Tampén Hepes

Consiste en una solucién de 4cido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-
etanosulfénico (sal disdédica) a la concentracién deseada y ajustada al pH requerido
con HCI 1M (Ramos er al., 1991).

2.2. Solucién PEP

Fosfoenolpiruvato (PEP), 40mM; MgS04.7H20, 0.3M y KCl, 1.8M (Ramos
etal., 1991).
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3. Soluciones utilizadas para la cuantificacion de aminoacidos
3.1. Solvente A

Contiene fosfato sédico, 0.4M pH 7.2 y tetrahidrofurano, 5% (v/v) (Martinez-
Force y Benitez, 1991).

3.2. Solvente B

Contiene fosfato sédico, 0.4M pH 7.2 y acetonitrilo, 55% (v/v) (Martinez-
Force y Benitez, 1991).

3.3. Mezcla derivatizante
- Borato sédico, 0.4M pH 10.
- Ftaldialdehido (54 mg - ml-1) en metanol.

Se mezclan 9/10 partes de borato sédico por cada 1/10 parte de ftaldialdehido. A
cada Sml de esta mezcla se le afiade 0.2ml de B-mercaptoetanol (Martinez-Force y
Benitez, 1991).

4. Soluciones utilizadas para la transformacion
De bacterias

4.1. Solucién RF1

Contiene cloruro de rubidio, 100mM; MnCl, 5S0mM; acetato potdsico, 30mM,;
CaClp, 10mM y glicerol al 15%, a pH 5.8 (Hanahan, 1985).

4.2. Solucién RF2

Contiene MOPS, 10mM:; cloruro de rubidio, 10mM; CaClp, 75mM vy glicerol al
15%, a pH 6.8 (Hanahan, 1985).
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De levaduras

4.3. Solucién SE

Contiene Sorbitol, IM y EDTA, 25mM, a pH 8.0 (Hinnen et al., 1978).

4.4. Solucién TCS

Contiene Sorbitol, 1M; Tris.HCI, 10mM (pH 7.5) y CaCl2, 10mM (Hinnen ez
al., 1978).

4.5. Solucién SOS

Contiene Sorbitol, 1M; medio YEPD, 67%; Tris. HCl, 10mM (pH 7.5) y
CaClp, 10mM (Hinnen et al., 1978).

4.6. Solucién PEG

Contiene PEG 4000 al 20% en Tris.HCl, 10mM (pH 7.5) y CaCl2, 10mM
(Hinnen et al., 1978).

4.7. Solucion LTE

Contiene acetato de litio, 0.1M en Tris.HCl 10mM (pH 8.0) y EDTA 1mM
pH 8.0 (TE) (Ito er al., 1983).

4.8. Solucién LPEG

Contiene polietilengicol 4000 al 40% en acetato de litio 0.1M y TE (Ito ez al.,
1983).
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5. Soluciones utilizadas para la extraccion de ADN

Para bacterias

5.1. Solucion 1

Contiene 50mM de glucosa, 25mM de Tris-HCI (pH 8.0) y 10mM de EDTA
pH 8.0 (Maniatis ez al., 1982).

5.2. Solucion 11

Contiene 0.2N de NaOH y 1% de SDS (Maniatis et al., 1982).

5.3. Solucion 111

Consiste en una solucién 3M de acetato sédico (pH 4.8) a la que se ajusta el
pH con 4cido acético glacial (Maniatis ez al., 1982).

Para levaduras

5.4. Solucién SED

Contiene 0.9M de Sorbitol y 0.1M de EDTA pH 7.5 (Davis et al., 1980).

5.5. Solucién TED

Contiene 50mM de Tris.HCl (pH7.4 ) y 20mM de EDTA (Davis et al.,
1980).

5.6. Solucidn AK

Consiste en una solucién 5M de acetato potdsico (pH 4.8) a la que se ajusta
el pH con 4cido acético glacial (Davis et al., 1980).
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6. Tampones utilizados para la manipulacion in vitro de ADN

6.1. Tampd6n Tris. HCI

Consiste en una solucién 1M de tris(hidroximetil)-aminometano ajustada al
pH requerido con HCI 1M (Gomori, 1955).

6.2. Tampén TE

Consiste en una solucién 10mM de Tris.HCI (pH 8.0) y ImM de EDTA pH
8.0 (Maniatis et al., 1982).

6.3. Tampén TAE (50x)

Contiene Tris base, 242 g; 4cido acético glacial, 57.1ml y EDTA (pH 8.0),
0.5M en un volumen final de 1 1 (Maniatis et al., 1982).

6.4. Tampé6n TBE (5x)

Contiene Tris base, 54 g; dcido bérico, 27.5 g y EDTA (pH 8.0), 0.05M en un
volumen final de 1 1 (Maniatis et al., 1982).

6.5. Tampon de carga (5x)

Constituido por Ficoll, 15% y azul de bromofenol, 0.25% (p/v) (Maniatis et
al., 1982).

6.6. Tampo6n de fosfatasa alcalina (10x)

Constituido por Tris.HCI (pH 9.0), 0.5M; MgClp, 10mM; ZnClp, ImM y
espermidina, 10mM (Maniatis et al., 1982).

6.7. Tampon Tag (10x

Contiene Tris.HCI (pH 8.8), 0.67M; MgCl,, 0.067M; NH3SO4, 0.166M y B-

mercaptoetanol, 0.1M.
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6.8. Tampén Klenow (10x)

Contiene Tris-HC1 (pH 7.5), 0.5M; MgSO4, 0.1M; ditiotreitol, 1mM y
albimina sérica bovina (BSA), 500 pg - ml-! (Maniatis et al., 1982).

MEDIOS DE CULTIVO
1. Medios liquidos para levaduras

1.1. Medio minimo (SD)

Contiene "YNB", 0.17%; glucosa, 2% y sulfato aménico, 0.5%.

Los suplementos requeridos por cada cepa se afiaden después de esterilizar
el medio a las concentraciones finales indicadas en Sherman et al. (1979). Para ello
se preparan soluciones concentradas de cada suplemento que se esterilizan por

filtracién o autoclave seguin las indicaciones de los mismos autores.

1.2. Medio minimo completo (SC)

La composicién es idéntica al medio SD, al que se afiade todos los
aminodcidos y bases a las concentraciones finales indicadas en Sherman et al.
(1986).

1.3. Medio minimo con prolina como fuente de nitrégeno (SDP)

La composici6n es idéntica al medio SD salvo que en vez de sulfato aménico,
contiene 0.1% de L-prolina como fuente de nitrégeno (Grenson et al., 1970).

1.4. Medio nutritivo (YEPD)

Constituido por extracto de levadura, 0.5%; peptona,1% y glucosa, 2%. Este
medio es una modificacién del descrito por Sherman et al. (1979).
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2. Medios solidos para levaduras

Se preparan segiin se describe en el apartado anterior pero afiadiendo 2% de
agar (Adsa-Micro, para los medios minimos, de micomanipulacién y esporulacién;
Analema, para los nutritivos).
2.1. Medio con hidroxinorvalina

Al medio SDP sélido con los requerimientos apropiados para cada cepa se
afiade, después de autoclavarlo, hidroxinorvalina a una concentracién final de 10mM
(1.33 mg - ml-1) (Ramos y Calderon, enviado).

2.2. Medio estabilizado osmdticamente

Al medio SD sélido con los requerimientos apropiados para cada cepa se
afiade sorbitol hasta una concentracién final de 1M.

2.3. Medio de preesporulacién

Contiene extracto de levadura, 0.8%; peptona, 0.3%; glucosa, 10% y agar, 2%
(Sherman er al., 1979).

2.4. Medio de esporulacién

Constituido por extracto de levadura, 0.1%; acetato potdsico, 1%; glucosa
0.05% y agar, 2% (Sherman et al., 1979).

2.5. Medio de micromanipulacidn

La composicién es idéntica a la del medio nutritivo YEPD s6lido, excepto
que el agar es de Adsa-Micro.
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3. Medios liquidos para bacterias

3.1. Medio nutritivo LB

Constituido por extracto de levadura, 0.5%; Bacto-triptona, 1% y NaCl, 1%
(Maniatis et al., 1982). Cuando era necesario, se afiadfa ampicilina (50-100ug - ml-1)
o tetraciclina (12 pug- ml-1) a partir de soluciones concentradas, segin se describe en
Maniatis et al. (1982).

3.2. Medio SOB

Constituido por extracto de levadura, 0.5%; Bacto-triptona, 1% ; NaCl,10mM;
KCl, 2.5mM; MgClp, 10mM y MgSOy4, 10mM (Maniatis et al., 1982).

3.3. Medio SOC

Es idéntico al medio SOB al que se le afiade glucosa 20mM (Maniatis ez al.,
1982).

4. Medios sé6lidos para bacterias
Se preparan segin se describe en el apartado anterior pero afiadiendo 2% de

agar Adsa-Micro. Cuando es necesario, después de esterilzar el medio LB con agar
se afiade ampicilina (50-100 pg - ml-1) o tetraciclina (12.5-25 pg - ml-1).
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METODOS

ESTIMACION DE BIOMASA

1. Determinacion del nimero de células

1.1. Células totales

La concentracién de células de una suspensién se estimaba contdndolas en un
microscopio 6ptico, con una cdmara de Thoma (Brand, Alemania).

1.2. Células viables

Se define como célula viable aquella capaz de formar colonia en medio YEPD
solido. El nimero de células viables de un cultivo o una suspensién se determinaba
sembrando una muestra del mismo en cajas que contenian medio YEPD sélido. Se
realizaban las diluciones adecuadas para obtener entre 100 y 200 colonias por caja.
Tras incubar durante 2-3 dias a 30°C, se contaba el niimero de colonias aparecidas.
Para cada determinacién se sembraron 2-3 cajas de Petri y se calculd el valor medio.

2. Determinacion del peso de las células

Una muestra de 20 ml de cultivo se filtraba a través de un filtro Millipore de
0.45 pm de didmetro de poro. El filtro con la biomasa retenida se secaba en una
estufa a 105°C durante 10 minutos (previamente se habia compi'obado que tiempos
de secado mds prolongados no conllevaban una disminucién significativa en el peso).
Se tomd como peso seco de las células la diferencia entre el peso del filtro y el peso
del filtro con la biomasa tras el secado. Se estimé que el peso himedo de las células

era, aproximadamente, cuatro veces el peso seco.
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METODOS BIOQUIMICOS
1. Medida de las actividades aspartato quinasa y homoserina quinasa

En los siguientes apartados se describen brevemente los métodos seguidos
para purificar y ensayar la homoserina quinasa y la aspartato quinasa. Estos
métodos estdn descritos en extenso en Ramos (1990) y Ramos et al. (1991).

La purificacién parcial de ambas enzimas se realizé obteniendo en primer lugar
un extracto crudo de las células y sometiéndolo a tres precipitaciones sucesivas, la
primera con sulfato de protamina y las otras dos con sulfato aménico. El ensayo de
ambas actividades enzimdticas se realizé cuantificando la liberacién de ADP

mediante el sistema piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa.

1.1. Purificacién parcial de las enzimas

Se realizaba a partir de un cultivo de la cepa en cuestién, en medio minimo SD
con los requerimientos adecuados. Cuando éste alcanzaba una densidad Optica
medida a 660 nm (D.O.ggonm) entre 0.5 y 0.7, se recogian las c€lulas por
centrifugacién, se lavaban 2 veces en tamp6n AT y se rompian en un homogenizador
Braun MSK (Melsungen, Alemania). Los residuos celulares se eliminaban del
extracto mediante 2 centrifugaciones consecutivas a 4°C, la primera de 20 minutos a
8000 x g y la segunda de 2 horas a 105000 x g.

Al extracto crudo se afiadia sulfato de protamina y, tras mantener €l extracto
en agitacion suave a 4°C durante 30 minutos, se eliminaba el precipitado (4cidos
nucleicos y proteinas asociadas a los mismos) mediante centrifugacién. Al
sobrenadante asi obtenido se le afiadia sulfato aménico hasta un 30% de saturacion y
se mantenia en agitacion suave a 4°C durante 30 minutos, transcurridos los cuales,
se eliminaba el precipitado por centrifugacién. Para la segunda precipitacion, se
afiadia sulfato aménico hasta un 45% de saturacién. El precipitado, obtenido tras
agitar y centrifugar en las condiciones utilizadas anteriormente, se resuspendia en
tampén BT y se dializaba en frio dos veces, durante 12 horas cada vez, frente al

mismo tampon.
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1.2. Ensavo de la actividad homoserina quinasa

La actividad homoserina quinasa se ensayé cuantificando la liberacién de ADP
mediante el sistema acoplado piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa (PK/LDH)
(Spencer y Wedler, 1984). La liberacién de ADP se seguia midiendo la D.O.340nm €n
un espectrofotémetro Shimadzu UV-160 (Kyoto, Japén). La cubeta del
espectrofotémetro contenfa: tampén Hepes, 0.1 M; PEP, 4.5 mM; NADH, 0.3 mM;
ATP, 5mM; KCl, 194 mM; MgS04.7H20, 30 mM; PK/LDH, 700 y 1000 unidades por
ml, respectivamente. Tras mantener la mezcla en un bafio a 30°C durante 2 minutos
se desencadenaba la reaccién afiadiendo L-homoserina a una concentracién final de
1mM. Cada medida se realiz6 en presencia y ausencia del aminodcido; la diferencia
da la actividad dependiente de sustrato.

La actividad homoserina quinasa de un extracto se define como los mmoles de
ATP transformados en ADP por minuto y ml.

Las unidades de actividad se calculan segin la ecuacion

(A-B) x Vt
Exlx Ve

donde

A=-A D.0.340nm por minuto en presencia de L-homoserina
B=-A D.0.340nm por minuto en ausencia de L-homoserina
Vi= volumen total de la mezcla de reaccidn

Ve= volumen de extracto utilizado

E= coeficiente de extincién milimolar del NADH (6.2)

1= paso de luz (1 cm)

El decremento de D.0.340nm por minuto se calculaba utilizando solamente el
tiempo durante el cual el descenso de absorbancia se mantiene lineal que era siempre

menor a 10 minutos.

1.3. Ensavo de la actividad aspartato_guinasa

La actividad aspartato quinasa se midié de la misma forma que la actividad

homoserina quinasa excepto que la reaccién se desencadenaba mediante la adicion
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de L-aspartato 20 mM. Ademds en este ensayo se utilizaba una concentracién final
de ATP de 10 mM.

2. Determinacion de aminodacidos

2.1. Cuantificacién_de aminodcidos por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)

El método se halla descrito en extenso en Martinez-Force y Benitez (1991) y,
esencialmente, consiste en lo siguiente:

Un cultivo de la cepa en cuestién en medio nutritivo YEPD o medio minimo SD
con los requerimientos adecuados, se incubaba a 30°C hasta alcanzar una D.O.g60nm
entre 0.5 y 0.7. Las células se recogian por centrifugacién. El sobrenadante servia
para determinar la cantidad de aminodcidos en el medio de cultivo. Las células se
lavaban, se concentraban 20 veces en agua estéril y se hervian durante 15 minutos.
Los restos celulares se eliminaban por centrifugacién y el sobrenadante se utilizaba
para determinar la cantidad interna de amino4cidos.

Para la cuantificacién se utilizé un cromatégrafo Waters equipado con una
columna NovapackTM C18 de fase reversa (18 x 100 mm) y un inyector manual. El
control del sistema, la integracién de datos y su almacenamiento se realizaba
utilizando el programa "Baseline 810" en un ordenador IBM AT.

La separaciéon de aminodcidos se llevaba a cabo con los solventes A 'y B
descritos en el apartado 3 de Materiales y gradiente escalonado, con un flujo de 2 ml
por minuto. Cada ensayo duraba un total de 23 minutos. A 25 pl de una muestra de
aminodcidos se afiadia 75 pl de mezcla derivatizante (apartado 3 de Materiales) y se
mantenia durante 2 minutos a temperatura ambiente antes de inyectar en el
cromatdgrafo. El grado de derivatizacién se estimaba ensayando dos patrones de una
solucién de aminodcidos (Sigma) en HCI 0.1 N a dos concentraciones diferentes.

2.2. Cuantificacidén de proteinas totales

La cantidad de proteina total de una solucién se determinaba segin el método
descrito por Lowry er al. (1951).
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2.3. Determinacién de la_excrecién de treonina mediante prueba de alimentacién

cruzada

Esta prueba consiste en determinar la capacidad de una cepa de S. cerevisiae
para alimentar un césped de otra cepa auxétrofa para treonina a la que se denomina
cepa indicadora (Delgado er al.,1982; Ramos, 1990). En este trabajo se ha utilizado
la cepa F4 como cepa indicadora.

A partir de un cultivo estacionario en YEPD de la cepa F4 se sembraba, tras
centrifugar y lavar las células 2 veces en agua destilada estéril, un césped de
aproximadamente 100 células sobre cajas de medio minimo (SD) con los
requerimientos necesarios, excepto treonina. Una vez que las cajas estaban bien
secas, se sembraban sobre ellas mediante palillos de dientes estériles, las colonias a
probar. Las cajas se incubaban durante 7 dias a 30°C, transcurridos los cuales las
cepas excretoras presentaban un halo de crecimiento del césped alrededor de la

colonia sembrada.

METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
1. Transformacion de E. coli

1.1. Método del cloruro de calcio

Este método, descrito en Maniatis er al. (1982), se utilizaba con la estirpe
HB101. B4sicamente se trata de mantener en frio y en presencia de una solucién de
CaCly 100 mM, una suspensién de bacterias recogidas en fase exponencial de
crecimiento (D.O. 550nm 0.5). A 200 pl de estas células competentes se les afiadia
10-40 ng de ADN (disueltos en el menor volumen posible en TE) y se mantenian en
hielo al menos 30 minutos, transcurridos los cuales se sometian a un choque térmico
de 2 minutos a 42°C. La suspensién de células presuntamente transformadas se
incubaba en medio LB a 37°C durante 1 hora antes de sembrarlas en cajas de medio
selectivo, LB con ampicilina (100 pg - ml-1).

En todos los experimentos se llevaba un control al que no se afiadia ADN y

otro al que se afiadfa un pldsmido de frecuencia de transformacién conocida.
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1.2. Método del cloruro de rubidio

Cuando se utilizaba la estirpe DHS a se siguié el método de transformacion
descrito por Hanahan (1985). El método consiste, esencialmente, en tratar células
procedentes de un cultivo en medio SOB que habia alcanzado una D.O.450am
de 0.5, sucesivamente con las soluciones RF1 y RF2 de cloruro de rubidio, ambas a
42C. Las células competentes se congelaban en nitrégeno liquido y se conservaban a
-80°C. Para la transformacioén, a 200 pl de células competentes descongeladas a
temperatura ambiente, se afiadia 10-40 ng de ADN en un volumen mdximo de 20 pl y
se mantenian en hielo al menos 40 minutos. Seguidamente, se sometian a un choque
térmico de 90 segundos a 42°C. Al igual que en el método anterior, se incubaba en
medio nutritivo SOC a 37°C antes de sembrar en medio selectivo (LB con ampicilina
100pg - ml-1). En paralelo se llevaban los mismos controles descritos anteriormente.

2. Transformacion de S. cerevisiae

Para transformar levaduras se utilizaron dos métodos diferentes;
transformacién de protoplastos y de células intactas. En ambos casos, los
transformantes se seleccionaron, en primer lugar, por el marcador que poseia el

vector y, posteriormente, por el fenotipo del gen que desedbamos aislar.

2.1. Transformacién de protoplastos

Este método estd basado en el descrito por Hinnen et al. (1978) y Beggs
(1978), con las siguientes modificaciones:

Células de un cultivo en medio nutritivo YEPD que habfan alcanzado una
D.O.g60nm de 0.15 a 0.3, se recogian, lavaban y concentraban 20 veces en la solucién
SE. La suspension de células se trataba con B-mercaptoetanol (4 pl - ml-1) y Helicasa
(4 mg - ml-D) durante aproximadamente 1 hora a 30°C con el fin de eliminar, al menos
parcialmente, la pared celular. Los protoplastos se recogian, se lavaban con Sorbitol
IM y se concentraban 5 veces en la solucién TCS.

Para la transformacién se mezclaban 100 pl de la suspensién de protoplastos
con 1-5 pg de ADN (en un volumen médximo de 10ul) y Spl de ADN de esperma de
salmén (5pg - ml'l) y se mantenia 10-15 minutos a temperatura ambiente. A la

suspension de células transformadas se afiadian 0.9 ml de la solucién de PEG y se
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mantenian 20-30 minutos a temperatura ambiente. Las células se recogian mediante
centrifugacidn, se resuspendian en soluciéon SOS y se incubaban a 30°C durante 1
hora transcurrida la cual, se sembraban en cajas de medio estabilizado
osmoéticamente con los requerimientos adecuados para seleccionar sélo el marcador
del vector. La siembra en cajas se realizaba inoculando previamente un tubo con 7 ml
del mismo medio fundido, por cada caja a sembrar. Tras 6 6 7 dfas de incubacién a
30°C, las colonias transformantes aparecidas en las cajas de medio selectivo se
transferian mediante palillos de dientes estériles a cajas de medio minimo (SD) con
los requerimientos adecuados para seleccionar un fenotipo determinado. Estas cajas
se incubaban a 30°C durante 2 dfas.

Controles
En cada experimento se llevaban los siguientes controles:

- Control de cé€lulas viables iniciales: previo al tratamiento enzimdatico con
Helicasa se extrafa una muestra, se dilufa en agua bidestilada estéril y se sembraba
en cajas de YEPD con el fin de determinar el nimero de células viables iniciales.

- Control de transformacién: en paralelo con el proceso de transformacién
antes descrito, se llevaba un control al que no se afiadia ADN y otro al que se afiadia
un pldsmido de frecuencia de transformacién conocida.

- Control de regeneracién de protoplastos: tras el tratamiento enzimdético para
la formacién de protoplastos y tras la transformacién de los mismos, se extraian
muestras de la suspension, se dilufan en Sorbitol 1M y se sembraban en cajas de
medio estabilizado osméticamente y con los suplementos requeridos, mediante el
método del agar fundido. De esta forma se estimaba el niimero de protoplastos
capaces de multiplicarse.

- Control de células intactas: a la vez que para el control de regeneracién de
protoplastos, se extraian muestras de la suspensién, se dilufan en agua bidestilada
estéril para lisar los protoplastos y se sembraban en cajas de medio estabilizado
osmoéticamente y con los suplementos requeridos, mediante el método del agar
fundido. De esta forma se determinaba la proporcién de células intactas respecto de
protoplastos.
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2.2. Transformacién de células enteras

El método que se siguié fue esencialmente el descrito por Ito er al. (1983),
basado en el tratamiento de las células con cationes alcalinos.

Células de un cultivo en medio nutritivo YEPD que habfa alcanzado una
D.O.600nm de 1, se recogian, lavaban y concentraban 100 veces en la solucién LTE.
La suspensién se incubaba a 30°C al menos 1 hora. Para la transformacién, se
mezclaban 100 pl de la suspension de células, 8 pl de ADN de esperma de salmén (5
pg - ml'l) y 1-3 ug de ADN (volumen miximo de 10 pl). A esta mezcla se afiadia 0.7
ml de la solucién de LPEG vy se incubaba a 30°C durante 1 hora, transcurrida la cual
se sometian a un choque térmico de 5 minutos a 42°C. Las células transformadas se
lavaban con TE y se sembraban en cajas de medio minimo completo (SC) sin los
requerimientos adecuados para seleccionar el marcador del pldsmido. Tras 4-5 dias
de incubacién a 30°C, aparecian colonias transformantes que eran sometidas, a
continuacién, a la segunda seleccién descrita anteriormente. Como controles se
llevaban, en todo el probeso, una muestra a la que no se afladia ADN, y otra a la que
se afiadia un pldsmido de frecuencia de transformacion conocida.

3. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

3.1. "Minipreparaciones” de ADN

Cuando se requerfa s6lo una pequeiia cantidad de ADN se llevd a cabo una
extraccion por lisis alcalina segin describen Birnboim y Doly (1979) pero sin adicion
de lisozima, partiendo de 1.5 ml a 10 ml de cultivo en medio LB con ampicilina (50uLg -
ml-1). Generalmente y con el fin de eliminar el ARN de las preparaciones, se
sometian éstas a un tratamiento con ARNasa (Maniatis et al., 1982). E1 ADN se
sometia a una segunda precipitaciéon con etanol y, una vez seco, se resuspendia en
50ul de TE. Entre 2 y 3 pl de esta suspensién son suficientes para un andlisis de

restriccion,
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3.2. Preparaciones estindar de ADN

Cuando hacia falta aislar grandes candidades de pldsmido se seguia el mismo
método que se describe en el apartado anterior salvo que se partia de 500 ml de
cultivo en medio nutritivo LB con ampicilina (50pg - ml-1).

A la extraccién de ADN segufa una purificacién en gradiente de cloruro de
cesio-bromuro de etidio, seglin se describe en Maniatis e al. (1982). El bromuro de
etidio se eliminaba de la solucién tratando ésta con isopropanol saturado con TE y
CsCl. Con el fin de eliminar el cloruro de cesio, las muestras se dializaban, tres veces
frente a TE durante 20-30 minutos cada una, a 4°C.

4. Extraccion de ADN total de S. cerevisiae

Este método se utilizaba normalmente para transferir pldsmidos de levaduras
a bacterias. El método es el descrito por Davis er al., 1980. La extraccién se llevaba
a cabo partiendo de 10 6 40 ml (segiin la cantidad de ADN que se precisara) de un
cultivo en fase estacionaria en medio minimo (SD) con los requerimientos adecuados.
Generalmente dicha extraccién era seguida de un tratamiento ARNasa (Maniatis e?
al., 1982) para eliminar el ARN de las preparaciones, sometiéndose posteriormente a
una segunda precipitacion con etanol al 96 %.

El ADN obtenido por este método no es de una pureza adecuada para el

andlisis de restriccién pero transforma eficientemente.

S. Purificacion y concentracion de ADN

5.1. Microcolumnas Elutip-D

Este es un método rdpido de purificacién y concentracién de ADN con el que
se pueden recuperar fragmentos desde 50 pb a 50 kb.

Las microcolumnas de celulosa DEAE, Elutip-D, y los filtros de 0.45 pm de
didmetro de poro eran suministrados por Schleicher & Schuell (Dassel, Alemania), y

se utilizaban segiin se detalla en el manual de instrucciones.
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5.2. Columnas de Sephadex

Se segufa el método descrito por Maniatis er al. (1982) que consiste,
basicamente, en hacer pasar una solucién de ADN a través de una columna de
Sephadex G50 a un flujo aproximado de 0.5 ml por minuto, recogiéndose entre 12 y 15
fracciones de 0.5 ml para su posterior andlisis. Las muestras se concentraban
mediante precipitacién con etanol al 96%.

5.3. Concentracién mediante centrifugacion

Este método se basa en una filtracién y centrifugacién simultdneas utilizando
tubos Centricon-30, suministrados por Amicon Division (W.R. Grace & Co.,
Danvers, MA, USA). Se segufan exactamente las instrucciones del suministrador.

6. Cuantificacion de ADN

6.1. Por espectrofotometria

Segiin estd descrito (Maniatis er al.,1982), una suspensién de 50 pg -mi-1de
ADN bicatenario alcanza una D.O.260nm de 1. La concentracién de una muestra
determinada de ADN se estimé midiendo su D.O.260nm v hallando la relacién con la

mencionada anteriormente.
6.2. Por tincién con bromuro de etidio

La cantidad de ADN de una preparacién también puede determinarse en
muestras sometidas a eletroforesis en gel de agarosa punto de fusién medio y
tefiidas con bromuro de etidio (EtBr; Maniatis er al.,1982). En estos casos, el ADN
se cuantificaba comparando la fluorescencia emitida por el EtBr intercalado en la
molécula con patrones de ADN del fago A.

7. Manipulacion enzimadtica del ADN

Las digestiones del ADN con endonucleasas de restriccién se realizaban

siguiendo esencialmente las técnicas descritas por Maniatis er al. (1982), y las
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recomendaciones de la firma que suministra las enzimas en cuanto a tampones y
condiciones de incubacioén.

8. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

8.1. Andlisis de los fragmentos de restriccidén

La resolucién de fragmentos de restriccidn se llevaba a cabo en geles de
agarosa del 0.6-1%, segin el tamafio de los fragmentos (Maniatis et al.,1982) en
tampén TAE, salvo que se indique otra cosa. Los geles se sumergian en el mismo
tampdén contenido en cubetas horizontales de electroforesis y se sometian a un
voltaje de aproximadamente 5V-cm-! de longitud del gel. Excepto que se especifique
otra cosa, en los geles se incluia como patrén de tamafio, ADN del fago A digerido
con HindllI (para fragmentos mayores 2 kb) o con HindIll y EcoRI (para fragmentos
de hasta 2 kb).

8.2. Revelado de los geles

Los geles de agarosa se tefifan sumergiéndolos 15 minutos en tampén de
electroforesis con 1pg - ml-! de EtBr. Los geles se fotografiaban con una cdmara
Polaroid MP4 con pelicula tipo 665, un filtro Kodak Wratten 22A y una iluminacién
inferior de luz ultravioleta de 300 nm procedente de un transiluminador Fotodyne 3-
3002 (New Berlin, WI, USA).

9. Recuperacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Para aislar fragmentos de restriccién separados en los geles de agarosa se
seguian dos métodos.

9.1. Electroelucién
Se utilizaba cuando los fragmentos de ADN eran mayores de 2 kb. El método,

descrito en Maniatis er al. (1982) se basa en la elucién mediante aplicacién de

corriente eléctrica, de moléculas de ADN de un gel de agarosa estdndar, al mismo
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tampdn de electroforesis (TBE). E1 ADN recuperado en el tampdn se precipitaba con
10% (v/v) de acetato sédico 3M pH 4.8 y etanol al 96%.

9.2. Método "Geneclean"

Se utilizaba cuando se trataba de purificar fragmentos de ADN menores de
2kb. El método se basa en la elucién de fragmentos de ADN mediante fusién de la
agarosa y adsorcién del ADN a una matriz inerte. A continuacién, el ADN se
recupera de la matriz por elucién en un tampé6n de baja concentracién salina, como se
detalla en el manual de instrucciones de "Geneclean". La electroforesis de ADN se
realizaba en gel de agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% en tampén TAE. El ADN
recuperado se precipitaba con etanol al 96 % para concentrarlo.

10. Amplificacién in vitro de ADN mediante polimerizacion en cadena

Para llevar a cabo la amplificacién del alelo HOM3-R2 mediante PCR se
disponfa de las moléculas cebadoras, 1246 y 1247 (Figura 5A) suministradas por el
Dr. M. Kielland-Brandt, Carlsberg Laboratory, Copenhague (Dinamarca). Estas
moléculas poseen una secuencia de nucledtidos complementaria a zonas adyacentes
del gen HOM3 de S. cerevisiae (Rafalski y Falco, 1988) y contienen, ademds, dianas
para las enzimas BamHI y Sall. Se esperaba que estos oligonucleétidos sirvieran
para multiplicar un fragmento de 1.9 kb que contiene dicho gen (Figura 5B).

Las suspensiones de oligonucleétidos en una solucién 1N de hidréxido
aménico se sometian a vacio durante 16 horas para eliminar el solvente; a
continuacién, se suspendian en agua estéril y se purificaban mediante una columna de
Sephadex G50 (apartado 5.2). Las fracciones recogidas se analizaban mediante
electroforesis en un minigel de agarosa al 0.8% en TAE con el fin de determinar
cudles de ellas contenfan los oligonucleétidos. La cuantificacion del ADN de estas
fracciones se realizaba por espectrofotometria.

Como molde para la PCR se utiliz6 ADN total extraido de la cepa de
levaduras YAHV2-26D.

En un tubo tipo Eppendorf de 0.5 ml se preparaba la mezcla de reaccién, que
contenfa: aproximadamente 10ng (1 ul) de la solucién de ADN molde;
oligonucle6tidos 1246 y 1247, 1uM; deoxinucleétidos trifosfato (ANTPs), 1uM; y 2 U
de la polimerasa Taq, en tamp6n Taq (1X) un volumen final de 50 pl. Para evitar la
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A

1246 5'- GCGGATCCTTTTCTTTCTAGAACTCCCC-3'
BamHI

1247 5'- GCGTCGACTAAACGTTCATCAATGGCATGTTC-3'
Sall

1246

B Bf K C K K Hp
| |

1247

1 kb

Figura 5 : Moléculas de ADN utilizadas para la amplificacién in vitro de HOM3-R2
A. Cebadores, 1246 y 1247. B. Mapa de restriccién de un fragmento de 2.5 kb
contenido en pMR30 (ver Figura 9). " cebadores, ORF de HOM3
(B, BamHI; Bf, Bfrl; C, Clal; Hp, Hpal y K, Kpnl).



evaporacion se afiadia una fina capa (dos gotas) de aceite mineral. Como control, se
preparaba en paralelo una mezcla de reaccidén a la que no se le aftadia ADN molde.

Las mezclas se sometian a 30 ciclos con perfodos de 1 minuto a 94°C para
disociar las moléculas de ADN, 1 minuto a 55°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. Era preciso un primer ciclo donde el tiempo de disociacién del ADN
se ampliaba a 5 minutos ya que las moléculas del ADN molde que se obtienen tienen
un tamano medio de aproximadamente 20 kb.

Los fragmentos de ADN resultantes de la PCR se cuantificaban mediante
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusién Nu SieveR GTG (FMC
Bioproducts, Rockland, ME, USA) al 2% en TBE. Como patrdén de tamafio se
utilizaba ADN del fago A digerido con la endonucleasa de restriccién BstEIl. Estos
fragmentos se concentraban mediante centrifugacién en tubos Centricon-30, se
recogian en unos 40 pl de agua destilada y se trataban con polimerasa Klenow para
rellenar los extremos (Maniatis er al., 1982). A continuacién se digerian con las
enzimas BamHI y Sall y los fragmentos de interés se purificaban mediante
microcolumnas Elutip-D. Estos fragmentos se ligaban a un vector al que previamente
se habia cortado con las mismas enzimas de restriccidén, sometido a electroforesis y
extraido del gél mediante electroelucién. Los pldsmidos recombinantes se
seleccionaban transformando células competentes de E. coliDH5 o con las mezclas
de ligacidn.

METODOS GENETICOS
1. Obtencion de diploides

Se tomaban con sendos palillos de dientes cantidades equivalentes de
biomasa de cada uno de los conjugantes y se mezclaban sobre una caja del mismo
medio con la ayuda de una gota de agua destilada estéril. La mezcla conjugante se
incubaba a 30°C durante 3 a 4 horas. Normalmente se comprobaba que el proceso
habia tenido lugar observando al microscopio la aparicién de cigotos.

Para aislar los diploides se utilizaron dos métodos distintos segin €l genotipo
de los conjugantes:
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Cuando los dos parentales posefan auxotrofias complementarias, la mezcla
conjugante se replicaba mediante terciopelo a una caja con medio selectivo en el que
sélo podia crecer el diploide formado.

Cuando los diploides no eran seleccionables fenotipicamente, €stos se
separaban de la mezcla conjugante mediante un micromanipulador (Lawrence
Precision Machines, Hayward, CA, EE.UU.) fijado a un microscopio invertido Nikon
MS( Zurich, Suiza) y dotado de una microaguja de cristal. La separacion se hacia
sobre una caja de medio para micromanipulacién. El caracter diploide de las c€lulas

aisladas se comprobaba por su capacidad de esporular en las condiciones apropiadas.
2. Esporulacion

Biomasa de los diploides que se deseaban esporular, se transferia con un
palillo estéril a una caja de medio de preesporulacién, incubdndose durante 24 horas a
30°C. La biomasa obtenida se transferia, mediante réplica en terciopelo, a una caja

con medio de esporulacién que se incubaba durante al menos 4 dias a 22°C.
3. Diseccion de ascas y andlisis meidtico

La segregacién de los caracteres se estudié mediante andlisis de tétradas
(Sherman y Lawrence, 1974). Para digerir las paredes de las ascas, éstas se
trataban con helicasa (Johnston y Mortimer, 1959). Una pequeiia cantidad de
biomasa esporulada se suspendia en una gota de una solucién 5 mg - ml-! de helicasa
sobre un trozo de papel de parafina colocado dentro de una caja de Petri vacia y
estéril; se incubaba a temperatura ambiente durante aproximadamente 30-40
minutos. Posteriormente, una porcién de esta gota se extendia con un asa sobre una
caja de medio para micromanipulacién. Las esporas de cada asca se separaban
mediante micromanipulacién. Se incubaban a 30°C durante 48 horas y, una vez
germinadas, se sembraban en los medios apropiados para determinar su fenotipo. En
el andlisis genético de las tétradas aparecian ditipos parentales (DP), ditipos

recombinantes (DR) y tetratipos (T).
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4. Determinacion del sexo

Para determinar el sexo de una cepa determinada se cruzaban por las cepas
indicadoras MMY1 () y MMY2 (a). La observacién de cigotos al microscopio,
después de incubar la mezcla conjugante durante 3-4 horas a 30°C, indicaba que la
cepa en cuestion es de sexo contrario a aquella por la que se cruzd.
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AMPLIFICACION DEL GEN HOM3

La aspatato quinasa de S. cerevisiae es la responsable de catalizar el primer
paso en la ruta comin de sintesis de treonina y metionina. Esta enzima parece ser
clave en la regulacién de la ruta como demuestra el que se hayan aislado mutantes
que por el hecho de tener una aspartato quinasa desregulada, acumulan hasta 20
veces mds treonina que la cepa silvestre (Seibold et al., 1981; Ramos y Calderdn,
enviado).

El gen HOM3 que determina la aspartato quinasa (Jones y Fink, 1982), ha
sido aislado y caracterizado a partir de una genoteca genémica de S. cerevisiae
(Rafalski y Falco, 1988). Serfa plausible que una cepa que contenga el gen HOM3
en un alto nimero de copias presente mucha actividad aspartato quinasa y, en
consecuencia, superproduzca treonina. Con el fin de probar esta hipétesis, se llevo a

cabo la siguiente serie de experimentos.
OBTENCION DE CEPAS CON HOM3 AMPLIFICADO

Se disponia del pldsmido multicopia P1-AK4 (Figura 2) constituido por €l
vector YEp24 en el que habia sido subclonado un fragmento de ADN de 6.8 kb del
inserto original que contenia el gen HOM3 (Rafalski y Falco, 1988). Por tanto, sélo
habfa que introducirlo por transformacién en una cepa que tuviese los marcadores
apropiados.

Como método de transformacidn, se eligié el de protoplastos por ser, en
nuestras manos, el mas eficiente. Sin embargo, este método sélo es factible si la
cepa, ademds es "transformable". La transformabilidad de una cepa se basa en su
capacidad de formar protoplastos y en la de que éstos tomen ADN y regeneren
células completas. Se desconoce cudntos y cudles son los factores genéiicos que
determinan esta capacidad (Johnston et al., 1981). En consecuencia, la obtencién de
cepas tansformables suele hacerse mediante repetidos cruzamientos con cepas
previamente definidas como transformables, de modo que sean lo mds isogénicas
posible con ellas.
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1. Construcciéon de una cepa transformable Hom3-

Se deseaba obtener una cepa que fuera transformable y que tuviera, ademds,
fenotipo Hom3- (marcador que se deseaba complementar) Ura3- (marcador de
YEp24). Para ello, se llevaron a cabo los cruzamientos que se describen en la
Figura 6. Como base se utilizé la cepa transformable AJ483. En todos los casos, los
diploides se seleccionaron por complementacién, sembrando la mezcla conjugante en
medio donde no podian crecer las cepas parentales. Los productos meidticos
derivados de éstos diploides se separaron mediante micromanipulacién. En el dltimo
cruzamiento, se probé la transformabilidad de varios haploides que presentaban el
fenotipo apropiado. Al final del proceso, se seleccioné la cepa XMR14-30B como
Optima para los siguientes estudios.

2. Transformacién y seleccion de los transformantes

Mediante el método de los protoplastos, se transformé la cepa XMR14-30B
con el pldsmido P1-AK4. La seleccién de los transformantes se realizé sembrando
en medio minimo (SD) estabilizado osméticamente con los requerimientos de la
cepa, excepto uracilo. Las colonias transformantes se transfirieron mediante réplica
a medio minimo (SD) que contenfa todos los requerimientos de la cepa, sin
homoserina resultando que, como era de esperar, todas las colonias Ura% eran,
ademds, Hom™. Para estudios posteriores se eligié una de ellas a la que denomin6
TMR3-1.

Para corroborar que el fenotipo Hom* dependfa de la presencia en la célula de
un pldsmido, se permitié que la cepa TMR3-1 perdiera el pldsmido y se comprobé si
dicha pérdida llevaba asociada la desaparicién del fenotipo Ura* Hom®*. El método
se basa en el hecho de que células que contienen un pldsmido, cultivadas en medio
no selectivo que no exija la presencia del mismo para crecer, lo pierden al cabo de
algunas generaciones (1% por generacién en el caso de los basados en el circulo de
2; Armstrong et al., 1989). Asi, se sembrd la cepa TMR3-1 en cajas de medio
nutritivo (YEPD) para obtener colonias aisladas. Las cajas se incubaron a 30°C
durante 48h tanscurridas las cuales, se replicaron a cajas de medio minimo (SD) con
todos los requerimientos de la cepa, con todos excepto treonina o con todos excepto

uracilo.
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D160-2C AJA483
MATa (ilvl) ura3 hom3 hisl MATa leu2 his4 canl
arg6 trp2 adel metl
XMR12-13D AJ483
MAT o leu2 hisl hom3 ura3 MATa leu2 his4 canl
adel arg6 trp2
XMR14-30B

MATa leu? hisl hom3 ura3
adel metl

Figura 6: Construccién de cepas transformables Hom3 ™.



En todos los casos resultd que las colonias Ura-, es decir, que habfan perdido
el pldsmido, eran, ademds, Thr; lo que confirma que TMR3-1 contiene el pldsmido
P1-AK4 con el alelo silvestre HOM 3.

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS CON HOM3 AMPLIFICADO
1. Medida de la actividad aspartato quinasa

Con el fin de purificar y ensayar las enzimas aspartato quinasa y homoserina
quinasa, se cultivd la cepa TMR3-1, portadora del gen HOM3, en medio minimo
(SD) con los requerimientos de la cepa. Como control se midieron ambas
actividades enzimdticas en la cepa original sin transformar y en S288C, silvestre
para esos marcadores, cultivados en medio minimo (SD) conteniendo los
requerimientos de la primera cepa.

Los resultados se muestran en la Tabla V. De ellos se deduce que,
efectivamente, la cepa portadora del pldsmido multicopia P1-AK4 presenta una
actividad aspartato quinasa alrededor de 10 veces la de la cepa silvestre. La
actividad homoserina quinasa de las tres cepas es, sin embargo, similar.

2. Acumulacion y excrecion de treonina

Para comprobar si el transformante TMR3-1 superproducia treonina, se midi6
mediante HPLC, la cantidad de éste y otros aminodcidos acumulada
intracelularmente y excretada al medio. Como control se utilizé la cepa silvestre
S288C. Ambas cepas se cultivaron e medio minimo (SD) conteniendo los
requerimientos de TMR3-1.

Los resultados se muestran en la TablaVI (esta Tabla contiene, ademds,
resultados de otros experimentos que se describirdin mds adelante). De ellos se
deduce que la cepa transformante, TMR3-1, acumula alrededor de 10 veces la
cantidad de treonina de la cepa silvestre S288C, es decir, que la presencia del alelo
silvestre HOM3 en alto nimero de copias se traduce en superproduccién de
treonina.

Se comprobd también si el transformante TMR3-1 era capaz de excretar
treonina al medio de cultivo mediante la prueba de alimentacién cruzada descrita en

Métodos. Como controles se utilizaron las cepas MMY1 (silvestre) y AHV2-26=
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Tabla V. Actividades especificas aspartato quinasa (AK) y homoserina quinasa
(HSK) de la cepa XMR14-30B, la misma cepa con el gen HOM3 en alto niimero de
copias (TMR3-1) y la cepa silvestre S288C, cultivadas en medio minimo (SD) con
distintos aminodcidos.

ACTIVIDAD (mU - mg-! prot. - ml-1)
aas en el medio

CEPA de cultivo AK HSK
XMR14-30B Ade Leu His Met Thr Ura 4 49
TMR3-1 Ade Leu His Met 1127 92
[HOM3 ]

............................................................................................................................................

S288C Ade Leu His Met 120 75




Tabla VI. Concentracién interna (imoles - mg-l proteina) y externa (mM) de
aminoécidos en la cepa silvestre $288C y en cepas conteniendo distintos alelos en
alto nimero de copias. Todas ellas se cultivaron en medio minimo (SD) con Ade,
Leu, His y Met.

CONCENTRACION
CEPA ALELO
AMPLIFICADO Aminoicido Interna Externa
TMR3-1 [HOM3] Hom 0.18 nd
Thr 0.56 nd
Met 0.01 nd
Ile 0.02 nd
TMR3-R2 [HOM3-R2] Hom 17.24 0.18
Thr 2.76 0.02
Met 0.02 0.13
Ile 0.05 nd
TMR1-4 [THRI1] Hom 0.42 nd
Thr 0.02 nd
Met nd nd
Ile 0.004 nd
S288C - Hom nd nd
Thr 0.05 nd
Met nd nd
Ile nd nd

( nd = no detectable; < 0.001)



(excretora de treonina). Tras 7 dias de incubacidon a 30°C, no se encontraron "halos

de excreccion”.
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AMPLIFICACION DEL ALELO MUTANTE HOM3-R

La hidroxinorvalina es un andlogo téxico de la treonina. En nuestro
laboratorio se han obtenido cepas de §. cerevisiae resistentes a este andlogo,
algunas de las cuales acumulan internamente treonina e incluso la excretan al medio
de cultivo (Ramos, 1990). Todas las cepas analizadas que presentaban este fenotipo
posefan una asparto quinasa insensible a la inhibicién que la treonina y la
hidroxinorvalina ejercen sobre la enzima silvestre. La acumulacién de treonina por
parte de estas cepas es de 15-30 veces superior a la del silvestre, y la excrecion es
3 veces mayor. Ramos (1990) ha caracterizado bioquimica- y genéticamente tres de
estos mutantes y ha denominado HOM3-RI, HOM3-R2 y HOM3-RS,
respectivamente, a los alelos responsables de este fenotipo.

El aislamiento de uno de los alelos HOM3-R tendria, entre otras, las
siguientes utilidades:

- Determinar cudl es la diferencia, a nivel molecular entre el alelo mutante y el
silvestre, lo que ayudaria a comprender el funcionamiento de la enzima
correspondiente.

- Estudiar el efecto de la presencia en la célula de un nimero alto de copias de
este alelo, sobre la produccién de treonina; presumiblemente, la produccién

de treonina seria mayor que la del mutante original.

En esta Tesis se plante6 la clonacién de un alelo HOM3-R utilizando para
ello la cepa mutante YAHV2-26D (HOM3-R2) y el pldsmido P1-AK4 que contiene
el alelo silvestre HOM3 (Figura 2; Rafalski y Falco, 1988). La cepa YAHV2-26D se
eligié por ser una de los mejores productoras de treonina y estar su aspartato
quinasa bien caracterizada (Ramos, 1990). Con el fin de asegurar el éxito del

proyecto, se siguieron de forma paralela, las siguientes estrategias :

1. Amplificacién in vitro del alelo HOM3-R2 mediante PCR.

2. Rescate del alelo HOM3-R2, utilizando el método de reparacién de huecos
en el ADN.
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AMPLIFICACION IN VITRO DE UN FRAGMENTO GENOMICO QUE
CONTIENE AL ALELO HOM3-R2

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método mediante el cual
se pueden producir in vitro grandes cantidades de fragmentos especificos de ADN, a
partir de cantidades minimas de un ADN molde (Saiki, 1989). La técnica de la PCR
estd basada en la amplificacién enzimdtica de un fragmento de ADN a partir de dos
oligonucleétidos que sirven como cebadores de la polimerizacién y que son
complementarios de sendas secuencias flanqueantes del mismo. Repetidos ciclos de
disociacién del ADN molde, hibridacién de los cebadores con sus secuencias
complementarias y sintesis de ADN por la polimerasa, producen una acumulacién
exponencial del fragmento en pocas horas. El método puede utilizarse también con
ADN gendémico, amplificando s6lamente la secuencia comprendida entre los
cebadores. La utilizacién de la ADN polimerasa termoestable aislada de la bacteria
Thermus aquaticus (polimerasa Taq) hace posible que no haya que afladir unidades
nuevas de la enzima en cada ciclo (Saiki, 1989).

Entre las miiltiples aplicaciones que tiene el método estd la clonacién de
secuencias tdnicas de un genomio. En este caso, el objetivo es amplificar el
fragmento de ADN genémico correspondiente al alelo HOM3-R2 para clonarlo
posteriormente.

1. Obtencion del fragmento amplificado

Utilizando la secuencia de nucleétidos del gen HOM3 publicada por Rafalski y
Falco (1988), se sintetizaron los oligonucleétidos flanqueantes que se describen en
Meétodos y en la Figura SA. Se esperaba que se amplificara un fragmento de 1.9 kb
(Figura 5B). Los cebadores contienen, respectivamente, en sus extremos las dianas
para las endonucleasas de restriccion BamHI y Sall, que servirfan para su posterior
clonacién. Los oligonucledtidos se purificaron mediante columnas de Sephadex G50,
recogiendo, en ambos casos, las fracciones 3 a 7. De ellas, para experimentos
posteriores se utilizd la fraccién n® 4 por ser la de mayor concentracién de ADN (15
UM, en el caso del cebador 1246 y 21 uM en el caso del cebador 1247).
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El ADN molde se aislé y purificé a partir de la cepa mutante YAHV18-26D,
obteniéndose de 3 a 5 g de ADN total. Los fragmentos de ADN gendémico que se
obtienen por este método poseen un tamaiio medio de alrededor de 20 kb.

La reaccién de amplificacién se llevé a cabo segiin se describe en Métodos,
partiendo de alrededor de 10 ng de ADN genémico, y generd entre 30 y 60 pg de un
fragmento de 1.9 kb de tamafio, segiin se comprobé mediante electroforesis. Segin la
misma, los productos de 1.9 kb eran mayoritarios y parecfan no estar contaminados
con otras moléculas m4s pequefias. A continuacién el fragmento de ADN amplificado
se concentré y purificé mediante centrifugacién en tubos Centricon-30.

2. Clonacion del fragmento amplificado

Los productos de la amplificacién se incubaron con polimerasa de Klenow con
el fin de asegurarse de que posefan extremos romos, y se purificaron mediante
microcolumnas Elutip-D. Las moléculas resultantes fueron sometidas a digestion
con BamHI y Sall, nuevamente purificadas mediante microcolumnas (Elutip-D) y, a
continuacién, ligadas al vector YIp5 (Figura 4). El vector habfa sido previamente
digerido también con BamHI y Sall, sometido a electroforesis y purificada por
electroelucién la banda de 5 kb. Esta mezcla de ligacién se utilizé para transformar
células competentes de E. coli DH5 a, seleccionando las colonias resistentes a
ampicilina. Como control, en un experimento similar y paralelo, se transformé con
YIpS5 cortado con las mismas enzimas. El nimero de colonias aparecidas en el
experimento control fue, segin se esperaba, al menos 10 veces inferior al obtenido
con la mezcla de ligacién.

A partir de algunos de los transformantes aparecidos, se realizaron
““minipreparaciones" de ADN que se digirieron con las enzimas BamHI y Sall y se
sometieron a electroforesis. Los resultados de esta electroforesis indicaban que los
pldsmidos de todos los transformantes daban lugar a una banda de ADN lineal de,
aproximadamente, 5 kb correspondiente al vector YIpS sin inserto. Esto implicaba
que no se habfa clonado el fragmento que se deseaba y que los pldsmidos
conservaban al menos una de las dianas para las enzimas antes citadas, siendo asi
que los extremos generados por BamHI y Sall son incompatibles. La razén de
obtener 10 veces menos transformantes con el vector religado podria estar en la

presencia de los hexanucledtidos de los extremos del producto de PCR en la mezcla
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Recombinacién
reparadora

Corte con restrictasa
y ligaci6én

Figura 7: Rescate del alelo HOM3-R2 por el método de reparaciéon de "huecos” en
el ADN. A. Reparacion mds integracién en el genomio. B. Reparacién simple del
"hueco". l mutacién presente en el alelo HOM3-R2; Y , restrictasa.



de ligacién; si estos hexanucleétidos no se hubiesen eliminado totalmente por el
método de purificacién (microcolumnas Elutip-D), podrian unirse al vector en vez del
fragmento de 1.9 kb.

Otra posible explicacién podria ser que el pldsmido recombinante haya sufrido
una reorganizacion que elimine el inserto. Esto serfa plausible si el alelo que se
desea clonar se expresara y resultara lesivo para el hospedador bacteriano de modo
que, en la poblacidn, tendrian ventaja las células que hayan eliminado ese fragmento
del pldsmido. Este problema podria ser solventado clonando el producto de la PCR
€n un vector que no permitiese su expresién en E. coli.

RESCATE DEL ALELO HOM3-R2

Para llevar a cabo el rescate del alelo HOM3-R2 del genomio, se eligi6 el
método descrito por Orr-Weaver y Szostak (1983) basado en la reparacién de
"huecos” del ADN (Figura 7). Este método requiere, en primer lugar, eliminar
mediante digestién con restrictasas, un fragmento interno de un gen clonado en un
pldsmido. A continuacidn, se transforma con este pldsmido una cepa que lleva en su
genomio el alelo que se desea clonar. La interaccién de ambas moléculas,
cromosoma y pldsmido, resultard en la reparacién del hueco, utilizando como molde
la copia completa del cromosoma. Si el pldsmido es de replicacién auténoma, su
recuperacién supondrd la del alelo mutante. Con alta frecuencia, sin embargo, la
reparacién por recombinacién lleva a la integracién del pldsmido en el genomio. En
este caso, es preciso el rescate del pldsmido del genomio lo que puede realizarse
extrayendo ADN de la cepa, cortdndolo con una restrictasa adecuada y ligando los
extremos generados. |

Para el rescate de alelo HOM3-R2 se realizaron las siguientes operaciones:

- construccion de cepas transformables,

- construccién de un pldsmido replicativo que lleve un HOM3 con una delecion

interna,

- transformacién con el pldsmido de las cepas construidas, y

- rescate del pldsmido, presumiblemente con el alelo mutante, a partir de los

transformantes.

Como vector se eligié un YRp porque un YEp, al estar basado en el circulo de
2y, podria recombinar con los circulos presentes en la cepa y causar

reorganizaciones no deseadas.
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YAHV2-26D DBY746
MATa HOM3-R2 MATo leu2 his3 ura3 trpl
XMR26-15C DBY746
MATa leu2 HOM3-R2 MAT o leu2 his3 ura3 trpl
XMR27-1C XMR27-5B
MATa leu2 his3 ura3 HOM3-R2 MATa leu2 trpl ura3 HOM3-R2

Figura 8: Construccién de cepas transformables Hom3-R2.
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1. Construccion de las cepas transformables

Con el fin de obtener cepas transformables que contengan el alelo HOM3-R2,
se realizd la serie de cruzamientos que se describen en la Figura 8. Como cepa
transformable de base se utiliz6 la DBY746. Los diploides se seleccionaron por
micromanipulacién en el primer cruzamiento y por complementacién en el resto,
sembrando la mezcla conjugante en medio minimo (SD) con leucina.

Las cepas XMR27-1C y XMR27-5B se eligieron por su alta frecuencia de
transformacién (aproximadamente 1000 transformantes Ura™-pug-l del vector
YCp50), ademds de por tener los marcadores apropiados.

2. Subclonacién del gen HOM3 en el vector YRp17

El proceso se resume en la Figura 9. Para ello, se cort6 el vector YRpl7
(Figura 3) con las enzimas BamHI y Nrul (ésta Gltima genera extremos romos), S€
sometié a electroforesis y, a partir del gel, se purific6 mediante electroelucién el
fragmento de 4.4 kb. Por otro lado, se digiri6 el pldsmido P1-AK4 (Figura 2) con las
enzimas BamHI y Pvull (ésta ltima también genera extremos romos). Los 4
fragmentos resultantes de la digestién se separaron mediante electroforesis en gel
de agarosa a partir del cual se purificé mediante electroelucién el fragmento de 2.5 kb
BamHI-Pvull que contenfa el gen HOM3. Los dos fragmentos purificados de 2.5 y
4.4 kb, respectivamente, se unieron mezcldndolos e incubdndolos con ligasa de T4.
La ligacién tiene lugar mediante unién de extremos cohesivos compatibles (BamHI-
BamH]I ), por un lado, y extremos romos (Pvull-Nrul ) por el otro.

Con la mezcla de ligacién, se transformé E. coli DHS «. Los transformantes
se seleccionaron por su resistencia a ampicilina. Mediante "minipreparaciones” de
'ADN plasmidico realizadas a partir de los transformantes y andlisis de restriccién
de los mismos, se comprob6 que todos los pldsmidos analizados contenfan el inserto
esperado. Se eligié uno de ellos al que se denominé pMR30 (Figura 9). Este
pldsmido contiene un gen HOM3 funcional segin se deduce del hecho de que
introducido en la cepa XMR14-30B, es capaz de complementar la mutacién hom3
presente en esta cepa.
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3. Delecion de un fragmento interno de HOM 3

La endonucleasa Kpnl corta al pldsmido pMR30 sélo en ¢l inserto de HOM3,
teniendo este fragmento tres dianas para esta enzima (Figura 10). Asi pues, con el
fin de generar una delecién interna lo mds amplia posible, se corté el pldsmido
PMR30 con Kpnl, se diluyé hasta una concentracién de 1jg - ml-1, aproximadamente,
y se incub6 con ligasa de T4. Con esta suspensién se transformé E. coli DH5 o
selecciondndose transformantes resistentes a ampicilina. Se realizaron
"minipreparaciones” de ADN a partir de los transformantes y mediante andlisis de
restriccion de los pldsmidos, se comprobé que todos ellos tenfan solamente una
diana para Kpnl, lo que implicaba que habian perdido los dos fragmentos internos. A
este nuevo alelo se le denominé hom3-Al y el plismido que lo porta, pMR301
(Figura 10). Este plasmido, como era de esperar, no complementa la mutacién hom3
presente en la cepa XMR14-30B, segin se pudo comprobar transformandola con el
mismo.

4. Transformaciéon y seleccion de los transformantes

Células enteras de las cepas XMR27-1C y XMR27-5B se transformaron
mediante el método del acetato de litio, con el pldsmido pMR301, selecciondndose
los transformantes en medio minimo completo (SC) sin uracilo que es el marcador
del pldsmido. Previamente y con el fin de inducir la recombinacién entre el locus
HOM3 y su homdlogo en el pldsmido, se habfa cortado este dltimo simultdneamente
con Kpnl y Bfrl. Se obtuvieron 450 transformantes Urat de la cepa XMR27-1C y 150
de la XMR27-5B, selecciondndose 40 de cada una para estudios posteriores.

5. Caracterizacion de los transformantes

En primer lugar, se indujo la pérdida del pldsmido sembrando los
transformantes en medio no selectivo (YEPD) para comprobar que el fenotipo Ura*
era debido a la presencia de un pldsmido. Como se esperaba (Orr-Weaver et al,,
1983), el 50% de los transformantes perdian el marcador, lo que indica que en el 50%
de los casos el pldsmido se ha reparado y permanece auténomo y en el otro 50%, se
ha integrado.
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Figura 10: Obtencién del alelo Hom3-Al. B, BamH I, P, PvulIl; N, Nrul; X, Xbal; K, Kpn I
y Bf, BfrI. [ ] Insertoy




5.1. Transformantes que mantienen el pldsmido de forma auténoma

Se seleccionaron 6 transformantes de cada cepa de los que mantenian el
pldsmido auténomamente; se les extrajo ADN total y, con él, se transformé E. coli.
DHS5 o. Sélo se obtuvieron clones bacterianos resistentes a ampicilina en dos casos,
ambos procedentes de la cepa XMR27-5B. Tras analizar los pldsmidos que portaban
mediante andlisis de restriccién, se comprobé que tenfan un tamafio similar a
pMR301 y el mismo mapa de restricciéon. Estos pldsmidos no complementaban la
mutacién hom3 de la cepa XMR14-30B, lo que sugiere que la delecién no habia sido
reparada.

5.2. Transformantes que contienen el pldsmido integrado

Se seleccionaron dos transformantes de la cepa XMR27-5B que contenian el
pldsmido integrado en el genomio. Se extrajo su ADN genémico y se digiri6 con la
endonucleasa Bfrl o bien con la Hpal, las cuales cortan cerca de los extremos 5' y 3'
de la zona codificante del gen HOM 3, respectivamente (ver Figuras 9 y 10). A la
preparacién de ADN se le afiadié ligasa de T4 y se utiliz6 para transformar E. coli
DHS5 o obteniéndose 3 clones bacterianos resistentes a ampicilina; dos de ellos
procedian de uno de los XMR27-5B transformados y el tercero, del otro. Se realizo el
andlisis de restriccién de los pldsmidos que portaban, encontrdndose que s6lo uno de
ellos presentaba el tamafio y patrén de bandas esperado al cortar con las enzimas
Clal y Kpnl. Este pldsmido era, ademds, el {inico que contenia un alelo H OoM3
funcional como demostraba el hecho de que complementaba la mutacién hom3 de la
cepa XMR14-30B. A este plésmido se le denominé pMR3-R2, y TMR3-R2 a la cepa
XMR14-30B transformada con €l. ’

“ El segundo pldsmido parecia contener un inserto de tamaiio doble al anterior;
y el tercero, no se cort con las enzimas anteriormente citadas. Ninguno de estos

plasmidos fue capaz de complementar la mutacién hom3 de la cepa XMR14-30B.
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CARACTERIZACION DE LA CEPA CON HOM3 AMPLIFICADO

1. Inhibicion por treonina de la aspartato quinasa

Con el fin de comprobar que el alelo HOM3 funcional presente en la cepa
TMR3-R2 era, efectivamente, el HOM3-R2, se purificé y caracterizé su aspartato
quinasa segun se describe en Métodos. Los resultados (Tabla VII) muestran que la
aspartato quinasa de la cepa TMR3-R2 es pricticamente insensible a treonina. El
control, constituido por la misma cepa transformada con el pldsmido P1-AK4, es
decir, con el alelo silvestre, presenta una aspartato quinasa cuya actividad se inhibe
en un 95% por treonina. La actividad homoserina quinasa de la cepa TMR3-R2
presenta una inhibicién por treonina de alrededor de un 20-40 %. Estos datos son
consistentes con los descritos por Ramos (1990) para la cepa mutante original de lo
que se deduce que, efectivamente, se ha clonado el alelo HOM3-R2.

2. Acumulacién y excreciéon de treonina

Mediante HPLC, se determind la cantidad interna de treonina y otros
aminodcidos de la ruta acumulada y excretada por la cepa TMR3-R2. La TablaVI
resume los resultados obtenidos. La cepa que contiene el alelo mutante en alto
nimero de copias acumula 5 veces mds treonina que la que porta un alto nimero de
copias del alelo silvestre y unas 50 veces mds que lo que acumula una cepa

silvestre.

3. Resistencia a hidroxinorvalina

El alelo HOM3-R2 de Saccharomyces cerevisiae confiere resistencia a
hidroxinorvalina (Ramos, 1990). Este fenotipo se ve enmascarado cuando se afiaden
al medio de cultivo aminodcidos de la ruta de la treonina u otros aminodcidos que
compiten con la hidroxinorvalina por permeasas para entrar en la célula, p. €j. leucina
(Martin-Rendén et al., en preparacién).

La cepa TMR3-R2 portadora del pldsmido pMR3-R2 posee varios marcadores
de auxotrofia, entre ellos METI y LEU?2 siendo, por tanto, imposible determinar si
es o no resistente a hidroxinorvalina. Dado que dicha resistencia es un cardcter

dominante, se estimd que podria determinarse este fenotipo construyendo una cepa
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Tabla VII. Actividades especificas aspartato quinasa (AK) y homoserina quinasa
(HSK) en presencia de treonina de cepas que contienen los alelos HOM3 y HOM3-
R2 en alto niimero de copias, cultivadas en medio minimo (SD) que contenfa Leu,
Ade, His y Met. Ambas cepas provienen de la XMR14-30B.

ACTIVIDAD ACTIVIDAD
(mU - mg-! prot. - ml-1) RESIDUAL
CEPA Thr AK HSK AK HSK
TMR3-1 - 608 32 1 1
[HOM3]

+ 31 no 0.05 no

TMR3-R2 - 13 11 1 1

[HOM3-R2]

+ 13.7 6.9 1 04

(no = no determinado)



diploide heterocigética y protétrofa a partir de la haploide transformante. Para ello se
cruzaron las cepas TMR3-R2 y MMY1 y, mediante micromanipulacién, se selecciond
la cepa diploide XMR35. Esta cepa se sembr6 en cajas de medio SDP que contenia
10mM, 5mM 6 1mM de hidroxinorvalina. Como control se inocularon las cepas
YAHV2-26D y MMY]1, resistente y sensible al andlogo, respectivamente y el
diploide al que se le habia hecho perder el pldsmido.

El diploide XMR35 resulté no ser resistente a hidroxinorvalina en ninguna de
las condiciones ensayadas; la cepa silvestre era sensible y la AHV2-26D, resistente
a las tres concentraciones.
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AMPLIFICACION DEL GEN THRI

La homoserina quinasa de S. cerevisiae, producto del gen THRI, cataliza el
primer paso en la ruta especifica de sintesis de treonina. Esta enzima parece estar
regulada tanto a nivel de actividad como de sintesis por producto final (Jones y Fink,
1982). Seria plausible que una cepa que contenga el gen THRI en un alto niimero de
copias y que, en consecuencia, presente una alta actividad homoserina quinasa,
superproduzca treonina. Con el fin de probar esta hipétesis, se llevd a cabo la
siguiente serie de experimentos.

AISLAMIENTO DEL GEN THRI

Con esta serie de experimentos se pretendia clonar el gen THRI a partir de
una genoteca genémica de S. cerevisiae, mediante complementacién de una mutacién
thrl. Para ello se disponia de una genoteca construida por Nasmyth y Reed (1980)
en el vector YEp13 (Figura 2). Esta genoteca se obtuvo insertando en el sitio
BamHI de YEp13, fragmentos de 5 a 20 kb de ADN genémico de S. cerevisiae
AB320 obtenidos por digestion parcial con la endonucleasa de restriccion Sau3A.

Dado que para el aislamiento de un gen a partir de una genoteca genémica es
preciso obtener un nimero alto de colonias transformantes y, por tanto, frecuencias
de transformacién relativamente altas, también en este caso se eligié el método de
transformacién de protoplastos. Para ello, fue preciso construir previamente una cepa
transformable con fenotipo Thrl- (marcador que se deseaba complementar) Leu2-
(marcador de YEp13).

1. Construccién de una cepa transformable Thrl-

En la Figura 11 se resume los cruzamientos que se realizaron con el fin de
obtener una cepa que fuera Thrl- Leu2- transformable. Para ello, se procedié de
manera similar a como se describe para la seleccién de cepas transformables Hom™
transformable. Como transformables, se utilizaron las cepas AJ483 y DBY747. Para
la parte del trabajo que se describe a continuacién se selecciond la cepa XMR9-9A.
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AN33 AJ483
MATo thrl argl MATa leu2 his4 canl
XMR7-4D AJ483
MAT o leu2 his4 trhl argl MATa leu2 his4 canl
DBY747 XMR9-9A
MATa leu2 his3 ura3 trpl MAToa leu?2 his4 thrl
XMR24-3A

MAT o leu2 his3 his4 ura3 thrl

Figura 11 : Construccién de cepas transformables Thrl=.



2. Transformacion y seleccion de trasformantes

La cepa XMR9-9A se transformé con ADN de la genoteca anteriormente
citada siguiendo el método de los protoplastos. La seleccién se realizé en dos pasos
sucesivos: primero por crecimiento en medio minimo (SD) con todos los
requerimientos de la cepa excepto leucina, que es el marcador del vector, y,
posteriormente, por crecimiento en medio minimo con todos los requerimientos de la
cepa excepto treonina.

La frecuencia de transformacién con la genoteca fue de alrededor de 11000
transformantes Leut -pg-! de ADN; el 99% de los protoplastos resultaban ser
viables. De 2000 colonias Leu™ probadas, 4 resultaron ser también prototrofas para
treonina. A estas cepas se les denominé TMR1-1 a TMR1-4.

3. Pérdida concomitante de marcadores y pliasmidos

Con este experimento se trataba de corroborar que la prototrofia de treonina
de los cuatro clones seleccionados se debia a la adquisicién de un pldsmido
recombinante y no a la reversién espontdnea de la mutacién thrl. Para ello, se
permitié que las cepas transformantes perdieran los pldsmidos respectivos y se
comprobé si dicha pérdida llevaba asociada la desaparicién de la complementacion de
thrl. El experimento se llevé a cabo de forma similar a lo que se describe para el
pldsmido P1-AK4 (HOM3) excepto que se utilizaron cajas de medio minimo (SD)
con los requerimientos de la cepa menos leucina 0 menos treonina.

En todos los casos resulté que las colonias Leu, es decir, que habian perdido
el plismido, eran, ademds, Thr- de lo que se deduce que los pldsmidos
recombinantes contienen un fragmento que complementa la mutacién thrl;
presumiblemente, el gen THRI. A éstos pldsmidos se les denominé pMRI1-1 a
pMR1-4.

4. Caracterizacion de los pliasmidos
Se procedid, en primer lugar, a determinar el tamafio de los pldsmidos y a
elaborar su mapa de restriccion. Para ello, se extrajo ADN total de las cuatro cepas

y con €l se transformé E. coli DHS a, seleccionando los transformantes por su

resistencia a ampicilina. A continuacidn se realizaron "minipreparaciones” de ADN
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de estos clones que se sometieron a digestiones simples y multiples con diferentes
enzimas de restriccidén. Los fragmentos resultantes se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa 0.8% y se tifieron con EtBr.

Los resultados mostraron que los insertos de los cuatro pldsmidos aislados
eran iguales dos a dos en tamaifio: pMR1-1 y pMR1-2 tenfan 4.5 kb mientras que
pMR1-3 y pMR1-4 tenfan 3.5 kb. La Figura 12 muestra que ambos tipos de
pldsmidos comparten una regién comiin en la que podria estar contenido el gen
THRI. A partir de aqui se decidié continuar el estudio con el pldsmido pMR1-4 por
tener el inserto pequefio.

ANALISIS GENETICO DEL GEN THRI CLONADO

Con este bloque de experimentos se traté de comprobar si el fragmento de
ADN que complementa a la mutacién thrl contiene, efectivamente el gen THRI. La
estrategia seguida se basa en el hecho de que en levaduras, la integracién de
fragmentos de ADN en el genomio ocurre, mayoritariamente, por recombinacién
entre secuencias homélogas (Orr-Weaver et al., 1981). Asi, la integracién del
pldsmido aislado en el locus THRI demostraria su homologia con €l, y, por tanto, su
identidad. Con este fin, se subcloné el fragmento Hindlll -HindIII en el vector
integrativo YIpS y el nuevo pldsmido (pMR10) se introdujo en una cepa de levadura.

1. Subclonacién en un plismido integrativo

El proceso se detalla en la Figura 13. En primer lugar, se corté el pldsmido
pMR1-4 con la endonucleasa de restriccion Hindlll. Esta digestién da lugar, entre
otras, a una banda de 1.7 kb perteneciente al inserto procedente de la genoteca.
Mediante el método "Geneclean" se aislé esta banda del gel de agarosa y se ligd al
vector YIpS previamente tratado con la misma enzima de restriccidon y con fosfatasa
alcalina para evitar su recircularizacion. Se transformé la estirpe DHS o de E. coli
con la mezcla de ligacién y se seleccionaron los transformates por su resistencia a
ampicilina. A continuacién se extrajo ADN plasmidico de estos clones bacterianos y
se comprobd mediante andlisis de restriccién, que contenian el pldsmido deseado. Al

nuevo pldsmido se le denominé pMR10.
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Figura 13: Obtencion del pldsmido pMR10 [YIp5-THRI1] . E, EcoRI ; H, Hind IlI; C, Clal;
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2. Integracion del gen THRI en el genomio

El vector YIpS en el que se habia construido el nuevo pldsmido contiene el
gen URA3 como marcador seleccionable en levaduras. Se hacia, pues, necesario,
obtener una cepa transformable con fenotipo Ura3- Thrl-. Esto se llevé a cabo segin
se indica en la Figura 11, cruzando la cepa XMR9-9A (Thrl") por la transformable
DBY746. De entre los productos meidticos derivados del diploide, se seleccioné uno
con el fenotipo deseado, al que se denominé XMR24-3A y que fue transformado con
el pldsmido pMR10.

La frecuencia de transformacién con un pldsmido integrativo de levaduras
aumenta si €ste se corta previamente con una enzima de restriccién. Ademds y dado
que los extremos de moléculas de ADN son altamente recombinogénicos, la
integracién ocurre preferentemente en loci homdlogos al punto de corte (Hinnen et
al., 1978). Para dirigir la integracién del plismido pMR10 hacia el locus THRI, se
probo si diversas enzimas como Aatll, Bglll, Sacl, Sphl y Xhol, de las que se sabfa
que no cortaban al vector, tenfan dianas en el inserto de 1.7 Kb. Como quiera que
ninguna de ellas resulté apropiada para el fin que se perseguia, se decidi6 dirigir la
integracién mediante digestién parcial de pMR10 con HindlIl. Se transformaron
protoplastos de la cepa XMR24-3A con la mezcla de pldsmidos cortados y se
seleccionaron los transformantes Urat. Los clones seleccionados resultaron ser
también Thr* lo que indica que el fragmento HindlII-HindIII utilizado complementa la
mutacién thrl. Uno de ellos, al que se denominé TMR10 fue seleccionado para

experimentos posteriores.
3. Andlisis de ligamiento entre los marcadores URA3 y THR1

Para comprobar si la integracién habia tenido lugar en el locus THRI del
genomio, se llevd a cabo el andlisis genético de la cepa transformante TMR10. Para
ello, se cruzé con la cepa MMY1 y se realizé un andlisis de las tétradas derivadas
del diploide. Se esperaba:

- que el marcador THR1 segregara 4+: (-, ya que ambos parentales eran

Thrl™;

- que el resto de los marcadores segregaran 2+:2-;
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Tabla VIII. Andlisis genético del cruzamiento XMR30.

TMR10 X MMY1
MATa leu2 his3 ylo his4 thrl ura3 MATo ura3 cyhR
[THR1 URA3]
XMR30
SEGREGACION
MARCADORES DP DR T
MAT- LEU 9 0 14
MAT- URA 5 3 15
LEU- URA 7 7 9
THR- URA 23 0 0




- que al analizar los marcadores THR y URA, sélo se encontraran "Ditipos
Parentales”, lo que indicarfa que en esta cepa estdn ligados (THRI y URA3
se encuentran normalmente en los cromosomas VIII y V, respectivamente)
(Mortimer y Schild, 1980). ‘

Los resultados del andlisis de 23 tétradas completas mostraban que,
efectivamente, los marcadores MAT, LEU y URA segregaban 2+:2-; el marcador
THR segregaba 4+:0- y el marcador HIS segregaba 2+:2- en 11 tétradas, 3+:1- en 9
tétradas y 4+:0- en 3 tétradas, lo que hace pensar que en el cruzamiento intervienen
mds de un gen con dos alelos. La Tabla VIII recoge el andlisis de ligamiento entre
los marcadores estudiados. Estos resultados demuestran que la integracién habia
tenido lugar en el locus THRI. De ello inferimos que, efectivamente, se ha clonado el
gen THRI.

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS CON THRI AMPLIFICADO

Con el fin de determinar el efecto que tiene en una célula la presencia de un
alto nimero de copias del alelo THRI, se llevaron a cabo los siguientes andlisis
bioquimicos.

1. Medida de la actividad homoserina quinasa

Se traté de medir la actvidad homoserina quinasa, producto del gen THR1, en
extractos de la cepa TMR1-4, portadora del gen THRI en alto nimero de copias, y,
como control, en la cepa sin transformar XMR9-9A y en la silvestre S288C. También
como control, se midié la actividad aspartato quinasa. La purificacién parcial y el
ensayo de las enzimas se llevd a cabo a partir de células cultivadas en distintos
medios, segin se recoge en la Tabla IX:

-SD+Leu+His+Thr, por ser los requeridos por XMR9-9A

-SD+His, por ser el dnico requerimiento de TMR1-4

-SD+Ade+Leu+His, con el fin de comparar los resultados con los obtenidos
con las cepas que portan los alelos HOM3 y HOM3-R2 en alto nimero de copias,
descritas anteriormente.

De los resultados se concluye que, como era previsible, la cepa portadora del
pldsmido multicopia presenta una actividad homoserina quinasa alrededor de 20-40
veces mayor que la de la cepa silvestre. Como era de esperar, la actividad aspartato
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quinasa de las cepas con y sin el pldsmido son, similares y del mismo orden de

magnitud que la de la cepa silvestre.
2. Acumulaciéon y excreciéon de treonina

Dado que el paso catalizado por la homoserina quinasa constituye uno de los
puntos de regulacién de la ruta, se traté de determinar si la simple presencia en la
célula de una mayor actividad homoserina quinasa redunda en una mayor
acumulacién de treonina.

En primer lugar, se sometié al transformante TMR1-4 a la prueba de
alimentacién cruzada descrita en Métodos. Como controles se utilizaron las cepas
MMY1 ¢ YAHV2-26D, esta altima superproductora y excretora de treonina
(Ramos, 1990). Tras siete dias de incubacién a 30°C, no se encontraron "halos de
excrecién” alrededor de la cepa TMR1-4.

Para cuantificar este resultado, se midié mediante HPLC la cantidad de este
aminodcido que acumula la cepa TMR1-4. Como control, se utilizé la cepa silvestre.
Los resultados (Tabla VI) muestran que, al menos en las condiciones de cultivo
utilizadas, la cepa transformante acumula aproximadamente la misma cantidad de
treonina que la cepa silvestre.

3. Influencia de distintos aminoacidos de la ruta en la acumulaciéon de
treonina

Segin se ha mencionado, algunos aminodcidos de la ruta de biosintesis de la
treonina inhiben ciertas enzimas de la misma. Sin embargo, la regulacién de esta
ruta se ejerce no sélo a nivel de actividad enzimdtica, sino también a nivel de
sintesis de las enzimas (Jones y Fink, 1982). La falta de diferencia significativa en la
acumulacién de treonina por la cepa TMR1-4, respecto a la silvestre, podria deberse
a que, efectivamente, se acumule pero que llegado un nivel, la propia treonina haga
que se inhiba la actividad homoserina quinasa y/o se reprima la sintesis de esta
enzima. Con el fin de probar esta hipétesis, se llevaron a cabo los siguientes
experimentos. Adicionalmente, se estudié el efecto de esos mismos aminoédcidos
sobre la actividad aspartato quinasa.

Se utilizé la cepa TMR1-4, portadora del gen THRI en alto nimero de copias,
cultivada en medio minimo (SD) que contenfa Ade, Leu e His, al que se afiadia
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Tabla IX. Actividades especificas aspartato quinasa (AK) y homoserina quinasa
(HSK) de la cepa XMR9-9A, la misma cepa con €l gen THRI en alto numero de
copias (TMR1-4) y la cepa silvestre S288C, cultivadas en medio minimo (SD) con
distintos aminodcidos.

ACTIVIDAD (mU - mg-1 prot. - ml-1)
aas en el medio

CEPA de cultivo AK HSK
XMR9O-9A Leu His Thr 243 0
TMR1-4 His 141 4510
[THRI]
Ade Leu His 294 2200

.............................................................................................................................................

S5288C Ade Leu His 114 75




treonina, homoserina o metionina a una concentracién final de 2mM. Los extractos
se prepararon como se describe anteriormente para la medida de las actividades
enzimdticas. Paralelamente se obtuvieron muestras para determinar, mediante
HPLC, la acumulacién de aminoécidos .

Los resultados obtenidos (Tabla X) muestran que la actividad aspartato
quinasa se reprime en un 90% por los productos finales, treonina y metionina. La
homoserina también reprime la sintesis de esta enzima en un 30%
aproximadamente. La homoserina quinasa se reprime en un 45% por treonina, y en
un 30% por metionina. Por el contrario, su sustrato especifico, la homoserina, la
induce al doble. La Tabla X también muestra que la acumulacién de aminodcidos es

distinta en los distintos medios.
AMPLIFICACION DEL GEN THRI EN UNA CEPA HOM3-R2

Como ya se ha mencionado anteriormente, la cepa YAHV2-26D es portadora
del alelo HOM3-R2 y, como consecuencia, superproduce treonina. Segin la prueba
de alimentacién cruzada, esta cepa presenta "halo" de excrecién a los cuatro dias de
incubacién a 309C. En los cruzamientos disefiados para obtener cepas Hom3-R
transformables (ver Figura 8), el cardcter "excretor de treonina” segregaba siempre
2+:2-. Sin embargo, el tiempo que habia que incubar cada cepa para observar el halo
no era siempre el mismo. Asf, las cepas XMR27-1C y XMR27-5B, ambas
poseedoras del alelo HOM3-R2 y utilizadas en los experimentos para rescatarlo,
requerian 4 y 7 dias de incubacidn, respectivamente.

Con el fin de determinar si estas cepas presentan también diferencias en la
produccién de treonina, se determind, mediante HPLC, la cantidad de aminodcidos
relacionados con la ruta de la treonina que éstas acumulan. Las células se cultivaron
en medio minimo (SD) con los requerimientos de ambas cepas (Leu, His, Trp y Ura).

La Tabla XI resume los resultados obtenidos y muestra que, efectivamente,
acumulan distinta cantidad de treonina. Las cantidades acumuladas son congruentes
con los tiempos de excrecién. Sin embargo y sorprendentemente, las dos cepas
parecen excretar la misma cantidad de treonina al medio de cultivo. Nétese que las
cantidades de homoserina acumuladas también son distintas, pero que, en este caso,
es la XMR27-5B la que mds acumula.
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Tabla X. Actividades especificas aspartato quinasa (AK) y homoserina quinasa
(HSK) de la cepa transformante TMR1-4, cultivada en medio minimo (SD) con Ade
(0.16mM), Leu (0.3mM) e His (0.1mM), al que se afiadia distintos amino4cidos
(2mM); y concentracién interna de aminodcidos en las mismas condiciones. Entre
paréntesis se indica la proporcién de actividad respecto de la encontrada en la
misma cepa cultivada en medio minimo (SD) con Ade, Leu e His.

ACTIVIDAD
(mU - mg-1 prot. - ml'1)

CONCENTRACION INTERNA
(umoles - mg-! prot.)

Aminodcido AK HSK Hom Thr Met Ile

- 294 2200 6.37 0.29 0.02 0.01
(D (1)
Hom 207 4527 1.55 5.37 0.03 0.09
0.71) (2.1)

Thr 27 1217 0.45 4.26 0.03 0.37
(0.09) (0.55)

Met 32 1540 1.56 0.45 241 0.12
0.11) (0.70)




1. Transformaciéon y seleccion de los transformantes

Segiin se mencioné anteriormente la amplificacién del gen THRI no parece
inducir la acumulacién de treonina, al menos en un fondo genético HOM3 silvestre.
Sin embargo, serfa posible pensar que, en un fondo genético en el que se elimine el
principal responsable de la regulacién de la ruta, la inhibicién de la aspartato
quinasa, la homoserina quinasa se erigiera como el principal control de la produccién
de teonina. El hecho de que la cepa XMR27-5B superproduzca homoserina irfa a
favor de esta hipétesis.

Con la siguiente serie de experimentos se traté de estudiar el efecto de un
alto nimero de copias del gen de la homoserina quinasa en un fondo genético Hom3-
R2. Dado que las cepas XMR27-1C y XMR27-5B superproducen treonina y
homoserina respectivamente, se esperaba que esa diferencia pudiera ser debida en
parte al gen THRI. Las cepas XMR27-1C y XMR27-5B, se transformaron con el
plismido pMR1-4 segin el método del acetato de litio. Los transformantes se
seleccionaron en medio minimo completo (SC) sin leucina, que es el marcador del
vector y se comprobé que la pérdida del fenotipo Leu™ estaba asociada a la pérdida
de dicho pldsmido. A los transformantes se les denominé TMR1-41C y TMR1-45B,
respectivamente.

2. Caracterizaciéon de los transformantes

Se midi6 mediante HPLC la cantidad de aminodcidos que acumulan y
excretan las cepas transformantes TMR1-41C y TMR1-45B. Las células se
cultivaron en medio minimo (SD) con los requerimientos de las cepas (His, Trp y
Ura). Como control, se utilizaron las cepas sin transformar, XMR27-1C y XMR27-5B
respectivamente, cultivadas en el mismo medio al que se aiadid, ademds, leucina.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla XI. La cepa TMR1-41C
presenta aproximadamente la misma cantidad de treonina que la cepa sin
transformar, XMR27-1C, mientras que el transformante TMR1-45B produce 4 veces
mds treonina que XMR27-5B, probablemente a expensas de la homoserina que

acumula la cepa sin transformar.

62



Tabla XI. Concentracién interna (umoles - mg-1 proteina) y externa (mM) de
aminodcidos de dos cepas Hom3-R2 (XMR27-1C y XMR27-5B) y sus respectivas
derivadas (TMR1-41C y TMR1-45B) que contienen el gen THRI en alto nimero de
copias, cultivadas en medio minimo (SD) con His, Trp y Ura al que se afiadia Leu en
el caso de las cepas sin transformar.

CONCENTRACION
CEPA Aminodcido Interna Externa

XMR27-1C Hom 364 0.06
Thr 4.13 0.06

Met nd nd

Ile 0.51 nd

TMR1-41C Hom 0.71 0.03
[THRI] Thr 2.50 0.05
Met 0.04 0.001

Ile 0.32 nd
XMR27-5B Hom 154 0.09
Thr 0.32 0.05
Met 0.07 0.05

Ile 0.31 nd
TMR1-45B Hom 1.00 0.32

[THRI] Thr 1.27 nd
Met 0.31 0.01

Ile 0.61 nd

( nd = no detectable; < 0.001)



DISCUSION



El objetivo de esta Tesis ha sido la amplificacién de algunos genes
estructurales de la ruta de sintesis de treonina en S. cerevisiae que estdn sujetos a
regulacién, con el fin de estudiar si esta amplificacién implica la superproduccién de
este aminodcido. Para ello ha sido preciso, en algunos casos, aislar previamente los
alelos silvestres o mutantes de interés y, en todos los casos, construir cepas con
distintos fondos genéticos que contuviesen un ndmero alto de copias de dichos
alelos. En este apartado de la Tesis se van a comentar en primer lugar los
resultados obtenidos durante la clonacién y la construccion de dichas cepas y, en
segundo lugar, se comparard la produccién de aminodcidos por las distintas
construcciones, en distintas condiciones de cultivo.

CLONACION DE GENES Y OBTENCION DE CEPAS CON GENES
AMPLIFICADOS

AMPLIFICACION DEL ALELO SILVESTRE HOM3

EL primer paso de la ruta comin de sintesis de metionina y treonina estd
catalizado por la aspartato quinasa y es un paso clave en la regulacion de esta ruta
metabdlica (Jones y Fink, 1982; Ramos er al., 1991). El gen HOM3, que determina
esta enzima, fue aislado a partir de una genoteca genémica de S. cerevisiae en €l
vector multicopia YEp24 por Rafalski y Falco (1988). Estos autores publicaron la
secuencia nucleotidica del gen y la compararon con las tres aspartato quinasas de
E. coli. La enzima de levaduras se parece a los tres isoenzimas bacterianos.
Posteriormente, estos mismos autores han hecho piiblica una modificacién a esta
secuencia (Rafalski y Falco, 1990), que consiste en la insercién de un par GC en la
posicién 1536 de la regién codificante de este gen, lo que extiende ésta unas 336pb,
dando lugar, por tanto, a una proteina con 112 aminodcidos mds. Todas las
consideraciones que se hacen al comparar la aspartato quinasa de levaduras con las
de E. coli, no podrian ser asumidas a partir de esta modificacién .

Como se indica en Resultados, una cepa de levaduras con un alto nimero de
copias del alelo silvestre HOM3 (cepa TMR3-1), presenta una actividad especifica
aspartato quinasa alrededor de 10 veces la de la cepa silvestre y es capaz de
producir unas 10 veces mds treonina que dicha cepa (Tabla VI). Sin embargo, la
cepa transformante, sometida a la prueba de alimentacién cruzada de una mutante

Thr-, no presentaba "halo de excrecién”.
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En la literatura se ha descrito que la excrecién de aminodcidos al medio es
una consecuencia directa de la superproduccion de los mismos. Segin este criterio
se han podido seleccionar mutantes de levaduras superproductores de treonina por
su fenotipo "excretor" (Delgado er al., 1982; Ramos y Calderén, enviado)
demostrdndose posteriormente que, en efecto, estos mutantes acumulaban
internamente gran cantidad de este aminodcido. As{ pues, excrecién parece implicar
superproduccién, pero superproduccién no necesariamente implica excrecion.

Delgado et al. (1982) describieron la existencia de al menos dos genes,
TEX1 y TEX2, implicados en la excrecién de treonina, aunque sus productos aiin no
han sido identificados. La presencia de al menos uno de sus alelos mutantes, texi-/
6 tex2-1, en un fondo superproductor, permitirfan la excrecién. Segiin esta premisa,
la cepa TMR3-1 no poseeria ninguno de los alelos que confieren excrecién. En los
cruzamientos realizados en esta Tesis s¢ ha podido comprobar que las cepas
utilizadas son genéticamente heterogéneas en cuanto a los determinantes de la
excrecién, de modo que, en algunos casos, se generaban combinaciones alélicas que
permitian o no la excrecién. Otros autores han obtenido resultados similares (C.
Ramos, comunicacién personal). En consecuencia, y a pesar de que no se ha
investigado mds profundamente este fenémeno, siempre que se construia una cepa
presuntamente superproductora, se probaba la excrecién de treonina por la misma.

Adicionalmente, el fenotipo "no excretor" de la cepa TMR3-1 podria
explicarse porque la cantidad de treonina que ésta produce no sea suficiente para
alimentar a la cepa auxétrofa para este aminoécido utilizada como testigo.

AMPLIFICACION DEL ALELO MUTANTE HOM3-R2

HOM3-R2 es un alelo mutante que determina una aspartato quinasa
insensible a inhibicién por treonina (Ramos, 1990). Las cepas de levaduras
portadoras de este alelo superproducen treonina, homoserina e isoleucina y son
excretoras de treonina. En principio, estas cepas fueron aisladas, tras mutagénesis
con nitrosoguanidina, por su capacidad de resistir a hidroxinorvalina, un andlogo
téxico de la treonina. Estos mutantes son capaces de acumular unas 30 veces mds
treonina, y 15 veces mds homoserina que una cepa silvestre (Ramos y Calderon,
enviado). Asi pues, desde el punto de vista de produccién de treonina, es mucho
mds efectivo que las células de levaduras posean una copia de la aspartato quinasa -
desregulada, que un alto niimero de copias de la enzima silvestre. Quedaba por
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demostrar si una cepa de levaduras con un alto nimero de copias del alelo mutante
producia atin més treonina. Para ello, a lo largo de esta Tesis se planted el
aislamiento del alelo mutante HOM3-R2, su caracterizacién preliminar y su
amplificacién.

Clonacion mediante polimerizacion en cadena

La polimerizacién en cadena es un método muy (til para la clonacién in vitro
de fragmentos de ADN. Con €l se puede amplificar selectivamente una molécula de
ADN molde varios millones de veces en pocas horas. Esta herramienta de trabajo
estd resultando ser muy dtil tanto en Ciencia bésica, como en campos aplicados
como son la Medicina Legal o la Arqueologia (White et al., 1989). Para la clonacion
del alelo mutante HOM3-R2 parecia obvio seguir este método. Sin embargo, y pese
a los esfuerzos realizados en este sentido, no ha sido posible llevar a cabo el
aislamiento de dicho alelo mediante PCR.

Debido a las complejas interacciones que se pueden dar entre los
componentes en la reaccién de amplificacién, especialmente el ADN molde y los
cebadores, resulta imprescindible poner a punto las condiciones de la reaccién para
obtener los mejores resultados. En este sentido, el pardmetro mds importante a
tener en cuenta es la eleccién de los cebadores apropiados, ademds de la
temperatura y duracién de los ciclos de disociacién, hibridacién de moléculas y
sintesis de ADN que son criticos para obtener resultados satisfactorios.

En este caso, conocida la secuencia del alelo silvestre HOM3 se pudo llevar
a cabo la seleccién de cebadores especificos para la amplificacién del alelo mutante.
Aunque dicha seleccién es mds bien una cuestién empirica, es conveniente tener en
cuenta algunos consejos practicos, como son que el contenido en pares GC sea
aproximadamente del 50%, que la distribucién de bases sea tal que se evite la
formacién de estructuras secundarias, y que no contengan secuencias
complementarias, especialmente en los extremos 3' (Saiki, 1989). Los cebadores
utilizados para la reaccién de PCR en esta Tesis se sintetizaron utilizando la
secuencia de nucleétidos de HOM3 publicada por Rafalski y Falco (1988). El
cebador 1246 posee la diana de restriccién de BamHI, presente en la secuencia de
HOM3, mientras que al cebador 1247 se le afiadié el hexanucledtido
correspondiente a la diana de restriccién para la enzima Sall (Figura 5). El
fragmento de ADN de HOM3 flanqueado por los cebadores 1246 y 1247 tiene un
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tamafio aproximado de 1.9 kb. Este fragmento debia contener la regién codificante
completa del gen de la aspartato quinasa. Como se cita anteriormente, se ha
publicado una modificacién a esta secuencia (Rafalski y Falco, 1990).
Afortunadamente, esto no afecta a ninguna diana de restriccién de las utilizadas
para el rescate del alelo HOM3-R2, pero si al disefio de los experimentos
realizados para la amplificacién in vitro de dicho alelo. La modificacién supone que el
fragmento flanqueado por los cebadores 1246 y 1247, ahora, no incluye la regién
codificante de HOM3 completa y, por tanto, aunque se hubiese conseguido su
clonacién, el fragmento no contendria un alelo completo. No obstante, como se ha
mencionado en Resultados, el método fracasé en un paso anterior. El hecho de
poder digerir los fragmentos resultantes de la PCR con las enzimas BamHI y Sall,
facilita su posterior clonacién, ya que la mayoria de los vectores utilizados en
levaduras tienen dianas dnicas para BamHI (GGATCC) y Sall (GTCGAC) en el
gen de resistencia a tetraciclina del fragmento de pBR322. En el disefio de los
cebadores se anadieron dos pares GC terminales, que servirfan de diana a las
endonucleasas de restriccién. No se puede descartar el que estas secuencias sean
insuficientes para una correcta digestion.

La disociacién del ADN se llevé a cabo a 94°C, durante 1 minuto. A
continuacién se permitia la complementacién e hibridacién de las moléculas de
ADN, incubdndose durante 1 minuto a 55°C. La especificidad de la reaccion
aumenta cuando la temperatura de hibridacién es alta y el tiempo corto de modo
que, por ejemplo, 1 minuto por cada kilobase resulta excesivo. De esta forma se
evitan uniones inespecificas que darfan lugar a la amplificacién de fragmentos
distintos al que se desea (Saiki, 1989). En este caso parecia apropiado 1 minuto de
reaccion a la temperatura citada.

La sintesis de ADN se llev6 a cabo a 72°C durante 6 minutos. Cuando los
fragmentos que se desean sintetizar son menores de 150 pb, este paso puede
suprimirse; sin embargo, si es critico cuando se trata de fragmentos mayores (Saiki,
1989). En experimentds preliminares se probaron ciclos de menos de 6 minutos,
encontrdndose que, en efecto, se amplificaban fragmentos de diversos tamanos,
pero todos ellos menores de 1.9 kb.

En total, se realizaron 30 ciclos de los descritos pero fue necesario realizar
un ciclo inicial, donde el tiempo de disociacién de las moléculas de ADN era de 5
minutos. Sin este ciclo previo, no se detectaba amplificacién distinta a la del testigo,
que contenfa sélo los cebadores. Una explicacién posible podria ser que las

66



moléculas de ADN molde tuvieran un tamafio excesivo (alrededor de 20kb) para su
disociacién completa en el tiempo establecido, segin el método de extraccién de
ADN utilizado.

Una vez obtenidos los productos de PCR, siguiendo la reaccién descrita en
M¢étodos, se procedi6 a su clonacién. Sin embargo, no fue posible obtener pldsmidos
recombinantes que contuviesen como insertos dichos productos amplificados. Como
se discute brevemente en Resultados, existen varias explicaciones que pueden
ayudar a entender los resultados obtenidos. Una de ellas podria ser el diseiio de los
cebadores, como se cita anteriormente. Otra, el método de purificacién de ADN que
se utiliz tras la digestién. Los hexanucle6tidos que se liberan al cortar los
productos de PCR con las enzimas de restriccién, podrfan no haber sido eliminados,
quedando presentes en la mezcla de ligacién. Por tanto, se esperaria que en dicha
mezcla, las moléculas contaminantes interfirieran con el inserto y se ligaran al
vector. Asi, los pldsmidos recombinantes seleccionados podrian seguir manteniento
las dianas de restricciéon para BamHI y Sall, y se explicaria el alto nimero de
transformantes bacterianos obtenidos con la mezcla de ligacién, respecto del control
con el vector autoligado.

Se menciona también la posibilidad de que dicho alelo mutante de levaduras
se exprese en E. coli y sea lesivo para las células bacterianas. Se esperaria
entonces que, en la poblacién prevaleciesen las células transformantes que eliminan
el inserto del pldsmido. La superproduccién de treonina provoca cierta morbilidad en
las células de levaduras. De hecho, cuando se cultivan cepas superproductoras en
medio minimo (SD) con los requerimientos de la cepa, el cultivo se estaciona a una
D.O.660nm aproximada de 0.5, que para una cepa silvestre implica estar atin en
plena fase exponencial. Este efecto parece revertirse con la adicién de valina al
medio de cultivo (datos no mostrados). En resumen, las cepas de levaduras que
superproducen treonina parecen requerir valina. Esto puede tener sentido si la
acumulacién de treonina produjera un exceso de ¢-cetobutirato, como producto de la
reaccién de la treonina deaminasa, y éste compitiera con el a-cetoisovalerato
provocando "hambre" de valina en un momento dado de su creciemiento. El o-
cetoisovalerato se convierte en valina por una transaminasa, ademds de constituir
el punto de partida para la sintesis de leucina en levaduras (Jones y Fink, 1982).
Estd descrito que la transaminasa de los aminodcidos de cadena ramificada es
capaz de utilizar in vitro el a-cetobutirato como sustrato en Salmonella (Van Dyk y
LaRossa, 1988). Si el alelo mutante HOM3-R2 se expresase en E. coli y produjera
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acumulacién de treonina, tal vez podria resultar "téxico" para la propia célula
mantener el pldsmido. Esto podria explicar la dificultad de aislar los pldsmidos
recombinantes.

Rescate del alelo HOM3-R2 del genomio

La clonacién del alelo HOM3-R2 de S. cerevisiae se ha llevado a cabo
mediante el método de rescate basado en la reparaciéon de huecos en el ADN
usando un pldsmido replicativo (Orr-Weaver y Szostak, 1983). Los pldsmidos a los
que se les ha creado una delecién en una zona de homologia con el cromosoma, son
generalmente reparados por la maquinaria de recombinacién homdéloga de la
levadura, tomando como molde la copia existente en el cromosoma (Orr-Weaver e
al., 1981). La ventaja de utilizar un pldsmido replicativo reside en que, una vez
reparado, el pldsmido auténomo puede recuperarse de la levadura extrayendo ADN
y amplificdndolo en bacterias directamente. (Orr-Weaver er al., 1983). La frecuencia
de integracién de estos plasmidos replicativos (tipo YRp) es menor del 1% cuando
se transforma con los pldsmidos circulares. Sin embargo, la transformacién con los
pldsmidos cortados con una enzima de restriccién aumenta su frecuencia de
integracién hasta un 50% (Orr-Weaver et al., 1983). En este caso, se ha utilizado
un pldsmido replicativo derivado del YRp17 que lleva el alelo HOM3 silvestre. A
partir de este pldsmido se ha construido el alelo nulo hom3-Al mediante delecién
del fragmento interno Kpnl-Kpnl, de 1.2 kb de longitud (Figura 10). Para el rescate
se ha utilizado el pldsmido pMR301, que contiene este alelo, cortado con las
enzimas Kpnl y Bfrl. Esta molécula lineal posee aproximadamente 300 pb de
homologfa con el extremo 5' de la regién no codificante del gen HOM3 y 800 pb de
homolog{a con el extremo 3', que contiene atin unas 220 pb de la regién codificante
del gen (segiin la secuencia publicada por Rafalski y Falco, 1990).

Con este pldsmido se transformé una cepa de levaduras Hom3-R y Ura3". La
seleccién de los transformantes se llevé a cabo mediante complementacién de la
mutacién ura3, siendo URA3 el marcador del vector. Posteriormente, se comprobd
que en el 50 % de los transformantes, el pldsmido permanece auténomo y se pierde
con una alta frecuencia (98%; datos no mostrados). Sin embargo, la recuperacién del
pldsmido auténomo no fue fdcil: en sélo dos casos pudo amplificarse €l pldsmido en
E. coli y en ninguno de los dos casos el pldsmido tenfa el tamafio esperado. Estd
descrito, que los vectores tipo YRp son muy inestables, de hecho se mantienen sélo

638



en un 30 % de las células incluso en condiciones de presién selectiva a pesar de que
el nimero de copias por célula es alto (de 20-80 copias por célula) (Kingsman et al.,
1991). Esto podria implicar que sélo una pequeiia proporcién del ADN de los
transformantes sea pldsmido y que, en consecuencia, la transformacién de E. coli
sea poco eficiente.

Otro factor puede también haber influido en este resultado. Como ya se cita
con anterioridad, las células de levaduras que acumulan treonina presentan cierta
morbilidad. Si el alelo HOM3-R2, que produce acumulacién de treonina, resultara
"téxico” en un nimero alto de copias, serfa desventajoso para la célula mantenerlo.
En este caso, tal vez se verfan favorecidas las células que portaran un nimero de
copias del pldsmido més bajo, o incluso, aquellas que lo tuviesen integrado. En
consecuencia, la proporcién de ADN plasmidico total de las levaduras
transformantes serfa minimo.

El alelo mutante fue rescatado a partir de los transformantes de levaduras
que mantenian el pldsmido de forma integrada. En principio se comprobé que estos
transformantes no perdian el marcador URA3. Después de extraer ADN gendmico,
éste fue digerido con enzimas de restriccién que tienen dianas en los extremos del
gen HOM3 y ligado nuevamente para seleccionar dichos pldsmidos en E. coli. Los
pldsmidos asi obtenidos se utilizaron para transformar levaduras y comprobar que
complementaban la mutacién hom3. Sélo se obtuvo un plismido con estas
caracteristicas. El hecho de complementar la mutacién hom3 indica que el pldsmido
original habfa sido reparado, recuperdndose el fragmento de aproximadamente
1460pb que se habia eliminado.

Con el fin de demostrar que el alelo rescatado contiene la mutacién que hace
a la aspartato quinasa insensible a retroinhibicién por treonina, se ha determinado
la actividad aspartato quinasa de la cepa transformante que portaba el presunto
alelo HOM3-R2 y de la que lleva el alelo silvestre HOM3, y su inhibicién por 20mM
de treonina. Segiin se muestra en la Tabla VII, la actividad aspartato quinasa
silvestre se inhibe en un 95%, mientras la mutante no es sensible a esta inhibicién.
Este resultado indica que, efectivamente, se ha clonado el alelo mutante. Es mds, el
resultado implica que la mutacién estd en el fragmento que fué delecionado en el
pldsmido pMR301. Sin embargo, se encuentra que la actividad especifica de la
enzima mutante representa aproximadamente el 10% de la silvestre. Estos datos
concuerdan con los de Ramos (1990), que encuentra que la actividad aspartato

quinasa de los mutantes resistentes a hidroxinorvalina es, en muchos casos, menor
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a la de la cepa silvestrc; (alrededor del 20%), y con los de Seibold et al.(1981), que
describen una actividad especifica en los mutantes BORI, purificada parcialmente
de manera similar a la descrita por Ramos ez al. (1991), aproximadamente de la
mitad de la que se obtenia a partir de la cepa parental. Este hecho podria deberse a
que la estabilidad de la enzima mutante fuese menor y se estuviera perdiendo gran
parte durante el proceso de purificacidn.

Existe otra explicacién alternativa o complementaria a estos resultados: la

aspartato quinasa de S. cerevisiae muestra una tipica cinética de saturacién
Michaelis-Menten con una Kmy para el L-Asp alrededor de 4 mM (Ramos et al.,

1991). La constante de inhibicién (Kj) de la L-thr descrita por estos autores es de
alrededor de 3 mM. La actividad aspartato quinasa mutante, parece perder afinidad
no sélo por el inhibidor, la L-thr, sino también por el sustrato L-asp (E. Martinez-
Force, comunicacién personal). Esto supondria que probablemente la enzima
mutante haya sufrido un cambio conformacional cerca del sitio de unién del sustrato
e inhibidor. En consecuencia, la actividad especifica que se recupera de la célula es
menor.

La bisqueda de mutantes resistentes a hidroxinorvalina es una estrategia
efectiva para aislar cepas superproductoras de treonina en S. cerevisiae (Ramos y
Calder6n, enviado). En bacterias, la inhibicién del crecimiento producida por este
andlogo téxico se contrarresta por la adicién al medio de cultivo de aminodcidos
relacionados con la ruta de sintesis de treonina (Cohen et al., 1965a). En levaduras
este efecto no s6lo se contrarresta con aminodcidos relacionados con la ruta de
treonina (Ramos, 1990). Dado que la hidroxinorvalina y la treonina entran en la
célula de levaduras, mayoritarimente, por la Permeasa General de Aminodcidos
(GAP) (Martin-Rendén et al., en preparacién), muchos de estos aminodcidos
podrian competir con la hidroxinorvalina para entrar en la célula.

Dado que el efecto téxico de este andlogo de treonina se ve enmascarado por
la presencia de diversos aminodcidos en el medio de cultivo, es conveniente
determinar la resistencia o sensibilidad de una cepa al andlogo en medio que no
contenga aminodcidos. La cepa transformante que porta el alelo mutante HOM3-R2
posee marcadores de auxotrofia, que son necesarios para la seleccién de los
pldsmidos. Como el alelo HOM3-R2 es dominante en heterocigosis (Ramos, 1990),
se decididé construir un diploide donde se complementasen dichas auxotrofias y
probar la resistencia a hidroxinorvalina del mismo. Como se describe en

Resultados, este diploide no es resistente a hidroxinorvalina, al menos no al nivel
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que lo era el mutante original. Estos mutantes fueron obtenidos tras mutagénesis
con nitrosoguanidina y sometidos a una fuerte presién selectiva, en la que se exigia
no sélo resistencia a una concentracién considerable de hidroxinorvalina (10mM),
sino también que produjesen una gran cantidad de treonina y que ésta fuese
excretada al medio (Ramos, 1990). Esta seleccidn tan estricta podria llevar a que
los mutantes aislados fueran portadores de mds de una mutacién, una de las cuales
debe ser precisamente la que da lugar a una aspartato quinasa insensible a
retroinhibicién por treonina. Segin esta hipétesis, los cruzamientos que se lleven a
cabo con las cepas AHVR originales podrian conducir a la destruccién de las
combinaciones alélicas originales, lo que podria incidir en la pérdida del grado de
resistencia a hidroxinorvalina y de produccién de treonina propios de estas cepas.

Una de esas mutaciones adicionales podria ser una treonil-ARN;-sintetasa.
En levaduras se ha descrito el aislamiento de mutantes en los genes estructurales
de la leucil-ARN;-sintetasa (Hartwell y Mclaughlin, 1968), metionil-ARN;-
sintetasa (Mclaughlin y Hartwell, 1969) y la treonil-ARNy-sintetasa (Nass y
Poralla, 1976). Los mutantes en la treonil-ARN-sintetasa fueron aislados como
resistentes a borrelidina, un antibiético macrélido que actiia como inhibidor de dicha
enzima, tanto en procariotas como en eucariotas; y cuyo efecto puede revertirse con
la adicién de treonina u homoserina al medio (Poralla, 1975). Nass y Poralla (1976)
han descrito que la actividad treonil-ARN;-sintetasa de estos mutantes se ve
reducida a un tercio en comparacién con la de la enzima silvestre, aunque mantiene
la K, para la treonina. Estos autores proponen que, mutaciones que lleven a una
elevada acumulacidn interna de treonina, harian a la célula resistente a borrelidina.
De hecho, los mutantes superproductores seleccionados como resistentes a
hidroxinorvalina, también lo son a borrelidina (Ramos y Calderén, enviado).

Si el mecanismo de resistentcia a hidroxinorvalina fuese similar al de
resistencia a borrelidina, quizds podria explicarse por qué una cepa que porta el
alelo HOM3-R2, cuya aspartato quinasa es insensible a inhibicién por treonina, no
es resistente a hidroxinorvalina (al menos a las concentraciones de 1, 5 y 10mM).
Todo parece apuntar a que la inhibicién ejercida por la hidroxinorvalina es
competitiva. (Ramos, 1990) Este andlogo podria estar compitiendo con la treonina
por su unién al ARNj, es decir, compitiendo como sustrato de la treonil-ARN¢-

sintetasa. La cepa original de donde ha sido rescatado el alelo mutante HOM3-R2
podria portar ademds una mutacién en la treonil-ARN;-sintetasa, que la hiciera
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resistente a hidroxinorvalina. Al transferir dicho alelo HOM3-R2 a otra cepa, con
una treonil-ARN;-sintetasa silvestre, la resistencia se pierde.

En E. coli se han descrito mutantes resistentes a un andlogo de isoleucina
(Szentirmai et al., 1968) y a borrelidina (Nass y Thomale, 1974) en los que parecen
estar implicados la isoleucil- y treonil-ARN¢-sintetasa respectivamente. La
resistencia a tioisoleucina en E. coli se debe a tres mutaciones en diferentes loci
(Comer, 1982). También han sido aislados mutantes resistentes a hidroxinorvalina
que se identifican porque excretan treonina al medio de cultivo (Saint-Girons y
Margarita, 1975). Entre los mutantes resistentes a hidroxinorvalina hay algunos
que no excretan treonina al medio. Estos parecen estar afectados en uno de los
genes estructurales de la treonil-ARN,-sintetasa (Comer, 1982).

AISLAMIENTO Y AMPLIFICACION DEL GEN THR!

El gen THR1 determina la homoserina quinasa, enzima que cataliza el primer
paso de la ruta especifica de treonina transformando la homoserina en homoserina
fosfato. Como ocurre generalmente en las rutas biosintéticas de eucariotas, el
primer paso de ramificacién hacia la sintesis de este aminodcido estd sujeto a
regulacidn por producto final, (Jones y Fink, 1982). Este hecho llevé a pensar que
tal vez la presencia de un alto nimero de copias de este gen en la célula de la
levadura supusiera un aumento en la produccién de treonina.

Como se detalla en Resultados, se ha clonado el gen THRI de S. cerevisiae
mediante complementacién de una mutacién thrl. Durante la realizacion de esta
Tesis, otros autores han publicado el aislamiento, caracterizacién y secuencia
nucleotidica de este gen (Aas et al., 1988; Manhaupt et al., 1990a; Schultes et al.,
1990). Cuando comparan la secuencia de aminoédcidos de la homoserina quinasa de
levaduras con la de sus correspondientes isoenzimas en bacterias, encuentran
zonas muy conservadas en estas proteinas. Concretamente, el extremo carboxilo de
las mismas, que es también comin en otras enzimas que se unen a treonina y
serina (ej., treonina sintetasa y deshidratasa), lo que tiene gran importancia
evolutiva.

Con el pldsmido multicopia portador del gen THRI (pMR1-4) aislado de la
genoteca se transformé una cepa de levaduras para comprobar si la sintesis de
treonina podia estar sujeta a dosis de dicho gen. La cepa transformante presenta
una actividad homoserina quinasa alrededor de 20-40 veces mayor que la de la cepa
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silvestre (Tabla IX). Sin embargo, esto no se traduce en una mayor acumulacién de
treonina (Tabla VI); es decir, la amplificacién del gen THRI no induce la
superproduccién de treonina. De forma similar a como se describe mds arriba, se
llevé a cabo la prueba de alimentacién cruzada para comprobar si se daba o no
excrecién de treonina al medio'de cultivo. La cepa transformante TMR1-4 portadora
de THRI en alto nimero de copias, presenta un fenotipo "no excretor”. Es obvio que
la cantidad de treonina que esta cepa produce no debe ser suficiente para alimentar
a una cepa auxétrofa para este aminodcido, que se utiliza como cepa indicadora.
Como se ha comentado anteriormente, la cantidad de treonina acumulada por
TMR1-4 no difiere mucho de la acumulada por una cepa silvestre en las mismas
condiciones. Sin embargo, no se puede descartar la idea de que la excrecién de
treonina se deba a un alelo (texl-1 6 tex2-1) ausente en esta cepa. Como era de
esperar, las cepas transformantes no son "excretoras"”, segin la prueba de

alimentacidén cruzada.

PRODUCCION DE AMINOACIDOS POR CEPAS QUE CONTIENEN
ALELOS AMPLIFICADOS

Seguin la Teoria de Control de Flujo Metabdlico (Kell, 1989), en una ruta
metabdlica no tiene por qué existir uno o varios pasos limitantes o "cuello de
botella" en los que se ejerza la regulacién de la misma. Alternativamente, cada
enzima debe intervenir en el control total del flujo en una cierta proporcién, y ésta
seria indicativa de la importancia de ese paso de la ruta. Congruentes con esta
Teoria son los resultados de la amplificacién de genes de sintesis de triptéfano de
levaduras. Asi, cuando se amplifican individualmente estos genes se encuentra que
no aumenta la produccién de este aminodcido (Aebi er al., 1982; Furter ef al., 1986).
Ninguno de ellos por si solo modifica el flujo metabélico a través de la ruta. Sin
embargo, cuando estos genes se clonan en tandem en un pldsmido multicopia
(Niederberger ez al., 1984), la acumulacién de triptéfano en la célula es 6-7 veces
mayor que en la mejor cepa manipulada mediante técnicas clésicas.

Como ya se ha mencionado, una cepa de levaduras con un alto nimero de
copias del alelo silvestre HOM3 es capaz de producir unas 10 veces mds treonina
que la cepa silvestre (Tabla VI). En el caso de la biosintesis de treonina, el primer
paso catalizado por la aspartato quinasa parece ejercer el papel protagonista en la
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regulacién de la ruta. Asf lo demuestra el hecho de que mutantes HOM3-R y BOR1
que tienen una aspartato quinasa insensible a retroinhibicién por treonina producen
30 veces y 23 veces mds treonina respectivamente que la cepa silvestre (Ramos y
Calderén, enviado; Seibold er al., 1981). Los datos que al respecto se aportan en
esta Tesis son consistentes con los mencionados: una cepa que contiene el alelo
silvestre HOM3 en alto niimero de copias acumula 10 veces mds treonina que la
silvestre (Tabla VI). Como era de esperar, una cepa con el alelo HOM3-R2
amplificado acumula hasta 5 veces mds treonina que la que lleva el aleo silvestre
HOM3; esto es, 50 veces mds que la cepa silvestre. Asi pues, la amplificacién del
alelo responsable de la aspartato quinasa desregulada no conduce a una
acumulacién de treonina superior a la que presenta una cepa con una sola copia del
mismo. Esto podria indicar que existen otros factores que impiden la produccién de
treonina por encima de esta cantidad. De hecho, segiin ha podido observarse,
distintas cepas (XMR27-1C y XMR27-5B) derivadas de un mutante Hom3-R y
portadoras del mismo alelo superproductor, presentaban diferencias en la
acumulacién de aminodcidos de la ruta (Tabla X). Ambas fueron seleccionadas para
el rescate de dicho alelo por presentar las siguientes caracteristicas: tener una alta
ftrecuencia de transformacién, y ser excretoras de treonina, segin la prueba de
alimentacién cruzada (Delgado er al., 1982; Ramos y Calderén, enviado). Asi,
mientras la cepa XMR27-1C presentaba "halo" de excrecién a los cuatro dias de
incubacién a 30°C, éste no se detectaba antes de los siete dias al someter a la cepa
XMR27-5B a la misma prueba. También en determinaciones cuantitativas se
encontraron diferencias entre las cepas de acumulacién no sélo de treonina, sino
también de homoserina y otros aminodcidos (Tabla X). La cepa XMR27-5B
acumulaba menos treonina que la XMR27-1C y, sin embargo, superproducia
homoserina. Este hecho llevé a pensar que tal vez en un fondo genético HOM3-R,
que ha perdido la regulacién de la aspartato quinasa, la homoserina quinasa,
responsable de la transformacién de homoserina en homoserina fosfato, adquiere un
papel importante en la regulacién del flujo a través de la ruta. Si asi fuese, la
amplificacién del gen THRI, que determina la homoserina quinasa, en estas cepas
ayudarfa a entender mejor la regulacién de la sintesis de treonina, y asi, poder elegir
la mejor estrategia para obtener cepas de levaduras superproductoras de este
amino4cido.

Se transformaron las cepas XMR27-1C y XMR27-5B con el pldsmido
multicopia que porta el gen THR1. La cepa original XMR27-1C produce gran

74



cantidad de treonina e isoleucina; sin embargo, al igual que en la cepa silvestre, no
es detectable la metionina acumulada (Tabla X). El que no aumente la cantidad de
metionina en esta cepa podria deberse a que segin estd descrito, la ruta especifica
de sintesis de este aminodcido estd fuertemente regulada, sobre todo a nivel de la
homoserina O-transacetilasa (Jones y Fink, 1982). Se ha descrito que esta enzima
se inhibe y su sintesis se reprime, por metionina y S-adenosilmetionina (de
Robichon-Szulmajster, 1967; Cherest et al., 1969; Cherest et al., 1971). La
presencia de un alto nimero de copias del gen THRI hace que esta cepa acumule
mds metionina, sin que se vean muy alterados los niveles de treonina e isoleucina.
La metionina acumulada podria ser la responsable de que disminuya la cantidad
interna de homoserina 5 veces, ya que como se describe en Resultados (Tabla XI),
la metionina reprime la sintesis de la aspartato quinasa. El nivel de acumulacién de
treonina también se ve afectado, reduciéndose a la mitad.

La cepa XMR27-5B produce 4 veces mds homoserina que XMR27-1C, y
cantidades detectables de metionina, asi como algo menos de la décima parte de
treonina (Tabla X). La diferencia entre ambas cepas podria estar en la ruta
especifica de sintesis de treonina. Los resultados podrian explicarse si la cepa
XMR27-1C portase una mutacién adicional en la homoserina quinasa, que haga que
el flujo metabdlico hacia treonina aumente, sintetizindose mayor cantidad de este
aminodcido (ver Figura 14). Esta mutacién podria consistir en una falta (o
disminucién) en la regulacién por el producto final, treonina. La cepa XMR27-5B
transformada con un pldsmido multicopia con THRI (cepa TMR1-45B) acumula 4
veces mds treonina que la cepa sin transformar, disminuyendo también 15 veces la
homoserina acumulada. Sin embargo, la cantidad interna de metionina acumulada
por XMR27-5B es similar a la que acumula esta cepa con el gen THRI amplificado.
Estos resultados llevan a la idea de que la amplificacién del gen THRI en un fondo
genético superproductor de homoserina se puede traducir en un aumento de la
produccién de treonina pero que una mutacién en este gen puede tener el mismo
efecto. En cualquier caso, es evidente que las cepas de laboratorio no son
genéticamente homogéneas y que, aidn sin buscarlos, existen alelos que pueden
directa o indirectamente influir en resultados del tipo de los presentados en esta
Tesis.

De los resultados obtenidos podria deducirse que, si bien la aspartato
quinasa es el primer paso importante en la regulacién de la sintesis de los

aminodcidos metionina y treonina, la ruta especifica de treonina estd también

75



XMR27-1C XMR27-5B

Asp Asp
@ HOM3-R2 , @ HOM3-R2
<> <
<> <>

H@m — — - —- et H@M —p —Pp —P MET

@ THRI* ; THRI
<> '

THIR
@ ILVI* ILVI * _=__ CHAI
v
'
Y
'
ILE

Y

ILE

Figura 14: Hipdtesis sobre las diferencias de flujo metabdlico de la ruta de sintesis de treonina y metionina en las cepas XMR27-1C

~ y XMR27-5B. (El tamaiio de las letras con que se representan los aminodcidos de la ruta e intermediarios corresponde a
las cantidades acumuladas de los mismos por estas cepas; *, significa alelo mutante).



regulada por este aminodcido, ejerciéndose esta regulacion probablemente a nivel
del primer paso, catalizado por la homoserina quinasa. Esta regulacién tiene sentido
sobre todo en condiciones en las que se acumula homoserina.

Es comin en ambas cepas Hom3-R2 que la cantidad interna de metionina
aumente cuando portan el gen THRI en alto nimero de copias (4 veces en el caso
de XMR27-5B y hasta 40 veces en el caso de XMR27-1C). Una posible explicacién
seria que la amplificacién de la homoserina quinasa desvie el flujo a través de la
ruta comun hacia la sintesis de treonina (como se ha discutido), provocdndose una
disminucién en la sintesis de metionina. Esta amplificiacién llevarfa a una reduccién
en la cantidad de homoserina disponible, lo que podria implicar una "desrepresién”
de la homoserina deshidrogenasa, tercera enzima de la ruta comin, y/o de otras
enzimas de la ruta especifica de la sintesis de metionina, como puede ser la
homoserina O-acetil transferasa. La homoserina deshidrogenasa parece estar
regulada por metionina ya que su sintesis se reprime 2 veces en presencia de
metionina (de Robichon-Szulmajster y Corrivaux, 1964). Una cepa auxétrofa de
metionina cultivada en cantidades subdptimas de este aminodcido "desreprime” la
homoserina deshidrogenasa, lo que sugiere que esta enzima estd regulada
especificamente por treonina (Cherest ef al., 1971; de Robichon-Szulmajster er al.,
1973).

Por otro lado, la treonina se convierte en a-cetobutirato por accién de la
treonina deaminasa anabdlica, producto del gen ILVI, siendo este compuesto el
primer sustrato para la sintesis de isoleucina (Kakar y Wagner, 1964). Se ha
descrito la existencia de una L-serina (L-treonina) deaminasa catabdlica, que es
capaz de sustituir a la anabdlica cuando las células de levaduras se cultivan en
presencia de serina y/o treonina (3.6 y SmM respectivamente) como tnicas fuentes
de nitrégeno (Ramos y Wiame, 1982). Esta segunda enzima estd determinada por
el gen CHAI y no estd presente cuando las células se cultivan en amonio. En
condiciones de cultivo descritas, en las que las cantidades internas de los
hidroxiaminoécidos, serina y/o treonina deben ser altas, la transcripciéon de CHAI
se induce (Petersen et al., 1988).

Sorprendentemente, a pesar de las cantidades de treonina tan dispares
acumuladas por las cepas XMR27-1C y XMR27-5B, la disponibilidad de este
aminodcido dentro de la célula es la inversa. Asi, C. Bornaes (comunicacién
personal) ha podido demostrar que en XMR27-5B se transcribe activamente una
fusién promotor de CHAI-lacZ. No ocurre lo mismo con la cepa XMR27-1C. Este
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resultado podria interpretarse como que la cantidad de treonina que acumula la cepa
XMR27-5B, y su localizacién, es suficiente para inducir la L-treonina deaminasa
catabdlica.

Alternativamente la cepa XMR27-1C podria portar una mutacién en el gen
ILVI que determinase una treonina deaminasa menos sensible a regulacién por
producto final, o bien con mayor afinidad por el sustrato. Esta treonina deaminasa
"més eficiente” podria estar transformando en o-cetobutirato la treonina que
actuarfa como inductor de CHAI. Estd descrito que el producto de ILV] sirve como
inductor del resto de las enzimas comunes de las rutas de isoleucina y valina
(Bollon, 1974). Esta rutas podrian estar activadas de forma que el posible efecto
téxico de la acumulacién de algunos intermediarios de la ruta, como el o-
cetobutirato, se verfa mermado (ver Figura 14).

Los experimentos de acumulaciéon de treonina comentados se llevaron a cabo
con células cultivadas en medio minimo (SD) que contenia algunos aminodcidos
requeridos por las distintas cepas. Con el fin de estudiar de qué modo influye la
presencia de aminodcidos de la ruta en la sintesis de las enzimas en estudio
(aspartato quinasa y homoserina quinasa), se llevaron a cabo estudios preliminares
de regulacién de la sintesis de estas enzimas en la cepa TMR1-4, que contiene un
alto nimero de copias de THR1. Se dice que una enzima se induce o se reprime por
un determinado compuesto cuando la actividad especifica de la misma aumenta o
disminuye respectivamente en células cultivadas en presencia del compuesto.

Segin se puede comprobar (Tablas VI y XI), las cantidades de aminodcidos
acumulados por la cepa TMR1-4 disminuye unas 10 veces si el medio de cultivo
contiene metionina, incluso en cantidades pequeiias (0.13mM). Esta disminucion
podria implicar diferencias en las actividades aspartato quinasa y homoserina
quinasa por estar supuestamente regulada su transcripcién por este aminoécido.
También se encuentran (datos no mostrados) diferencias si el crecimiento tiene
lugar en presencia de treonina, si bien la treonina se afiade normalmente a los
medios de cultivo en una concentracién 10 veces superior al resto de los
aminodcidos. Se trataba, pues, de comprobar hasta qué punto el cultivo en estos
aminodcidos podia influir en las actividades de las enzimas y, consecuentemente, en
la acumulacién de aminoécidos de la ruta.

En la Tabla XI se presentan los resultados obtenidos cuando se realiza un
experimento utilizando concentraciones mayores de aminodcidos (2mM). Segiin

muestra la Tabla, la actividad aspartato quinasa se reprime en un 90% cuando las
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células han crecido en presencia de 2 mM de treonina o metionina, lo que sugiere
que la primera enzima de la ruta podria estar sujeta a un control especifico mediado
por los productos finales. La homoserina reprime la sintesis de la aspartato quinasa
s6lo en un 30%. De Robichon-Szulmajster y Corrivaux (1963) describen que el nivel
de actividad aspartato quinasa disminuye de 4 a 7 veces cuando las células se
cultivan en presencia de treonina u homoserina, sin embargo, no encuentran este
efecto con la metionina. Mountain et al. (1990) han estudiado la regulacién de la
transcripcion del gen HOM3 en presencia de metionina y treonina, encontrando un
ligero aumento en los niveles de ARNm cuando las células se cultivan en presencia
de metionina, pero no de treonina. Estos resultados podrian indicar que la
regulacién de la sintesis de la aspartato quinasa mediada por treonina es
postranscripcional, presumiblemente a través del treonil-ARNj.

Mountain ez al (1990) también encuentran que la estimulacién de la
transcripcién de HOM3 por metionina parece estar mediada por la proteina gcn4.
Esto podria concordar con lo que propone Cherest et al.(1971), es decir, una
regulacién por control general de la aspartato quinasa y de la aspartato
semialdehido deshidrogenasa ya que los niveles enziméticos de las mismas
aumentan cuando se somete una cepa auxoétrofa de metionina a "hambre" de este
aminodcido.

La sintesis de la homoserina quinasa se reprime en un 45% por treonina y en
un 30% por metionina (Tabla X), mientras que se induce al doble por el sustrato
especifico, la homoserina. Se sabe que esta actividad se inhibe en un 40% por
treonina (Ramos et al., 1991). No hay estudios anteriores realizados in vivo sobre
la regulacién de la homoserina quinasa, aunque se sabe que los niveles de ARN
de THRI aumentan ligeramente cuando se cultivan las células en presencia de
metionina y de treonina (Mountain et al., 1990). Segin estos autores la
estimulacion de la transcripcién por metionina parece estar mediada por la proteina
gend, al igual que ocurre con HOM3, lo que sugiere que también el gen THRI se
encuentra bajo control general. De hecho se han encontrado secuencias consenso
para la unién de gcn4 préximas a las zonas codificantes de los genes HOM3 y
THR1 (Rafalski y Falco, 1988; Mannhaupt er al., 1990a). Los resultados
presentados sugieren que la homoserina quinasa también se reprime por treonina
(45%), lo que implicarfa que la sintesis de esta enzima estd sujeta a un control por
producto final. El que su efecto represor no sea tan dréstico sobre esta actividad
como lo es sobre la aspartato quinasa podrfa ser indicativo de la importancia de
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ambos pasos en la regulacion del flujo metabdlico de la ruta de sintesis de treonina.
Tiene sentido, por tanto, pensar que la homoserina quinasa juega un papel
importante en la ruta de sintesis de treonina, si bien secundario respecto del jugado
por la aspartato quinasa. La regulacion a este nivel serfa importante en los casos en
los que se acumule homoserina. La acumulacién de este aminodcido seria la sefial
para la induccién de la homoserina quinasa cuando hace falta aumentar el flujo de la
ruta especifica de treonina.

En la misma Tabla XI aparecen valores de concentracién interna de
aminodcidos de la ruta en las condiciones citadas. Los resultados muestran que
cuando las células de TMR1-4 se cultivan en homoserina, la cantidad de treonina
acumulada aumenta alrededor de 10 veces respecto de cuando se cultivan en
presencia de metionina o sin afiadir aminodcidos de la ruta. Cuando hay treonina en
el medio, la aspartato quinasa se reprime, dando lugar a una disminucién en la
cantidad interna de homoserina que se acumula. La cantidad de isoleucina aumenta
cuando hay mayor cantidad de treonina, ya sea por produccién interna o por adicién
al medio de cultivo. No se encuentra explicacion para este aumento cuando las
células se cultivan en presencia de metionina.

Como conclusién de estos estudios podria deducirse que la produccién de
treonina por estas cepas podria mejorar si, ademds de mutaciones que confieren
insensibilidad a inhibicién por producto final y/o genes amplificados, se modifican in
vivo o in vitro los promotores de estos genes de modo que fueran insensibles a

cambios en los niveles de los aminoédcidos que regulan su transcripcién.
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CONCLUSIONES



1.- La amplificacién del gen HOM3 que determina la aspartato quinasa en
Saccharomyces cerevisiae, permite a las células de la levadura acumular 10 veces

mds treonina que una cepa silvestre.

2.- Se ha clonado el alelo mutante HOM3-R2 de S. cerevisiae, responsable de
una aspartato quinasa insensible a inhibicién por treonina. La amplificacion de este
alelo hace a la cepa que lo porta acumular 5 veces mds treonina que la que lleva el
alelo HOM3 silvestre, es decir, unas 50 veces mds treonina que lo que acumula la
cepa silvestre.

3.- Se ha clonado por complementacién el gen THRI de S. cerevisiae, que
determina la homoserina quinasa. Cuando este gen se amplifica en una cepa de
levaduras con fondo genético HOM3 silvestre, la acumulacién de treonina es similar
a la de la cepa silvestre. Sin embargo, si se amplifica este gen en una cepa con fondo
genético superproductor, HOM3-R2, la produccién de treonina y metionina es 4
veces mayor que en la cepa sin el gen amplificado.

4.-  La sintesis de la actividad aspartato quinasa parece reprimirse por treonina
y metionina (90%), y en menor grado por homoserina (30%). La sintesis de la
actividad homoserina quinasa parece reprimirse también por treonina (45%) y por
metionina(30%), mientras que se activa (2 veces) por su sustrato especifico, la
homoserina. Como consecuencia, la produccién de treonina se ve afectada,
disminuyendo cuando hay represién de estas enzimas, y aumentando unas 10 veces
cuando las células de levaduras se cultivan en presencia de homoserina.

5.- Las cepas de laboratorio de S. cerevisiae son heterogéneas en cuanto a los
factores determinantes de la produccién de treonina. Estas cepas parecen poseer
combinaciones alélicas diferentes que, en ocasiones, por cruzamientos entre ellas

son destruidas o modificadas.

6.- La amplificacién de genes implicados en la biosintesis de treonina supone,
para la superproduccién de este aminodcido, una estrategia tan efectiva como las
técnicas cldsicas de mutagénesis y seleccién. Esta estrategia tiene la ventaja de
minimizar los cambios que se provocan en los microorganismos como consecuencia

de la manipulacién genética de los mismos.

80



BIBLIOGRAFIA



Aas, S.F. y S.E. Rognes 1990 Nucleotide sequence of the yeast THR4 gene
encoding threonine synthase. Nucleic Acids Res.18:665.

Aas, S.F.,, M.B. Brurberg, S. Brynestad, A.-J. Andresen y S.E. Rognes
1988 Molecular cloning of three genes of threonine biosynthesis in Saccharomyces
cerevisiae. En: 14th International Conference on Yeast Genetics and Molecular
Biology, Espoo, Finlandia. Yeast, vol. 4 (Special Issue),pp. S313.

Aebi, M., P. Niederberger y R. Hiitter 1982 Isolation of the TRP2 and TRP3
genes of Saccharomyces cerevisiae by functional complementation in yeast. Curr.
Genet. 5:39-46.

Aida, K. 1986 An overview of the microbial production of amino acids. En:
Progress in Industrial Microbiology: Biotechnology of Amino Acid production.
(Aida, K., I. Chibata, K. Nakayama, K. Takinami y H. Yamada, eds.) vol. 24, pp.
XXI- XXV

Araki, K. 1990 Production of Amino Acids. En: Nutrition: Proteins and Amino
Acids (Yoshida, A., H. Naito, Y. Niiyama y T. Suzuki, eds.) Japan Scientific
Societies Press, Tokio,pp.303-322.

Armstrong, K.A.,, T. Som, F.C. Wolkert, A. Rose y J.R.Broach 1989
Propagation and expression of genes in yeast using 2p circle vectors. En: Yeast
Genetics Engineering (Barr, ed.) pp.

Arndt, K. y G.R. Fink 1986 GCN4 protein, a positive transcriptional factor in
yeast, binds general control promoters at all 5' TGACTC3' sequences. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83:8516-8520.

Beggs, J.D. 1978 Transformation of yeast by a replicating hybrid plasmid. Nature
275:104-109.

Bhattacharjee, J.K. 1983 The lysine biosynthesis in eukaryotes. En: Amino
Acids Biosynthesis and Genetic Regulation. (Herrmann, K.M. y R.L. Somerville,
eds.). Addison-Wesley Publishing Company, Inc. U.S.A. pp. 229-244

Birnboim, H.C. y J. Doly 1979 A rapid alkaline extraction procedure for
screening recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res. 7:1513.

Bojko, M., C. Bornaes, S.W. Rasmussen, S. Holmberg y J.G.L.
Petersen 1989 Sequencing of the CHA1 region proximal to the HML locus. BAP
Meeting on sequencing of the yeast chromosome IIT pp. 28-31.

Bollon, A.P. 1974 Fine structure analysis of a eucaryotic multifunctional gene.
Nature 250:630-634.

Bollon, A.P. 1975 Regulation of the /LVI multifunctional gene in Saccharomycesk”-\

cerevisiae. Mol. Gen. Genet, 142:1-12,

81



Botstein, D., S.C. Falco, S.E. Stewart, M. Brennan, S. Scherer, D.T.
Stinchcomb, K. Struhl y R.W. Davis 1979 Sterile host yeasts: A eukaryotic
system of biological containment for recombinant DNA experiments. Gene 8:17-24.

Broach, J.R., J.F. Atkins, C. McGill y L. Chow 1979 Identification and
mapping of the transcriptional and trnaslational products of the yeast plasmid, 2p
circle. Cell 16:827-839.

Burr, B., J. Walker, P. Truffa-Bachi y G.N. Cohen 1976 Homoserine kinase
from Escherichia coli K12. Eur. J. Biochem. 62:519-526

Bussey, H. y H.E. Umbarger 1969 Biosynthesis of branched-chain amino
acidsin yeast: regulation of synthesis of the enzymes of isoleucine and valine
biosynthesis. J. Bacteriol. 98:623.

Chen, N.-Y., F.M. Hu y H. Paulus 1987 Nucleotide sequence of the
overlapping genes for the subunits of Bacillus subtilis aspartokinase II and their
control regions. J. Biol. Chem. 262: 8787-8798

Cherest, H., F. Eichler y H. Robichon-Szulmajster 1969 Genetic and
regulatory aspects of methionine biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. J.
Bacteriol. 97:328-336

Cherest, H., Y. Surdin-Kerjan y H. de Robichon-Szulmajster 1971
Methionine-mediated repression in Saccharomyces cerevisiae: A pleiotropic
regulatory system involving methionyltransfer ribonucleic acid and the product of
gene eth2. J. Bacteriol. 106:758-772

Cohen, G. N., J. C. Patte, P. Truffa-Bachi, C. Sawas y M. Doudoroff
1965b Repression and end product inhibition in a branched biosynthetic patway.
En: Colloque International du C.N.R.S. sur Mécanismes de Régulation des
Activités Cellulaires chez les Microorganismes. CNRS, Paris pp.243-253

Cohen, G. N., J.C. Patte y P. Truffa-Bachi 1965a Paralled modifications
caused by mutations in two enzymes concerned with the biosynthesis of threonine
in Escherichia coli. Biochim. Biophys. Res. Commun. 19:546-550

Cohen, G.N. e L. Saint-Girons 1987 Biosynthesis of Threonine, Lysine and
Methionine. En: Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Celular and Molecular
Biology (Ingraham, J.L., K. B. Low, B. Magasanik, M. Schaechter y H.E. Umbarger,
eds.) Amerian Society for Microbiology, Washington, D.C. vol. 1 pp. 429-444.

Comer, M.M. 1982 Threonine tRNAs and their genes in Escherichia coli. Mol.
Gen, Genet. 187:132-137.

Cossart, P., M. Katinka y M. Yaniv 1981 Nucleotide sequence of the thrB

gene of E. coli and its two adjacent regions: the thrAB and thrC junctions. Nucleic
Acids Res. 9:339-347

82



Cossart, P., M. Katinka, M. Yaniv, 1. Saint-Girons y G.N. Cohen 1979
Construction and expression of a hybrid plasmid containing the Escherichia coli thrA
and thrB genes. Mol. Gen. Genet. 175:39-44

Crueger, W. y A. Crueger 1989 Biotechnology: A textbook of industrial
microbiology, R. Oldenbourg Verlag GmbH, Miinchen.

Davis, R.W., M. Thomas, J. Cameron, T.P. St John, S. Scherer y R.A.
Padgett 1980 Rapid DNA isolations for enzymatic and hibridization analysis.
Methods in Enzymology 65:404-411.

de Robichon-Szulmajster, H. 1967 Régulation du fonctionnement de deux
chaines de biosynth&se chez Saccharomyces cerevisiae, thréonine-méthionine et
isoleucine-valine Bull. Soc. Chim. Biol. 49:1431-1462

de Robichon-Szulmajster, H. y D. Corrivaux 1963 Régulations metaboliques
de la biosynthese de la méthionine et de la thréonine chez Saccharomyces
cerevisiae 1. Repression et rétro-inhibicién de 1‘aspartokinase. Biochim. Biophys.
Acta 73:248-256.

de Robichon-Szulmajster, H. y D. Corrivaux 1964 Régulations métaboliques
de la biosynthese de la méthionine et de la thréonine chez Saccharomyces
cerevisiae TI1. Etude Cinétique de la répression et de la dérépression des trois
premiers enzymes de la chaine. Biochim. Biophys. Acta. 92:1-9

de Robichon-Szulmajster, H., Y. Surdin y R.K. Mortimer 1966 Genetic
and biochemical studies of genes controlling the synthesis of threonine and
methionine in Saccharomyces. Genetics 53:609-619

de Robichon-Szulmajster, H., Y. Surdin, Y. Karassevitch y D.
Corrivaux 1965 Régulations métaboliques chez Saccharomyces cerevisiae.
Biosynthése de la méthionine et de la thréonine. En: Colloque International du
C.N.R.S. sur Mécanismes de Régulation des Activités Cellulaires chez les
Microorganismes. CNRS, Parfs pp. 255

de Robichon-Szulmajster, H., Y. Surdin-Kerjan y H. Cherest 1973
Regulatory aspects of threonine and methionine biosynthesis in Saccharomyces
cerevisiae. En: Genetics of Industrial Microorganisms: Actinomycetes and Fungi
(Vanek, Z., Z. Hostdlekn y J. Cudlin, eds.) Elsevier, Amsterdam. vol.2 pp.149-163

Delgado, M.A., J. Guerrero y J. Conde 1982 Genetic and Biochemical study
of threonine-overproducing mutants of Saccharomyces cerevisiae . Mol. Cell. Biol.
2:731-736

Demerec, M., E.A. Adelberg, A.J. Clark y P.E. Hartman 1966 A proposal
for a uniform nomenclature in bacterial genetics Genetics 54:61-76.

83



Enei, H., K. Yokozeki y K. Akashi 1989 Recent progress in microbial
production of amino acids. Japanese Technology Reviews, vol.5 Gordon and Breach
Science Publishers, Amsterdam.

Falco, S.C., K.S. Dumas y K.L. Livak 1985 Nucleotide sequence of the yeast
ILV2 gene which encodes acetolactate synthase. Nucleic Acids Res. 13:4011-4027.

Furter, R., G. Paravicini, M. Aebi, G. Braus, F. Prantl, P.
Niederberger y R. Hiitter 1986 The TRP4 gene of Saccharomyces cerevisiae:
Isolation and structural analysis. Nucleic Acids Res. 16:6357-6373.

Gaillardin C. y H. Heslot 1979 Evidence for mutations in the structural gene
for homocitrate synthase in Saccharomycopsis lipolytica. Molec. Gen. Genet.
172:185-192

Gomori, G. 1955 Preparation of buffers for use in enzyme studies. En: Methods in
Enzymology (Colowick S.P. y N.D. Kaplan, eds.). Academic Press, New York,
vol.1 pp. 38-146

Goss, T.J. y P. Datta 1985 Molecular cloning and expression of the
biodegradative threonine dehydratase gene (tdc) of Escherichia coli K-12° Mol. Gen.
Genet. 201:308-314.

Grenson, M., C. Hou y M. Crabeel 1970 Multiplicity of the amino acid
permeases in Saccharomyces cerevisiae 1V. Evidence for a general amino acid
permease. J. Bacteriol. 103:770-777

Hananhan, D. 1985 Techniques for transformation of E. coli. En: DNA Cloning.
A practical Approach (Clover, D.M,, ed.) vol. L., IRL Press, Oxford pp. 109-114.

Hartwell, L.H. y C.S. Mclaughlin 1968 Mutants of yeast with temperature-
sensitive isoleucyl-tRNA-synthetases. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 59:422-428.

Haziza, C., P. Stragier y J.C. Patte 1982 Nucleotide sequence of the asd
gene of Escherichia coli: absence of a typical attenuation signal. EMBO J. 1:379-384

Hinnebusch, A.G. 1988 Mechanisms of gene regulation in the general control of
amino acid biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol. Rev. 52:248-273

Hinnen, A., J.B. Hicks y G.R. Fink 1978 Transformation of yeast. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 75:1929-1933.

Holmberg, S. y J.G.L. Petersen 1988 Regulation of isoleucine-valine
biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Curr. Genet. 13:207-217.

Ito, H., U. Fukuda, K. Murata y A. Kimura 1983 Transformation of intact
yeast cells treated with alkali cations. J. Bacteriol. 153:163-168.

84



Johnston, J.R. y R.K. Mortimer 1959 Use of snail digestive juice in isolation of
yeast spore tetrads. J. Bacteriol. 78:292-297

Johnston, J.R., F. Hilger y R.K. Mortimer 1981 Variation in frequency of
transformation by plasmid YRp7 in Saccharomyces cerevisiae. Gene 16:325-329.

Jones, E. W. y G.R. Fink 1982 Regulation of amino acids and nucleotide
biosynthesis in yeast. En: The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces.
Metabolism and Gene Expression”, vol. 2 pp.181-299

Kakar, S.N. y R.P. Wagner 1964 Genetic and biochemical analysis of
isoleucine-valine mutants of yeast. Genetics 49:213-222,

Katinka, M., P. Cossart, L.Sibilli, I. Saint-Girons, M.A. Chalvignac, G.
le Bras, G. N. Cohen y M. Yaniv 1980 Nucleotide sequence of thrA gene of
Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:5730-5733

Kell, D.B., K. van Dam y H.V. Westerhoff 1989 Control analysis of microbial
growth and productivity. En: Microbial Products: New Approaches (Banmberg, S.,
I, Hunter y M. Rhodes, eds.) vol.44, Cambridge University Press pp. 61-93.

Kielland-Brandt, M.C., S. Holmberg, J.G.L. Petersen y T. Nilsson-
Tillgren 1984 Nucleotide sequence of the gene of the threonine deaminase (JLV1I)
of S. cerevisiae. Carlsberg Res. Commun. 49:567-575.

Kim, E.K. y H.Z. Lea 1986 Molecular cloning and restriction endonuclease
mapping of homoserine dehydrogenase gene (HOMO6) in yeast, S. cerevisiae. Kor. J.
Microbiol. 24:357-363.

Kingsman, A.J., E.J. Mellor, M.J. Dobson y S.M. Kingsman 1991
Recombinant DNA techniques. En: Saccharomyces (Tuite, M.F. y §.G. Oliver,
eds.) Plenum Press, New York, vol. 4 pp. 149-167.

Kingsman, A.J., L. Clarke, R.K. Mortimer y J. Carbon 1979 Replication in
Saccharomyces cerevisiae of plasmid pBR313 carrying DNA from the yeast TRP1
region. Gene 7:141-152.

Kobayashi, Tr Y. Doi y T. Takami 1990 Application of amino acids in foods
and feeds. En: Nutrition: Proteins and Amino Acids (Yoshlda A., H. Naito, Y.
Niiyama y T. Suzuki, eds.) pp.285-299.

Lowry, O.H., N.I. Rosebrough, A.L. Farr y R.J. Randall 1951 Protein
measurement with the folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193:265-275

Malumbres, M., L.M. Mateos, C. Guerrero y J.F. Martin 1988 Nucleotide

sequence of the threonine synthase (thrC) gene of Brevibacterim lactofermentum.
Nucleic Acids Res. 16: 9859

&5



Maniatis, T., E.F. Fritsch y J. Sambrook 1982 Molecular Cloning. A
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York.

Mannhaupt, G., G. van Linden, I. Vetter, K. Maurer, U. Pilz, R. Planta
y H. Feldmann 1990b Analysis of the THR4 region on chromosome III of the
yeast S. cerevisiae. Yeast 6:353-361.

Mannhaupt, G., H.D. Pohlenz, A.K. Seefluth, U. Pilz y H. Feldmann
1990a Yeast Homoserine Kinase: Characteristics of the corresponding gene, THRI,
and the purified enzyme, and evolutionary relationships with other enzymes of the
threonine metabolism. Eur. J. Biochem. 102:1-8.

Martin-Rendén, E., C. Ramos e 1. L. Calderdén (en preparacién) Threonine
permeases in Saccharomyces cerevisiae.

Martinez-Force, E. y T. Benitez 1991 Separation of O-phtahalaldehyde
derivatives of amino acids of the internal pool of yeast by reverse-phase liquid
chromatography. Biotechnol. Techniques 5:209-214.

Mateos, L.M., G. del Real, A. Aguilar, J.F. Martin 1987a Nucleotide
sequence of the homoserine kinase (thrB) of Brevibacterium lactofermentum.
Nucleic Acids Res. 15:3922

Mateos, L.M., G. del Real, A. Aguilar, J.F. Martin 1987bNucleotide
sequence of the homoserine dehydrogenase (thrA) gene of Brevibacterim
lactofermentum. Nucleic Acids Res. 15:10598.

Mclaughlin, C.S. y L.H. Hartwell 1969 A mutant of yeast with a defective
methionyl-tRNA-synthetase. Genetics 61:557-655.

Mizukami, T., M. Yagisawa, T. Oka y A. Furuya 1986 Improvement of the
stability of recombinant plasmids carrying the threonine operon in aan L-threonine-
hyperproducing strain of Escherichia coliW. Agric. Biol. Chem. 50:1019-1027.

Morinaga, Y., H. Takagi, M. Ishida, K. Miwa, T. Sato, S. Nakamori y
K. Sano 1987 Threonine production by co-existence of cloned genes coding
homoserine dehydrogenase and homoserine kinase in Brevibacterium
lactofermentum. Agric. Biol. Chem. 51:93-100.

Mortimer, R.K. y D. Schild 1980 Genetic map of Saccharomyces cerevisiae
Microbiol. Rev. 44:519-571

Mountain, H., A. Bystrom, J.T. Larsen y C. Korch 1990 Four
transcriptional responses in the methionine-threonine biosynthetic pathway in
Saccharomyces cerevisiae. En: 15th International Conference on Yeast Genetics
and Molecular Biology", The Hague, Holland. Yeast, vol.6 (Special Issue) pp. S276.

Nakamori, S., M. Ishida, H. Takagi, K. Ito, K. Miwa y K. Sano 1987
Improved L-threonine production by the amplification of the gene encoding

86



homoserine dehydrogenase in Brevibacterium lactofermentum. Agric. Biol. Chem.
51:87-91.

Nasmyth, K. y S.I. Reed 1980 Isolation of genes by complementation in yeast:
Molecular cloning of a cell-cycle gene. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2119-2123.

Nass, G. y J. Thomale 1974 Alteration of structure or level of threonyl-tRNA-
synthetase in borrelidin resistant mutants of E. coli. FEBS Letters 39:182-186

Nass, G. y K. Poralla 1976 Genetics of borrelidin resistant mutants of
Saccharomyces cerevisiae and properties of their threonyl-tRNA-synthetase.
Molec. Gen. Genet. 147:39-43

Nass, G. y R. Hasenbank 1970 Effect of borrelidin on the threonil-tRNA-
synthetase activity and the regulation of threonine-biosynthetic enzymes in
Saccharomyces cerevisiae. Molec. Gen. Genet. 108:28-32

Niederberger, P. 1989 Amino acid production in microbial eukaryotes and
prokaryotes other than coryneforms. En: Society for General Microbiology
Symposium  (Banmberg, S., I. Hunter y M. Rhodes, eds.) vol.44, Cambridge
University Press pp.1-23.

Niederberger, P., M. Abei, R. Furter, F. Prantl y R. Hiitter 1984
Expression of an artifitial yeast TRP-gene cluster in yeast and Escherichia coli.
Mol. Gen. Genet., 195:481-486.

Olsen, J. y K. Allermann 1987 Microbial Biomass as a Protein Source. En:
Basic Biotechnology (Bu'lock, J. y B. Kristiansen, eds.) Academic Press Inc.,
London Ltd. pp.285-308.

Orr-Weaver, T.L. y J.W. Szostak 1983 Yeast recombination: The association
of double-strand gar repair and crossing-over. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4417-
4421. .

Orr-Weaver, T.L., J.W. Szostak y R.J. Rothstein 1981 Yeast
transformation: A model system for the study of recombination. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78:6354-6358.

Orr-Weaver, T.L., J.W. Szostak y R.J. Rothstein 1983 Genetic
applications of yeast transformations with linear and gapped plasmids. En:
Methods in Enzymology (Wu, W., L. Grossman y K. Moldave, eds.), Academic
Press, New York pp. 228-245.

Parsot, C. y D. Mazel 1987 Cloning and nucleotide sequence of the thrB gene
from the cyanobacterim Calothrix PCC 7601. Mol. Microbiol. 1:45-52

Parsot, C., P. Cossart, I. Saint-Girons y G. N. Cohen 1983 Nucleotide

sequence of the thrC and of the transcription termination region of the threonine
operon in Escherichia coli K12. Nucleic Acids Res. 11:7331-7345

87



Patte, J.C., G. le Bras y G. N. Cohen 1967 Regulation by methionine of the
synthesis of a third aspartokinase and second homoserine dehydrogenase in
Escherichia coli K12 Biochim. Biophys. Acta 136:245-257

Petersen, J.G.L. y S. Holmberg 1986 The /LVS5 gene of Saccharomyces
cerevisiae is highly expressed. Nucleic Acids Res. 14:9631-9651.

Petersen, J.G.L., M.C. Kielland-Brandt, T. Nilsson-Tillgren, C.
Bornaes y S. Holmberg 1988 Molecular genetics of serine and threonine
catabolism in S. cerevisiae. Genetics 119:527-534.

Petersen, J.G.L., S. Holmberg, T. Nilsson-Tiligren y M.C. Kielland-
Brandt 1983 Molecular cloning and characterization of the threonine deaminase
(ILVI) gene of Saccharomyces cerevisiae. Carlsberg Res. Commun. 48:149-159.

Polaina, J. 1984 Cloning of the ILV2, ILV3 and ILVS5 genes of Saccharomyces
cerevisiae. Carlsberg Res. Commun. 49:577-583.

Poralla, K. 1975 Borrelidin. En: Antibiotics (Corcoran, JJW. y F.E. Hahn, eds.)
Springer Verlag. Berlin, vol. 3 pp.365-369

Prasad, R., Niederberger, P. y R. Hiitter 1987 Tryptophan accumulation in
Saccharomyces cerevisiae under the influence of an artifitial yeast TRP gene cluster.
Yeast 3:95-105.

Prive, P., U. Faust, W. Sittig y D.A. Sukatsch 1987 Fudamentals of
Biotechnology, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania.

Rafalski, J.A. y S. C. Falco 1988 Structure of the yeast HOM3 gene which
encodes aspartokinase. J. Biol. Chem. 263:2146-2151

Rafalski, J.A. y S.C. Falco 1990 (Additions and Corrections) J. Biol. Chem.
265:15346.

Ramos, C. 1990 Regulacién de la biosintesis de treonina en Saccharomyces
cerevisiae. Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla.

Ramos, C. e LL. Calderén (enviado) Overproduction of threonine by yeast
mutants resistant to hydroxynorvaline.

Ramos, C., M.A. Delgado e L.L. Calderon 1991 Inhibition by different anmino
acids of the aspartate kinase and homoserine kinase of the yeast S. cerevisiae
FEBS Letters 278:123-126.

Ramos, F. y J.M. Wiame 1982 Occurrence of a catabolic L-serine (L-threonine)
deaminase in S. cerevisiae. Eur. J. Biochem. 123:571-576.

88



Ratzkin, B. y J. Carbon 1977 Functional expression of cloned yeast DNA in E.
coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:487-491.

Rose, M.D., J.H. Thomas, D. Botstein y G.R. Fink 1987 A Saccharomyces
cerevisiae genomic plasmid bank based on a centromere-containing shuttle vector.
Gene 60:237-243.

Saiki, R. 1989 The design and optimization of the PCR. En: PCR Technology.
Principles and Applications for DNA amplification (H.A. Erlich, ed.), M. Stockton
Press, USA pp.7-16.

Saint-Girons, I. y D. Margarita 1975 Operator-constitutive mutants in the
threonine operon of the Escherichia coli K-12. J. Bacteriol. 124:1137-1141.

Satyanarayana, T., H.E. Umbarger y G. Lindegren 1968 Biosynthesis of
branched-chain amino acids in yeast: correlation of biochemical blocks and genetic
lesions in leucine auxotrophs. J. Bacteriol. 96:2012.

Schildkraut, I. y S. Greer 1973 Threonine synthetase catalysed conversion of
phosphohomoserine to a-ketobutyrate in Bacillus subtilis." J. Bacteriol., 115: 777-
785

Schultes, N.P., A.D. Ellington, J.M. Cherry y J.W. Szostak 1990
Saccharomyces cerevisiae homoserine kinase is homologous to prokaryotic
homoserine kinases. Gene 96:177-180.

Schiirch, A., J. Miozzari y R. Hitter 1974 Regulation of tryptophan
biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Mode of action of 5-methyl-tryptophan
and 5-methyl-tryptophan-sensitive mutants. J. Bacteriol. 117:1131-1140

Seibold, M., Nill, K. y K. Poralla 1981 Homoserine and threonine pools of
borrelidin resistant Saccharomyces cerevisiae mutants with an altered
aspartokinase. Arch. Microbiol. 129:368-370

Shames, S. L. y F.C. Wedler 1984 Homoserine kinase of Escherichia coli:
kinetic mechanism and inhibition by L-aspartate semialdehyde. Arch. Biochem.
Biophys. 235:359-370

Sherman, F. y C.W. Lawrence 1974 Saccharomyces. En: Handbook of
Genetics (King, R.C. ed.). Plenum Press, New York, vol. 1 pp.359-393

Sherman, F., G.R. Fink y C.W. Lawrence 1979 Methods in Yeast Genetics.
Cold Spring Harbor Laboratory for Quantitative Biology, New York.

Sherman, F., G.R. Fink y C.W. Lawrence 1986 Methods in Yeast Genetics.
Cold Spring Harbor Laboratory for Quantitative Biology, New York.

Spencer, J. F. T. y D. M. Spencer 1983 Genetic improvement of industrial
yeasts. Ann. Rev. Microbiol. 37:121-142

89



Spencer, L.S. y F.C. Wedler 1984 Homoserine kinase of Escherichia coli :
kinetic mechanism and inhibition by L-aspartate semialdehyde. Arch. Biochem.
Biophys. 235:359-370

Stadtman, E.R., G.N. Cohen, G. le Bras y H. de Robichon-Szulmajster
1961 Feedback inhibition and repression of aspartokinase activity in Escherichia coli
and Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 236:2033-2038

Stimchcomb, D.T., K. Struhl y R.W. Davis 1979 Isolation and
characterization of a yeast chromosomal replicator. Nature 282:39-43,

Struhl, K., D.T. Stimchcomb, S. Scherer y R.W. Davis 1979 High
frequency trnasformation of yeast, autonomous replication of hybrid molecules. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76:1035-1039.

Struhl, K., J.R. Cameron y R.W. Davis 1976 Functional genetic expression of
eukaryotic DNA in E. coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:1471-1475.

Suda, M. y H. Nakagawa 1971 L-Serine dehydratase (rat liver)". Methods
Enzymol. 17B:346-351.

Szentirmai, A., M. Szentirmai y H.E. Umbarger 1968 Isoleucine and valine
metabolism in Escherichia coli. XV. Biochemical properties of mutants resistant to
thioisoleucine. J. Bacteriol. 95:1672-1679.

Thomas, D. y Y. Surdin-Kerjan 1989 Structure of the HOM2 gene of
Saccharomyces cerevisiae and regulation of its expression. Mol. Gen. Genet.
217:149-154.

Truffa-Bachi, P. y G.N. Cohen 1966 La b-aspartokinase sensible a la lysine
d’Escherichia coli. Purification et propriétés. Biochim. Biophys. Acta 113:531-541

Tsukada, Y. y T. Sugimori 1971 Induction of auxotrophic mutants from Candida
and their application of L-threonine fermentation. Agric. Biol. Chem. 35: 1-7.

van der Walt, J. P. 1984 Genus 16. Saccharomyces Meyen emend. Reess. En:
The yeast, a Taxonomic Study (Kreger-van Rij, N. I. W. ed.) pp. 555-715

van Dyk, T.K. y R.A. LaRossa 1988 Prevention of endogenous 2-ketobutyrate
toxicity in Salmonella typhimurium. En: Biosynthesis of Branched Chain Amino
Acids (Barak, Z., D.M. Chipman y J.V. Schloss, eds.) Proceedings of the workshop
on biosynthesis of branched chain amino acids, Israel pp.123-130.

White, T.J., N. Arnheim y H.A. Erlich 1989 The Polymerase Chain Reaction.
TIG 5:185-189.

Willianson, D. H. 1985 The yeast ARS elements, six years on: A progress
report. Yeast 1: 1-14.

90



Yoshida, A., H. Naito, Y. Niiyama y T. Suzuki 1990 Nutrition: Proteins
and Amino Acids, Japan Scientific Societies Press, Tokyo.

Zakin, M.M., N. Duchange, P. Ferrara y G.N. Cohen 1983 Nucleotide
sequence of the metL gene of Escherichia coli. Its product, the bifunctional asparto
kinase II-homoserine dehydrogenase II and the bifunctional product of the thrA gen,

Asparto Kinase I-Homoserine Dehydrogenase I derive from a common ancestor. J.
Biol. Chem. 258:3028-3031

91



AGRADECIMIENTOS



Quisiera expresar mi agradecimiento a aquellas personas y entidades que de
una u otra forma han colaborado y han hecho posible que esta Tesis sea realidad. Sin
ellas, no hubiera podido conseguirlo:

A la Dra. Isabel Lépez Calderdn, directora de esta Tesis, por su confianza
desde el primer momento y su continuo estimulo, por su dedicacién, por todo lo que
de ella he aprendido. A Isabel, por su amistad.

Al Dr. Andrés Aguilera, por la genoteca utilizada y al Dr. José Manuel Pardo,
por suministrarnos la cepa AJ483.

Al Dr. Josep Casadesds, por sus interesantes sugerencias para la discusion
de esta Tesis.

Al Dr. Steen Holmberg, que hizo posible mi estancia en Copenhague donde
se realizaron algunos de los experimentos de esta Tesis, por sus sugerencias y por
la confianza que deposité en mi. Al Dr. Claus Bgrnzs, por su colaboracién y sus
criticas a este trabajo. Al Dr. Peter Archtander, en cuyo laboratorio se realizaron los
experimentos de PCR y al Prof. Morten Kielland-Brandt, por suministrarnos los
cebadores utilizados en esta Tesis. '

A todos mis compaiieros del Departamento de Genética, con los que he
compartido muchas horas de trabajo, especialmente:

A Dudu, por sus consejos, por su amistad y apoyo constante. A Cayo, quien
compartié conmigo los malos y buenos momentos, por su amistad y sus valiosas
discusiones, algunas de las cuales fueron cientificas. A Quique, por su ayuda tanto
cientifica como humana, sobre todo en los dltimos momentos de esta Tesis. Al resto
del Grupo de Levaduras, por su interés en el desarrollo de este trabajo, y por sus
sugerencias. A Bina, por escuchar pacientemente mis locuras y preocupaciones.

A la CIC.Y.T. y a los responsables del Plan Andaluz de Investigacién, que
han financiado estos estudios.

92



A la Junta de Andalucia, por la concesién de una beca de Formacién de
Personal Investigador ‘para la realizacién de esta Tesis y una beca de Estancia
Breve en el Extranjero.

A mis amigos, que disiparon los momentos de agobio y tensién, y con los que
he compartido otros muchos de alegria: a Josemaria, Lola Acosta, Paco y Amparo,
Goyo y Lola, Antonio Leén, Concha Dorador, Joseluis Parrefio, Charo, a mis
hermanos Antonio y Conchi, a Marisa.

Finalmente a Javier, por su comprensién y carifio, y por dar sentido, en
muchas ocasiones, a mi vida.

93



A0 00 0 L

500408449

FBI E TD-247



