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RESUMEN

Estudios llevados a cabo principalmente en la levadura Saccharomyces cerevisiae
han revelado que existen tres tipos celulares en las levaduras gemantes, dos tipos celulares
haploides (tipos sexuales a y o) y un tipo celular diploide (a/a). Las células a y o
producen péptidos extracelulares conocidos respectivamente como feromonas a y o, que
actiian en un receptor que esta presente unicamente en las células del tipo sexual opuesto.
La unién de las feromonas a su receptor activa una via de transduccion de sefiales que en
ultima instancia provoca la fusién o apareamiento de las células haploides para formar al
diploide a/a..

En la levadura Kluyveromyces lactis se conocen sélo algunos de los genes que
determinan el tipo sexual y/o que estan involucrados en el proceso de apareamiento, razén
por la que con este proyecto se pretendia hacer la identificacion de mds de estos genes a
través de distintas estrategias pero sobre todo por medio de un estudio de “despliegue
diferencial”, con un especial interés por identificar los genes de los receptores para las
feromonas.

El resultado del proyecto fue la identificacion del gen (o uno de los genes) TOR de
Kluyveromyces lactis, cuya expresion diferencial estd aun por confirmarse. Por otro lado,
se identificaron tres bandas de DNA que sélo son expresadas por el tipo sexual o y una
banda mas que se expresa solamente en el tipo sexual a. Las cuatro bandas prometen la
identificacién de los genes correspondientes, uno de los cuales probablemente codifique
para una proteina de membrana (quizé uno de los receptores para feromonas) puesto que su
secuencia presenta un alto porcentaje de identidad con quimioreceptores de bacterias.
Finalmente, se produjo una mutante en la subunidad § de la proteina G de S. cerevisiae que
podra utilizarse para identificar genes de la via de respuesta a feromonas de K. lactis por
reversion del fenotipo estéril de la mutante al transformarla con una biblioteca de DNA
gendmico de K. lactis de la que se dispone.




INTRODUCCION

Las levaduras gemantes son organismos que, aunque son unicelulares, exhiben
muchos de los procesos que son cruciales para el desarrollo de organismos multicelulares,
tales como la especializacion celular y las interacciones célula-célula (1).

En levaduras, las células especializadas juegan papeles distintos durante el ciclo de
vida del organismo. Estudios llevados a cabo en la levadura Saccharomyces cerevisiae han
revelado que en ésta existen tres tipos celulares diferentes: los tipos sexuales a y o, que son
tipicamente haploides y estan especializados para cruzarse o aparearse entre ¢llos y, el tipo
celular diploide a/a, que resulta de la fusion o apareamiento de las dos células haploides y
tiene la capacidad de llevar a cabo meiosis y esporular cuando no hay disponibilidad de
nitrogeno (1) (Figura 1).

Apareamiento

O

GEMACION

Figura 1.- Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae. El ciclo de vida de Kluyveromyces lactis es similar,
aunque en esta Gltima no se han observado cambios morfologicos antes del apareamiento.

Se han definido cuatro clases de genes con base en su distinto patrén de expresion
en los tres tipos celulares de levadura: los genes a-especificos (expresados solamente por
células a), los genes a-especificos (expresados solamente por células a), los genes
haploide-especificos (expresados sélo por los tipos haploides) y los genes esporulacién-
especificos (expresados solo por células a/a y en condiciones de inanicién) (Tabla 1). De
estos grupos de genes, sélo el patron de expresion de los Gltimos no esta determinado
directamente por productos del locus MAT (ver abajo) (1).




GENES PRODUCTO FUNCION
a-especificos STE2 Receptor para feromona a
STE6 Proteina necesaria para
secrecion de feromona a
MFA1 y MFA2 Componentes estructurales
de la feromona a
BARI Proteasa de la feromona o
o-especificos STE3 Receptor para feromona a
MFal y MFa2 Componentes estructurales
de la feromona a
Haploide especificos STE4
STES Necesarias para el
STE12 apareamiento
STE18
KARI Necesario para fusion
nuclear
HO Necesario para cambio de
tipo sexual
RMEI1 Inhibe el inicio de la meiosis
y €s necesario para la
transcripcion de Tyl
SCG1/GPA1 Regula negativamente la via
de respuesta a feromonas
Esporulacion especificos IME1 Activador de eventos
[s6lo se expresan cuando no tempranos de meiosis
hay disponibilidad de SPO12 Necesarios para una correcta
nitrogeno (N)] SPO13 segregacion meidtica
- Gen para glucoamilasa
especifica de esporulacion
Su expresion se induce sélo | FUS1 Necesario para fusion
en presencia de feromonas FAR1 * Inhibe a CDC28-CLN1 y

CDC28-CLN2. Responsable
de detener el ciclo celular en
Gl

Tabla 1.- Genes a especificos, a especificos, haploide especificos, esporulacion especificos
y exclusivos de respuesta a feromonas en la levadura Saccharomyces cerevisiae (1). * Este
gen tiene una expresion basal ademas de la inducida por la feromona.




Todas las diferencias entre los tres tipos celulares estan determinadas por los alelos
del locus del tipo sexual o locus MAT (del inglés Mating Type). Las células con el alelo
MATa exhiben el tipo sexual a, las que tienen el alelo MATa exhiben el tipo sexual o y las
que tienen ambos alelos exhiben el fenotipo a/a. Estos alelos codifican para componentes
de proteinas reguladoras que gobiernan la expresion de grupos de genes que son clave para
la especializacién de la célula de levadura. Dichas proteinas reguladoras son proteinas de
unién a DNA que se unen de manera especifica a regiones reguladoras que estdn corriente
arriba de sus genes blanco (1).

El locus MAT codifica tres polipéptidos componentes de proteinas reguladoras: al
(codificado por MATa) y, al y a2 (codificados por MATa). al es un regulador positivo de
la transcripcion de los genes a-especificos y por lo tanto es necesario para que se expresen,
mientras que a2 es un regulador negativo de la transcripcion de los genes a-especificos, de
manera que bloquea su expresion. Por su parte, al es importante en las células a/a, en
donde se une a a2 para formar la proteina reguladora al-a2 (1,2), la cual detiene tanto la
sintesis de a1 como la expresion de los genes haploide-especificos (1) (Figura 2).

|  MATa

A |
A
' I

II-M'-»

Figura 2.- Diagrama que muestra el control de la expresion de los genes a especificos (a-esp), o especificos
(a-esp) y haploide especificos (h-esp) por el locus MAT. La columna del lado izquierdo corresponde a una
célula a, la del centro a una célula o y la de la derecha a un diploide a/o.. El locus MAT vy el alelo que posee
aparecen en la parte superior de la figura, seguidos de sus productos y de los genes cuya expresion controlan

(ﬂeghas gruesas). X significa represion de la transcripcion y la flecha asociada a a1 en la columna del centro
significa activacién de la transcripcion.




Entre los tres tipos celulares de levadura hay muchas diferencias, de las que la mas
notable es quiza el hecho de que las células a y o tienen cada una un sistema de
sefializacion distinto que les permite aparearse entre ellas. Las células o producen un
péptido extracelular conocido como factor o feromona o que actia en un receptor que esta
presente unicamente en las células a, mientras que las células a producen un péptido
extracelular (factor o feromona a) que actia en un receptor que sélo esta presente en las
células o. Por su parte las células a/o no son capaces de aparearse y no producen ni
responden a alguno de los factores (1) (Figura 1).

En presencia de células del tipo sexual opuesto la sintesis de las feromonas, de los
receptores para ellas y, en realidad, la expresion de todos los genes a-especificos y a-
especificos conocidos, se induce de 3 a 5 veces mds con respecto al estado no inducido,
siendo los factores de apareamiento los responsables de esa induccion (1).

Los receptores para los factores de apareamiento son receptores del tipo de 7
dominios transmembranales acoplados a proteinas G: Ste2p en el caso de células a y Ste3p
en el caso de células a (1,3). Cuando estos receptores se activan como consecuencia de la
unién de su respectivo ligando, ésto provoca la disociacién de la proteina G trimérica
acoplada (afy), en la subunidad a [codificada por GPA1 (1)] y el dimero By [P codificada
por STE4 (1,4) y y codificada por STE18 (1)] (5). El dimero By es un complejo estable que
esta asociado a la membrana plasmatica (6) y que, disociado de la subunidad «, activa una
cascada de MAP cinasas que es necesaria para que las células respondan a la feromona y
puedan aparearse. Aunque los receptores son especificos de tipo celular, todos los
componentes intracelulares de la via de respuesta a feromonas son comunes para los dos
tipos celulares haploides (a y a) y, en el caso de las células diploides a/a, ni los receptores
ni varios de los otros componentes de la via son sintetizados (5).

Seglin un modelo propuesto recientemente (7), la activacion de la via de respuesta a
feromonas por Py se da gracias a que este dimero recluta hacia la membrana plasmatica a
una proteina que predominantemente se localiza en el nucleo, conocida como SteSp. A esta
proteina estan asociadas las cinasas Stel 1p (MAPKKcinasa), Ste7p (MAPKcinasa) y Fus3p
(MAPcinasa), que son activadas por medio de fosforilacién secuencial en el orden
mencionado como resultado de su cercania a la membrana (Figura 3). De acuerdo al
modelo, esa activacion es probablemente el resultado del acercamiento de este modulo de
cinasas a las proteinas activas Ste20p [PAcinasa (o0 PAK) que se ha observado que
interactua con B (3)], Cdc24p y Cdc42p, de las cuales la primera es la que seguramente
activa y fosforila directamente a Stel1p y por lo tanto a la cascada. De cualquier forma, una
vez que la MAPcinasa Fus3p esta activa, a su vez fosforila al factor de transcripcion Stel2p
que, a menudo junto con el factor transcripcional general MCM1, activa la transcripcion de
genes que codifican para componentes de la respuesta a feromonas (e.g. FAR1) y genes
necesarios para la fusién celular [e.g. FUS1 (1)] (5). Estudios con los genes de
Kluyveromyces lactis homodlogos a STE12 y al gen que codifica para al de Saccharomyces
cerevisiae, expresados en esta ultima levadura, revelaron que en el caso de los genes a-
especificos la activacion de la transcripcién no depende de proteinas codificadas por MAT,
sino de MCM1 y STE12, siendo STE12 el componente que responde a feromonas; mientras
que en el caso de los genes a-especificos, el sitio de union de al y MCM1 confiere tanto la
especificidad de tipo celular como la activacion de la transcripcion por la feromona a, pero
ambas actividades transcripcionales dependen también de STE12, que media la induccion
de la transcripcion de esos genes en respuesta a feromona a través de una interaccion




directa con al. La transcripcion de los genes especificos de tipo celular en levaduras
depende entonces del control combinado ejercido por las proteinas codificadas por MAT,
por proteinas componentes de la via de respuesta a feromonas y por la proteina MCML1. Es
importante mencionar, sin embargo, que KISTE12 no fue capaz de cooperar con ol de S.
cerevisiae para promover el proceso de apareamiento o la induccion de la transcripcion de

un gen a-especifico (8).

Figura 3.- Esquema simplificado de la via de respuesta a feromonas en los dos tipos sexuales de S. cerevisiae
(Izquierda= S. cerevisiae a, derecha= §. cerevisiae o, centro= componentes comunes de la via). Las flechas
negras indican activaciéon por medio de fosforilacion y la flecha blanca el reclutamiento de SteSp por By.
NOTA 1: La subunidad a de la proteina G también es un componente comun de la via. NOTA 2: Stel2p
activa la transcripcion de otros genes ademas de los que aparecen en la figura. * Detencion del ciclo celular en
G1. ** Cambios morfoldgicos [formacién de shmoos (ver texto)]. *** Se requiere para la fusion.

Ademas de activar a Ste12p, Fus3p fosforila y activa a la proteina Farlp (Figura 3).
En estado activo esta proteina es responsable de detener el ciclo celular en fase G1 al unirse
a las cinasas dependientes de ciclina CDC28-CLN1 y CDC28-CLN2 (5,9). Por otro lado, se
ha observado que Farlp viaja del nicleo al citoplasma en respuesta a feromonas y diversas
evidencias indican que una vez en el citoplasma se asocia al dimero By y a las proteinas
responsables de establecer la polaridad, Bemlp y Cdc24p; el complejo asi formado parece
requerirse para la orientacion del crecimiento polarizado hacia la pareja de apareamiento
(10,11,3), para lo cual es necesaria la polarizacion del citoesqueleto de actina (10,12). Lo
anterior resalta la importancia de Fus3p, cuyos diferentes niveles de actividad se han
asociado a las distintas respuestas a feromonas: activacion de Stel2p, detenciéon del ciclo




celular en G1, formacion de shmoos (nombre que se da a la morfologia caracteristica de las
levaduras que van a aparearse por su similitud a la de un personaje de caricaturas con ese
nombre (13)), seleccion de pareja de apareamiento y restauracion del crecimiento mitético
si el apareamiento no ocurre. A esas respuestas también contribuye pero en menor grado la
MAPcinasa Ksslp, que también es fosforilada y activada como consecuencia de la
activacion de la via de respuesta a feromonas (Figura 3) (14).

En resumen, los efectos que las feromonas tienen en las células sirven para
coordinar y facilitar el apareamiento (1), siendo las tres respuestas principales: induccion de
la transcripcion de genes involucrados en el apareamiento, detencidn del ciclo celular en
fase G1 y cambios morfoldgicos (5). De estas respuestas, la detencion del ciclo celular en
G1 parece requerirse, no para que las células maduren del estado vegetativo al cigotico
(fendmeno que si ocurre), sino para que las células que van a aparearse se sincronizen (15).

Es importante mencionar que aunque las células a y a son haploides, en realidad
poseen la informacion de los dos alelos MAT, s6lo que inicamente un alelo ocupa el locus
MAT vy es por lo tanto activo. Ademas del alelo que esta activo existen dos loci cripticos
adyacentes al locus MAT: el locus HML, que generalmente codifica para MATa y, el locus
HMR, que generalmente codifica para MATa. La informacidén en estos loci es capaz de
sustituir a la copia activa en el locus MAT por medio de un rearreglo genético que es
iniciado por una endonucleasa sitio especifica, codificada por el gen HO. Este rearreglo
resulta en un cambio del tipo sexual en la célula de levadura porque el alelo del locus MAT
es reemplazado por el alelo MAT del tipo sexual opuesto que estaba en uno de los loci
cripticos adyacentes. El gen HO se expresa solo en células haploides (regulacion negativa
de su expresion por al-a2), solo en fase G1 tardia (regulacion por el factor de union a DNA
CCBF) y s6lo en células madre (regulacion por Ashlp (9)) (1) (Figura 4).

MAT HMR
MATa |Z

HMR
X| MATa |Z

Figura 4.- Interconversion del tipo sexual en S. cerevisiae. La informacién del locus MAT puede ser
cambiada por la del tipo sexual opuesto, que en este caso se encuentra en el locus criptico HMR, a través de
un rearreglo genético que es iniciado por la endonucleasa sitio especifica HO. X y Z son secuencias
homologas en todos estos loci.




ANTECEDENTES

Kluyveromyces lactis y Saccharomyces cerevisiae

La informacion presentada en la introduccion es el resultado de las investigaciones
que acerca de este tema se han llevado a cabo sobre todo en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, sin embargo, en la levadura Kluyveromyces lactis se conocen poco los
mecanismos moleculares responsables del apareamiento y la determinacion del tipo sexual.
No obstante, hay muchas razones que hacen pensar que esos mecanismos pueden ser muy
similares en las dos levaduras. A continuacién se exponen algunas de esas razones.

K lactis y S. cerevisiae son dos organismos muy cercanos filogenéticamente
(16,17,18,19,20) puesto que ambos son levaduras ascosporégenas que pertenecen a la
subfamilia Saccharomycetoideae (16); de hecho, antes se clasificaba a K. lactis como
Saccharomyces lactis (21). Las cepas de K. lactis son generalmente heterotélicas, con tipos
sexuales que se han denominado a y o (22). El ciclo de vida de K. lactis y S. cerevisiae es
esencialmente similar, aunque con las siguientes diferencias: primero, en K. lactis la fase
diploide es transitoria;, es decir, los diploides espontaneamente entran en meiosis y
esporulan, mientras que los haploides son estables (22,17,23) y, segundo, en cultivos de
apareamiento K. Jactis no muestra morfologia shmoo, sin embargo, el niimero de células en
gemacion se reduce de 2 a 3 veces, lo que sugiere una detencién del ciclo celular inducida
por la pareja de apareamiento (24).

Se sabe también que en muchos casos en los que los genes encontrados en K. lactis
tienen homologos en otras especies, la conservacion de su secuencia con respecto a la de
los de S. cerevisiae es mucho maés alta que con respecto a la de los demas organismos (25).
Es mas, no s6lo hay homologia de genes sino similitud en el orden relativo dentro del
genoma (sintenia) de los genes funcionalmente equivalentes (17,19,25,26,27,), de hecho,
hay algunos casos en los que genes vecinos en K. lactis tienen cada uno un par de
homologos en S. cerevisiae, cada uno de los cuales se localiza en una de las dos regiones
que se cree representan una duplicacién genémica ancestral en esta ultima levadura (19,25).
Ademas de ésto, las dos levaduras tienen genomas que se parecen en el tamafio [aunque no
en el cariotipo (K. lactis—>6 cromosomas, S. cerevisiae—16 cromosomas (17,28))], en la
densidad génica, en la presencia de regiones intergénicas cortas, en el niimero de genes, en
la estructura de los centromeros y en la rara ocurrencia de intrones (que inclusive tienen
una posicion conservada, al menos en los genes para RNAt (26)) (25).

De manera particular, las razones que hacen pensar en mecanismos moleculares
similares para el apareamiento y la determinacioén del tipo sexual entre K. lactis y S.
cerevisiae son los hallazgos de genes de K lactis con homologia a los genes de S.
cerevisiae responsables de dichos mecanismos. Esos genes incluyen a los que codifican
para ol y Stel2p (8), al gen de la feromona o (29) y a dos genes que codifican para
subunidades o de proteinas G (24,30), una de las cuales (KIGpalp) funciona como un
elemento de control positivo en la via de respuesta a feromonas y parece requerirse para
una correcta esporulacion de los diploides (24) (Figura 5). Un estudio reciente de
exploracion al azar del genoma de K. lactis y su comparacion con el de S. cerevisiae, ha
revelado homologias entre secuencias que seguramente corresponden a las de los genes de
K. lactis que son homologos a los genes de S. cerevisiae STE23, SIN4, KSS1, RMEI,




CLN1 y CLN2, todos los cuales estin directa o indirectamente involucrados con el
apareamiento y/o la determinacion del tipo celular (25). Resultados aun mas recientes (26)
prometen identificar mas elementos participantes en estos fenomenos.

Finalmente, otra evidencia a favor de la similitud de los mecanismos de las dos
levaduras es la demostracion de que K. /actis tiene un locus criptico que contiene al gen ol
y de que este locus es silenciado por el homoélogo funcional de una de las proteinas
encargadas de silenciar los loci cripticos del tipo sexual en S. cerevisiae, a saber, el
homologo de Sirdp (17,23).
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Figura S.- Componentes conocidos de la via de respuesta a feromonas en Kluyveromyces lactis (1zquierda=
K lactis a, derecha= K. lactis o, centro= comun a los dos tipos sexuales). La subunidad a de proteina G que se
presenta es KIGpalp.

cPor qué Kluyveromyces lactis?

Al igual que S. cerevisiae, K. lactis es una levadura de interés biotecnoldgico (25)
que ha sido utilizada con éxito para la expresion a gran escala de productos génicos
importantes (17), ademas de ser un organismo que ofrece ventajas con respecto a otros para
la expresion de genes heterdlogos (Tabla 2). Por otro lado, la muy bien desarrollada
genética molecular de S. cerevisiae se puede aplicar a ella gracias a la cercania que existe
entre las dos, de manera que es posible la utilizacién en K. lactis de promotores y
marcadores de seleccion de S. cerevisiae, ademas de los propios (17,21,31). Es mas, las




herramientas moleculares que se han desarrollado para K. lactis en los ultimos afios
permiten trabajar con ella casi como con S. cerevisiae (17). Ahora, en diversos estudios de
expresion de proteinas heterdlogas se ha observado que K. lactis es superior a S. cerevisiae
tanto en rendimiento como en eficiencia de secrecion (17,21,31,32), ademés de que es tan
buena o mejor que ella en frecuencia de transformacién, capacidad de glicosilacion,
estabilidad de plasmidos y crecimiento (32). Adicionalmente, otra ventaja de K. lactis es
que el plasmido pKD1 [original de K. drosophilarum y similar al de 2um de S. cerevisiae
(21)] v los vectores que de él se derivan, tienen un mayor rango de hospedero que el de
2um y sus vectores, dentro del género Kluyveromyces (17).

Saccharomyces | Kluyveromyces | Yarrowia | Pichia | Hansenula
cerevisiae lactis lipolitica |pastoris | polymorpha
En uso para la
produccién de enzimas + + + - -
industriales
Organismo catalogado
por la FDA* como + + - - -
GRAS **
Fermentacién a alta
densidad - " M " M
Requerimiento de
fermentador a prueba - - - + +
de explosiones.
Buena secrecion - + + + +
Hiperglicosilacion + - - - -
Fac1!1dad ‘ ' de + - i i i
manipulacion genética
Vectores  episomales + + i ) i
estables

Tabla 2.- Algunas caracteristicas de especies de levadura utilizadas para la expresion de genes heterélogos
(21). *Food and Drug Administration. **Generally Recognized As Safe.

Finalmente, uno de los sistemas con potencial de uso como vector en K. lactis es el
conformado por los plasmidos killer pGKL1 y pGKL2 (17,21). Se ha observado que estos
plasmidos son estables en células de S. cerevisiae con DNAmt deficiente y que se pierden
con frecuencia en los diploides debido a que, al parecer, al-a2 actua sobre pGKL2
controlando su estabilidad. Este control de la estabilidad de los plasmidos killer por MAT
en S. cerevisiae no se observa en K. lactis, 1o que sugiere que en esta levadura la naturaleza
del represor o la secuencia que éste reconoce son diferentes (33). Esto tltimo posiblemente
tiene que ver con resultados obtenidos por Astrom y Rine (23), en donde la expresion
simultanea de informacion a y a en K. /actis no resulta en una incapacidad absoluta de las
células para aparearse, sugiriendo que al-o2 en K. lactis no reprime completamente a los
genes haploide especificos y/o a al (a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae). Esta
relacion que aparentemente existe entre el locus MAT y la estabilidad de plasmidos que
pueden ser utiles como vectores, resalta la importancia de estudiar el apareamiento, la
determinacion del tipo sexual y en general la genética y biologia molecular de K. lactis; no
sélo por el interés en el conocimiento de este organismo, sino por su utilidad como una
herramienta biotecnolégica.




OBJETIVO

Identificar genes de los dos tipos celulares haploides de la levadura gemante
Kluyveromyces lactis cuya expresion es diferencial y que estan involucrados en su proceso
de apareamiento y/o en la determinacion de sus tipos sexuales respectivos a y a.

HIPOTESIS

Los dos tipos celulares haploides de la levadura Kluyveromyces lactis tienen
diferencias fenotipicas que son el resultado de su especializaciéon como tipos sexuales
distintos con la capacidad de aparearse entre ellos; por lo tanto, un estudio de la expresion
génica en esos dos tipos celulares revelard cuales son los genes que se expresan
diferencialmente en ellos y que participan en la determinacion de los distintos fenotipos.

JUSTIFICACION

El estudio que se plantea permitira identificar genes especificos de cada tipo celular
que participan en el proceso de apareamiento y/o en la determinacion del tipo sexual de K.
lactis. Lo anterior sera una aportacion al conocimiento de esta levadura, que permitira a
largo plazo el mejoramiento de su utilizaciéon como un sistema de expresion de genes
eucariotes heterélogos y, de manera general, contribuird a un mejor entendimiento de los
mecanismos de regulacion de la expresion génica que son responsables de la diferenciacion
celular en eucariotes.
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METODOLOGIA

225716

Cepas y medios de cultivo

Levaduras: Kluyveromyces lactis WM27 (MATo, lys4), K. lactis WM37 (MATa,
hisA), Saccharomyces cerevisiae W303-1A (Mata, Adel, His3, Leu2, Trpl y Ura3) y S.
cerevisiae 70 MATa, Met, Thr).

Bacterias: Escherichia coli DHS5a. [deoR, endAl, gyrA96, hsdR17(rkmx), recAl,
relAl, supE44, thi-1, A(lacZYA-argFV169), $808lacZAMI5,F , \].

Medios para levaduras: YPD (Extracto de levadura 1%, Peptona de gelatina 1% y
Dextrosa 2%), SD (Base nitrogenada de levadura sin aminoécidos 0.7%, Dextrosa 2%), SD
+ Ade, His, Trp y Ura (20pg/ml de c/u) y SD + Ade, His y Trp (20pg/ml de c/u). En todos
los casos en los que se usé medio sélido se us6 agar al 2%.

Medios para bacterias: Luria Bertani con/sin Ampicilina [LB (Triptona 1%,
Extracto de levadura 0.5% y NaCl 1%), ampicilina 60pg/ml]. El medio sélido con agar al
2%.

Extracciones de DNA de levaduras

e Cultivo de levaduras en 25ml de medio YPD, a 30°C y con agitacion constante
durante toda la noche.

e Cosecha de las células por centrifugacion a 3000rpm/5min. y resuspensiéon en
1ml de agua destilada estéril (dH,Oe).

e Transferencia de las células a dos tubos eppendorf de 1.5ml y cosecha por
microcentrifugacion durante 5 segundos. A partir de este punto se da el mismo
tratamiento a los dos tubos.

e Decantacion del sobrenadante y agitacion de los tubos en un vortex para
resuspender las células en el liquido residual.

e Adicién de 200ul de solucion QTP (Tritéon X-100 2%, SDS 1%, NaCl 10mM,
Tris-Cl 10mM (pH=8), Na, EDTA 1mM), luego 200ul de fenol-cloroformo-
isoamilico (25:24:1) y finalmente 0.3g de perlas de vidrio de 0.5mm de diametro
lavadas con 4cido.

e Agitacién de la mezcla en un vértex por 4min. y adicion de 200ul de dH,Oe.

e Microcentrifugacion por Smin. y transferencia de la fase acuosa resultante a
tubos nuevos a los que se afiade 1ml de etanol 100%; mezcla por inversion.

e Microcentrifugaciéon por 2min, se desecha el sobrenadante y el boton se
resuspende en 400ul de dH,Oe + 3pl de una solucion de RNasa A 10mg/ml.
Incubacién a 37°C/5min. Adicién de 10ul de acetato de amonio 4M y 1ml de
etanol 100%; mezcla por inversion.

e Microcentrifugacioén por 2min, se desecha el sobrenadante y el botén se seca al
aire por 10min. Resuspension en 50ul de dH,Oe.
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Extracciones de RNA de levaduras

Cultivo de las cepas en 20ml de YPD a 30°C y durante toda la noche con agitacion
constante. A partir del cultivo de toda la noche, inicio de otro cultivo de cada cepa en 25ml
de medio, empezando con una densidad celular cuya absorbancia a 600nm (Aggo) es de 0.2
y finalizando con Aggo= 0.6 . Extraccion por el método Phenol/Freeze RNA Prep:

e Centrifugacion de las células (5000rpm/10min), resuspension en 400ul de H,O-
DEPC (DEPC=dieteil pirocarbonato) y transferencia a tubo eppendorf.

e Microcentrifugacion y resuspension en 400ul de amortignador AE (Acetato de
Sodio 50mM pH= 5.3, EDTA 10mM), adiciéon de 40ul de SDS 10% y 1
volumen de fenol acido.

Agitacidn en vortex e incubacién a 65°C/4min.

¢ Enfriamiento en bafio de hielo seco-etanol por 15seg y microcentrifugacion a
temperatura ambiente (T.amb.) por 2min.

e Transferencia de la fase acuosa a un tubo nuevo, adicion de un volumen de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), agitacion en vortex y
microcentrifugacién por Smin. a T. amb.

e Transferencia de la fase acuosa a un tubo nuevo, adicién de 0.1 volimenes de
acetato de sodio 3M (pH= 5.3) y 2.5 volimenes de etanol. Precipitar a —20°C
durante 20min.

e Microcentrifugacion por S5min., lavado con etanol al 80%, desecho del
sobrenadante (Sn.), secado del botén al aire por 3min. y resuspension del mismo
en 20ul de H,O-DEPC.

Ensayos de Hibridacion

Southern Blot (36):

e Digestion de DNA con enzimas de restriccion.

Electroforesis de los productos de la digestion en geles de agarosa al 1%.

e Desnaturalizacion del DNA del gel en solucion desnaturalizante (NaCl 1.5M y
NaOH 0.5N) por 30min.

e Neutralizacién con solucién neutralizante (NaOH 1.5M y TRIS-HCl 1M
pH=8.0) por 30min.

e Transferencia del DNA a membranas de nylon (Hybond-N, amersham
pharmacia biotech) por capilaridad.

e Fijacion del DNA a las membranas por entrecruzamiento con luz UV.

e Hibridacion (16 a 24 horas) utilizando una mezcla que contiene amortiguador
SSC 6X, reactivo Denhardts 5X, SDS 0.1%, 200mg de DNA de esperma de
salmén y la sonda deseada.

e Lavado de 15min. en SSC 5X-SDS 0.1% y lavado de 15 min. en SSC 2X-SDS
0.1%.

e Exposicién de la membrana a una placa fotografica y/o a la placa del STORM
(STORM 840, Accesolab).
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Northern Blot y Dot Blot (36):

e Electroforesis de RNA en geles de agarosa al 1%, lavado de los geles en agua
destilada estéril tratada con dietilpirocarbonato (dH,Oe-DEPC) y transferencia
del RNA a membranas de nylon por capilaridad (Northern Blot).
Desnaturalizaciéon de RNA con formaldehido y transferencia a membranas de
nylon utilizando el dispositivo de succién MINIFOLD I (Schleider y Schuell)
(Dot Blot).

e TFijacion del RNA a las membranas por entrecruzamiento con luz UV.

e Hibridacién a 60°C y durante 16 a 24 horas con una mezcla que contiene
amortiguador SSC 6X, reactivo Denhardts 2X, SDS 0.1%, 2mg de DNA de
esperma de salmodn y la sonda que se desee.

e Lavados a 65°C en SSC 1X-SDS 0.1%.

e Autoradiografia de la membrana en una pelicula fotografica o con la placa del
STORM (STORM 840, Accesolab).

Hibridacién en colonias:

e Transferencia de colonias bacterianas a membranas de nylon (réplica en
membranas de nylon).

o Lisis de las colonias en solucion desnaturalizante (NaCl 1.5M y NaOH 0.5N)
durante 5 minutos.

e Neutralizacion en solucién neutralizante (NaOH 1.5M y TRIS-HCI 1M pH=8.0)
durante 5 minutos.

o Lavado de las membranas con SSC 2X, quitando con cuidado el material celular
visible.

o Fijacion del DNA por entrecruzamiento con luz UV.

o Hibridacién y revelado como en el Southern Blot.

Marcaje de sondas

Los fragmentos de DNA que son utilizados como sondas se marcan con **P de
acuerdo con el protocolo del sistema de marcaje de DNA “Random Primers DNA Labeling
System” de Life-Technologies (Cat. No. 18187-013). A grandes rasgos lo que se hace es lo
siguiente:

e Desnaturalizacién de DNA hirviéndolo en un bafio de agua durante 5 minutos.
e Adicion de dATP, dGTP, dTTP, iniciadores (hexdmeros incluidos en el
producto) y [a->*P]dCTP (3000 Ci/mmol, 10pCi/pl).
Adicioén de fragmento Klenow de la DNApol I e incubacion a 25°C durante 1hr.
e Adicidon de amortiguador “stop”.
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Purificacion de DNA de geles de agarosa

Estas purificaciones se llevan a cabo con el kit GeneClean de BIO 101, siguiendo el
protocolo indicado por €l proveedor:

o 9 © 0 o o o

Corte de la banda de interés del gel de agarosa.

Adicion de 2 volumen de “TBE modifier” y de 4.5 volumenes de Nal.
Incubacion a 55°C hasta derretir el gel.

Adicién de solucién “glassmilk”.

Microcentrifugacion del complejo glassmilk-DNA.

Lavado del botén con “NewWash”.

Elucidn del DNA con dH,0e

Ligacion de moléculas de DNA

Incubacion durante toda la noche, a 16°C, de una mezcla que contenga los
fragmentos de DNA que se quieren ligar y la enzima DNA ligasa del
bacteriofago T4 en su amortiguador correspondiente.

Transformacion de células competentes de E. coli DH5a

Mezcla de células competentes con reaccion de ligacion.

Incubacion en hielo por 30min.

Incubacion a 42°C/3min. (Choque Térmico).

Adicién de medio LB.

Incubacién a 37°C/1hr.

Microcentrifugacion durante 5 segundos.

Resuspension del botdn celular en agua destilada estéril (dH,Oe) y, si es el caso,
adicién de IPTG (isopropil tiogalactésido) y X-Gal. Mezcla con pipeta.

Siembra en cajas petri con agar LB-ampicilina.

Construccion de bibliotecas

Biblioteca Gendémica:

Digestion parcial de DNA gendmico con la enzima Sau3a.

Electroforesis de los productos de la digestion en geles de agarosa al 1%.
Purificacion de los fragmentos de tamafio entre 1 y 2 kilobases.

Ligacion de los fragmentos en el sitio BamHI del plasmido pEG202.
Transformacion de células competentes de E. coli DH5a..
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Biblioteca de cDNA:

A partir de RNA total se purifica mRNA utilizando el kit “mRNA Isolation System”
(BRL, Life Technologies, Inc.) cuyo principio es una cromatografia en columnas de oligo-
dT celulosa. Posteriormente se produce cDNA a partir del mRNA, utilizando el kit “ZAP-
c¢DNA SYNTHESIS” (STRATAGENE). Este kit permite generar moléculas de cDNA que
pueden ser introducidas direccionalmente en un vector apropiado por poseer un extremo
cohesivo EcoRI y otro Xhol. A grandes rasgos el protocolo es el siguiente:

& Sintesis de la primera cadena de DNA utilizando 5-metil dCTP en lugar de dCTP en
la mezcla de retrotranscripcion y un oligonucledtido de 50 bases que incluye un
sitio de corte para la enzima de restriccion Xhol (secuencia subrayada) y cuya
secuencia es

5> GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTS’

& Sintesis de la segunda cadena utilizando o**S-dATP en la mezcla de reaccién que
ademas contiene RNasa H y DNA pol 1.

& Generacion de extremos romos en el cDNA utilizando T4 DNA pol.

& Ligacion, en los extremos del cDNA, de adaptadores EcoRI con secuencia:

5’AATTCGGCACGAG 3’
3’ GCCGTGCTC 5’

e Fosforilacion de los extremos EcoRI con T4 polinucledtido cinasa.

& Digestion con Xhol que genera moléculas de cDNA con un extremo cohesivo EcoRI
y otro Xhol, el dltimo de los cuales se produce cuando la enzima corta en el sitio de
corte homdénimo que fue generado durante la retrotranscripcion. La enzima no corta
en otro sitio gracias a la proteccidon que resulta de la metilacion de los nucleétidos
de citosina.

e Purificacion del cDNA en columnas de Sephacryl S-400 (tres fracciones).

Una vez que se tiene el cDNA, ligacion al vector pJG4-5 previamente cortado con
EcoRI-Xhol y desfosforilado.

Finalmente, transformacion de células SURE competentes con los productos de la
ligacion (igual que la transformacion de E. coli DH5a).
Transformacion de levaduras

A partir de un cultivo de toda la noche (~10ml de YPD) de la levadura a
transformar, se inicia otro cultivo en ~20ml de YPD con una Agpe= 0.2 . La transformacion

se inicia cuando su Agge= 0.6 :

e Centrifugacién del cultivo a 2500rpm/5 minutos.
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e Resuspension del cultivo en 2ml de dHy0e. Simultineamente se pone a hervir
DNA de esperma de salmén (50pg) durante 5 minutos e inmediatamente
después se enfria en hielo.

e Transferencia de las células resuspendidas a 2 tubos eppendorf (Iml a cada
tubo) y microcentrifugacion durante 5 segundos.

e Lavado de los paquetes celulares con 1ml de TE/LiOAc recién preparado [1ml
de TE 10X (Tris-HCI 100mM, EDTA 10mM, pH=7.5) + 1ml de LiOAc 10X
(Acetato de Litio 1M, pH=7.5) + 8ml de dH,0e].

e Resuspension de las células en 100ul/tubo (1/100 del volumen de cultivo
original) de TE/LiOAc.

e Mezcla de 50ul de las levaduras (se pueden hacer 4 transformaciones) con ~1ug
del DNA transformante y 10ug de DNA de esperma de salmén previamente
hervido.

e Adicién de 300ul de PEG/LiOAc recién preparado [1ml de TE 10X (Tris-HCI
100mM, EDTA 10mM, pH=7.5) + 1ml de LiOAc 10X (Acetato de Litio 1M,
pH=7.5) + 8ml de Polietilenglicol (PEG) 4000, 50%] y mezcla con pipeta.

e Agitacion a 250rpm durante 30 minutos y a 30°C.

e Adicién de 40ul de dimetilsulféxido (DMSO) a cada uno de los tubos y mezcla
con pipeta.

e Choque térmico incubando las suspensiones celulares a 42°C durante 15
minutos.

e Microcentrifugacién de los tubos durante 5 segundos y resuspensién de las
células en 150ul de dH;Oe.

¢ Siembra de las células en placas con medio selectivo apropiado e incubacion a
30°C hasta que aparezcan colonias (2 a 3 dias).

Ensayos de Apareamiento

& Cultivo en parches de las cepas que se quieren probar, en medio selectivo,
durante 24 horas.

& Cultivo en césped (cultivo que cubre toda la superficie del agar) de la cepa del
tipo sexual opuesto, en YPD, durante 24 horas.

& Transferencia de ambos cultivos, por réplica, a una placa de YPD e incubacién a
30°C durante 5 horas para permitir el apareamiento de las células.

& Seleccion de diploides por réplica en placas de SD e incubacién a 30°C hasta
que aparezcan colonias (alrededor de 2 dias).
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Despliegue diferencial

Se llevé a cabo utilizando el kit RNAmap™ de GenHunter Corporation (Cat. No.
MS501) pero siguiendo la metodologia reportada por Rompf y Kahl en 1997 (34) que es una
modificacién de la metodologia original desarrollada por Peng Liang y Arthur B. Pardee en
1992 (35). Descripcion:

Retrotranscripcion del mRNA utilizando 4 iniciadores oligo-dT que tienen
degenerada la segunda base a partir de 3’ (T12MG, T12MA, T12MT Y T12MC)
y la transcriptasa reversa MMLV. Las condiciones de la retrotranscripcion son:
65°C/5min, adicion en hielo de trancriptasa reversa, 37°C/60min, 95°C/5min,
enfriado en hielo y microcentrifugacion (pulso).

Amplificacién por PCR de las moléculas de cDNA obtenidas, utilizando Tagq
polimerasa, los mismos iniciadores 3’ utilizados en la retrotranscripcion y los
siguientes decdmeros 5° : AP-1 (5-AGCCAGCGAA-3’), AP-2 (5-
GACCGCTTGT-3?), AP-3 (5>-AGGTGACCGT-3’), AP-4 (5°-
GGTACTCCAC-3’) y AP-5 (5-GTTGCGATCC-3’). Las condiciones para
PCR son: 94°C/30seg., 40 ciclos de 94°C/30seg., 42°C/40seg. y 72°C/40seg,
72°C/5min y 4°C.

Electroforesis de las muestras equivalentes resultantes de la amplificacion del
cDNA de cada cepa, las de una cepa al lado de las de la otra, en geles largos de
agarosa al 1.6% con bromuro de etidio 0.3ug/ml (de aproximadamente 20cm)
Identificacion de los genes que se expresan diferencialmente como bandas que
aparecen en el carril correspondiente al cDNA de una de las cepas pero no en el
adyacente, que corresponde al de la otra cepa.

Corte y purificacion de las bandas de interés del gel.

Reamplificacion de las bandas purificadas, en las mismas condiciones en las que
se amplificé la primera vez, pero en esta ocasion se dan 60 ciclos en lugar de 40.
Electroforesis de los productos de la reamplificacién en un gel corto de agarosa
al 1.6% con bromuro de etidio 0.3ug/ml (de aproximadamente 8cm).
Confirmaciéon del tamafio correcto de las bandas reamplificadas por
comparacion con el tamafio de las de la amplificacion original.

Clonacion de los fragmentos de DNA que resultan de la reamplificacion en el
vector pPCR™II de Invitrogen Corporation, segin el protocolo indicado por el
proveedor.

Ensayos de Northern Blot y/o Dot Blot utilizando como sondas a los fragmentos
clonados en pCR™II, para confirmacién de la expresion diferencial.

*Los decameros 5° deben ser de secuencia arbitraria porque se ha visto que iniciadores de este tamafio pueden amplificar DNA que
proviene de entre 50 y 100 diferentes moléculas de RNAm, que es un nimero 6ptimo para la electroforesis en un gel de secuenciacién

@35).
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Secuenciacion

La secuenciacién de DNA fue realizada en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM).

Anilisis de secuencias de DNA
Todas las secuencias de DNA fueron analizadas y comparadas con la base de datos

genEMBL (GeneBank) utilizando el programa GCG (Genetics Computer Group, Inc.
Madison Wisconsin).
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RESULTADOS y DISCUSION

Puesto que el objetivo del proyecto es la identificacion de genes con expresion
diferencial que participan en la determinacion de los distintos tipos sexuales y/o en el
proceso de apareamiento de los dos tipos celulares haploides de K. lactis y considerando
que en el laboratorio hay un especial interés en encontrar los genes de los receptores de las
feromonas, se utilizaron varias estrategias que podrian llevar a esa identificacion. Las
estrategias planteadas fueron ensayos de despliegue diferencial y ensayos de hibridacién de
material genético de K. lactis con genes relevantes (para este estudio) de S. cerevisiae. En
los ultimos, el material genético consisti6 en DNA genémico de K. lactis digerido con
diferentes enzimas de restriccién o DNA obtenido a partir de bibliotecas de esa levadura en
donde las secuencias con potencial para hibridar estan amplificadas.

Los resultados que se presentan a continuacion corresponden a las distintas
estrategias utilizadas, de las cuales el despliegue diferencial sirvi6 para la identificacion del
gen TOR de K lactis.

Identificacién de genes de K. lactis por homologia con genes de S. cerevisiae

Como ya se menciond, dentro de los genes con expresion diferencial en los dos
tipos sexuales de K. lactis se tiene especial interés en identificar los que codifican para los
receptores de las feromonas. Por otro lado, se sabe que en la levadura de fision
archiascomycete Schizosaccharomyces pombe, que es un organismo muy distante de los
distintos grupos de Kluyveromyces y Saccharomyces (18) y en particular de S. cerevisiae
(25) vy K. lactis (19), existe un sistema de aparecamiento semejante al de S. cerevisiae en el
que los genes de los receptores para feromonas, conocidos como MAM?2 y MAP3", tienen
una identidad de 26.3% y 20.0% en sus secuencias de amino4cidos con los receptores para
feromona a y para feromona a de S. cerevisiae, respectivamente (37,38). Tomando en
cuenta lo anterior y sabiendo de antemano que K. lactis y S. cerevisiae son muy cercanas
filogenéticamente (16,17,18,19,21,22,25,26,27), lo primero que se llevé a cabo con el fin
de clonar los genes de los receptores para feromona de K. lactis fueron ensayos de Southern
Blot con DNA de esa levadura, digerido con varias enzimas, utilizando como sondas al gen
del receptor para la feromona o (STE2) de S. cerevisiae y un fragmento de 825pb del gen
del receptor para la feromona a (STE3) de esa misma levadura. La sonda STE2 se obtuvo
por digestion del plasmido pTZ18R/STE2 (previamente construido en el laboratorio) con
las enzimas de restriccion Nco 1'y Asp 718 (Figura 6A), a diferencia de la sonda STE3, que
al no estar disponible en el laboratorio tuvo que amplificarse por PCR a partir de DNA de
S. cerevisiae. Para llevar a cabo esa amplificacion, primero se obtuvo la secuencia del gen
STE3 (secuencia del GeneBank con nimero de acceso X03011) utilizando el programa
GCG 'y, a  partir de vella, se disefiaron los oligonucletidos 5°-
GGCATATCATGTGCCGTTAC-3’ y 3°’-GAGGGACACATCCATGTGGT-5" con los que
finalmente se obtuvo el fragmento de 825pb. El fragmento empieza en el nucleétido 1166
y termina en el nucleétido 1990 de la secuencia mencionada y comprende a la parte media
del gen que, por codificar para las regiones transmembranales del receptor, puede estar mas
conservada en otros receptores del mismo tipo. En la figura 6B se muestran los productos
de PCR obtenidos con distintas concentraciones de MgCl, y con las siguientes condiciones
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en la reaccion: 94°C/Smin., 50 ciclos de 94°C/45seg. + 58°C/lmin. + 72°C/1min. y
72°C/10min.

En el ensayo de Southern Blot de la figura 7A se observa una sefial de hibridacion
con la sonda STE2 (hibridacién a una temperatura de 40°C y lavado de las membranas a
50°C); sin embargo, esta sefial es muy tenue y corresponde a DNA de tamafio demasiado
grande para poder ser clonado. Una sefial similar se observo al hacer la hibridacion con la
sonda STE3 y bajo las mismas condiciones, pero con DNA sometido a una digestién doble
(Figura 7B), razén por la que tampoco fue posible clonar algo a partir de este tipo de
ensayos.

1 2 3 45 6

B

Figura 6.- A) Electroforesis de los fragmentos de restriccion del pldsmido pTZ18R/STE2: Carril 1=
marcadores de peso molecular (MEcoRI-HindlIl), carril 2= plasmido sin cortar, carril 3= fragmento del
plasmido cortado con las enzimas Ncol-Asp718 y purificado (corresponde al gen STE2 de S. cerevisiae que
fue usado como sonda; esta indicado con una flecha) y carril 4= fragmento del plasmido cortado con Hpal-
Sall y purificado (fragmento de 1084pb de STE2). B) Fragmentos de 825pb del gen STE3 de S. cerevisiae
obtenidos por PCR. Carril 1= igual que en A, carriles 2 a 6 = productos de PCR obtenidos con
concentraciones de 1mM, 2mM, 4mM y 8mM de MgCl, respectivamente.

1 2 3 45 678 1 2 3456738

A B
Figura 7.- A) Southern Blot con la sonda STE2. Carriles 2 a 7 = DNA genémico de K. /actis digerido con
Eco Rl, Hind 1M1, Bam HI, Kpn 1, Pst 1 y Xba 1, respectivamente; carril 8= STE2 no marcado (control
positivo). B) Southern Blot con la sonda STE3. Todos los carriles son como en A pero con la diferencia de
que la digestion se hizo con £co RI adem4s de la enzima utilizada en A (digestién doble).
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La escasa o muchas veces nula hibridacion de las sondas utilizadas en los ensayos
de Southern Blot puede deberse a una muy baja homologia entre los genes de los receptores
para feromona de S. cerevisiae y de K. lactis, a pesar de la cercania de estos dos organismos
y sus similitudes en los mecanismos de apareamiento y determinacion del tipo sexual. Lo
anterior concuerda con el hecho de que, no obstante sus semejanzas estructurales y
funcionales, los receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G
(conocidos como GPCRs por sus siglas en inglés) son moléculas sin homologia en sus
secuencias (al menos entre las diferentes familias en las que estan agrupados) (39). En otras
palabras, estos receptores son un ejemplo importante de convergencia molecular y, por lo
tanto, lo mas probable es que la homologia entre los receptores de S. cerevisiae y los de K.
lactis no sea lo suficientemente alta como para poder identificarlos por medio de ensayos
de hibridacion.

Debido a la baja sefial de hibridacién de las sondas de los receptores para feromonas
en los ensayos ya descritos, se intent6 la construccién de una biblioteca genémica de K.
lactis WM27 (ver metodologia) para hacer ensayos de hibridacion con ella. Esta biblioteca
se construiria en el plasmido pEG202 con la intencion de utilizarla tanto en ensayos de
hibridaciéon, como en ensayos de doble hibrido (Apéndice I) en los que pudieran
identificarse los genes de los receptores para feromonas por su interaccion con la subunidad
Go. de la via de respuesta a feromonas de K. lactis. Puesto que no fue posible conseguir una
buena eficiencia en la transformacion de E. coli DH5a con los fragmentos de DNA de K.
lactis ligados al vector pEG202, alternativamente se intenté construir una biblioteca de
c¢DNA de la misma cepa (ver metodologia). Esta biblioteca estaria construida en el vector
pJG4-5, de manera que tendria la misma utilidad que la biblioteca genémica (su utilizacién
en ensayos de doble hibrido) pero con la ventaja de poseer moléculas de cDNA; sin
embargo, la eficiencia de obtencién de cDNA fue muy baja y los intentos por construir esas
bibliotecas fueron abandonados cuando se obtuvo una biblioteca gendmica construida en el
vector pSK1 (donada por el doctor H. Fukuhara) (Figura 8).

Dado que los ensayos de Southern Blot indican que la homologia entre los
receptores para feromona puede ser muy baja, los ensayos de hibridacion se suspendieron y
la biblioteca construida en pSK1 se utilizO para transformar células mutantes en la
subunidad B de la proteina G de S. cerevisiae (Apéndice II). Con esta estrategia, el objetivo
era identificar genes de K. lactis que revirtieran el fenotipo estéril caracteristico de esas
mutantes y que por lo tanto fueran componentes de la via de respuesta a feromonas en esta
levadura.

Las células obtenidas de las transformaciones se seleccionaron en SD sin leucina ni
uracilo porque la mutante en G es prototrofa para leucina y el marcador presente en la
biblioteca construida en pSK1 es URA3 (Apéndice II y Figura 8, respectivamente). Luego
se llevo a cabo un ensayo de apareamiento de las colonias con la cepa 70 de S. cerevisiae
para identificar clonas que hubieran revertido el fenotipo estéril y, las colonias de células
haploides que aparentemente revirtieron (se aparearon), se sembraron en parches y con
ellos se repitid el ensayo de apareamiento (de esta manera es mas facil identificar un
resultado positivo en ese ensayo). El resultado de este ultimo ensayo revelé que no hubo
reversion del fenotipo estéril en ninguna de las transformantes obtenidas.
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Figura 8.- Mapa del plasmido pSK1. En el sitio Bam HI de este plasmido estd construida la biblioteca
gendmica de K. lactis.

Simultdneamente al desarrollo de las diferentes estrategias presentadas hasta ahora,
que tenian como fin la identificacion de genes de K. lactis por homologia con genes de S.
cerevisiae, se estaban llevando a cabo ensayos de despliegue diferencial cuyos resultados
preliminares prometian llevar mas rapidamente a la identificacion de genes que se expresan
diferencialmente en los dos tipos sexuales de K lactis y que, por lo tanto, estan
involucrados en la determinacion de sus distintos fenotipos; motivo por el que se decidi6
continuar con esta ultima estrategia y posponer las demas.

Despliegue diferencial

Como se mencioné anteriormente, el objetivo principal de este proyecto es
identificar genes con expresion diferencial en los dos tipos sexuales de K. lactis. Para ello
se llevaron a cabo ensayos de despliegue diferencial (ver metodologia), en los que la
estrategia general consiste en amplificar por PCR secuencias parciales de cDNA (que se
obtienen a partir de grupos de moléculas de mRNA de cada cepa por medio de
transcripcion inversa), para luego someter esas secuencias, las de una cepa al lado de las de
la otra, a electroforesis. Al final, los genes que se expresan diferencialmente se identifican
como bandas que aparecen en el carril que corresponde al cDNA de una de las cepas y no
en el adyacente, que corresponde al de la otra cepa (35).

A través de uno de estos ensayos se identificaron varias bandas con aparente
expresion diferencial, de las cuales se seleccionaron 4 para un analisis posterior (Figura 9).
Las 4 bandas se seleccionaron porque ademas de expresarse en un solo tipo sexual, no
aparecen en ningun otro carril del gel de electroforesis y son de un tamafio apropiado para
su clonacion y secuenciacién. Una de las 4 bandas se expresa solamente en el tipo sexual a
(cepa WM37) y las otras tres s6lo en el tipo sexual o (cepa WM27).
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Figura 9.- Resultado del ensayo de despliegue diferencial en el que se usé el decamero AP-1. Carril 1=
marcadores de peso molecular (MEco RI-Hind I1I), carriles pares = cDNA de WM27, carriles nones = cDNA
de WM37; carriles 2 y 3 = TI2MA, carriles 4 y 5 = T12MG, carriles 6 y 7 = T12MT, carriles 8 y 9 = TI2MC
(ver metodologia). Las flechas indican las bandas con aparente expresion diferencial que se escogieron para
un analisis posterior. Carril 10 = marcadores de peso molecular (pBR322/Hae III)

Los cuatro fragmentos identificados en el ensayo se purificaron y reamplificaron
utilizando los oligonucledtidos con los que respectivamente se obtuvieron en la
amplificacion original y bajo las mismas condiciones, con excepcion del numero de ciclos
que en esta ocasion fue mayor (ver metodologia). En la Figura 10A se puede observar que
se obtuvieron no una sino varias bandas en cada caso; sin embargo, puesto que las bandas
de mayor tamafio correspondian a los tamafios de los fragmentos identificados
originalmente, se decidi6 purificar del gel de agarosa a esas bandas, asumiendo que el resto
de las bandas eran productos mas pequefios del mismo fragmento que se produjeron por
hibridaciéon de los decameros en sitios internos de la banda original (esto quiza sucedié por
hibridacién inespecifica de los oligonucledtidos dentro de cada fragmento como
consecuencia de un exceso de éstos en la reaccion y/o por aumentar 20 ciclos a ésta). Las
bandas purificadas fueron entonces clonadas en el vector comercial pCR™II (vector
adaptado para clonacion de productos de PCR amplificados con Taq polimerasa),
transformando células de E. coli DHS5a y seleccionando las transformantes con ampicilina y
el sistema IPTG/X-GAL. Para la primera banda (carril 5 en la figura 9) se obtuvieron 151
transformantes positivas, para la segunda (carril 6 y flecha de arriba en figura 9) 172, para
la tercera (carril 6 y flecha de abajo en figura 9) 54 y para la cuarta banda (carril 8 en figura
9) 224. Finalmente y después de revisar algunas transformantes de cada caso para verificar
la presencia de los insertos, se decidié conservar a las clonas denominadas 1a, 2a, 3a y 4a,
que contienen respectivamente a los plasmidos con los insertos en el orden mencionado en
este mismo pérrafo. La figura 10B muestra la presencia de las diferentes bandas (o insertos)
en las 4 diferentes clonas.
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Figura 10.- A) Resultado de la reamplificacién de las bandas que se identificaron en el ensayo de despliegue
diferencial (el orden de las bandas es el de la figura 9 de izquierda a derecha y de arriba a abajo) (ver
metodologia). Las bandas mas grandes fueron clonadas en el vector pPCR™II (los insertos quedan entre dos
sitios de restriccion EcoRlI en este vector). B) Resultado de la digestion con EcoRI de los plasmidos obtenidos
de las clonas la, 2a, 3a y 4a (en ese orden, ver texto) que muestra la presencia de cada una de las bandas
clonadas. Los carriles primero y tltimo corresponden en cada caso (A y B) a los marcadores de peso
molecular WEcoRI-Hindlll y pBR322/Hae 111 respectivamente.

Con los cuatro fragmentos clonados [que desde ahora se denominarén 1la, 2a, 3a 'y
4a (por provenir de las clonas homénimas)] utilizados como sondas, se llevaron a cabo
ensayos de Northern Blot (Figura 11A) y Dot Blot (Figura 11B). Estos ensayos se llevaron
a cabo con el fin de corroborar la expresion diferencial de los fragmentos en los dos tipos
sexuales de K. lactis; sin embargo, estas técnicas no parecen ser suficientemente sensibles
porque no se observo hibridacion para ninguno de los tipos sexuales en ninguno de los
ensayos realizados. De cualquier forma, los fragmentos clonados se secuenciaron y las
secuencias de nucledtidos obtenidas (Cuadro 1), asi como las secuencias de aminodcidos
correspondientes, se compararon con el GeneBank. Es importante mencionar que la
secuenciacion de las 4 bandas revelé que éstas fueron amplificadas s6lo con el iniciador
AP-1 y por lo tanto no es posible saber la cercania que tienen con el extremo 3” de los
genes a los que corresponden. Esto no significa que los fragmentos no provengan de
moléculas de cDNA, puesto que la generacion de estas moléculas en el despliegue
diferencial es prerequisito para la amplificacion posterior con Taq polimerasa.

Como resultado de las comparaciones con el GeneBank, se observé que los
fragmentos la (524pb), 3a (460pb) y 4a (348pb) no presentan homologia importante con
algin gen en particular, lo que sugiere que sus secuencias pueden corresponder a genes
nuevos; a diferencia de lo observado para el fragmento 2a (499pb), una de cuyas secuencias
de aminoacidos [la que corresponde al marco de lectura e (166 aminoécidos)] tiene una
identidad de hasta 70.3% (en 165 aminoacidos) con quimioreceptores de bacterias (Cuadro
2). Este porcentaje de identidad de 2a con proteinas de membrana sugiere que su secuencia
puede corresponder a la de uno de los genes de los receptores para feromona y, por lo tanto,
se decidié usar al fragmento 2a como sonda en ensayos de Southern Blot en los que se usé
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DNA genémico de K. lactis, para asi poder encontrar y clonar el gen completo
correspondiente. Los resultados de esos ensayos se presentan en la figura 12, en donde es
posible notar que la digestion con los pares de enzimas EcoRI-Pstl y EcoR1-Xbal generan
en cada caso una sola banda que hibrida con la sonda.

37 27 3727 3727 3727

WM27

WM37

la 2a 3a 4a

la 2a 3a 4a
Figura 11.- Northern Blot (A) y Dot Blot (B) de RNA total de K. /actis WM27 y WM37 utilizando como
sondas a los fragmentos la, 2a, 3a y 4a que fueron clonados como consecuencia del ensayo de despliegue
diferencial que se muestra en la figura 9.
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Figura 12.- A) Electroforesis de DNA de K. /actis WM37 digerido con EcoRI (1), EcoRI-HindllI (2), Eco
RI-BamHl (3), EcoRI-Kpnl (4), EcoRI-Psfl (5) y EcoRI-Xbal (6). 0= MEcoRI-Hindlll y 7= 2a (control
positivo). B) Southern Blot a partir del gel mostrado en A y utilizando 2a como sonda. En los carriles 5 y 6
estdn las bandas a las que se hace referencia en el texto.
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LOCUS STYTCPCHEM 1840 bp DNA BCT 04-MAR-1993
DEFINITION Salmonella typhimurium chemoreceptor (tcp) gene, complete cds.
ACCESSION L06029

NID gl54380
KEYWORDS chemoreceptor.
SOURCE Salmonella typhimurium (strain LT2) DNA.
SCORES (2) Initl: 687 Initn: 687 Opt: 698 z-score: 1260.6 E(): 0
70.3% identity in 165 aa overlap
10 20 30
2apepe.pep ASEGGTVMRQVVDTMGDINTSSNKIADITA
N N R A R A R
STYTCPCHEM ASMEQLTATVRQNTDNARQATGLAKTASETARKGGRVVDNVVSTMNDIAESSEKIVDITS
350 360 370 380 390 400
40 50 60 70 80 90

2apepe.pep  VINSIAFQTNILALNAAVEAARAGEQGRGFAVVAGEVRSLSQRSSQAAKDIEQLINESVS

Ples DPEETEREE TR LR e e e bes fbs bbb e be Phssly

STYTCPCHEM  VIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGEQGRGFAVVAGEVRTLASRSAQAAKEIKVLIENSVS
410 420 430 440 450 460

100 110 120 130 140 150

2apepe.pep  RINIGSKLVVKAGETMDQVVQSVTRVNDIMGEISSASEEQSRGIEQIARAVGELDSTTQQ

(N AR A A RN R NN R R R AR RN R R A AR AR

STYTCPCHEM  RIDTGSTQVREAGETMKEIVNAVTRVIDIMGEIASASDEQSKGIEQVAQAVSEMDSVTQQ
470 480 490 500 510 520

160
2apepe.pep NASLVSESSSAAGSLA
PETEDE A lezlleed
STYTCPCHEM NASLVEESARRAAALEDQANELRQAVAAFRIQKQPRREASPTTLSKGLTPQPAAEQANWE
530 540 550 560 570 580

Cuadro 2.- En este cuadro se muestra la comparacion de la secuencia de aminoacidos del marco de lectura e
del fragmento 2a (2apepe.pep), con la parte de la secuencia del gen TCP (gen del quimioreceptor para citrato)
de Salmonella typhimurium (STYTCPCHEM) con la que tiene una identidad de 70.3%. |= aminoacidos
iguales y : = aminoécidos equivalentes.

Las regiones correspondientes a las dos bandas identificadas se purificaron y se
comprobo la hibridacion del DNA con la sonda 2a por medio de un ensayo de Southern
Blot (Figura 13).

A
Figqra_ 13.- A) Electroforesis de DNA de K. lactis WM37 que fue purificado de las regiones en donde se da
la hibridacién con 2a en la figura 12. El DNA proviene de una electroforesis de nuevas digestiones con

EcoRI-Pstl (2) y EcoRI-Xbal (3). 1= MEco RI-Hind 111. B) Southern Blot del DNA mostrado en A, utilizando
2a como sonda.
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Una vez que se confirmé que el DNA purificado si correspondia al que hibrid6 con
la sonda 2a, se procedio a la clonacién de éste en el vector pBluescript, utilizando los sitios
EcoRI-Pst]l y EcoRI-Xbal segln correspondiera y transformando células de E. coli DHSa.
Como resultado de los ensayos de transformaciéon se obtuvieron 60 colonias que se
sembraron en parches en una caja de LB-ampicilina, para luego ser hibridados con la sonda
2a en un ensayo de hibridacion en colonias (ver metodologia). El resultado de este ensayo
se muestra en la figura 14, en donde se observa una sefial clara de hibridacion en el sitio
que corresponde a uno de los parches sembrados (parche o clona 33).

Figura 14.- Hibridacién de 35 clonas con insertos EcoRI-Psd (llaves) y 25 clonas con insertos EcoRI-Xbal
(paréntesis) con la sonda 2a. La flecha indica la sefial de hibridacién de la clona 33 y la doble flecha el control
positivo (fragmento 2a no marcado). Otras clonas que presentaron hibridacion tenue: 19 (subrayado), 40
(doble subrayado) y 70 (triple subrayado). Clonas negativas seleccionadas como control: 63 (entre barras) y
44 (abajo de 33).

Tanto la clona 33 como las clonas 19, 40 y 70 (todas hibridaron en mayor o menor
grado con 2a) se resembraron para ser analizadas posteriormente y también se resembraron
las clonas 63 y 44 (clonas que no hibridaron) para usarse como controles negativos.

El inserto de la clona 33 se secuencid y su secuencia de nucledtidos (2052pb que no
incluyen la secuencia de 2a) y de aminodcidos se compararon con el GeneBank. El analisis
reveld que el marco de lectura ¢ (nucledtido 1 al 1769 del inserto en direccion EcoRI a
Pstl) tiene identidad de 73.7% con el gen TOR1 de S. cerevisiae en 1769 nucleétidos
(Cuadro 3) y de 72.9% con el gen TOR2 de esa misma levadura en 1770 nucleétidos
(Cuadro 4). La secuencia de aminodcidos correspondiente a ese marco de lectura (589
aminodcidos) presenta por su parte una identidad de 83.5% con el producto del gen TOR1
de S. cerevisiae en 588 aminoécidos (Cuadro 5) y de 82.9% con el producto del gen TOR2
de esa misma levadura, en 589 aminoacidos (Cuadro 6). Estos resultados indican que la
secuencia encontrada pertenece a uno de los genes TOR de K. lactis.
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LOCUS SCTOR1 7974 bp DNA PLN 29-MAR-1994
DEFINITION S.cerevisiae TOR1l gene.
ACCESSION X74857

NID g468738
KEYWORDS TOR1 gene.
SOURCE baker's yeast.
SCORES Initl: 4558 1Initn: 4558 Opt: 4651 z-score: 4581.8 E{(): 0
73.7% identity in 1763 bp overlap
10 20 30
inserto2a33. GAATTCATCAACCAAATCAAACCGTTAGTA
R N RN R RN
SCTOR1 GGCTTGAAGTCTTACCACAGTTGATCTCTCGTATACATCAGCCAGATCCTACGGTGAGTA
5920 5930 5940 5950 5960 5970
40 50 60 70 80 90
inserto2a33. GATCTTTACTATCTTTGCTAGCTGATTTGGGTAAAGCCCATCCACAGGCATTAGTGTATC
I AR R A R R R N R A R R
SCTOR1 ATTCCCTTTTGTCGTTGCTTTCTGATTTAGGGAAAGCTCATCCACAAGCTCTCGTGTATC
5980 5990 6000 6010 6020 6030
100 110 120 130 140 150

inserto2a33. CATTGACAGTTGCCATTAAATCTGATTCGGTCTCAAGACAGAGGGCAGCTTTGTCCATCA
R e NN R N N e e e N N B R N

SCTOR1 CTTTAACTGTCGCGATCAAGTCTGAATCTGTTTCAAGACRAARARAGCGGCTCTTTCAATAA
6040 6050 6060 6070 6080 6090

160 170 180 190 200 210

inserto2a33. TAGATAAGATGAGAATGCACAGTCCTAAACTTGTCGATCAAGCAGAATTAGTAAGTGACG

NN O R R RN AR AR R AR A N

SCTOR1 TAGAGARAATTAGGATTCATAGTCCAGTCCTGGTAARCCAGGCAGAATTAGTTAGTCACG
6100 6110 6120 6130 6140 6150

220 230 240 250 260 270

inserto2a33. AATTGATCAGAGTCGCTGTTTTGTGGCACGAACTTTGGTACGAAGGTCTTGAAGATGCTA

R RN R NN AN A N R R N R N RN A

SCTOR1 AGTTGATCAGAGTAGCCGTTCTATGGCACGAATTATGGTATGAAGGACTGGAAGATGCGA
6160 6170 6180 6190 6200 6210

280 290 300 310 320 330

inserto2a33. GTAGACAATTCTTTGGTGAACATAACACGGAAAAGATGTTTGCCACTTTGGAGCCATTGC

N N N N e R R e N R N

SCTORL GCCGCCAATTTTTCGTTGARCATARCATAGARARAATGTTTTCTACTTTAGAACCTTTAC
6220 6230 6240 6250 6260 6270

340 350 360 370 380 390

inserto2a33. ATGAGATGCTAAAACGTGGTCCTGAAACCTTGCGTGAGATTTCGTTCCAAAATTCGTTTG

b Il A e N AR AN N N AN

SCTOR1 ATARAACACTTAGGCAATGAGCCTCARACGTTAAGTGAGGTATCGTTTCAGARATCATTTG
6280 6290 6300 6310 6320 6330

400 410 420 430 440 450

inserto2a33. GTAGGGATTTGAACGATGCCCACGAGTGGGTAATGAACTACAAGAGAACAAAAGATATCA
R R R N e N AN RN R R FEEEEEE bend

SCTOR1 GTAGAGATTTGAACGATGCCTACGAATGGTTGAATAACTACAAAAAGTCAAAAGACATCA
6340 6350 6360 6370 6380 6390
460 470 480 490 500 510
inserto2a33. ACAACCTTAACCAAGCTTGGGATATCTATTATAATGTCTTCCGTCGTATTAGCAGGAAAC
N R R R N e R R R R R R bt (N
SCTOR1 ATAATTTGAACCAAGCTTGGGATATTTATTATAACGTCTTCAGARAAATAACACGTCAAA
6400 6410 6420 6430 6440 6450

Cuadro 3.- Comparacion de la secuencia de nucleétidos del inserto de la clona 33, desde el nucleétido 1 hasta
€l 1769 (inserto 2a33), con la secuencia de la region del gen TORI de S. cerevisiae (SCTOR1) con la que
tiene identidad de 73.7%. | = nucleétidos iguales.
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inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

520 530 540 550 560 570
TCCCTCAATTACAGACGTTGGATCTCCAACATGTTTCACCAAAACTAGCTGCTGCGAAAG
[ N N e e e N NN N R N RN
TACCACAGTTACAARCCTTAGACTTACAGCATGTTTCTCCCCAGCTTCTGGCTACTCATG

6460 6470 6480 6490 6500 6510

580 590 600 610 620 630
ATTTAGAACTTGCTGTTCCAGGTACATATCATGCCGGARARCCTGTCATTAGAATTACCC
A R R A R R R (R R R R R R R R N .
ATCTCGAATTGGCTGTTCCTGGGACATATTTCCCAGGARRACCTACCATTAGAATAGCGA

6520 6530 6540 6550 6560 6570

640 650 660 670 680 690
ATTTCGAGCCAATATTTACTGTTATTTCATCCAAACAGCGTCCTCGTAGGCTATCTATCA
O R e AN I RERARN
AGTTTGAGCCATTATTTTCTGTGATCTCTTCGAAGCAAAGGCCARGAARATTCTCCATCA

6580 €590 6600 6610 6620 6630

700 710 720 730 740 750
AGGGTAGCGATGGTAARAGACTATCAATATATTGTCAAGGGCCATGAAGATATCAGACAAG
RN R R e e R AR AR R R NN
AGGGTAGCGACGGTAAAGATTATARATACGTTTTAAAGGGACATGAAGATATARGACAAG

6640 6650 6660 6670 6680 6690

760 770 780 790 800 810
ATAATTTGGTCATGCAATTGTTTGGTTTGGTTAATACTTTATTACAGAATAACCCCGAGA
I R N e R e A
ATAGCCTTGTTATGCRATTATTTGGTCTAGTTAACACTTTGTTGAAGAATGATTCAGAGT

6700 6710 6720 6730 6740 6750

820 830 840 850 860 870
GTTTCCAAAGGCATTTGAACATTCAACAATACCCTGCTATCCCATTATCACCTAAATCCG
[RR R R R e RN R e A R NN R R R N R
GTTTCAAGAGACATTTGGATATCCAACAATACCCGGCTATTCCATTGTCGCCTARATCTG

6760 6770 6780 6790 6800 6810

880 890 900 910 920 930
GTCTTTTGGGATGGGTTCCARATAGTGATACATTCCATGTCTTGATCAGAGAACATCGTG
N N N R R R NN N R e R R R R R RN RN
GTTTACTAGGATGGGTACCAAATAGTGACACATTCCACGTTTTGATCAGAGAACACCGTG

6820 6830 6840 6850 6860 6870

940 950 960 870 980 990
AAGCAAGCAAAGTTCCACTAAATATAGAACACAGAATAATGCTCCARATGGCTCCTGATT
e e e e e e e R R RN R
ATGCCAAAAARATTCCGTTGAACATTGAACATTGGGTTATGTTACAAATGGCCCCCGATT

6880 6890 6900 6910 6920 6930

1000 1010 1020 1030 1040 1050
ATGATAACCTAACTCTATTGCAAAAAGTGGAAGTTTTCACTTATGCTCTTGATAACACCA
R R R R R R R R AN SRR RN B R AR R
ATGAGAATTTGACTCTTTTACAAAAAATTGAAGTATTCACGTACGCTTTAGATAATACAA

6940 6950 6960 6970 6980 6990

1060 1070 1080 1090 1100 1110
AGGGCCAGGACTTGTATAAGGTTCTATGGTTAAAGAGTCGTTCATCAGARTCATGGCTCG
N e e R e N N N e R A E R
AAGGCCAAGACCTTTATAAAATATTATGGTTAAAGAGTAGGTCGTCAGAGACATGGCTAG

7000 7010 7020 7030 7040 7050

1120 1130 1140 1150 1160 1170
AACGTCGTACAACTTACACAAGATCGTTAGCCGTCATGTCAATGGTAGGATATATTTTAG
R e R N RN N R RN R FErrreer 4
AACGTAGAACAACTTATACGAGATCTTTAGCAGTTATGTCCATGACTGGTTATATTCTGG

7060 7070 7080 7090 7100 7110

Cuadro 3.- Continuacion.
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225716

inserto2a33.

SCTOR1

insertoZa33.

SCTORL

inserto2a33.

SCTOR1

insertoZa33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

insertoza33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

inserto2a33.

SCTOR1

SCTOR1

1180 1190 1200 1210 1220 1230
GTTTAGGTGATCGTCATCCAAGTAATTTGATGT TGGACCGTGTTACTGGTARAGTTGTCC
O R R R N e e N e N e A A AR R R
GACTAGGTGATCGCCATCCAAGCAACCTGATGCTAGATAGAATCACCGGTARAGTTATCC

7120 7130 7140 7150 7160 7170

1240 1250 1260 1270 1280 1290
ACATTGATTTCGGTGACTGTTTCGAAGCTGCAATTCTCAGAGAGAAATACCCAGAARRAGG
RN N N e e e N N e N R A R R R AR
ACATTGATTTCGGCGATTGTTTTGAAGCTGCCATCTTAAGAGARAAGTATCCAGAAARAG

7180 7190 7200 7210 7220 7230

1300 1310 1320 1330 1340 1350
TACCATTCAGATTAACAAGAATGTTAACGTACGCAATGGAAGTCAGTGGTATTGAAGGTA
R N N R RN RN NN AN R RN
TGCCATTTAGACTAACTAGGATGTTAACATACGCAATGGARGTTAGTGGAATTGRAGGCA

7240 7250 7260 72170 7280 7290

1360 1370 1380 1390 1400 1410
GTTTCCGTATCACCTGTGAGAACGTAATGATGGTCCTAAGGGATAATAAGGAGTCCTTGA
O T e e B O e O R R R A A
GTTTCCGAATTACTTGTGARAATGTCATGAGAGTCTTAAGAGATAATAAAGAATCATTAA

7300 7310 7320 7330 7340 7350

1420 1430 1440 1450 1460 1470
TGGCTATTTTGGAAGCCTTTGCATACGATCCATTAATCAACTGGGGTTTCGATCTACCGA
PLbrre e PUEEE T T et beEEEE b
TGGCGATCTTGGAAGCTTTTGCGCTTGATCCTTTGATCCATTGGGGATTCGATTTACCGC

7360 7370 7380 7390 7400 7410

1480 1490 1500 1510 1520 1530
CTCAAGCCGTGATGGAACAGACGGGAATAGATCTACCTCTTGCARATCCAAGTGAGTTAC
bt N R R R RN L rrree 1
CACARARACTTACTGAGCARACTGGAATTCCTTTGCCGTTGATTAATCCTAGTGAATTAT

7420 7430 7440 7450 7460 7470

1540 1550 1560 1570 1580 1590
TAAGARAGGGCGTCATCACCGTTGAAGATGCGGCCARGATGGAACTACAACARAAGGCAG
R N AR e AN R R AR R R l
TAAGARAGGGCGCAATTACTGTCGAAGAAGCGGCARATATGGARGCAGAACARACAARATG

7480 7490 7500 7510 7520 7530

1600 1610 1620 1630 1640 1650
AAGTCCGCAACGCAAGAGCCACTCTTGTTCTCARARGAATCGCTGATARACTTACTGGTA
! T T R e
AGACCAGAAACGCCAGAGCAATGCTTGTTTTGAGACGTATTACAGATARATTAACGGGCA

7540 7550 7560 7570 7580 7590

1660 1670 1680 1690 1700 1710
ACGATTTCCCAAGGTATCAAGAACTATCTGTGCCTGATCAAGTCGACAAGTTGATCCAGC
For ol I rrrr e
ATGATATCARGAGGTTCAATGAATTAGACGTCCCTGAGCAGGTTGATARACTGATCCAAC

7600 7610 7620 7630 7640 7650

1720 1730 1740 1750 1760 1769
AAGCTACATCAGTAGAAAACCTATGTCAACATTACATCGGCTGGTGTTCGTTCTGGTGA
AN N N R RN PEERRSRERREEY v e v e
AAGCCACTTCTATTGAAAGGTTATGTCAACATTATATTGGATGGTGCCCATTCTGGTGAC

7660 7670 7680 7690 7700 7710

TGCGGTGTCATTTTTCATTTCGTGCTTTGTTTACTATTTATTTTTTTTGTATTACGCATT
7720 7730 7740 7750 7760 7770

Cuadro 3.- Fin del cuadro.
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LOCUS SCTOR2 7800 bp DNA PLN 14-MAY-1993
DEFINITION S.cerevisiae gene TORZ.
ACCESSION X71416

NID g298027
KEYWORDS cell cycle-related protein; rapamycin; signal transduction protein;
TOR2 gene.
SCORES Initl: 2930 Initn: 4444 Opt: 4515 z-score: 4447.4 E(): 0
72.9% identity in 1770 bp overlap
10 20 30
insertoZa33. GAATTCATCAACCAAATCAAACCGTTAGTA
PEEEERET e e bt
SCTOR2 GGTTAGAAGTGTTGCCACAGTTAATTTCTAGAATTCATCAACCCAATCARATTGTTAGTA
5870 5880 5890 5900 5910 5920
40 50 60 70 80 90

inserto2a33. GATCTTTACTATCTTTGCTAGCTGATTTGGGTAAAGCCCATCCACAGGCATTAGTGTATC
e e e N N e e NN RN

SCTOR2 GGTCATTACTCTCCCTATTATCTGATCTAGGTAAGGCTCATCCGCAGGCATTAGTGTACC
5930 5940 5950 5960 5970 5980
100 110 120 130 140 150

inserto2a33. CATTGACAGTTGCCATTAAATCTGATTCGGTCTCAAGACAGAGGGCAGCTTTGTCCATCA
R R R R N N R R R R R AR AR AR A RN

SCTOR2 CCTTAATGGTTGCGATTAAATCCGAATCTCTCTCACGACAGAAAGCAGCTTTGTCCATCA
53990 6000 6010 6020 6030 6040
160 170 180 190 200 210

inserto2a33. TAGATAAGATGAGAATGCACAGTCCTAAACTTGTCGATCAAGCAGAATTAGTARGTGACG
bttt v i R e N R R

SCTOR2 TAGAAAAGATGAGAATACATAGTCCAGTTTTGGTCGACCAGGCTGAACTTGTCAGCCACG
6050 6060 6070 6080 6090 6100

220 230 240 250 260 270

inserto2a33. AATTGATCAGAGTCGCTGTTTTGTGGCACGAACTTTGGTACGAAGGTCTTGAAGATGCTA

N e e N e e e e LN A A R A A R N

SCTOR2 AATTGATACGTATGGCGGTGCTTTGGCATGAGCAATGGTATGAGGGTCTGGATGACGCCA
6110 6120 6130 6140 6150 6160

280 290 300 310 320 330

inserto2a33. GTAGACAATTCTTTGGTGAACATAACACGGAAAAGATGTTTGCCACTTTGGAGCCATTGC

N R N R AN R AR N E R N R N N

SCTOR2 GTAGGCAGTTTTTTGGAGAACATAATACCGAARARATGTTTGCTGCTTTAGAGCCTCTGT
6170 6180 6190 6200 6210 6220

340 350 360 370 380 390

inserto2a33. ATGAGATGCTAAAACGTGGTCCTGAAACCTTGCGTGAGATTTCGTTCCAARATTCGTTTG

e e A N e e e e NN RN R R R R R

SCTOR2 ACGAAATGCTGAAGAGAGGACCGGAAACTTTGAGGGAAATATCGTTCCRARATTCTTTTG
6230 6240 6250 6260 6270 6280

400 410 420 430 440 450

inserto2a33. GTAGGGATTTGARACGATGCCCACGAGTGGGTAATGAACTACAAGAGAACAAAAGATATCA
O T o T T I O I I O I e e B B O O

SCTOR2 GTAGGGACTTGAATGACGCTTACGAATGGCTGATGAATTACARAAAATCTAAAGATGTTA
6290 6300 6310 6320 6330 6340
460 470 480 490 500 510
inserto2a33. ACAACCTTAACCAAGCTTGGGATATCTATTATAATGTCTTCCGTCGTATTAGCAGGARAC
R R AR RN N N [ !
SCTOR2 GTAATTTAAACCAAGCGTGGGACATTTACTATAATGTTTTCAGGARAATTGGTARACAGT
6350 6360 6370 6380 6390 6400

Cuadro 4.- Comparacion de la secuencia de nuclétidos del inserto de la clona 33, del nucleétido 1 al 1769
(inserto 2a33), con la secuencia de la region del gen TOR2 de S. cerevisiae (SCTOR2) con la que tiene
identidad de 72.9%. |= nuclectidos iguales.
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520 530 540 550 560 570
inserto2a33. TCCCTCAATTACAGACGTTGGATCTCCAACATGTTTCACCAARACTAGCTGCTGCGARAG
[ e R N R RN NN AR RN NN AR (RERR N

SCTOR2 TGCCACAATTACAAACTCTTGAACTACAACATGTGTCGCCAARACTACTATCTGCGCATG
6410 6420 6430 6440 6450 6460
580 590 600 610 620
inserto2a33. ATTTAGAACTTGCTGTTCCAGGTACATAT-CA--TGCCGGARMRACCTGTCATTAGARTTA
PECE e b v v N N N e N RO
SCTOR2 ATTTGGAATTGGCTGTCCCCGGGACCCGTGCARGTGGTGGAAAACCAATTGTTAAAATAT
6470 6480 6490 6500 6510 6520
630 640 650 660 670 680
inserto2a33. CCCATTTCGAGCCAATATTTACTGTTATTTCATCCARACAGCGTCCTCGTAGGCTATCTA
N R R e e R e
SCTOR2 CTARATTCGAGCCAGTATTTTCAGTAATCTCATCCARACAAAGACCGAGAAAGTTTTGTA
6530 6540 6550 6560 6570 6580
690 700 710 720 730 740

inserto2a33. TCAAGGGTAGCGATGGTAAAGACTATCAATATATTGTCAAGGGCCATGAAGATATCAGAC
R RN R e NN e e e R R N A A R N

SCTOR2 TCAAGGGTAGTGATGGTAARAGATTATAAGTATGTGTTGAAAGGACATGAAGACATTAGAC
6590 6600 6610 6620 6630 6640
750 760 770 780 790 800

inserto2a33. AAGATAATTTGGTCATGCAATTGTTTGGTTTGGTTAATACTTTATTACAGAATAACCCCG
T T e T I R I O R N O O

SCTOR2 AGGATAGCTTGGTCATGCAATTATTCGGACTAGTTAACACGCTTTTGCAARATGACGCTG
6650 6660 6670 6680 6630 6700
810 820 830 840 850 860
inserto2a33. AGAGTTTCCAAAGGCATTTGAACATTCAACAATACCCTGCTATCCCATTATCACCTAAAT
o R RN R AN A R N
SCTOR2 AGTGCTTTAGAAGGCATCTAGATATCCAGCAATATCCAGCAATCCCATTATCTCCGAAGT
6710 6720 6730 6740 6750 6760
870 880 890 900 910 920
inserto2a33. CCGGTCTTTTGGGATGGGTTCCAAATAGTGATACATTCCATGTCTTGATCAGAGAACATC
R R R R AR e N R R R N R N R
SCTOR2 CTGGGTTACTGGGTTGGGTACCGAATAGTGACACGTTCCATGTATTAATTAGGGAGCATA
6770 6780 6790 6800 6810 6820
930 940 950 960 970 980
inserto2a33. GTGAAGCAAGCARAGTTCCACTAAATATAGAACACAGRATARTGCTCCAAATGGCTCCTG
N e e e e e e A e R AR AR R N
SCTOR2 GAGAAGCCAAAARAATTCCTTTAAACATTGAGCATTGGGTCATGTTACARATGGCACCTG
6830 6840 6850 6860 6870 6880
990 1000 1010 1020 1030 1040

inserto2a33. ATTATGATAACCTAACTCTATTGCAAAAAGTGGAAGTTTTCACTTATGCTCTTGATAACA
R e N e N e N e e N N N N R

SCTOR2 ATTATGACAATTTAACGTTGTTGCAGAAAGTAGAAGTCTTCACTTACGCCCTAARATAATA
6890 6900 6910 6920 6930 6940
1050 1060 1070 1080 1090 1100

inserto2a33. CCAAGGGCCAGGACTTGTATRAGGTTCTATGGTTARAGAGTCGTTCATCAGAATCATGGC
R e R NN N N N R N A R R R R RN

SCTOR2 CGGAGGGACAAGATCTTTATAAGGTGTTATGGCTGAAGAGTAGGTCATCGGARACGTGGT
6950 6960 6970 6980 6990 7000
1110 1120 1130 1140 1150 1160
inserto2a33. TCGARCGTCGTACAACTTACACAAGATCGTTAGCCGTCATGTCAATGGTAGGATATATTT
[ N R N R R A N R RN PErHinn
SCTORZ2 TGGAGCGTAGAACTACTTACACTCGATCGCTAGCCGTGATGTCCATGACCGGTTATATAT
7010 7020 7030 7040 7050 7060

Cuadro 4.- Continuacion.
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1170 1180 1190 1200 1210 1220
inserto2a33. TAGGTTTAGGTGATCGTCATCCAAGTAATTTGATGTTGGACCGTGTTACTGGTARAGTTG
[N RN N e AR NN NN R e N R N R R A R

SCTOR2 TGGGGTTAGGTGACCGCCACCCTAGTAATTTGATGTTGGATAGAATCACTGGGARAGTCA
7070 7080 7090 7100 7110 7120
1230 1240 1250 1260 1270 1280
inserto2a33. TCCACATTGATTTCGGTGACTGTTTCGAAGCTGCAATTCTCAGAGAGAAATACCCAGARA
R N R R R e N A R RN RN
SCTOR2 TTCATATTGATTTTGGTGATTGTTTCGAGGCTGCTATATTAAGAGAARAATTCCCCGARA
7130 7140 7150 7160 7170 7180
1290 1300 1310 1320 1330 1340
inserto2a33. AGGTACCATTCAGATTAACAAGAATGTTAACGTACGCAATGGAAGTCAGTGGTATTGAAG
R R R R N N R N R N R RN
SCTOR2 AAGTACCTTTTAGATTARCTAGAATGTTAACATATGCAATGGAAGTGAGTGGAATTGAAG
7190 7200 7210 7220 7230 7240
1350 1360 1370 1380 1390 1400
inserto2a33. GTAGTTTCCGTATCACCTGTGAGAACGTAATGATGGTCCTAAGGGATAATAAGGAGTCCT
R e e A e R NN N N . R
SCTOR2 GTAGCTTCCGTATTACTTGTGAGAATGTTATGAAGGTACT TAGAGATAACAAGGGTTCAT
7250 7260 7270 7280 7290 7300
1410 1420 1430 1440 1450 1460
inserto2a33. TGATGGCTATTTTGGAAGCCTTTGCATACGATCCATTAATCAACTGGGGTTTCGATCTAC
N e
SCTOR2 TAATGGCAATCCTTGAAGCTTTTGCTTTCGATCCTTTGATCAATTGGGGTTTTGACTTAC
7310 7320 7330 7340 7350 7360
1470 1480 1490 1500 1510 1520
inserto2a33. CGACTCAAGCCGTGATGGAACAGACGGGAATAGATCTACCTCTTGCAAATCCAAGTGAGT
L I R R N N N BEE NN
SCTOR2 CAACAAAGAAAATTGAGGAAGAAACGGGCATTCAACTTCCCGTGATGAATGCCAATGAGC
7370 7380 7390 7400 7410 7420
1530 1540 1550 1560 1570 1580
inserto2a33. TACTAAGAAAGGGCGTCATCACCGTTGAAGATGCGGCCAAGATGGAACTACAACAAAAGG
R e AR AR RNl
SCTOR2 TATTGAGTAATGGGGCTATTACCGAAGAAGAAGTTCAAAGGGTGGAAARCGAGCACAAGA
7430 7440 7450 7460 7470 7480
1590 1600 1610 1620 1630 1640
inserto2a33. CAGAAGTCCGCAACGCAAGAGCCACTCTTGTTCTCAAAAGAATCGCTGATAARACTTACTG
I ELb L e Tkt N e e A R R e R
SCTOR2 ATGCCATTCGAAATGCAAGGGCCATGTTGGTAT TGAAGCGCATTACTGACARATTAACGG
7490 7500 7510 7520 7530 7540
1650 1660 1670 1680 1690 1700

inserto2a33. GTAACGATTTCCCAAGGTATCAAGAACTATCTGTGCCTGATCAAGTCGACAAGTTGATCC
IHrre Fhere rr e N

SCTOR2 GGAACGATATAAGAAGGTTTAATGACTTGGACGTTCCAGAACAAGTGGATAAACTAATCC
7550 7560 7570 7580 7590 7600
1710 1720 1730 1740 1750 1760

inserto2a33. AGCAAGCTACATCAGTAGAAAACCTATGTCAACATTACATCGGCTGGTGTTCGTTCTGGT
R NN R R NN N A N R R N AR R AR

SCTOR2 AACAAGCCACATCAGTGGAAAACCTATGCCAACATTATATCGGTTGGTGTCCATTCTGGT
7610 7620 7630 7640 7650 7660
1769

inserto2a33. GA

SCTOR2 AGTTTTAATGTATTGAAAATCACTTAGTTGTATATAGCCTGTAARAAGTGTTGTATAAAAR
7670 7680 7690 7700 7710 7720

Cuadro 4.- Fin del cuadro.
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LOCUS SCTOR1 7974 bp DNA PLN 29-MAR~-1994
DEFINITION S.cerevisiae TORl gene.
ACCESSION X74857

NID g468738
KEYWORDS TOR1 gene.
SOURCE baker's yeast.
SCORES (2) Initl: 3353 Initn: 3353 Opt: 3353 z-score: 5486.8 E(): 0
83.5% identity in 588 aa overlap
10 20 30
inserto2a33c THQPNQTVSRSLLSLLADLGKAHPQALVYP
PEbe bEb bErer el
SCTOR1 IKEVSQAMYEGFNLMKIENWLEVLPQLISRIHQPDPTVSNSLLSLLSDLGKAHPQALVYP
1960 1970 1980 1990 2000 2010
40 50 60 70 80 90
inserto2a33c¢c LTVAIKSDSVSRQRAALSIIDKMRMHSPKLVDQAELVSDELIRVAVLWHELWYEGLEDAS
RN R R N R RN RN R R RN
SCTOR1 LTVAIKSESVSRQKAALSITEKIRIHSPVLVNQAELVSHELIRVAVLWHELWYEGLEDAS
2020 2030 2040 2050 2060 2070
100 110 120 130 140 150
insertoZ2a33c RQFFGEHNTEKMFATLEPLHEMLKRGPETLREISFQNSFGRDLNDAHEWVMNYKRTKDIN
FEEE P trrrsprbrte | N N R O R N R R
SCTOR1 RQFFVEHNIEKMFSTLEPLHKHLGNEPQTLSEVSFQKSFGRDLNDAYEWLNNYKKSKDIN
2080 2090 2100 2110 2120 2130
160 170 180 190 200 210
inserto2a33c NLNQAWDIYYNVFRRISRKLPQLQOTLDLQHVSPKLAAAKDLELAVPGTYHAGKPVIRITH
R A N R R R A A A N N A N N
SCTOR1 NLNQAWDIYYNVFRKITRQIPQLQTLDLOHVSPOQLLATHDLELAVPGTYFPGKPTIRIAK
2140 2150 2160 2170 2180 2190
220 230 240 250 260 270
inserto2a33c FEPIFTVISSKQRPRRLSIKGSDGKDYQYIVKGHEDIRQDNLVMQOLEFGLVNTLLQONNPES
AR R R R A R AR R R A N N N R R RN N RN R RN
SCTOR1 FEPLFSVISSKQRPRKFSIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMOLFGLVNTLLKNDSEC
2200 2210 2220 2230 2240 2250
280 290 300 310 320 330

inserto2a33¢ FQRHLNIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHREASKVPLNIEHRIMLOMAPDY
R R R RN R R R R RN AR R R AR

SCTOR1 FKRHLDIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHRDAKKIPLNIEHWVMLOMAPDY
2260 2270 2280 2290 2300 2310

340 350 360 370 380 390

inserto2a33c DNLTLLQKVEVFTYALDNTKGQDLYKVLWLKSRSSESWLERRTTYTRSLAVMSMVGYILG

SRR NN RN N RN N RN RN A R N R R NN R R RN N R AR AR

SCTOR1 ENLTLLQKIEVFTYALDNTKGQDLYKILWLKSRS SETWLERRTTYTRSLAVMSMTGYILG
2320 2330 2340 2350 2360 2370

400 410 420 430 440 450

inserto2a33c LGDRHPSNLMLDRVTGKVVHIDFGDCFEAAILREKYPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGS
CEVEEELEr s bbb P e e b bt i r et

SCTOR1 LGDRHPSNLMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKYPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGS
2380 2390 2400 2410 2420 2430

460 470 480 490 500 510

inserto2a33c FRITCENVMMVLRDNKESLMAILEAFAYDPLINWGFDLPTQAVMEQTGIDLPLANPSELL

PEPTECETE TTOEER R ey bbb b bee e b s trert tr i

SCTOR1 FRITCENVMRVLRDNKESLMAILEAFALDPLIHWGFDLPPQKLTEQTGIPLPLINPSELL
2440 2450 2460 2470 2480 2490

Cuadro 5.- Comparacion de la secuencia de aminoécidos que corresponde al marco de lectura ¢ del inserto de
la clona 33 (inserto 2a33c) con la secuencia de amino4cidos de la regién del gen TOR1 de S. cerevisiae
(SCTORI1) con la que tiene identidad de 83.5%. l = aminodcidos idénticos, : = aminoacidos equivalentes.
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520 530 540 550 560 570
inserto2a33¢c RKGVITVEDAAKMELQOKAEVRNARATLVLKRIADKLTGNDFPRYQELSVPDQVDKLIQQ
NN A N N N N N N R R RN N R N AR RN A

SCTOR1 RKGAITVEEAANMEAEQQONETRNARAMLVLRRITDKLTGNDIKRFNELDVPEQVDKLIQQ
2500 2510 2520 2530 2540 2550
580 589
inserto2a33c ATSVENLCQHYIGWCSEWX
Pids) PEEerrrr
SCTOR1 ATSIERLCOHYIGWCPFWXLRCHFSFRALFTIYFFCITHLYTCASIVYYYYYYYHYFCNI
2560 2570 2580 2590 2600 2610

Cuadro 5.- Fin del cuadro.

LOCUS SCTOR2 7800 bp DNA PLN 14-MAY-1993
DEFINITION S.cerevisiae gene TOR2.
ACCESSION X71416

NID g298027
KEYWORDS cell cycle-related protein; rapamycin; signal transduction protein;
TOR2 gene.
SCORES (3) Initl: 2209 Initn: 3338 Opt: 3340 z-score: 5465.6 E{): 0
82.9% identity in 589 aa overlap
10 20 30
inserto2a33c THOPNQTVSRSLLSLLADLGKAHPQALVYP
PERITE PERREEEr ettt et
SCTOR2 IPEATQAMHEGFNLIQIGTWLEVLPQLISRIHQPNQIVSRSLLSLLSDLGKAHPQALVYP
1940 1950 1960 1970 1980 1990
40 50 60 70 80 90
inserto2a33c LTVAIKSDSVSRQRAALSIIDKMRMHSPKLVDQAELVSDELIRVAVLWHELWYEGLEDAS
Poriirtebet et rrr e btbe i terbret trrrs et rrrtbettd
SCTOR2 LMVAIKSESLSRQKAALSIIEKMRIHSPVLVDQAELVSHELIRMAVLWHEQWYEGLDDAS
2000 2010 2020 2030 2040 2050
100 110 120 130 140 150

inserto2a33c RQFFGEHNTEKMFATLEPLHEMLKRGPETLREISFONSFGRDLNDAHEWVMNYKRTKDIN
FETEREEL TR s s b e e el bbb e s e i s e

SCTORZ2 RQFFGEHNTEKMFAALEPLYEMLKRGPETLREISFONSFGRDLNDAYEWLMNYKKSKDVS
2060 2070 2080 2090 2100 2110
160 170 180 190 200 209

inserto2a33c NLNQAWDIYYNVFRRISRKLPQLQTLDLQHVSPKLAAAKDLELAVPGTY-HAGKPVIRIT
CEERTEE e e b e s b0 P s L s b bbb SRR

SCTOR2 NLNQAWDIYYNVFRKIGKQLPOLQTLELQHVSPKLLSAHDLELAVPGTRASGGKPIVKIS
2120 2130 2140 2150 2160 2170
210 220 230 240 250 260 269

inserto2a33c¢c HFEPIFTVISSKQRPRRLSIKGSDGKDYQYIVKGHEDIRQDNLVMQLFGLVNTLLONNPE
PRVt b e PURETEEN e s CEP R s L s

SCTOR2 KFEPVFSVISSKQRPRKFCIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMQLFGLVNTLLONDAE
2180 2190 2200 2210 2220 2230

270 280 290 300 310 320 329

inserto2a33c SFQRHLNIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHREASKVPLNIEHRIMLOMAPD

RN R R RN N R R RN R RN R R R N A R NN RN

SCTOR2 CFRRHLDIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHREAKKIPLNIEHWVMLQMAPD
2240 2250 2260 2270 2280 2290

Cuadro 6.- Comparacién de la secuencia de aminoacidos del marco de lectura ¢ del inserto de la clona 33
(inserto2a33c) con la secuencia de la region del gen TOR2 de S. cerevisiae (SCTOR2) con la que tiene una
identidad de 82.9%. | = aminodcidos idénticos; : = aminoacidos equivalentes.
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330 340 350 360 370 380 389
inserto2a33c YDNLTLLOKVEVFTYALDNTKGQDLYKVLWLKSRSSESWLERRTTYTRSLAVMSMVGYIL
RN RN RN N R RN NN R R RN N RN R R R NN R AR E RN

SCTOR2 YDNLTLLOKVEVFTYALNNTEGQDLYKVLWLKSRSSETWLERRTTYTRSLAVMSMTGYIL
2300 2310 2320 2330 2340 2350
390 400 410 420 430 440 449
inserto2a33c GLGDRHPSNLMLDRVTGKVVHIDFGDCFEAAILREKYPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEG
PECCETEY ettt bs bbbt bbbttt e e bbbt
SCTOR2 GLGDRHPSNLMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKFPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEG
2360 2370 2380 2390 2400 2410
450 460 470 480 490 500 509
inserto2a33c SFRITCENVMMVLRDNKESLMAILEAFAYDPLINWGFDLPTQAVMEQTGIDLPLANPSEL
R R R R R R e N R R R R R R R A AN A RN A
SCTOR2 SFRITCENVMKVLRDNKGSLMAILEAFAFDPLINWGFDLPTKKIEEETGIQLPVMNANEL
2420 2430 2440 2450 2460 2470
510 520 530 540 550 560 569
inserto2a33c LRKGVITVEDAAKMELQQKAEVRNARATLVLKRIADKLTGNDFPRYQELSVPDQVDKLIQ
N N R R R A R R R R A e A N N R R
SCTOR2 LSNGAITEEEVQRVENEHKNAIRNARAMLVLKRITDKLTGNDIRRFNDLDVPEQVDKLIQ
2480 2490 2500 2510 2520 2530
570 580 589

inserto2a33c QATSVENLCQHYIGWCSEWX
PEELTRERELTErer bl

SCTOR2 QATSVENLCQHYIGWCPFWXFXCIENHLVVYSLXKCCIKMHLIHXCLVPSVTLLTAKKVP
2540 2550 2560 2570 2580 2590

Cuadro 6.- Fin del cuadro.

Los productos de los genes TOR (por “target of rapamycin”) son cinasas de la
familia de las cinasas relacionadas a la fosfatidilinositol-cinasa (cinasas relacionadas a PIK)
que no tienen actividad de cinasa en lipidos y, en lugar de eso, se comportan como cinasas
de serina/treonina. Son moléculas muy conservadas desde hongos hasta mamiferos y para
muchos organismos (si no es que para todos) pueden funcionar como moléculas
sefializadoras clave utilizadas para controlar el crecimiento en respuesta a nutrientes. Lo
anterior se deduce de la observacion de que en respuesta a nutrientes TOR activa el inicio
de la traduccion, organiza el citoesqueleto de actina (solo en levadura, ver abajo), regula el
trafico de membranas y la degradaciéon de proteinas, participa en la sefializaciéon por
proteina cinasa C (PKC), promueve la biogénesis ribosomal y activa también la
transcripcion, siendo todos estos eventos la base del crecimiento celular. En otras palabras,
TOR puede ser considerado como un controlador central del crecimiento celular (42).

Es importante hacer notar que S. cerevisiae es el Unico caso reportado hasta el
momento en el que existen 2 genes TOR. En esta levadura, TOR2 (y no TOR1) tiene una
actividad de la que depende el crecimiento polarizado caracteristico de las levaduras
gemantes. Esta actividad controla la polarizaciéon dependiente de ciclo celular del
citoesqueleto de actina y no es inhibida por rapamicina (42).

Lo anterior indica que es probable que el gen TOR de K. lactis no sea un gen con
expresion diferencial en sus dos tipos celulares haploides, pero, si lo es, la diferencia puede
darse en el nivel de expresion del gen en cada tipo sexual. Evidentemente, el que TOR sea
un gen con expresion diferencial o no en K. lactis tendra que ser investigado. Por otro lado,
aunque se ha observado que la inactivacion de los genes TOR en la levadura lleva a la
detencion del ciclo celular en fase G1, esto no parece tener relacion con la detencion del
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ciclo celular en esa fase que ocurre como preludio al apareamiento, porque cuando los
genes TOR estdn inactivos lo que sucede es que hay un defecto en la traduccidn (42) y no la
inactivacion de ciclinas.

El porqué de la identificacion de TOR con el fragmento 2a puede ser el resultado de
que existe una identidad de 84.2% en 19 nucleétidos y de 62.8% en 43 nucleétidos entre 2a
y la secuencia de TOR encontrada (Figura 15). Estas identidades seguramente determinaron
que hubiera hibridacion de la sonda bajo las condiciones del ensayo de hibridacion en
colonias (hibridacion a 55°C, lavados a 65°C). De cualquier forma este hallazgo es muy
importante porque, como ya se menciond, en los organismos en los que los genes TOR son
conocidos, sus productos funcionan como controladores centrales del crecimiento celular
que responden a nutrientes y, por lo tanto, resultan fundamentales en el entendimiento de la
fisiologia celular. Lo anterior significa que ahora se podrd incluir a K. /actis dentro de los
pocos sistemas disponibles para el estudio del crecimiento celular a un nivel molecular tan
especifico e importante.

5 3’
A
N
1611 ACTCTTGTTCTCAAAAGAATCGCTGATAAACTTACTGGTAACG 1653
576 AATATTOGRTOAARGOCAATELTOTPAATEACTOCOTANTD 418
s

561 GCTGCGAAAGATTTAGAAC 5%

SRR

270 GCGGCGAAAGATATTGAAC 252

Figura 15.- Esquema de hibridacion de las dos cadenas de la sonda 2a (café) con la cadena codificante del
fragmento de 1770pb del gen TOR de K. lactis (gris). Las flechas indican la zona de hibridacién y las llaves la
homologia entre TOR y 2a (no las secuencias que hibridan). En el caso de la derecha la identidad es de 62.8%
en 43 nuclettidos y en el de la izquierda es de 84.2% en 19 nucledtidos.

Sabiendo todo esto lo que deberd hacerse posteriormente es seguir buscando los
genes que corresponden a las secuencias de los fragmentos 1a, 2a, 3a y 4a, ademas de la
secuencia completa del gen TOR. En ambos casos habra que invertir un esfuerzo
importante, pero sobre todo en el ultimo si consideramos que los genes TOR de S
cerevisiae reportados en el GeneBank son genes muy grandes que tienen un tamafio de
7974pb (TOR1) y 7800pb (TOR2).
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CONCLUSIONES

Los resultados de este proyecto comprenden la identificacion del gen (o uno de los
genes) TOR de K. lactis, cuya expresion todavia tiene que ser investigada para conocer si
es o no diferencial. Por otro lado, en lo que a los genes con expresion diferencial se refiere,
este proyecto permitié la estandarizacion de la técnica de despliegue diferencial en geles de
agarosa y, a través de ésta, la identificacion de 4 secuencias parciales (denominadas 1a, 2a,
3a y 4a) que prometen servir para la identificacion de genes que se expresan
diferencialmente en los dos tipos sexuales de K. lactis. La secuencia 2a tiene un alto
porcentaje de identidad (de hasta 70.3%) con quimioreceptores de bacterias. Ademas, el
proyecto resultd en la generacion de una mutante en la subunidad $ de la proteina G de S.
cerevisiae, que servira en el futuro para encontrar genes de la via de respuesta a feromonas
de K. lactis, por medio de la reversion del fenotipo estéril caracteristico de dicha mutante al
transformarla con un banco de DNA genémico de K. lactis del que se dispone.
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SISTEMA DEL DOBLE HIBRIDO

% GALI-p 6-0“ n
ATG-Nuc. Loc.-acid patch-epltope m V 2

A
Gen Reportero
B
UAS Gen Reportero
C
Gen Reportero
D >
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El sistema del doble hibrido es un sistema que sirve para determinar si dos proteinas
X y Z interactuan y se basa en el hecho de que un factor de transcripcion funcional (figura
naranja-verde en A) con dominios de unién a DNA (naranja) y de activacion de la
transcripcion (verde) fisicamente separables, puede ser reconstituido a través de la
interaccion no covalente de dos proteinas hibridas independientes que contienen, por un
lado, a la proteina X (azul) fusionada al dominio de unién a DNA (naranja) y, por otro lado,
a la proteina Z (rosa) fusionada al dominio de activacion de la transcripcion (verde). De
esta manera, si las protefnas hibridas son coexpresadas en una célula y se asocian gracias a
la interaccién de sus protecinas fusionadas X (azul) y Z (rosa), entonces el factor de
transcripcién reconstituido (figura de 4 colores en D) activa la transcripcion (flechas azul
marino) de un gen reportero a partir de la UAS (Upstream Activating Sequence) reconocida
por el dominio de unién a DNA (naranja). Lo anterior no sucede si las proteinas hibridas
son expresadas solas, porque en cada caso hace falta el otro dominio del factor de
transcripcién (B y C) (40,41).

En la parte superior de la figura se muestran los plasmidos en los que se pretendia
hacer la construccion de las bibliotecas de K. lactis en este trabajo y que son usados en
ensayos de doble hibrido (hay variantes de este sistema que usan otros plasmidos). El
plasmido pEG202 contiene el dominio de union a DNA LexA (flecha naranja)
inmediatamente antes del sitio de policlonacion en donde se pretendia insertar la biblioteca
(llave azul) para asi generar proteinas hibridas como las que se ven en B. Por otro lado, el
plasmido pJG4-5 contiene al activador de la transcripcion B42 (flecha verde), al cual siguen

los sitios de restriccion EcoRI y Xhol que en el presente proyecto serian utilizados para
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insertar la biblioteca de cDNA (flecha rosa) y asi generar proteinas hibridas como las que
se ven en C. En cualquiera de los casos, la idea de tener una biblioteca construida en alguno
de estos plasmidos tenia como fin encontrar genes de la via de respuesta a feromonas de K.
lactis que interactuen con la subunidad Ga que participa en esta via, a través de un ensayo
de doble hibrido en el que el gen de esa subunidad estaria insertado en el otro plasmido. Es
importante mencionar que en el sistema se incluye ademds un tercer plasmido que contiene
al gen reportero (para este caso el tercer plasmido seria pSH18) (41).
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CONSTRUCCION DE UNA MUTANTE DE S. cerevisiae EN LA SUBUNIDAD GB§.

Como en el laboratorio no se contaba con una mutante en G que fuera auxétrofa
para el marcador presente en la biblioteca genémica (URA3, ver figura 8), se procedio a la
construccion de esa mutante a partir de la cepa W303-1A de S. cerevisiae. Para lograrlo se
extrajo un fragmento PstI-Xbal de 948pb del gen STE4 de S. cerevisiae (el gen ya se tenia
clonado en el vector pJG4-5), que abarca desde el nucleotido 586 hasta el 1533 de la
secuencia del GeneBank con numero de acceso M23982. El fragmento se subcloné en el
sitio PstI-Xbal del plasmido integrativo YIp351 (Figura Al) transformando células de E.
coli DH5a y seleccionando con ampicilina y el sistema IPTG/X-GAL. Una vez que por
medio de una restriccion Pstl-Xbal se confirmo la presencia del fragmento en el vector en 3
de las 10 clonas obtenidas en la transformacion (Figura A2), el siguiente paso fue la
transformacion de S. cerevisiae W303-1A con el plasmido resultante YIp351/Pstl-Xbal-
STE4, que fue cortado previamente en el sitio unico Bgl Il presente dentro del fragmento de
STE4. Lo anterior se hizo con la intencion de insertar, por recombinacién homéloga, un
cassette de LEU2 (Figura Al) que provocara la disrupcion del gen STE4 enddgeno. Las
mutantes obtenidas con este procedimiento se seleccionaron en medio SD que poseia todos
los aminodacidos requeridos por S. cerevisiae W303-1A, excepto leucina. De las multiples
colonias obtenidas se seleccionaron 50 al azar y se sembraron en “parches” que mas tarde
fueron utilizados en ensayos de apareamiento con la pareja S. cerevisiae 70. Al final, sélo
las clonas 6, 26, 31, 37 y 40 se conservaron por presentar un fenotipo estéril claro (Figura
B). La primera de ellas fue la que se utilizd en las transformaciones que se mencionan en la
seccion de resultados y discusion, que tenian como objetivo lograr revertir el fenotipo
estéril de la mutante en GP para asi identificar componentes de la via de respuesta a
feromonas de K. lactis.

EcoRl kpn! BamHl g4l Sph!

T T T I ]
wa ] Xyind Nl

Lac Z

Yip351 EcoRl
(4408)
w Clal

1 2
Figura A.- 1) Mapa del plasmido YIp351. En este pldsmido se inserté un fragmento del gen STE4 de S
cerevisiae (ver texto y 2 de esta figura). 2) Fragmentos obtenidos de la digestién de YIp351/Pstl-Xbal-STE4
con Pstl y Xbal, a partir de 3 clonas que resultaron de la subclonacion de un fragmento de 948pb del gen
STE4 de S. cerevisiae (flecha) en el vector YIp351 (linea) (ver texto).
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Figura B.- Resultado de un ensayo de apareamiento entre S. cerevisiaze W303-1A (regién indicada con una
flecha en el pequefio esquema abajo-izquierda) y las mutanes en f (las otras cinco regiones en el esquema)
con un césped de S. cerevisiae 70. W303-1A sirve en este ensayo como control positivo. Las mutantes en f3
estan en el siguiente orden con respecto a W303-1A en el sentido contrario a las manecillas del reloj: 6, 26,
31,37y 40.
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