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RESUMEN

Mi trabajo dirigido a alcanzar el grado de doctor se ha centrado fundamentalmente en la
caracterizacion de HpUre2, modulador negativo de la represion catabolica por
nitrogeno, en la levadura Hansenula polymorpha. Los resultados ponen de manifiesto el
papel fundamental de HpUre2 en la homeostasis del Ca®" y establecen una estrecha
relacion entre la via de sefalizacion de la calcineurina y la via de asimilacion de
nitrogeno. HpUre2 regula los niveles de Ca®" intracelular a través del factor
transcripcional HpGat2, que induce la expresion del gen de la Ca’’-ATPasa PMR1. El
contenido de Ca®" en el RE-Golgi, modula la entrada extracelular del catién actuando
sobre sus niveles citosolicos y en consecuencia sobre la activacion de la calcineurina. La
calcineurina, a través de la regulacion de los niveles del factor transcripcional HpGatl,
participa en la desrepresion de los genes de la asimilacion de nitrogeno. Asimismo, la
calidad de las fuentes nitrogenadas regula el estado de activacion de la calcineurina. Las
fuentes de nitrogeno no preferidas incrementan el contenido intracelular de Ca**
activando la calcineurina a diferencia de las preferidas. Por tanto, el Ca®" actiia como
segundo mensajero en la asimilacion de nitrato actuando en la sefnal de desrepresion.
Por otra parte, la caracterizacion enzimatica de HpUre2 reveld que presenta actividad
GST frente al acido etacrinico y GPx frente al perdxido de hidrogeno, asi como frente a
varios hidroperdxidos organicos y que participa en la detoxificacion de cadmio y

cobalto.
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I. Introduccién

I. INTRODUCCION
1. Medio ambiente y nitrégeno

El nitrégeno, quinto elemento més abundante en nuestro sistema solar, es
esencial para la sintesis de proteinas y éacidos nucleicos, los dos polimeros mas
importantes de los seres vivos. El requerimiento de nitrégeno de los seres vivos es de 2
a 20 atomos de nitrégeno por cada 100 atomos de carbono dependiendo del organismo.
La biogeoquimica del nitrégeno depende casi exclusivamente de reacciones de Oxido-
reduccion mediadas por microorganismos y en menor medida mediante el reciclaje a
largo plazo a través de procesos geoquimicos. Los procesos a través de los cuales los
seres vivos incorporan el nitrégeno a estas biomoléculas son: la fijacion del nitrégeno
atmosférico, proceso en el cual el N, es reducido a amonio (NH,"), y la asimilacion de
nitrogeno directamente como NH," (o nitrogeno organico), procedente del medio o bien
de la reduccion de formas de nitrogeno oxidadas como el nitrato (NO3z’) y en menor
medida, el nitrito (NO;"). El amonio retorna al medio cuando los organismos mueren
siendo secuencialmente oxidado a NOs~ mediante una via dependiente de oxigeno
conocida como nitrificacion. Por otra parte, el NO3 puede ser usado por algunos
microorganismos como un aceptor de electrones durante la respiracion anaerobia. La
reduccion de nitrato se acopla a la oxidacion anaérobica del carbono orgéanico
produciendo NH;" mediante un proceso conocido como reduccion desasimilatoria de
nitrato a amonio (DNRA: Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium) o, mas
comunmente, N gaseoso durante la desnitrificacion. Finalmente, el ciclo del nitrégeno
(figura 1) se completa con una ruta alternativa de fijacion de nitrogeno Ilamada
anammox (anaerobic ammonium oxidation), donde la oxidacion de NH,4", se acopla a la
reduccion del NO,™ (Canfield et al., 2010).
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nas nitrato reductasa
enk-nr nitrato reductasa
narG nitrato reductasa
napA nitrato reductasa
nas nir nitrito reductasa
nrfnitrito reductasa
norB oxido nitrico reductasa
napA nosZ oxido nitroso reductasa
euk-nr nif nitrogenasa
ame amoniomonooxigenasa
hao hidroxilamina oxidoreductasa
nxr nitrito oxidoreductasa
Il hidrazina hidrolasa

Z
L

Aerabico Anaerdbico

>

<Reducci6n de NO, |

narG

nxr

Nitrificacion

Z
S

nir

nir

NO

norB

:NzO

nosz

mir

nrf

DRNA

amo

Norg

< NH/
Figura 1. Principales vias biologicas de transformacion del nitrégeno. Los genes
que codifican enzimas que catalizan transformaciones importantes incluyen genes para
varias nitrato reductasas (nas, euk-nr, narG, napA) nitrito reductasas (nir, nrf), oxido
nitrico reductasa (norB), déxido nitroso reductasa (nosZ), nitrogenasa (nif), amonio
monooxigenasa (amo), hidroxilamina oxidoreductasa (hao), nitrito oxidoreductasa (nxr)
e hidrozina hidrolasa (hh) (Adaptado de Canfield, 2010).
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l. Introduccion

2. El nitrato y su asimilacion por los seres vivos

El nitrato constituye la principal fuente de nitrogeno asimilable para la mayoria
de algas y plantas vasculares superiores. Debido a su importancia en la calidad y
cantidad de la productividad agricola, se ha llevado a cabo un uso intensivo del nitrato
como agente fertilizante. Como casi siempre que se intenta intervenir en el equilibrio
natural aparecen efectos colaterales sobre los ecosistemas. La acumulacion de nitratos
en el subsuelo que por lixiviacién pueden incorporarse a las aguas subterraneas, o bien
ser arrastrados hacia los cauces y reservorios artificiales, representa uno de los
problemas ambientales mas importante relativo al ciclo del nitrogeno. La contaminacion
de los acuiferos subterraneos con nitratos genera graves problemas de salud si se
consume agua en estas condiciones, debido a la reduccion del nitrato a nitrito por la
participacion de ciertas bacterias presentes en el estdbmago y vejiga urinaria. A su vez,
los nitritos se transforman en compuestos cancerigenos (nitrosaminas), que afectan a

estomago e higado (Powlson et al., 2008).

Es por ello que el estudio de la asimilacion del nitrégeno por los seres vivos y en
especial del nitrato cobra vital importancia para intentar contrarrestar los efectos
adversos mencionados sobre el medio ambiente. Plantas, hongos filamentosos, algunas
bacterias y ciertas clases de levaduras forman parte de los ecosistemas que utilizan
nitrato como fuente de nitrégeno.

La asimilaciéon de nitrato en levaduras ha recibido una escasa atencidon en
comparacion a los intensos estudios llevados a cabo en los hongos filamentosos
Neurospora crassa y Aspergillus nidulans (Wong et al.,, 2008). Esto se debe
principalmente al hecho de que las levaduras modelo Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe no asimilan nitrato y a la falta de herramientas adecuadas
para el estudio genético y molecular de aquellas levaduras que si son capaces de
asimilar nitrato como tUnica fuente de nitrogeno. Sin embargo, el hecho de que la
levadura Hansenula polymorpha sea capaz de asimilar nitrato y nitrito como tUnica
fuente de nitrégeno (Siverio, 2002) asi como la disponibilidad de herramientas para su
analisis genético y molecular ha modificado en parte esta situacion. Nuestro grupo
utiliza las levaduras, en concreto H. polymorpha, como modelo para estudiar la

asimilacion de nitrato: son organismos unicelulares sencillos, de facil manipulacion
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genética y rapido crecimiento. Ademas presentan una via de asimilacion de nitrato muy

similar a la de plantas y hongos filamentosos (Siverio, 2002).

3. Algunas generalidades sobre H. polymorpha

La levadura H. polymorpha, CBS 4732, se aislo por primera vez en 1959 en
Brasil (Morais y Maia, 1959). Se trata de una levadura metilotrofica, capaz de crecer a
expensas del metanol como unica fuente de carbono y energia (Levine y Cooney, 1973).
Presenta una alta termotolerancia, siendo posible su crecimiento a temperaturas
superiores a 49°C y una facil interconversion entre los estados haploide y diploide
(Teunisson et al., 1960). Otras caracteristicas que la hacen atractiva para su uso como
modelo en investigacion son su alta velocidad de crecimiento y la disponibilidad de
herramientas para su manipulacion genética. Ha sido el modelo de estudio por
excelencia en la investigacion sobre la funcion y homeostasis de los peroxisomas (Van
der Klei, et al., 1995). Ademas se ha utilizado con éxito para la produccion de proteinas
recombinantes a escala industrial, como la vacuna de la hepatitis B o la fitasa utilizada
como aditivo alimentario en piensos. Durante la ultima década se han desarrollado las
herramientas moleculares adecuadas para su manipulacion y estudio genético y
molecular (Siverio, 2002), y ademas, se ha llevado a cabo la secuenciacion de su
genoma (Ramezani-Rad et al., 2003). Por tanto, esta levadura es un modelo

experimental excelente para el estudio de la asimilacion del nitrato.

4. La via de asimilacion de nitrato

Como habiamos mencionado anteriormente, la via de asimilacion de nitrato en
H. polymorpha sigue un patrén comun a plantas y hongos filamentosos: el anion nitrato
es conducido al interior celular a través del transportador/es de nitrato. Una vez en el
interior es reducido a amonio por las accion consecutiva de las enzimas nitrato y nitrito
reductasas (NR y NiR) (figura 2). El amonio generado es finalmente incorporado a los
esqueletos carbonados mediante la sintesis de glutamato y glutamina por las vias de la
glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa- glutamato sintetasa (Magasanik y

Kaiser, 2002).
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Los genes estructurales implicados en la asimilacion de nitrato en H.
polymorpha se han aislado y caracterizado (figura 2): YNR1 codifica la nitrato
reductasa, YNI1 la nitrito reductasa e YNT1 un transportador de nitrato de alta afinidad
(Avila et al., 1995; Brito et al., 1996; Pérez et al., 1997). Yntl constituye el principal
transportador de nitrato y también transporta nitrito con alta afinidad (Machin et al.,
2004). Junto con los anteriores se han descrito también dos factores transcripcionales de
tipo Zn(I1),Cyss YNAL (Avila et al., 1998) e YNA2 (Avila et al., 2002) que presentan
gran similitud con los reguladores NIT4 y NirA de los hongos filamentosos A. nidulans
y N. crassa respectivamente, activadores también involucrados en la induccioén de los
genes que producen la maquinaria enzimdtica implicada en la asimilacion de nitrato
(Siverio, 2002). Todos estos genes se encuentran agrupados en el genoma de la levadura

y son transcritos de forma independiente (figura 2).
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Figura 2. Organizacion en cluster de los genes relacionados con la asimilacion de
nitrato en H. polymorpha (arriba). YNT1, transportador de nitrato-nitrito de alta
afinidad; YNI1, nitrito reductasa; YNAL e YNAZ2, factores transcripcionales involucrados
en la induccion del resto de los genes del cluster; YNR1, nitrato reductasa. Esquema
general de la via de asimilacion de nitrato (abajo). El primer paso consiste en el
transporte del nitrato al interior de la célula donde es reducido a nitrito con gasto de 2
electrones. El nitrito es a su vez reducido a ion amonio por transferencia de 6 electrones,
y éste se incorpora finalmente a esqueletos carbonos para la sintesis de aminoacidos.
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5. Regulacion de la via de asimilacion de nitrato

En la mayoria de los organismos asimiladores de nitrato la utilizacion de éste se
encuentra condicionada por la presencia de compuestos de nitrogeno reducido en el
medio. Cuando se dispone de nitrégeno reducido todas las vias involucradas en la
asimilacion de fuentes alternativas, incluida la via de asimilacion de nitrato, sufren un
proceso de regulacion negativa. En base al efecto que tienen sobre el metabolismo del
nitrégeno se puede distinguir entre fuentes de nitrogeno favoritas o preferidas, que
desencadenan la regulacion negativa del catabolismo de otros compuestos de nitrogeno,
y fuentes pobres de nitrogeno, alternativas o no preferidas, que no tienen efecto sobre
otros compuestos de nitrégeno (Magasanik y Kaiser, 2002). La llamada represion
catabolica por nitrogeno (NCR- Nitrogen Catabolic Repression) es la responsable de
que la célula no sintetice permeasas y enzimas exclusivas para la asimilacion y
metabolismo de fuentes de nitrogeno no preferidas, evitando el gasto innecesario de
energia por parte de la célula (Magasanik, 2002; Marzluf, 1997; Magasanik, 1992;
Magasanik, 2005; Godard et al., 2007). En base a este tipo de regulacion transcripcional
podemos realizar una clasificacion de las distintas fuentes nitrogenadas seglin sea la
preferencia que tengan las células por ellas. Asi, una fuente preferida de nitrogeno sera
aquella en cuya presencia no se produzca la desrepresion de los genes responsables de la
asimilacion de otras fuentes alternativas, mientras que las fuentes nitrogenadas capaces
de promover la activacion de estas vias alternativas se denominaran fuentes no

preferidas.

A la hora de clasificar las posibles fuentes nitrogenadas en orden de preferencia
por los microorganismos existen casos muy claros. Por ejemplo, la glutamina es una de
las fuentes nitrogenadas preferida por excelencia, se trata de un producto final de la
confluencia entre las vias metabodlicas del carbono y del nitrogeno y a partir de ella la
célula puede sintetizar biomoléculas tan importantes como aminodcidos, purinas,
pirimidinas, etc. (figura 3). Ademas, la velocidad de crecimiento de la mayoria de los
microorganismos asimiladores en un medio conteniendo glutamina como Unica fuente
de nitrégeno es superior a la detectada en medios con otras fuentes de nitrégeno menos
reducidas. Otra fuente preferida es el amonio que puede incorporarse a los esqueletos
carbonados, procedentes de ciclo de Krebs, reaccionando con el a-cetoglutarato dando
lugar a glutamato por accion de la glutamato deshidrogenasa, o reaccionando con el

glutamato para generar glutamina por accion de la glutamina sintetasa. De esta forma, el
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nitrégeno del grupo amino del glutamato representa el 85% del nitrogeno celular total y
el del grupo amido de la glutamina, el 15% restante (Cooper, 1982). En el grupo de

fuentes pobres se encuentran prolina, urea, alantoina y nitrato (figura 3).

B No preferidas
D Intermedias
D Preferidas Prolina Glutamina

Nitrato Asparagina

Metilamonio Amonio
Urea

Nitrito Glutamato
Alantoina

Figura 3. Ejemplos de tipos de fuentes nitrogenadas utilizadas
por microorganismos clasificadas segun su efecto sobre la RCN.

6. Regulacion transcripcional

La capacidad de un organismo para integrar las sefales celulares y extracelulares
del medio donde vive es una propiedad fundamental para su supervivencia y adaptacion
ambiental. Estas sefiales celulares se presentan, en una amplia mayoria de los casos en
forma de metabolitos intermediarios de diversas rutas metabolicas (Sellick y Reece,
2005). En este sentido la transcripcion de los genes de la ruta de asimilacion de nitrato
responde a dos sefiales esenciales, la primera, la ausencia de fuentes preferidas de
nitrégeno (sefial de desrepresion) y la segunda la presencia de nitrato (sefial de
induccién). La primera de las sefiales es de caracter general, ya que no s6lo desreprime
la expresion de los genes necesarios para la asimilacion de nitrato, sino también de otras
fuentes alternativas de nitrogeno aumentando las posibilidades de asimilar los nutrientes
presentes en el medio. La segunda sefial es especifica, ya que solo los genes
responsables de la asimilacién de nitrato responden a la induccién generada por la
presencia de nitrato en el medio (Cooper, 2002; Marzluf, 1997; Siverio, 2002). La sefial
de desrepresion esta mediada por el mecanismo de RCN, que es responsable de impedir

la transcripcion de genes relacionados con la utilizacion de fuentes de nitrogeno
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alternativas cuando se dispone de fuentes de nitrogeno preferidas. En hongos y
levaduras el proceso de RCN estd mediado por factores transcripcionales del tipo
GATA y proteinas que interaccionan con éstos y modulan su actividad (Crawford y

Arst, 1993; Magasanik, 2002; Marzluf, 1997; Siverio, 2002; Wong, 2008).

Los factores del tipo GATA son proteinas reguladoras que comparten uno o dos
dominios de uniéon al DNA tipo “zinc finger” (Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys) que
reconocen secuencias 5'-GATAA-3" de regiones 5 no codificantes de ciertos genes y
que se encuentran presentes en organismos que van desde levaduras hasta humanos
(Blinder et al., 1995; Coffman et al., 1997). Su funcion es la de reprimir o desreprimir
la expresion de ciertos genes en respuesta a estimulos generalmente externos, formando
parte en la mayoria de los casos de un cascada de transduccion de sefiales (Magasanik,
2005). Estan involucrados en procesos tan diversos como la biosintesis de sideréforos
en microorganismos (Rutherford y Bird, 2004), el control de la asimilacién de nitrogeno
en plantas y microorganismos (Siverio, 2002; Reyes et al., 2004), la regulacion de
procesos afectados por la luz en seres fotosintéticos (Reyes et al, 2004), la
diferenciacion de eritrocitos y el desarrollo de linfocitos T en mamiferos (Liew et al,

2005), etc.

6.1. Los factores transcripcionales GATA en la regulacion de la asimilacion del

nitrogeno en hongos y levaduras

Los factores GATA juegan un papel esencial en la regulacion de la asimilacion
de nitrogeno tanto en levaduras como en hongos filamentosos, pero los mecanismos de
regulacién que controlan su actividad son muy diferentes. Ambos sistemas aseguran la
apropiada expresion de un amplio conjunto de genes que permiten a estos organismos

responder y adaptarse a la disponibilidad de nitrégeno de su entorno.
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6.1.1. AreA y Nit2 en A. nidulans y N. crassa

En los hongos filamentosos A. nidulans y N. crassa la regulacion del
catabolismo del nitrogeno estd mediada por los factores GATA, AreA y Nit2,
respectivamente. Se trata de reguladores positivos que median la sefial de desrepresion
activando la expresion de los genes del catabolismo del nitrogeno en ausencia de
fuentes de nitrogeno preferidas (Kudla et al., 1990; Minehart y Magasanik, 1991;
Caddick, 1994; Marzluf, 1997; Todd et al., 2005). Esta sefial de desrepresion es
contrarrestada en el momento en el que una fuente preferente de nitrégeno vuelve a
estar presente en el medio. Los agentes encargados de antagonizar a AreA y Nit2 son
NmrA en A. nidulans y Nmrl en N. crassa (Dunn-Coleman et al., 1981; Xiao et al.,
1995; Andrianopoulus et al., 1998). Se ha descrito que estos moduladores negativos
actiian ocupando los sitios de unién a promotores de AreA y Nit2 (Andrianopoulos et
al., 1998; Pan et al., 1997). En el caso de AreA existen al menos otros dos mecanismos
que modulan su actividad. En primer lugar, la transcripcion de este factor estd también
sometida a RCN existiendo sitios GATA en su promotor que permiten su regulacion
autogena (Langdon et al., 1995). En segundo lugar, la estabilidad de los transcritos de
AreA es modulada por los niveles intracelulares de glutamina a través de una region de
218 pb conocida como 3" UTR (3’untranslated region). Este mecanismo implica una
rapida degradacion de los transcritos de AreA en presencia de cantidad suficiente de
glutamina (Morozov et al., 2000; Morozov et al., 2001; Platt et al., 1996). Ademas
recientemente se ha descrito que el factor transcripcional MeaB activa la expresion de
nmrA en presencia de fuentes preferidas de nitrogeno (Wong et al., 2007). En ¢l caso de
Nit2, no existe ni regulacion autdégena de su transcripcion ni control de la estabilidad del
transcrito por parte de la fuente nitrogenada. Asi, Nmrl podria ser un inhibidor mas

potente de la funcion de Nit2 que NmrA de la de AreA.

6.1.2. Gatl, GIn3, Dal80 y Gzf3 en S. cerevisiae

En la levadura S. cerevisiae, incapaz de asimilar nitrato, la utilizacion de otras
fuentes de nitrégeno secundarias estd sujeta también a RCN. Al igual que en hongos
filamentosos, el mecanismo de RCN esta mediado por factores transcripcionales de tipo
GATA (Coffman et al., 1997; Cooper, 2002; Magasanik y Kaiser, 2002; Springael et
al., 2003; Oliveira, et al., 2005; Magasanik 2005). En este caso son cuatro los factores
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GATA implicados: GIn3 y Gatl/Nill son activadores transcripcionales, mientras que
Dal80/Uga43 y Dehl/Gzf3/Nil2 actlian como represores transcripcionales, estando
todos ellos interconectados en un complejo circuito regulador. La integracion de las
acciones de ambos tipos de factores se alcanza gracias a su regulacion cruzada y
autogena (figura 4). Tres de los cuatro factores GATA (Gatl, Dal80 y Gzf3/Dehl)
estdn codificados por genes que contienen multiples secuencias GATA en sus
promotores y su expresion es sensible a RCN (Coffman et al., 1997; Soussi-Boudekou
et al.,, 1997). La expresion de DAL80 y de GAT1 depende de GIn3 y de regulacion
autdégena. Sin embargo, la regulacion de Gzf3 por parte de GIn3 es muy débil. Su
expresion es regulada por Dal80 y requiere al menos uno de los dos factores GATA
activadores. Este complejo mecanismo de regulacion garantiza la perfecta coordinacion
entre los distintos factores de la que depende la regulacion de los genes sujetos RCN
puesto que Dal80 y Gzf3 compiten con Gatl y GIn3 por la union a los elementos GATA
presentes en sus promotores (Minehart y Magasanik, 1991; Blinder y Magasanik, 1995;
Coffman et al., 1996; Coffman et al., 1997; Oliveira et al., 2003).

GIn3 Gatl

Genes sensibles
a RCN

T

Gzf3/Deh1
I

Figura 4. Mecanismo de accion de los factores transcripcionales tipo GATA sobre
los genes afectados por la represion catabolica por nitrogeno (RCN) en S.
cerevisiae. Las lineas acabadas en punta de flecha indican efecto positivo sobre la
expresion del gen. Las lineas acabadas en barra indican efecto negativo sobre la
expresion del gen (adaptado de Georis, 2008).
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6.2. Papel de Ure2 en la regulacion de la asimilacion del nitrégeno en levaduras

Ademas de estos cuatro factores transcripcionales la expresion génica
relacionada con el catabolismo del nitrégeno esta negativamente regulada por el
producto del gen SCURE2 (ScUre2). Esto se pone de manifiesto en los mutantes Aure2,

donde se produce un aumento de la expresion de los genes sensibles a RCN.

Este regulador interacciona negativamente con GLN3 y con GAT1 en presencia
de fuentes preferidas de nitrégeno (Bertram et al., 2000; Blinder et al., 1996; Kulkarni
et al., 2001; Cox et al., 2000, Cunningham et al., 2000). El mecanismo de accién
propuesto para ScUre2 indica que en presencia de fuentes de nitrogeno preferentes,
ScUre2 es capaz de “secuestrar” a GIn3 y posiblemente Gatl en el citoplasma,
impidiendo que entren al nucleo e inhibiendo de esta forma la activacion transcripcional
mediada por estos factores transcripcionales. Cuando estas fuentes de nitrégeno
escasean, o en presencia de fuentes de nitrégeno alternativas, la funcion de Ure2 es
inhibida de tal forma que GIn3 y posiblemente Gatl pueden acceder al nucleo, unirse a
los elementos GATA situados en los promotores de los genes sensibles a RCN y activar
su expresion (Cunningham et al., 1992; Cox et al., 2000, Cunningham et al., 2000). La
regulacion ejercida por Ure2 se basa en la formacion de un complejo con GIn3
(Kulkarni et al., 2001). En células que estan creciendo en un medio con una fuente de
nitrogeno preferida, GIn3 se encuentra en el citoplasma en forma fosforilada y unido a
Ure2. El cambio de las células a un medio con una fuente nitrogenada no preferida
conlleva la inmediata liberacion de GIn3 fosforilado de Ure2, su desfosforilacion y su

translocacion hacia el ntcleo celular (figura 5).

6.3. Cascada de seiializacion mediada por TOR

Ure2 y los factores GATA forman parte de la tnica via de sefializacion conocida
que actua sobre el metabolismo del nitrégeno y que implica la participacion de las
quinasas TOR (Target of Rapamycin). Las quinasas TOR son quinasas de serina y
treonina altamente conservadas desde levaduras hasta mamiferos que desempefian un
papel central en el control del crecimiento de células eucariotas (Wullschleger et al.,
2005). Son miembros de la superfamilia de quinasas de 3 fosfatidil inositol (PI-3K), las

cuales regulan el crecimiento celular y la diferenciacién en respuesta a nutrientes. Su
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actividad es inhibida por el macrolido lipofilico rapamicina, producido por
Streptomyces hygroscopicus. La accion de la rapamicina esta mediada por su union a la
prolil isomerasa FKBP12. Se emplea en la practica clinica por su actividad antifingica,

inmunosupresora y anticancerigena.

La via de senalizacion mediada por TOR, conservada desde levaduras hasta
mamiferos, coordina sefiales nutricionales y mitogénicas. Controla el crecimiento
celular activando procesos anabolicos como la sintesis proteica, la transcripcion y la
biogénesis de los ribosomas e inhibiendo procesos catabdlicos como el recambio
proteico y la degradacion de mRNA. Esta via parece regular a diferentes factores
transcripcionales en funcion de la calidad y la cantidad de diferentes nutrientes,
incluyendo fuentes de nitrogeno y carbono. Sin embargo, se desconoce el modo en que
TOR detecta y discrimina entre los distintos nutrientes para generar una respuesta

apropiada en una condicion dada (Hardwick et al., 1999; Rohde et al., 2001).

En S. cerevisiae hay dos proteinas TOR, TOR1 y TOR2. TOR se encuentra en
dos complejos estructural y funcionalmente distintos, TORCI y TORC2. TORCI
contiene TOR1 o TOR2, Kogl, Tco89 y Lst§. TORC2 contiene TOR2, Avol, Avo2,
Avo3, Bit61 y Lst8. Ambos TORCI y TORC2 son esenciales pero sélo TORCI es
inhibido por rapamicina. TORCI controla el crecimiento celular mediante una rama de
sefalizacion sensible a rapamicina que regula la transcripcion, la traduccion, la toma de
nutrientes, la biogénesis de los ribosomas y la autofagia. TORC2 controla la
organizacion de la actina, la endocitosis y la biosintesis de lipidos a través de una
cascada de sefalizacion insensible a rapamicina (Loewith et al., 2002; Wullschleger et

al., 2005; Wullschleger et al., 2006).

Entre los cambios transcripcionales inducidos por las proteinas TOR esta la
induccioén de la expresion de los genes implicados en la utilizacion de fuentes de
nitrégeno alternativas. Las proteinas TOR previenen la expresion de estos genes,
impidiendo la localizacion nuclear de GIn3 mediante su asociacién con Ure2 en el
citoplasma de la célula. De acuerdo con el modelo de regulacion de las kinasas TOR
(figura 5) en presencia de una fuente preferida de nitrogeno la fosfatasa Sit4 forma un
complejo con Tap42 (Tor associated protein) y con el complejo TORC1 permaneciendo
inactiva y, por tanto, es incapaz de desfosforilar a GIn3. Bajo estas condiciones, GIn3
permanece en el citoplasma y la expresion de los genes sujetos a RCN es reprimida. Si

el nitrégeno escasea o si las células son tratadas con rapamicina, el complejo Sit4-Tap42

-12 -



l. Introduccion

se separa de TORCI y se activa. GIn3 es entonces desfosforilado, entra en el nucleo y
activa la expresion de los genes sensibles a RCN. El citado modelo se encuentra en
continua revision dada la aparicion constante de nuevas evidencias, a menudo
contradictorias, y de nuevos componentes involucrados, que sugieren que el modelo de
regulacion es bastante mas complicado. Por ejemplo, se sabe que la fosfatasa PP2A
estd involucrada en la localizacién nuclear de GIn3 inducida por rapamicina, en
condiciones represoras (Tate et al., 2009) pero no en respuesta a la escasez de
nitrégeno. Esta y otras observaciones sugieren que el grado en que la rapamicina imita

unas condiciones de crecimiento desrepresoras es limitado (Tate et al., 2009).

A pesar de que los primeros estudios realizados mostraron que Gatl, el segundo
activador transcripcional, responde a la fuente de nitrogeno y a la rapamicina de forma
similar a GIn3 (Coffman et al., 1995; 1996; Stanbrough y Magasanik, 1995), un analisis
mas detallado ha puesto de manifiesto evidentes diferencias respecto a GIn3 en cuanto a
su mecanismo de regulacion. Como se comentd anteriormente, una de las diferencias
mas aparentes en la regulacion de estos dos factores GATA tiene lugar a nivel
transcripcional. Asi la expresion de GAT1 es sensible a RCN, dependiente de GIn3,
activada de forma autégena y reprimida por los factores GATA represores Dal80 y
Gzf3. GIn3, por su parte, es inmune a todos estos mecanismos de regulacion
transcripcional. Ademas, recientemente se ha visto que la regulacion por parte de TOR
de GIn3 y Gatl se bifurca a nivel de su localizacion celular y su union al ADN. Por un
lado, Ure2, ejerce una regulacion negativa mas extrema sobre la localizacion celular de
GIn3 que sobre la de Gatl (Georis et al., 2008; Tate et al., 2010), resultado que parece
estar de acuerdo con la incapacidad de aislar un complejo Ure2-Gatl. Por otro parte, la
union al ADN de Gatl no depende Gnicamente de su retencion citosolica sino también
de su secuestro en el nticleo por parte de Gzf3 (Georis et al., 2009). Mas atn, la
localizaciéon celular de GIn3 responde mayoritariamente a los niveles de nitrégeno
intracelulares como refleja su fuerte sensibilidad a RCN y su débil respuesta al
tratamiento con rapamicina, mientras que la localizacion de Gatl depende
principalmente de TOR como refleja su débil sensibilidad a RCN y su fuerte respuesta a
rapamicina. Ademas, ambos factores dependen en diferente grado de las fosfatasas Sit4
y PP2A para su localizacion nuclear tanto en respuesta al tratamiento con rapamicina

como a condiciones de desrepresion (Tate et al., 2010).
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Fuente preferida de
nitrégenc

l

TORCA1

®T3p42

Sit4

(inactivo)

l Rapamicina

Fuente alternativa de nitrégeno

(:)Tap42 Tap42
—

Sitd 5 .
(Activo) Sit4 (

inactivo)

GIn3| —|GIn3 Ure2 Gat1| c-72 | Gat1

Ure2

GIn3 Gat1

N/

Promotores genes sensibles a RCN

Nicleo

Figura 5. Modelo de regulacion de la desfosforilacion y localizacion de GIn3 (y
Gatl) y de la activacion de la transcripcion de los genes sensibles a RCN mediada
por la via Tor. Adaptado de Georis, 2008 y Tate, 2006.
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7.1 Homeostasis cationica: Papel del potencial electroquimico

Cationes mono y divalentes como el K*, Na*, Ca®", etc., juegan un importante
papel en el correcto funcionamiento de las células eucariotas. Asi por ejemplo, los iones
Na' son necesarios para la funcién de ciertas enzimas (Page y Di Cera, 2006). A pesar
de ello, para la mayoria de las células eucariotas, una concentracion intracelular elevada
de Na' resulta perjudicial, probablemente porque interfiere con el correcto
funcionamiento de ciertas dianas celulares (Serrano, 1996). Debido a la abundancia del
Na' en los ambientes naturales, las levaduras y otros muchos organismos eucariotas han
desarrollado mecanismos para mantener una concentracion intracelular relativamente
baja de este cation. Uno de los mecanismos que determina la entrada de éste y otros
cationes es el potencial de membrana, parametro biofisico del que depende asimismo la
entrada de nutrientes y de K'. En S. cerevisiae, los mayores determinantes del potencial
de membrana son la H'-ATPasa, Pmal, generador de potencial eléctrico y el sistema de
transporte de alta afinidad Trk1,2 consumidor de potencial. Se asume que la actividad
relativa de ambos sistemas determina el valor del potencial eléctrico modulando la
actividad de sistemas de transporte secundarios que incluye aquellos relacionados con la
entrada de nutrientes y cationes toxicos (figura 6) (Goosens et al., 2000). Debido a su
papel modulando el balance osmético e i6nico asi como en la entrada de nutrientes, la
bomba de protones Pmal estd sometida a un fino mecanismo de regulacioén. La glucosa
es una sefial importante en su regulacion. Dicha regulacion ocurre a dos niveles: un
rapido incremento inicial en la actividad catalitica (Serrano, 1983), que afecta tanto a la
K (que disminuye) como a la Vi (que aumenta) seguida por una segunda fase en la
que tiene lugar una lento y moderado incremento en la expresion del gen inducido por
los factores transcripcionales Rapl y Gerl (Portillo, 2000). La fosforilacion de ciertos
residuos especificos resulta en una mayor o menor actividad de la H'-ATPasa
dependiendo del residuo. Asi, la protein kinasa Ptk2, estd implicada en la activacion de
Pmal mediante la fosforilacion de la Ser899. Por el contrario, la fosforilacion de Pmal
por la proteina kinasa CK1 en la Ser507 produce un descenso en su actividad (Estrada et
al., 1996). Los mutantes deficientes en Ptk2 presentan una menor actividad H'- ATPasa
y un fenotipo de tolerancia a Na”, Li*, Mn®", TMA, higromicina B y norespermidina. Se
postula que los mutantes ptk2 tienen un potencial de membrana menor y que los

diversos transportadores de cationes son dependientes de voltaje. Asi, activando Pmal,
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Ptk2 aumenta el potencial de membrana (Goossens et al., 2000). De esta forma el
potencial se vuelve mas negativo dentro lo que determina la entrada de cationes toxicos
mediada por diferentes sistemas de transporte. Ptk2 pertenece a una familia de kinasas
de levaduras dedicadas a la regulacion de transportadores de membrana. Entre ellas se
incluye Hal4 y Hal5, reguladores positivos de los transportadores de K*, Trk1 y Trk2.
La sobreexpresion de HAL4 y HAL5 aumenta la tolerancia de las células a Na" y Li"
mientras que su mutacion produce un incremento en la sensibilidad a cationes. Tanto los
mutantes hal4, hal5 como trk1 y trk2 son deficientes en la entrada de K, su crecimiento
es sensible a diversos cationes incluyendo Li*, Na*, Ca®", TMA, higromicina B, bajo pH
y muestran un incremento en la entrada de tetrametilamonio (Mulet et al., 1999). Estos
resultados llevaron a pensar en la activacion directa de los sistemas Trk mediante
fosforilacion por parte de dichas kinasas. Sin embargo, evidencias mas recientes
muestras que Hal4 y Hal5 podrian no estar implicadas en la actividad de Trk1 sino en la
estabilidad del transportador en la membrana bajo condiciones de bajo K', previniendo

su endocitosis y degradacion vacuolar (Perez-Valle et al., 2007).

N AY jami
/ Li+, Na+ POl]amlnas

H F o+ o+ Higromicina B
TMA
ATP + Pi )
ATP i : ,
Pmal)  (Trkl,2 2
4 4
(Ptk2)  (Hal,5
A 4

Metabolismo Ayuno de K
de la glucosa

Figura 6. Papel de Pmal y Trkl,2 en la tolerancia a sales en levaduras mediante
regulacion del potencial de membrana (extraido de Goossens, 2000).
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7.2 Homeostasis cationica: Papel y regulacion de la Na'- ATPasa Enal

Por otra parte, el mantenimiento de bajos niveles intracelulares de Na' cuando
¢éste esta presente en exceso en el medio externo radica en gran medida en la capacidad
de excretar este catién. El principal determinante de la detoxificacion de Na' es la
ATPasa de tipo P codificada por el gen ENAL, que se encuentra sujeta a un complejo y
sofisticado sistema de regulacion transcripcional en respuesta a cambios ambientales
especificos.

Aunque los primeros trabajos realizados en S. cerevisiae sugerian regulacion
post-traduccional de ENALl (Wieland et al., 1995) todas las evidencias recopiladas
indican que la regulacion de la funcion Na'- ATPasa en la célula se basa principalmente
en el control de la expresion del gen. Asi su expresion es rapidamente inducida en
respuesta a altas concentraciones de Na“ y Li’ o a pH alcalino. La exposicion a sales, a
estrés osmotico o a un pH elevado causa la activacion de diversas vias de sefializacion
que son integradas por el promotor de ENAL (figura 7) (Arifo et al., 2010; Ruiz y
Arifio, 2007).

Ademéas de la toxicidad salina, la exposicion de las levaduras a concentraciones
extracelulares relativamente bajas de NaCl (=0,4M) provoca una situaciéon de estrés
osmotico. La activacion de la via HOG (high-osmolarity glycerol) en respuesta a la
elevada osmolaridad externa resulta en la fosforilacion y activacion de la protein kinasa
activada por mitogeno Hogl (de Nadal et al., 2002). Hogl regula ENAL a través de uno
de sus dianas, el factor transcripcional bZip Skol. Skol actia como represor uniendo el
complejo corepresor Ssn6-Tupl al elemento de respuesta a AMP ciclico (cAMP
response element: CRE) presente en el promotor de ENAL (Proft y Serrano, 1999). En
respuesta a estrés osmoético Hogl fosforila a Skol en su regiéon N-terminal provocando
la disociacion del complejo represor Skol-Ssn6-Tupl. Por el contrario, la fosforilacion
de Skol cerca del dominio bZip por la protein kinasa dependiente de AMP ciclico
(PKA) incrementa su efecto represor (Proft et al., 2001).

La exposicion de las células a elevadas concentraciones salinas o pH alcalino
provoca un rapido incremento de las concentraciones de Ca”" citosélico que resulta en
la activacion de la calcineurina. La activacion de la calcineurina induce la expresion de
mas de 160 genes a través de la desfosforilacion y entrada en el nucleo del factor

transcripcional Crzl (Matheos et al., 1997; Mendizabal et al., 1998; Stathopoulos y
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Cyert, 1997) que se une a secuencias especificas, conocidas como elementos de
respuesta dependientes de calcineurina (CDRE). En el caso de ENA1 existen dos
secuencias de unidn en las posiciones -813/-821 y -729/ -727, siendo el elemento mas
cercano a la ORF el mas importante para la induccion del gen (Mendizabal et al., 2001).
La fosforilacion de Crzl por la protein kinasa A (PKA) promueve su salida del nucleo.
(Kafadar y Cyert, 2004). Aproximadamente el 40 % de la respuesta transcripcional
frente a pH alcalino estd mediada por la activacion de la calcineurina (Serrano et al.,
2002; Platara et al., 2006), en este caso como resultado de la entrada casi inmediata de
Ca’" extracelular al citosol a través del canal de Ca®’, Cch1-Midl. (Tida et al., 1994,
Viladewall et al., 2004). El estrés alcalino induce asimismo al factor transcripcional
Rim101 que controla la expresion de ENAL a través de la proteina represora Nrgl

(Lamb et al., 2001).

Por tltimo, la expresion de ENAL esta regulada por la calidad de los nutrientes
presentes en el medio. El tratamiento de las levaduras con rapamicina incrementa de
forma transitoria la expresion de ENAL y dicha respuesta requiere la presencia de GIn3
y Gatl. Asi, la ausencia de estos factores de transcripcion provoca una disminucion de
la expresion de ENAL en condiciones de induccion por sales (Crespo et al., 2001).
Ademas, AgIn3 y Agatl son muy sensibles a Na’, y su ausencia elimina la tolerancia a
sales del mutante Aure2. Estas observaciones estan de acuerdo con la evidencia previa
de que mutaciones en URE2 suprimen la sensibilidad de mutantes calcineurina a los
cationes Na' y Li', debido a que dicha sensibilidad estd causada en parte por una
expresion reducida de ENA1 (Withee et al., 1998). De acuerdo con todas estas
observaciones en el promotor de ENAL se han identificado seis putativos motivos
GATA, lo que sugiere que el estrés salino podria activar a GIn3 y Gatl, promoviendo su
entrada en el nucleo, e induciendo la expresion de ENAL. A pesar de estas evidencias, la
regulacion de ENA1 por la via TOR no esta exenta de controversia. Asi por ejemplo, la
exposicion a estrés salino en condiciones en que GIn3 normalmente se encuentra en el
nucleo como es el ayuno de nitrégeno resulta en una rapida relocalizacion del factor

transcripcional en el citoplasma (Tate y Cooper, 2007).

Por otra parte, la expresion de ENAl es mayor en fuentes de carbono
desrepresoras, como la galactosa o la rafinosa, que en glucosa (Alepuz et al., 1997; Rios
et al., 1997). La represion mediada por glucosa se basa en ¢l elemento URSyg.ena1 que

sirve como sitio de reconocimiento para el complejo Migl/2-Ssn6-Tupl (Proft y
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Serrano, 1999). La activacién de la protein kinasa Sfnl en medios con baja glucosa
podria prevenir la represion mediada por el complejo aunque también se ha propuesto
que Snfl podria regular la expresion de ENAL a través del represor Nrgl (Ye et al.,
2008). En resumen, la induccion de ENAL por estrés salino incluye al menos tres vias
diferentes: la via Snfl, la via de la calcineurina y la via TOR, siendo Crzl y los factores

GATA, Gatl y GIn3, los reguladores positivos.

Estrés
osmotico
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Figura 7. Regulacion de la expresion de ENAL por estrés salino y alcalino en S. cerevisiae.
Los simbolos representan sitios de regulacion conocidos o putativos. El promotor no se ha
representado a escala pero se han respetado las posiciones relativas de los sitios de regulacion.
Las lineas discontinuas denotan interacciones que no han sido completamente verificadas.
(extraido de Arifio, 2010).
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Aparte de Enal, existe un segundo mecanismo de excrecion de Na', el antiporte
H'/Na" codificado por el gen NHAL, el cual es capaz de intercambiar Na', Li" e incluso
K* por protones (Prior et al., 1996; Banuelos et al., 1998, Banuelos et al., 2002). NHAL
codifica una proteina de membrana que media la salida de Na', K’ y otros cationes
alcalinos. Nhal realiza el antiporte principalmente de Na'/H', sin embargo presenta un
amplio rango de especificidad por sustrato. Se ha sugerido que Nhal tiene una funcion
dual dependiente del pH del medio, asi a pH 4cido mantiene la concentracion
intracelular de cationes usando el gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana para eliminar el exceso de Na" o K, y a pH alcalino regula el pH citosélico

(Wadskog y Lennart, 2003).

7.3 La calcineurina en S. cerevisiae

La calcineurina es una fosfatasa de proteinas de residuos Ser/ Thr dependiente de
Ca®" y calmodulina que participa en multitud de procesos celulares y en la transduccion
de sefiales dependiente de Ca®". En S. cerevisiae, la calcineurina es una fosfatasa de
proteinas heterodimérica compuesta por una de las dos subunidades cataliticas
redundantes (codificadas por CNAL/CMP1 y CNA2/CMP2) y una tnica unidad
reguladora (codificada por CNB1) (Cyert et al., 1991; Liu et al., 1991; Cyert y Thorner,
1992). Los genes calcineurina A codifican proteinas que contienen un dominio catalitico
homologo a otras fosfatasas de proteinas serina/treonina y tres dominios reguladores
situados en su extremo C-terminal que distingue a la calcineurina de otros miembros de
la familia. Estos dominios han sido identificado como dominio de unién a la
calcineurina B (CNB binding) (Clipstone et al., 1994; Guerini et al., 1992; Husi et al.,
1994; Sikkink et al., 1995; Watanabe et al., 1995) dominio de union a la calmodulina
(Guerini et al., 1992; Kincaid et al., 1988) y dominio autoinhibitorio (Hashimoto et al.,
1990) que se une al sitio activo en ausencia de Ca’”/ calmodulina inhibiendo a la
enzima. Los extremos N- y C-terminal son altamente variables entre especies asi como
entre las isoformas de calcineurina A dentro del mismo organismo (Kincaid, 1993;
Guerini y Klee, 1991). Los genes calcineurina B contienen varios motivos de uniéon a
Ca”" denominados “EF-hands” (Kakalis et al., 1995). Cada EF-hand consiste en dos
hélices alfa perpendiculares de 10 a 12 aminoacidos con un loop central de 12 residuos
con el que interacciona el Ca”". En los motivos “EF-hands” los residuos 1,3,57,9y

. , , . . .y 2+
12 proporcionan el oxigeno que actia como ligando necesario para la union del Ca™". La
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variacion en la afinidad por el calcio depende de la composicion en las posiciones 1, 3,
5,7y 9. En la mayoria de estos dominios la posicion 12 esta ocupada por un glutamico.
En S. cerevisiae la calcineurina participa entre otros procesos en la regulacion de
las bombas e intercambiadores de Ca>" responsables de la homeostasis del calcio. El
numero de transportadores que mantienen la homeostasis celular de Ca** en levaduras es
relativamente pequefio. Estos transportadores mantienen la concentracion citosolica de
Ca’" ([Ca®"]) entre 50 y 200 nM cuando el rango de concentracion en el medio externo
es de < 1 uM a >100 mM (Cunningham y Fink, 1994a; Davis, 1995). Entre los
transportadores nos encontramos con la Ca**-ATPasa vacuolar Pmcl (Cunningham y
Fink, 1994b), el intercambiador vacuolar Ca®"/ H" Vcx1/Hum! (Cunningham y Fink,
1996; Pozos et al., 1996), la Ca**-ATPasa reticular Cod1/Spfl (Cronin et al., 2002) y la
Ca®"-ATPasa Pmrl situada en Golgi (Antebi y Fink, 1992; Rudolph et al., 1989; Sorin
et al., 1997). Ademas otros transportadores i6nicos influyen indirectamente sobre la
[Ca®"]. Es el caso de la H-ATPasa vacuolar que proporciona la fuerza protén motriz
necesaria para el secuestro de Ca®" por parte del intercambiador i6nico Ca*"/H" Vex1
(Garret-Engele et al., 1995; Hemenway y Heitman, 1999; Tanida et al., 1995). Cuando
el nivel de Ca®" en el medio es elevado, la calcineurina activa la expresion de las dos
ATPasas responsables de la disminucion de la concentracion citosélica de Ca®>” PMC1 y
PMRL1. La primera se encuentra en la vacuola (Cunningham y Fink, 1994b) mientras
que la segunda participa en la via secretora y se localiza en Golgi (figura 8) (Rudolph et
al., 1989). Ambas ATPasas pertenecen a la familia de las ATPasas de tipo P. Su nombre
hace referencia a su mecanismo de transporte ya que un grupo fosfato es
alternativamente afiadido y eliminado de un residuo de aspartato para efectuar el
transporte de los distintos iones. Dicho aspartato se encuentra en una secuencia de
aminoacidos altamente conservada (DKTGTLT), firma de la familia (Catty et al., 1997,
Moller et al., 1996). Mutantes con cualquiera de los dos genes interrumpidos son
incapaces de crecer en medios con altas concentraciones de Ca”". La inactivacion de la
calcineurina bien por interrupcion del gen o bien mediante tratamiento con ciclosporina
o FK506 restablece el crecimiento del mutante Apmcl o del doble mutante Apmclpmrl
en alto Ca’" (Cunningham y Fink, 1994b), indicando que la activacion de la
calcineurina en estas cepas podria tener un efecto negativo en el crecimiento. Por otra
parte, el nivel de activacion de Vex1 se ve ligeramente reducido en condiciones de alta
concentracion de Ca>" debido a la represion ejercida por la activacion de la calcineurina

a nivel postraduccional (Cunningham y Fink, 1996).
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Figura 8. Regulacion de las ATPasas y antiportes de Ca™, responsables de la
homeostasis del Ca®*, por la calcineurina (Modificado de Rusnak, 2000).

8. RCN en H. polymorpha.

En H. polymorpha se han aislado los genes HDGLN3 y HpGAT1, ortdlogos de
SCGLN3 de S. cerevisiae y de SCGAT1 de S. cerevisiae y areA de A. nidulans,
respectivamente (Tejera, 2003; Medina, 2009). La caracterizacion fenotipica de cepas
de H. polymorpha afectadas en estos genes, puso en evidencia que HpGatl esta
implicado en la regulacion de la via de asimilacion de nitrato en la levadura. Los
resultados obtenidos mostraron que la mutacién del gen HPpGAT1 iba acompanada de
una disminucion importante (aproximadamente del 80% respecto a la cepa silvestre) de
la actividad nitrato reductasa desarrollada tras la incubacion en nitrato. Estudios previos

realizados por nuestro grupo (Navarro et al., 2003) han permitido descartar el efecto que
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el nitrato y el amonio ejercen en la regulacion postranscripcional de la enzima. La
regulacion de los niveles de proteina nitrato reductasa en H. polymorpha es
fundamentalmente transcripcional: el nitrato se comporta como un inductor de la
expresion del gen YNRL, mientras que el amonio actia como represor, incluso en
presencia de nitrato. En base a lo anterior, la disminucion de la actividad nitrato
reductasa observada en cepas carentes del gen HpPGAT1 se deberia a una menor
transcripcion de los genes de la via de asimilacion de nitrato, lo que posiciona a Gatl
como efector positivo de la regulacion del gen YNR1. La homologia que el producto del
gen HPpGAT1 comparte con factores transcripcionales del tipo GATA implicados en la
desrepresion de fuentes de nitrogeno primarias en hongos y levaduras apoya este
supuesto. Sin embargo, a diferencia de lo que cabria esperar segin el modelo de accion
de S. cerevisiae, HpGIn3 apenas tiene efecto sobre la expresion y la actividad de los
genes implicados en la asimilacion de nitrogeno.

Por otra parte, en H. polymorpha se ha identificado un factor transcripcional
nuevo: HPGAT2 y un unico represor: HpGZF3. HpGat2 es un activador de la
transcripcion que presenta una elevada similitud con HpGatl. HpGZF3 guarda
homologia con SCDAL80 y con SCDEH1/GZF3 y tal como ocurre en S. cerevisiae, su
expresion se ve poco influenciada por el resto de factores del sistema, si bien es sensible
a los cambios de fuente de nitrogeno del medio.

Respecto a la implicacién de estos factores en la homeostasis cationica se ha
comprobado que en la zona no codificante del gen ENAL de H. polymorpha también
existen sitos de union para factores GATA. Al igual que S. cerevisiae, esta levadura se
ha mostrado como un modelo util para el estudio de la resistencia celular a iones de
metales, tales como el Cd2+, Na’, Li', etc, ya que es capaz de crecer normalmente a
concentraciones de estos iones que resultan toxicas para otros organismos (Manazzu et

al., 1998) por lo que el estudio de la homeostasis cationica es viable.

Junto con estos cuatro factores transcripcionales se identificéd el gen HpUREZ2
ortdlogo de SCURE2. La caracterizacion fenotipica de una cepa de H. polymorpha
afectada en HpURE2, puso en evidencia que tal como ocurre en S. cerevisiae HpUre2
participa en el mecanismo de RCN. Como se puede apreciar en la tabla 1, la actividad
nitrato reductasa observada en Aure?2 tras la incubacion en un medio con mezcla nitrato-
amonio, se ve incrementada en un 150 % con respecto a la cepa WT. De acuerdo con

los niveles de actividad, la expresion del gen YNR1 en nitrato-amonio fue mayor en
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Aure2 (tabla 2) lo que indica que la RCN bajo estas condiciones estd casi abolida en
Aure2. Sin embargo, los valores de actividad nitrato reductasa observados en Aure2 tras
la incubacion en nitrato como unica fuente de nitrogeno disminuyen en torno al 15 %
respecto a la cepa silvestre. En cuanto a la expresion de los genes de la via de
asimilacion YNRIL, YNI1 e YNT1, ésta disminuye en todos los casos en la cepa mutante
lo que sugiere que en presencia de nitrato, los genes no estdin completamente
desreprimidos aun en ausencia de URE2 (Rodriguez et al., 2010). Estos resultados
permiten concluir que Ure2 participa en el mecanismo de RCN en H. polymorpha,
aunque la menor expresion de los genes YNT1, YNI1 e YNT1 otorgan a Ure2 ademas un
papel positivo. Estas evidencias sugieren la existencia de un mecanismo de regulacion
de los genes sujetos a RCN en H. polymorpha diferente al existente en S. cerevisiae que

sera objeto de estudio en el presente trabajo.

NO; NO; +NH,

WT 100 100
Aure2 85+ 27.4 258 +50.4
Aure2 URE2 115 + 14.2 116 £ 31.5
nURE2 105 + 36.6 37.7 +20.1

Tabla 1: Actividad NR de las cepas WT, Aure2, Aure2URE2 y nUREZ2.
Los ensayos se realizaron tras 2 horas de incubacion en medio con 5 mM
de NaNO;s o 5 mM de NH4Cl mas 5 mM NaNOs;. El 100 % de actividad
de la cepa WT corresponde a 20.9 + 7.5 y 8.9 + 4.2 nmol nitrito-min™-(mg
of proteina)’ en células incubadas en nitrato, y amonio mas nitrato,
respectivamente.
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*Aure2 **WT
NO, NO, +NH,” NO, NO, + NH,

YNRI 0.7 4 9700 240
YNII 0.5 4 N.D. N.D.
YNTI 0.6 4 N.D. N.D.
GAPI 1.2 1 3 [
URE?2 0 0 5 2

Tabla 2. Analisis de la expresion de los genes de asimilacion de
nitrato en las cepas WT y Aure2. Los ensayos se realizaron tras 2
horas de incubaciéon en 5 mM de NaNO; o 5 mM de NH4CI mas 2.5
mM NaNO;. La expresion relativa se determind mediante qRT-PCR. *
La expresion estd normalizada con respecto al WT en el mismo medio.
** La expresion esta normalizada con respecto a amonio.

Por otra parte, la comparacion de la secuencia aminoacidica de HpUre2 con las
secuencias presentes en las bases de datos puso de manifiesto, al igual que ocurre en S.
cerevisiae, la similitud existente entre la proteina de H. polymorpha vy diversas
glutation S-transferasas, enzimas implicadas en la detoxificacion de gran nimero de

compuestos, principalmente compuestos xenobioticos de naturaleza hidrofobica.

9. Glutation S-transferasas y detoxificacion.

Los xenobiodticos son compuestos de origen no bioldgico, producto de las
actividades humanas y de descomposicion lenta. Entre ellos encontramos los fungicidas,
insecticidas, fArmacos, carcindogenos y agentes mutagénicos. La habilidad que tienen los
organismos para sobrevivir a estas amenazas quimicas posiblemente representan una
adaptacion bioldgica fundamental para permanecer en la naturaleza. Las células poseen
un gran conjunto de enzimas capaces de transformar una amplia variedad de
compuestos con diferentes estructuras quimicas y funciones, reduciendo o eliminando
su toxicidad. La detoxificacion enzimatica de xenobioticos tiene lugar en 3 fases. La

primera fase tiene como fin la introduccion de un grupo funcional, lo cual se conoce
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como activacion. Este proceso implica reacciones de oxidacion, reduccion o hidroélisis.
Las enzimas de la fase II catalizan la conjugacion de los xenobioticos activados con
sustratos enddgenos solubles como glutation reducido (L-y-glutamil-L-cystenil-glicina o
GSH), acido glucurénico, sulfato, glucosa o glicina. Las enzimas responsables de la
formacion de conjugados con GSH (GS-X) son las glutation S-transferasas (GST).
Finalmente, en la fase III dichos compuestos glutationilados son expulsados del
citoplasma por bombas localizadas en la membrana plasmatica de células animales y en
las membranas vacuolares de las levaduras. En el caso de las levaduras se han descrito
dos bombas de expulsion: la bomba GS-X dependiente de ATP, Ycfl (Ishikawa, 1992)
y el transportador Bpt1 (Sharma et al.; 2002).

La base funcional de la actividad catalitica de las GST es su capacidad para unir
GSH y para disminuir el pK, de su grupo sulfidrilo (-SH) de 9.0 a 6.5
aproximadamente. Una vez el anidn tiolato (GS) se forma en el sitio de union GST, es
capaz de reaccionar espontdneamente por ataque nucleofilico con los compuestos
xenobioticos electrofilicos. Asi la catédlisis mediada por GST ocurre gracias a la
capacidad combinada de la enzima para (1) unir GSH y promover la formacion de GS™ y

(2) unir compuestos electrofilicos hidrofobicos en un lugar proximo (Mannervik, 1985).

9.1. Clasificacion de las GST

La gran variedad de proteinas con actividad GST y su presencia a lo largo de
toda la escala evolutiva hace que su clasificacion resulte compleja e, incluso, confusa.
Existen cuatro superfamilias de GST: candnicas, mitocondriales, microsomales y
fosfomicina/glioxilasa (Oakley, 2005; Pearson, 2005). La superfamilia de las canonicas
es la més extensa y a ella pertenecen las enzimas solubles o citosolicas que estdn
involucradas en la transformacion de los toxicos xenobioticos. Las GST citosolicas
estan divididas a su vez en clases designadas coma Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Zeta y
Omega en base a su estructura y actividad. La clase theta, progenitora de las demas, es
la mas diversa (Rossjohn, et al., 1996). Esta distincion en clases se ha hecho con base
en la clasificacion de las GST citosolicas de mamiferos y rige la clasificacion en otros

organismos.

Algunas clases de GST, ademas de su actividad transferasa dependiente de GSH,

también poseen actividad glutation peroxidasa (GPx) y pueden catalizar la reduccién
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dependiente de GSH de hidroperoxidos de acidos grasos, hidroperoxidos de fosfolipidos
e hidroperdxidos organicos no fisiologicos como el hidroperdxido de cumeno. Las GPx,
junto con otras enzimas, metabolizan las especies reactivas de oxigeno o ROS que se
producen principalmente durante la fosforilacion oxidativa. Las glutation peroxidasas
son enzimas cuyas funciones se solapan con las GSTs y otras enzimas que unen
glutation como las glutaredoxinas (Sheehan et al. 2001; Armstrong 1997; Mannervick
et al. 1998). Estas familias de enzimas comparten un dominio tioredoxina de union a
GSH aunque su estructura y mecanismo de accion son distintos (Saito et al. 1999; Nay
et al. 1999; Labrou et al. 2001; Caccuri et al. 2002). La caracterizacion de las GSTs,
glutaredoxinas y glutation peroxidasas en S. cerevisiae ha revelado cierta redundancia
de funcion entre las diferentes clases de enzimas (Choi et al. 1998; Collinson y Grant
2003; Collinson et al. 2002; Avery y Avery 2001). La versatilidad de las enzimas que
unen GSH y su tendencia a presentar funciones solapantes podria contribuir

significativamente a la capacidad de los organismos para adaptarse al cambio.

9.2. GST en hongos y levaduras

Se conoce relativamente poco acerca de la presencia y papel bioldgico de las
GST en levaduras y hongos. Sin embargo, se conocen isoformas y existen estudios
sobre estas enzimas en S. cerevisiae (Choi et al., 1998), S. pombe (Kim et al., 2001;
Shin et al., 2002; Veal et al.,, 2002), A. nidulans (Fraser et al., 2002), entre otros
organismos. En S. cerevisiae se han caracterizado dos genes denominados GTT1 y
GTT2, que codifican dos GST funcionales (Choi et al., 1998). Estas proteinas
comparten aproximadamente un 50 % de similitud con GST de otros organismos y
tienen actividad sobre el sustrato CDNB. A. nidulans también expresa una GST
denominada gstA que se sobreexpresa en presencia de CDNB y peréxido de hidrogeno y
tiene un papel importante en la resistencia a metales pesados (Fraser et al., 2002). En S.
pombe las 3 GST identificadas, codificadas respectivamente por los genes gstl, gst2 y
gst3 se inducen bajo estrés oxidativo.

Adicionalmente se han encontrado mediante analisis bioinforméatico diferentes
secuencias similares a GST en distintas especies de hongos y levaduras. Una de esas
secuencias es la del gen URE2. Asi, Ure2 de S. cerevisiae presenta similitud con
distintas GST (Coshigano and Magasanik 1991) a excepcion de ciertos residuos

cataliticos implicados en la actividad GST, conservados entre todos los miembros de la
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superfamilia de las GST y ausentes en ScUre2. Por su parte, la proteina de S. cerevisiae
incluye entre los residuos 267-295 una region denominada “clip” ausente en las GST.
Esta region “clip” es una estructura en forma de lazo que se extiende desde el corazéon
del dominio GST y que parece estar implicada en la interaccion de Ure2 con los factores
necesarios para el establecimiento de la regulacion por nitrégeno (Baudin-Baillieu et al.,
2003). La homologia existente entre las GST y la proteina ScUre2 excluye el extremo
N-terminal esta ultima. Este extremo N-terminal, localizado entre los residuos 1-94, de
la proteina de S. cerevisiae es responsable de la conversion de Ure2 a su forma pridnica
in vivo y de la formacion de fibrillas amieloides in vitro (Masison y Wickner, 1995;
Taylor et al., 1999; Thual et al., 2001; Jiang et al., 2004).

La ausencia en ScUre2 de algunos residuos cataliticos conservados entre los
miembros de las GST junto con el hecho de que nunca haya sido posible determinar una
actividad glutatién S-transferasa tipica asociada a la misma, hizo dudar durante mucho
tiempo de la participaciéon de esta proteina en los procesos de detoxificacion. Sin
embargo, poco a poco se ha verificado el papel del Ure2 de S. cerevisiae en
detoxificacion mediante varias aproximaciones. Por un lado, mediante una
aproximacion genética, es decir, mediante el estudio de la sensibilidad de la cepa Aure2
a metales y a compuestos causantes de estrés oxidativo se ha demostrado que Ure2
participa en la detoxificacion de Ag(I), As(IIl), As(V), Cd(I), Co(Il), Cr(IIl),Cr(VI)
Cu(Il), Fe(II), Hg(II), Ni(I), Se(IV), diamida y H,O, (Rai et al. 2003; Rai y Cooper,
2005; Todorova et al., 2009). Por otra parte, se ha visto que Ure2 presenta actividad
glutation peroxidasa frente al peroxido de hidrégeno y a hidroperoxidos organicos como
el hidroperoxido de cumeno y el tert-butilhidroperéxido (Bai et al. 2004). Estudios mas
recientes han demostrado mediante la realizacion de mutagénesis dirigida que el residuo
Asnl24 es importante para la actividad GPx de Ure2. Asimismo las mutaciones
puntuales A122C y N124A/V hicieron posible la deteccion de actividad GST. No
ocurri6 lo mismo con las sustituciones N124S/Y/C a pesar de ser los residuos
equivalentes a Asnl124 en otras GST. De forma llamativa la ganancia en los niveles de
actividad GST se vio acompanada en la pérdida en los niveles de actividad GPx lo que
parece indicar que se requiere un posicionamiento de los sustratos diferente para cada
tipo de actividad (Zhang et al., 2008). Finalmente, Ure2 muestra actividad

glutaredoxina (Zhang y Perret, 2009).
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gstA, glutation S-transferasa de A. nidulans perteneciente a la clase theta,
presenta similitud con URE2 de S. cerevisiae, si bien no participa en la represion
catabdlica por nitrogeno. Esta proteina contribuye a la resistencia frente a gran variedad
de compuestos xenobioticos y metales pesados. Con respecto al CDNB, la cepa mutante
no presenta diferencias de crecimiento con respecto a la cepa silvestre. Sin embargo, la
incubacion de un cultivo de A. nidulans en presencia de dicho compuesto produce una

fuerte activacion de la transcripcion del gen (Fraser et al., 2002).

9.4. HpUre2 y su similitud con las GST

La proteina HpUre2 comparte un porcentaje de identidad del 37 % (52 %
homologia) con la proteina Gstl de S. pombe asi como un 36 % (51 % de homologia)
con la Gstll perteneciente a esta misma levadura. La identidad es del 33 % (48 % de
homologia con la proteina GstA del hongo filamentoso A. nidulans perteneciente a la
clase theta y de un 35 % (49 % de homologia) con la proteina GST1 del hongo
fitopatogeno Botrytis cinerea. La homologia se extiende también a otras proteinas del
tipo GST fundamentalmente de origen bacteriano, ain no caracterizadas. La
comparacion con la base de datos SWISS Prot reveld la homologia compartida por la
proteina de H. polymorpha con diferentes GST, especialmente con las GST de la clase
phi presentes en plantas asi como con las GST existentes en distintas especies de
Drosophila.

La homologia de la proteina Ure2 de H. polymorpha con la proteina de S.
cerevisiae excluye el extremo N-terminal de esta Gltima. Dicho extremo (entre los
aminoacidos 1-94) rico en asparagina y glutamina es considerado como un dominio
pridnico, esto es, con capacidad para la formacion de novo y propagacion de [URE3], la
forma prionica de Ure2 (Wickner et al., 1995). El extremo C-terminal de la proteina,
region sobre la que recae la funcion reguladora por nitrégeno asi como la actividad GST
de ScUre2 es capaz de desempefiar su funcion sin el extremo N-terminal (Masison et

al., 1997).
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1. OBJETIVOS

Los estudios sobre la asimilacion de nitrato llevados a cabo en levaduras,
hongos, plantas y algas no han contestado aun las cuestiones referentes a como la célula
eucariota siente el nitrato y como, en base a dicha sefal, se genera la respuesta celular
consistente en la activacién de los genes necesarios para su utilizacion. Los estudios
realizados en hongos filamentosos y levaduras han permitido conocer Unicamente los
factores transcripcionales implicados en esa activacion por nitrato, pero nada se conoce
acerca de la ruta sefializadora que conduce la sefial de nitrato hasta los promotores de

los genes que participan en su asimilacion.

La transcripcion de los genes de la ruta de asimilacion de nitrato responde a dos
sefales esenciales, la primera, la ausencia de fuentes preferentes de nitrégeno (sefal de
desrepresion) mediada por el mecanismo de RCN y la segunda, la presencia de nitrato
(sefial de induccion). La identificacion en H. polymorpha de Ure2 y de cuatro factores
transcripcionales tipo GATA (HpGatl, HpGat2, HpGzf3 y HpGIn3) sugieren que el
mecanismo de regulacion de la asimilacion de nitrégeno se encuentra mas proximo al
descrito en S. cerevisiae que al de hongos filamentosos como A. nidulans y N. crassa, a
pesar de que estos hongos son capaces de usar el nitrato como unica fuente de nitrogeno
como es el caso de H. polymorpha. Sin embargo, la menor actividad nitrato reductasa de
una cepa Aure2 asi como la menor expresion génica de los genes implicados en la
asimilacion de nitrato respecto a una cepa WT en nitrato, indican que dichos genes no se
desreprimen en ausencia de Ure2 y, por tanto, evidencian la existencia de un mecanismo
diferente de regulacion de la via en el que Ure2 podria tener un papel clave. Es por ello,
que el trabajo de investigacion tiene como punto de partida la caracterizacion de Ure2,
si bien no se ha centrado inicamente en su papel en la asimilacion de nitrégeno sino
también en la homeostasis catidénica. En base a lo descrito anteriormente como objetivo
principal se propone elucidar la ruta de sefnalizacion que regula los genes responsables
del metabolismo del nitrogeno y de la tolerancia a sales en H. polymorpha con el fin de
generar un modelo que integre a Ure2 y a los factores transcripcionales del tipo GATA
implicados. A este objetivo principal, se suman otros objetivos sobre los que se ha

trabajado a lo largo de esta tesis.
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Por tanto, los objetivos planteados fueron:

1. Caracterizacion del papel de Ure2 y de los factores GATA en el
metabolismo del nitrogeno.

2. Determinacion del papel de Ure2 y de los factores GATA en la
homeostasis cationica. Establecimiento del mecanismo de regulacion de la
Na'-ATPasa Enal y de la H-ATPasa de membrana plasmatica Pmal.

3. Estudio del papel de Ure2 en los procesos de detoxificacion de metales
pesados y compuestos causantes de estrés oxidativo. Identificacion de las
actividades enzimaticas asociadas a Ure2 posiblemente involucradas en dichos
procesos.

4. Caracterizacion del papel de Tepl en la homeostasis catidonica y en otros

procesos celulares.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Papel de Ure2 en represion catabdlica por nitrégeno

En S. cerevisiae Ure2 se desfosforila en respuesta a la limitacion de nitrogeno
coincidiendo con la desrepresion de los genes sensibles a RCN (Cardenas et al., 1999;
Shamji et al., 2000; Crespo y Hall, 2002). Por tanto, la disponibilidad de nitrogeno
regula la expresion de los genes de asimilacion del nitrogeno regulando, entre otras
cosas, el estado de fosforilacion de Ure2 y, en consecuencia, modulando su interaccion
con GIn3. En H. polymorpha Ure2 participa también en RCN. Con el fin de estudiar la
regulacion de Ure2 en H. polymorpha analizamos su estado de fosforilacion en

respuesta a diferentes fuentes de nitrogeno y a rapamicina.

1.1 La fosforilacion de HpUre2 responde a la calidad de la fuente nitrogenada

La caracterizacion fenotipica de una cepa de H. polymorpha carente de
HpURE?2, puso en evidencia que tal como ocurre en S. cerevisiae HpUre2 participa en el
mecanismo de RCN. Asi, la actividad NR, el transporte de nitrato y la expresion génica
de los genes del catabolismo del nitrogeno se ven incrementadas en una cepa Aure2
respecto a la cepa WT en un medio con nitrato mas amonio (Tejera, 2003). Con el fin de
seguir indagando en su papel en RCN nos preguntamos si HpUre2 es una fosfoproteina
y, en tal caso, si su estado de fosforilacion depende de la fuente nitrogenada presente en
el medio. Para ello, se fusion6 el epitopo HA a la proteina y se analizd mediante
inmunoblot la movilidad electroforética de HpUre2 en respuesta a distintas fuentes
nitrogenadas. Se observo que la movilidad electroforética de Ure2 varia en funcion de
las condiciones nutricionales a las que se someten las células. La incubacion en fuentes
preferentes de nitrogeno como glutamina y amonio produjo la fosforilacion de Ure2
mientras que la incubacion en N-free o prolina promovid la desfosforilacion de la

proteina (figura 1).
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Figura 1. Fosforilacion de Ure2 en distintas fuentes nitrogenadas. C¢lulas crecidas
hasta la fase exponencial en amonio (tiempo 0), se lavaron e incubaron en medio sin
nitrogeno (-N), con glutamina 5 mM, amonio 5 mM o prolina 1 mM.

Para verificar que dicho retraso electroforético era debido a la fosforilacion se
tomaron extractos de proteinas procedentes de células incubadas en glutamina y en
ausencia de nitrogeno (N-free) y se trataron con A-proteina fosfatasa (figura 2). Se
observo como en glutamina la banda superior de la sefial de Ure2 desaparece casi por
completo mientras que la inferior se hace mas intensa. Esto no ocurre, sin embargo,
cuando a la reaccion se le afiade EDTA, agente quelante del Mn®’, que actia como
cofactor de la enzima. En N-free la banda mayoritaria es la inferior. La desaparicion de
la banda superior de la sefial de Ure2 en extractos tratados con fosfatasa indica que el
cambio de movilidad electroforética de Ure2 se debe a la fosforilacion y que por tanto

estamos ante una fosfoproteina.

+-PPasa - + + - + h
EDTA = - + - . +
Glin -N

Figura 2. El comportamiento electroforético de Ure2-6HA se debe a la
fosforilacion. Células crecidas en amonio se lavaron y transfirieron a un medio minimo
sin nitrogeno (-N) o con glutamina 5 mM donde se incubaron durante 2 horas. Los
extractos se trataron con A-proteina fosfatasa (indicado como A-PPasa +). Donde se
indica se anadio EDTA 50 mM a la reaccion con fosfatasa.
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En resumen, Ure2 se fosforila en respuesta a fuentes nitrogenadas preferidas y se
desfosforila bajo condiciones de ayuno de nitrogeno. Los resultados apuntan a que el
estado de fosforilacion de Ure2 podria modular su interaccion con los factores GATA
tal como ocurre en S. cerevisiae. Asi, en su estado fosforilado Ure2 se encontraria unido
a los factores GATA reteniéndolos en el citosol mientras que su desfosforilacion

conllevaria la liberacion de los GATA y su acceso al ntcleo.

1.2 Tor regula el estado de fosforilacion de Ure2

La rapamicina es un macroélido lipofilico capaz de formar un complejo con la
peptidil-propil isomerasa FKBP/Rbpl. Este complejo es un potente inhibidor de la
actividad de las quinasas TOR (Heitman et al., 1991), proteinas cuya perturbacién tiene
un efecto pleiotropico en la célula. En S. cerevisiae, el tratamiento con rapamicina
desencadena, entre otros efectos, la induccion de muchas enzimas y permeasas
involucradas en el catabolismo del nitrogeno, respuesta similar a la que se produce por
incubacion en un medio pobre en nitrégeno. De ello se concluye que en presencia de un
exceso de nitrogeno las proteinas TOR estan activas inhibiéndose la expresion génica
sensible a RCN, mientras que ante la escasez de nitrdgeno o en presencia de rapamicina,
las proteinas TOR estan inactivas lo que conlleva el incremento en la expresion génica
sensible a RCN. El factor GATA GIn3 es una diana de la via de transduccion de sefal
TOR. Asi, la rapamicina, ademas de inducir la expresion génica, promueve la
translocacion de GIn3 al nucleo coincidiendo con la desfosforilacion del factor
transcripcional. El mismo efecto se observa en el estado de fosforilacion de Ure2.
Asimismo, Aure2 es hipersensible a rapamicina lo que demuestra que Ure2 también es

una diana de la cascada de sefializacion TOR.

Con el fin de establecer una relacion entre TOR y RCN en H. polymorpha, se
realizaron experimentos centrados en estudiar el efecto de la rapamicina en los niveles
de actividad NR en presencia de fuentes de nitrégeno reducidas (Navarro et al., 2003).
La rapamicina disminuyé la represion ejercida por la glutamina sobre los niveles de
actividad nitrato reductasa de células incubadas en presencia de nitrato mas glutamina
demostrandose que la rapamicina suprime la RCN en H. polymorpha, de la misma

forma que lo hace en S. cerevisiae. Por tanto, la rapamicina, al igual que en S.
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cerevisiae, parece ser una herramienta excelente para estudiar la regulacion dependiente
de TOR asi como para estudiar el efecto postraduccional de las fuentes nitrogenadas
reducidas sobre Ure2. Por ello, estudiamos el efecto de la rapamicina sobre el estado de
fosforilacion de Ure2 en presencia de glutamina, observando la completa
desfosforilacion de la proteina al igual que ocurre cuando las células se someten a ayuno
de nitrogeno (figura 3A). Ademas Aure2 fue sensible a rapamicina (figura 3B), lo que
sugiere que Ure2 forma parte de la cascada de sefalizacion mediada por TOR. Es
importante destacar que fue necesario utilizar concentraciones de rapamicina muy
superiores a las usadas en S. cerevisiae lo que pone de manifiesto la alta tolerancia de H.

polymorpha a la droga.

A B
Rapamicina - + . i
Vehiculo droga - + e :
—
Ire2-
e B e Ure2-6HA
Gln -N

Rapamicina

6 ug/ml

Figura 3. A. La rapamicina induce la desfosforilacion de Ure2-6HA. Células
crecidas en amonio se incubaron durante 2h en ausencia de nitrogeno (-N) o en
glutamina 5 mM en presencia o ausencia de rapamicina 0,5 pg/ml. B. Aure2 es sensible
a rapamicina. Las cepas WT y Aure2 se sembraron en placa mediante goteo en medio
YPD con rapamicina a la concentracion indicada. Las células se incubaron a 37°C
durante 2 dias.

Estos resultados confirman la observacion previa de que en H. polymorpha la via
TOR responde a la fuente de nitrogeno y regula la expresion de los genes de la
asimilacion de nitrogeno. En su conjunto estos resultados indican que el estado de
fosforilacion de Ure2 depende de la via de sefializacion TOR que responde a su vez a la

fuente nitrogenada.
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2. Papel de Ure2 en la tolerancia a sales

Un primer andlisis fenotipico de tolerancia a sales puso de manifiesto la
sensibilidad de HpAure2 a Na" y Li", en contraste a lo observado en S. cerevisiae. El
fenotipo de sensibilidad a Na* y Li" se asocia a un incremento en las concentraciones
citosolicas de estos cationes ya sea por la alteracion del potencial electroquimico, por
un aumento de la concentracion de los mismos debido a defectos en los sistemas de
salida o a defectos en la compartimentalizacion de los iones (Goffeau y Slayman, 1981;
Perlin et al., 1988, Serrano, 1984). En este capitulo se propone el papel de Ure2 en la

tolerancia a sales y los mecanismos involucrados.

2.1 Ure2 participa en la regulacion del potencial electroquimico

En S. cerevisiae Ure2 esta involucrado en la tolerancia a sales. Asi el mutante
Aure?2 presenta una mayor resistencia al estrés salino. A diferencia de lo observado en
S. cerevisiae, al realizar un test de crecimiento en placa en presencia de Li" y Na', se
observo una mayor sensibilidad de HpAure? (figura 4). Este hecho nos condujo a

estudiar el papel de HpUre2 en la toleranciaa Na' y Li".

Control LiCl 45 mM NaCl 0.9 M

Células 10° 10° 10* 10° 10° 10° 10" 10° 10° 10° 10' 10°

Figura 4. Aure2 es sensible a Li" y Na". Las cepas WT, Aure2, Aure2URE2 y nURE2
se sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS tamponado con MES-Tris, pH
5,5 con LiCl y NaCl a las concentraciones indicadas. Las células se incubaron a 37°C
durante 2 dias.

Con el fin de determinar si la sensibilidad a sales de Aure? se debia a un
aumento en la entrada de cationes estudiamos la relacion de Ure2 y la H-ATPasa de

membrana plasmatica Pmal, principal generador de potencial electroquimico. En
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levaduras aquellas mutaciones que reducen la actividad de Pmal producen sensibilidad
a pH bajos y resistencia a higromicina B, aminoglicésido catiénico que inhibe la
traduccion. La tolerancia de los mutantes pmal a drogas cationicas se debe a una menor
entrada en la célula debido a la existencia de un menor potencial de membrana. Por
tanto, la existencia de un mayor potencial de membrana en Aure2 podria favorecer la
entrada de sales y daria cuenta de su sensibilidad. En primer lugar estudiamos el
comportamiento de Aure2 en presencia de higromicina B. El mutante Aure2 mostr6 una
elevada tolerancia a la droga (figura 5) indicando la existencia de un potencial de
membrana menos negativo y por tanto de una menor actividad H'-ATPasa de
membrana plasmatica. Para verificarlo, medimos la actividad H'-ATPasa en una cepa
WT y en Aure2 observando que Aure2 presentaba un descenso del orden del 24% de la
actividad respecto al WT (figura 6). Estos resultados sugerian que Ure2 estaba
involucrado en la regulacion de Pmal. En este punto nos preguntamos si dicha
regulacion se daria a nivel transcripcional. Por ello, determinamos mediante qRT-PCR
los niveles de expresion del gen HpPMA I en ambas cepas. La ausencia de Ure2 produjo

una disminucion en la expresion de PMAI del orden del 30% (figura 7).

Control 250 pg/ml Hyg B
o0 00 ¢go ©0
VoAO @ 00 O O ©

nURE?2
Células 10° 10° 10* 10° 10°

10° 10° 10° 10’ 10°

Figura 5. Aure2 es resistente a higromicina B. Las cepas WT, Aure2 y nURE?2 se
sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS tamponado con MES-Tris, pH 5,5
con higromicina B a la concentracion indicada. Las células se incubaron a 37°C durante
2 dias.
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Cepa Actividad H-ATPasa  Actividad relativa (%)
WT 253+ 71 100
Aure2 193 + 38 76

Figura 6. Actividad H'-ATPasa en las cepas WT y Aure2. Los valores representan
nmoles Pi * min™ * (mg de proteina)” y corresponden a la media + desviacion estandar
del ensayo realizado por triplicado.

1.0 |
0.8 T
£
£
2 06 Figura 7. Analisis de la expresion del gen
£ HpPMAL. Los resultados muestran la expresion
'z 04 relativa del gen HpPMA ] en una cepa silvestre y en
5 Aure2 determinada mediante qRT-PCR. Las células
e se crecieron en amonio y se resuspendieron en
0.2 medio fresco donde se incubaron durante 2 horas.
Los resultados representan la media de tres
experimentos independientes =+ la desviacion
0.0 - — estandar.

WT  Aure2

Los resultados expuestos indicaban que Ure2 participa en la regulacion
transcripcional de PMAI. Asi, su ausencia provoca el descenso de la actividad Pmal y
favoreciendo presumiblemente la existencia de un menor potencial de membrana y la
resistencia a la droga cationica higromicina B. De estos resultados pudimos descartar
que la sensibilidad a Li" y Na" se deba a una mayor entrada de los cationes en la célula

ya que la misma estaria desfavorecida en la misma medida que la higromicina B.

2.2 Ure2 regula la expresion de ENAL

Los resultados expuestos anteriormente apuntaban, por tanto, a la existencia de
un defecto en la salida de cationes en Aure2. Con el fin de corroborar dicha hipotesis
determinamos el contenido intracelular de Li" en el mutante y en la cepa silvestre con la

finalidad de definir la cinética de entrada y salida de Li" en ambas cepas. En los
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experimentos de entrada las células fueron expuestas a medios que contenian 30 mM de
LiCl y se recogieron muestras a distintos intervalos de tiempo para la extraccion y
determinacion del contenido intracelular de Li" por espectrofotometria de emision
atomica. En los experimentos de salida, se incubaron las células en LiCl 30 mM durante
30 min, se lavaron y se resuspendieron en medio sin LiCl recogiéndose igualmente
alicuotas a distintos tiempos. El experimento de entrada mostré que Aure? acumulaba
Li" mas rapidamente que el WT. Asimismo, la cinética de salida mostrd que Aure2 era

incapaz de excretar Li” en la misma medida que la cepa silvestre (figura 8).

A B
120 120 -
100 | 100
80 R0 -
60 | 60

40 40 1

20 1 20 1

LiT intracelular (niveles relativos)

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 8. La delecion de URE2 afecta al contenido intracelular de Li'. A.
Experimento de entrada. Las células crecieron en YGAS tamponado con MES-Tris
pH 5,5 hasta una DOgs de 0,6-1. Tras ser recogidas por centrifugacion fueron
resuspendidas en un medio que contenia 30 mM de LiCl. Se determiné el contenido
intracelular de Li" a los tiempos indicados. B. Experimento de salida. Las células
incubadas durante 30 min con 30 mM de LiCl, se lavaron y resuspendieron en medio
sin Li" determinandose el Li" intracelular. Se representa los valores obtenidos en un
experimento representativo de 3 independientes. WT (e) ; Aure2 (0).

Por tanto, Aure2 acumula Li’ mas rapidamente que una cepa silvestre. Esto
podria deberse a una mayor entrada de Li’, hecho que se ha descartado midiendo el
potencial de membrana, o bien a un defecto en la salida. Esta opcion se ve apoyada por

el comportamiento de Aure? en los experimentos de salida, ya que la misma se
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encuentra retardada en esta cepa, en comparacion con la cepa silvestre. Por tanto, era de
esperar que Ure2 tuviese un efecto directo o indirecto sobre la expresion de los genes

ENAI o NHAI.

Decidimos evaluar los posibles efectos de la mutacion del gen URE?2 sobre la
expresion de estos dos genes. Como se menciond anteriormente, ENA/ codifica una
ATPasa de membrana de tipo P, capaz de bombear cationes alcalinos fuera de la célula,
principalmente Na' pero también Li'. La expresion de ENA/ es inducida por Na*, Li" y
condiciones alcalinas. La salida de Na“ es mediada principalmente por Enal
especialmente a pH alcalino. Su delecién conlleva hipersensibilidad a Na™ y Li"
(Wadskog y Lennart, 2003). NHAI codifica una proteina de membrana implicada
principalmente en el antiporte de Na'/H'. Para determinar si en Aure2 la expresion de
ENAI estaba afectada, medimos la expresion de ENAI-lacZ en un WT y en Aure2. Se
observé que los niveles de expresion de ENAI eran menores en la cepa mutante (figura
9). Los mismos resultados se obtuvieron mediante qRT-PCR. En cuanto a NHAI no
obtuvimos diferencias significativas en los niveles de expresion en ambas cepas. Estos
resultados indicaban que la menor expresion de ENAI en Aure2 era la responsable de
una salida mas lenta de Li" y Na', de la concentracién intracelular elevada de estos
cationes y, como consecuencia, de su toxicidad en Aure2. Por tanto, concluimos que

Ure2 participa en la tolerancia a Na’ y Li', regulando positivamente ENA .
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Figura 9. Expresion de ENA1 en las cepas WT y Aure2. La expresion de ENA! se
determin6 midiendo la actividad pB-galactosidasa en cepas WT y Aure2 que portan la
construccion ENAI-lacZ. Las células se crecieron en amonio. Se determiné la expresion
de ENAI en la cepa WT (@) y Aure2 (0) incubadas en ausencia de NaCl y en la cepa
WT (V) y Aure2 (A) incubadas en NaCl 0.7 M durante 180 min. Se representa los
valores obtenidos en un experimento representativo de 3 independientes.

2.3 Ure2 participa en la respuesta dependiente de calcineurina

La induccion de ENAI por estrés salino incluye al menos tres vias diferentes: la
via Snfl, la via de la calcineurina y la via TOR, siendo Crz1 y los factores GATA, Gatl
y GIn3, los reguladores positivos (Arifio et al., 2010). Los menores niveles de expresion
de ENAI en HpAure?2 sugerian que la expresion de ENA dependiente de la calcineurina
y/o de los factores GATA podria estar negativamente afectada en Aurel. Por ello,
analizamos el promotor del gen ENAI en busca de los sitios de regulacion conocidos de
Crzl y de los factores GATA. La existencia de datos experimentales en S. cerevisiae
relacionados con las secuencias reconocidas por Crzl nos permitieron realizar una
busqueda dentro de la region 5° no codificante del gen ENA/ en busca de posibles
regiones de unioén de dichos factores transcripcionales (figura 10). Mediante el uso del

programa “Regulatory Sequence Analysis Tools” (rsat.ulb.ac.be/rsat) analizamos las
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dos cadenas de la secuencia promotora (800 pb) en busca de secuencias CDRE y
secuencias GATA wusando la matriz de alineamiento basada en la secuencia
cwmmGCCmC para CDRE y varias matrices en el caso de los GATA generadas por el

promama Jaspar (http://jaspar.cgb.ki.se/).

CCAAGGCTGTTCTCGGGCAGTAGGGCAGGCTGTGCCT‘JBEEEC“CAGACTAGTCCTTCC 60
GGTTCCGACAAGAGCCCGTCATCCCG ACACGGATTCTATCTGTCTGATCAGGAAGG

TATATAGCACAAACCTAGATCTGHACTGCGCCAJAGAGTACTCCGGCCCGAGCTATCGATG 120
ATATATCGAGTTT \GACTGACGCGGTGTCTCATGAGGCCGGGCTCGATAGCTAC

GTTCTGCAGCTGGATATGCACGAATTCGAATTAGGGAAGT 180
GACGTCGACCTATACGTGCTTAAGCTTAATCCCTTCA

TCGTGGCTGATGCAATTTCTCGGCTGACGTAATTATCAGCAGAATACCTAATTTAGGGCA 240
AGCACCGACTACGTTARAGAGCCGACTGCAYTAATAGTAGTCTTATGGATTAAATCCCGT

ACCCCACGTTTCACGTCATAACCTTAGATTGTCGGAGTAGCCGAGGGGTGGCTTCTAGTG 300

TGGGGTGCAAAGTGCAGTATTGGAATCTAACAGCCTCATCGGCTCC CAC
GTACCGTAGCTGCTGTCCACACGGCCTGCGACTGCGACGGCCTTT CAGCAATT 360
CATGGCATCGACGACRH CGGACGCTGACGCTGCCGGARAACATARAGTCGTTAA

GCCAATACCCGNTGGCGCCCHGTCTGGTCCCACGTTCCACTGGGTCCATGTACATATTC 420
CGGTTATGGGCAACCGCGGGGGCAGACCAGGGTGCAAGGTGACCCAGGTACATGTATAAG

CTCACCACTTTTCATCTTGGCTCTGCAAGAATTGGACGTACCATTTCTTTAAGTAAACCA 480
GAGTGGTGAAAAGTAGAACCGAGACGTTCTTAACCTGCATGGTAAAGAAATTCATTTGGT 480

TGCAGAAACAGCAATAGTGGGGGATTCCAGGGGACTCCAGCCAATAGAGAGAAGGTCCGT 540
ACGTCTTTGTCGTTATCACCCCCTAAGGTCCCCTGAGGTCGGTTATCTCTCTTCCAGGCA

GGCCCACTGGGCCTCGAAGACGGGCCGACCAACACCGCTGCTCCCCTATAGCCCACTGCT 600
CCGGGTGACCCGGAGCTTCTGCCCGGCTGGTTGTGGCGACGAGGGGATATCGGGTGACGA

GTCAAAAAAGTTCAGCTGGGCCCTGAATATCAACTAARAAAARAAGAAATGCAARATATGAG 660
CAGTTTTTTCAAGTCGACCCGGGACTTATAGTTGATTTTTTTTTCTTTACGTTTATACTC

TTGATTGCGAATACAGTCTTGGCACAGACTCCACAGCACACAGGTATATAAGCAGGCCGT 720
AACTAACGCT CAGAACCGTGTCTGAGGTGTCGTGTGTCCATATATTCGTC

CCCCGCATG
GGGGCGTACACTATTGGTCTTAGAGTAGTGTAGCCTTGGAATTTAGATCGATGATCTATT

TATAGTTATAGATAGCTACC 800
ATATCAATATCTATCGATGG

Figura 10. Secuencias CDRE y GATA identificadas en el promotor de ENA1
mediante analisis bioinformatico con el programa RSAT. Se analizan los 800

nucledtidos de la region 5'no codificante situados antes del coddon de inicio del gen
ENAL
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El analisis bioinformatico muestra cuatro secuencias putativas de union para los
factores GATA y Crzl, lo que sugiere que, tal como ocurre en S. cerevisiae, estos

factores transcripcionales regulan la expresion del gen ENA L.

La localizacion celular de Crzl depende del estado de activacion de la
calcineurina. La calcineurina activada desfosforila Crz1 promoviendo su entrada en el
nucleo. La calcineurina se inhibe fuertemente por drogas inmunosupresoras como la
ciclosporina A (CsA) y el FK506, que difunden al interior de las células y se unen a las
inmunofilinas ciclofilina y FKBP12, respectivamente (Breuder er al, 1994). Los
complejos resultantes ciclofilina-CsA y FKBP12-FK506 son los responsables de la
inhibicion de la calcineurina. Muchos estudios han utilizado estas drogas
inmunosupresoras para inhibir a la fosfatasa en diversos organismos como levaduras,
hongos filamentosos, plantas y mamiferos con el fin de explorar su actividad biologica.
Con esa misma finalidad, es decir, para estudiar su relacion con Ure2 decidimos
comparar el crecimiento de la cepa silvestre y de Aure2 en presencia de FK506. Se
observd que Aure? es muy sensible a este macrolido tanto en ausencia como en
presencia de Na' y Li', que incrementaron la sensibilidad de Aure2 al compuesto

(figura 11).

' FK506
Células  Control FK506 + LiCl

10°
10°
10°
10°
10°

Figura 11. Aure2 es hipersensible a FK506. Las cepas WT (izquierda) y Aure2
(derecha) se sembraron en placa mediante goteo en medio YPD con FK506 25 ng/ml
con o sin LiCI 30 mM. Las células se incubaron a 37°C durante 2 dias.

Este resultado apuntaba a la existencia de una interaccion directa o indirecta
entre la calcineurina y Ure2 sugiriendo que en el mutante Aure2 podria existir per se

una menor activacion de la calcineurina. En S. cerevisiae, las cepas deficientes en
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calcineurina presentan una serie de fenotipos conocidos como sensibilidad a Na” y Li",
Mn2+, SDS y tolerancia a Ca*! (Farcasanu et al., 1995; Nakamura et al., 1993; Tanida et
al., 1995; Withee et al., 1998). La baja tolerancia a Mn*" se debe, al menos en parte, a
una expresion reducida de PMR1, ATPasa de tipo P situada en Golgi que bombea a su
interior Ca®* y Mn”" (Antebi y Fink; 1992; Cunningham y Fink, 1996). La sensibilidad a
SDS se debe a la falta de induccidn del gen FKS2 que codifica una glucano sintetasa,
cuyo defecto provoca problemas en la pared celular (Ishihara et al., 2007). La sensibilidad
aNa'y Li" esta causada, como se ha apuntado anteriormente, por la menor expresion de
ENAI (Ferrando et al., 1995; Mendoza et al., 1994). Una menor actividad calcineurina
en Aure? generaria fenotipos similares a los observados en una cepa deficiente en
calcineurina. Con el fin de comparar el crecimiento en placa de ambas cepas nos

dispusimos a construir un mutante calcineurina.

En S. cerevisiae, la calcineurina es un heterodimero compuesto por una de las
dos subunidades cataliticas redundantes Cnal o Cna2 y una Unica unidad reguladora
Cnbl (Cyert et al., 1991; Liu et al., 1991; Cyert y Thorner, 1992). La busqueda en el
genoma de H. polymorpha de posibles secuencias codificantes de estas subunidades dio
como resultado la aparicion de tres ORF que denominamos HpCNAI, HpCNA2 vy
HpCNBI. La comparacion de las secuencias aminoacidicas derivadas de los genes
HpCNAI, HpCNA2 y HpCNBI con las secuencias depositadas en las bases de datos,
mediante el empleo del programa Blastp revel6 una alta identidad con los genes
presentes en otras levaduras. Con las proteinas de S. cerevisiae, HpCnal, HpCna2 y
HpCnbl comparten un 49 %, un 48 % y un 63 %, respectivamente. La figura 12
muestra el alineamiento aminoacidico de ScCnal y HpCnal asi como los dominios
estructurales de estas subunidades cataliticas. HpCnb1 presentd 4 dominios “EF-hands”

al igual que la proteina de S. cerevisiae (figura 13).
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Figura 12. A. Estructura de la subunidad catalitica de la calcineurina. CNB,
dominio de unidn a calcineurina B; CaM, dominio de union a calmodulina; Al, dominio
autoinhibitorio. B. Alineamiento de las secuencias de las subunidades cataliticas de
la calcineurina de S. cerevisiae y H. polymorpha realizado con el programa

clustalW”. Las sustituciones conservativas se representan con

(134

[T L)

semiconservativas se representan con ““:”.
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Figura 13. Alineamiento de las secuencias de la subunidad reguladora de la
calcineurina de S. cerevisiae y H. polymorpha realizado con el programa clustalW.
Se representan los 4 motivos “EF-hands”. Los residuos que participan en la union del
Ca®" se indican con “#”. Las sustituciones conservativas se representan con “.”. Las
sustituciones semiconservativas se representan con “:”.

La funcioén de la calcineurina puede verse afectada in vivo mediante la mutacion
de ambas subunidades cataliticas (cnalcnal), mediante la mutacion del gen CNBI
(cnbl) o, como se ha mencionado anteriormente, con sus inhibidores especificos
(FK506, ciclosporina) (Cyert ef al., 1991; Cyert y Thorner, 1992; Liu et al., 1991; Kuno
et al., 1991). Decidimos interrumpir la subunidad reguladora debido al mayor tamafio
del gen que facilitaba la posterior recombinacion homdloga tras la introduccion del gen
marcador. Una vez obtenida la cepa Acnbl, comparamos su crecimiento con la cepa
Aure2 y la cepa silvestre en presencia de Na’, Mn>" y SDS. Se observé un fuerte
paralelismo entre ambas cepas mutantes que mostraron casi el mismo grado de
sensibilidad a dichos compuestos. Para intentar dilucidar el tipo de interaccion entre la
calcineurina y Ure2 se construy6 la cepa mutante Aure2Acnbl que se sometid a los
mismos test de crecimiento. Aure2 Acnbl mostr6 un fenotipo de sensibilidad préximo al
de Acnbl, aunque ligeramente mas sensible (figura 14). Este resultado nos indicaba que
la calcineurina se sitlia corriente abajo respecto a Ure2 o, dicho de otra forma, que la

calcineurina es epistatica respecto a Ure2.
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Figura 14. Aure2 muestra los mismos fenotipos que Acnbl. Las cepas WT, Aure2,
Acnbl 'y Aure2cnbl se sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS
tamponado con MES-Tris pH 5,5 con NaCl, MnCl, o SDS a las concentraciones
indicadas. Las células se incubaron a 37°C durante 2 dias.

Asimismo determinamos los niveles de expresion de ENA/ en una cepa Acnbl
observando una menor induccién en respuesta a Na™ en la cepa mutante respecto a la
cepa silvestre (figura 15A) Finalmente, analizamos los niveles de ENA/ en la cepa WT
en respuesta a FK506, inhibidor de la calcineurina, y al agente quelante de Ca®" EGTA.
De acuerdo con una activacién de ENAI dependiente de Ca**/calcineurina, ambos

compuestos bloquearon la expresion del gen (figura 15B).
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Figura 15. Efecto de la calcineurina sobre la expresion de ENAL. A. Efecto de la
delecion de CNBL1 sobre la expresion de ENAL. La expresion de ENAI se determino
midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT (®) y Acnbl (o) portadoras de la
construccion ENAI-lacZ. Las células crecidas en amonio se incubaron en el mismo
medio con NaCl 0,7 M durante 4 horas. B. Efecto del FK506 y el EGTA sobre la
expresion de ENAL. Expresion de ENAI en la cepa WT ENAI-lacZ. Las células
crecidas en amonio se incubaron en el mismo medio con NaCl 0,7 M durante 4 horas
(V¥), con EGTA 20 mM (e) o con FK506 25 pg/ml (o). Se representan los valores
obtenidos en un experimento representativo de 3 independientes.
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Como se menciond anteriormente la calcineurina regula la expresion génica a
través de la activacion mediante desfosforilacion del factor transcripcional Crzl
(Stathopoulos y Cyert, 1997). La busqueda en la genoma de H. polymorpha de posibles
secuencias codificantes de este factor transcripcional dio como resultado la aparicion de
una proteina que denominamos HpCrz1, con similitud a Crzl de diversos organismos.
Sin embargo, el grado de identidad con ScCrzl fue bastante bajo al comparar la
secuencia completa. La mayor similitud entre las dos proteinas la encontramos en el
extremo C-terminal. En este extremo ScCrzl contiene tres dominios de uniéon al DNA
(tipo “zinc finger”) en su extremo carboxy-terminal (Matheos et al, 1997).
Normalmente estos dominios estan formados por 20-30 aminoacidos con dos pares de
cisteinas o histidinas en ambos extremos involucrados en la unién del 4&tomo de zinc. Se
han caracterizado muchas clases de dominios zinc-finger de acuerdo al numero y
posicion de los residuos de histidina y cisteina. Asi en la clase C;H; el primer par de
residuos son cisteinas y el segundo, histidinas. El analisis de la secuencia peptidica de
HpCrzl a través del programa Scan Prosite predijo igualmente la existencia de tres

dominios tipo “zinc finger” entre los residuos 450-477, 478-505 y 506-543 (figura 16).

A AA .Y

ScCrzl FACDVCGKKFTRPYNLKSHLRTHTNERP Zn-I
HpCrzl FACPVCDKKFTRPYNLKSHLRTHTNERP

khkk Hhk HhkEkrkhkhkrhkhkAhkhk A hkhk A kA ohokk

A AA A

ScCrzl FICSICGKAFARQHDRKRHEDLHTGKKR Zn-II
HpCrzl FLCTVCGKAFARQHDRKRHEELHSGEKK

‘k:*: :*‘k‘k**‘k**‘k**‘k**‘k:*‘k:*:*:
ScCrzl YVCG(9) GCGKKFARSDALGRHFKTESGRRC 2Zn-III
HpCrzl YOCR (10) GCGKRFARTDALRRHFQTESGKGC

L kkkk e khkdkedFdhk Fhdehkhohk . *
. . . .

Figura 16. Alineamiento de los tres motivos “Zinc finger” del factor
transcripcional Crzl de H. polymorpha y S. cerevisiae. Los residuos que se unen al
DNA se denotan con “*” y los que unen zinc estdn en negrita. Las sustituciones
conservativas se representan con “.”. Las sustituciones semiconservativas se representan
con “:”.
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Para determinar que la calcineurina regula la expresion de ENAI a través de
Crzl en H. polymorpha, llevamos a cabo la interrupcion del gen HpCRZI y medimos
los niveles de expresion de ENAI-lacZ. El mutante Acrzl mostrd niveles de expresion
inferiores a la cepa WT y muy similares a los mostrados por Acnbl (figura 17). Este
resultado confirm¢ la induccion de ENAI por parte de Crzl y apunta a la existencia de
la misma cascada de sefializacion mediada por la calcineurina en respuesta a estrés

salino descrita en S. cerevisiae.
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Figura 17. Efecto de la delecion de CNB1 y CRZ1 sobre la expresion de ENAL. La
expresion de ENAI se determinod midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT
(®), Acnbl (o) y Acrzl (V) portadoras de la construccion ENAI-lacZ. Las células se
crecieron en amonio, se lavaron y se incubaron en el mismo medio con NaCl 0,7 M
durante 4 horas. Se representan los valores obtenidos en un experimento representativo
de 3 independientes.

-51-



111 Resultados y Discusion. Capitulo 11

2.4 La delecion de URE2 reduce la expresion génica dependiente de calcineurina y

el contenido celular total de Ca®".

Los resultados obtenidos hasta el momento sugerian que en Aure2 podria existir
una menor activacion de la calcineurina y como resultado una menor expresion de
ENAIL. El grupo de Martha Cyert definié en 1997 la region génica que media la
expresion dependiente de calcineurina mediante la union al gen reportero lacZ de
segmentos del gen FKS2. Este gen codifica una de las subunidades cataliticas de la -
1,3 glucano sintasa de la pared celular. Los niveles de mRNA de FKS2 aumentan
cuando las células se incuban en presencia de Ca*" o feromonas, siendo en ambos casos
la transcripcion dependiente de calcineurina (Mazur ef al., 1995). Una region de 24 pb
(CACCAGTCGGTGGCTGTGCGCTTG) fue identificada como la responsable de la
expresion dependiente de la calcineurina y denominada elemento de respuesta
dependiente de calcineurina (Calcineurin-Dependent Element Response: CDRE). El
factor transcripcional se une directa y especificamente a esta secuencia (Stathopoulus y
Cyert, 1997). Ademas se observd que la multimerizacién de la secuencia CDRE era
capaz de incrementar la expresion del gen reportero, siendo la construccion que
contiene 4 copias en tandem del elemento (4xCDRE-lacZ) el de mayor expresion
(Stathopoulus y Cyert, 1997). Desde entonces, esta construccion se ha usado como una
herramienta de gran utilidad para determinar los valores de expresion dependientes de
calcineurina y, por tanto, de su estado de activacion. Es por ello, que insertamos la
secuencia reportera 4xCDRE-lacZ (proporcionada por Martha Cyert) en las cepas WT y
Aure2 con el fin de determinar la expresion dependiente de calcineurina en ambas
cepas. Aure2 mostrd ausencia de induccién en respuesta a Na” a diferencia de la cepa
silvestre (figura 18). Este resultado sugeria que efectivamente la ausencia de Ure2
conlleva una pérdida de activacion de la calcineurina. Ademads, es importante tener en
cuenta que incluso a tiempo cero, es decir, en ausencia de estrés salino, Aure2 muestra
una menor expresion dependiente de calcineurina. Este hecho sugiere que en Aure2
existe per se un defecto en la via de sefializacion de la calcineurina, independientemente

del estrés salino al que pueda verse sometida la cepa.
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Figura 18. Efecto de la delecion de URE2 sobre la transcripcion dependiente de
calcineurina. La transcripcion dependiente de calcineurina se determind midiendo la
actividad B-galactosidasa en cepas WT (®) y Aure? (0) que portan la construccion
4xCDRE-lacZ. Las células se crecieron en amonio, se recogieron y se resuspendieron
en el mismo medio con NaCl 0.7 M incubandose durante 5 horas. Se representa los
valores obtenidos en un experimento representativo de 3 independientes.

La siguiente pregunta que nos planteamos fue cudl era la causa de la falta de
activacion de la calcineurina en Aure2. Se sabe que los cambios en la concentracion
citosolica de Ca®" participan en gran variedad de procesos fisiologicos. Las
caracteristicas basicas de la sefializacion por Ca>" en S. cerevisiae son muy similares a
los mecanismos existentes en las células de mamiferos, esto es, el Ca®" actiia como
sefializador a través de la activacion de la via de la calmodulina/calcineurina modulando
la transcripciéon de un gran numero de genes. Por este motivo, pensamos en la
posibilidad de que en Aure2 los niveles citosolicos de calcio estuvieran reducidos.
Como primera aproximacion para ver si en Aure2 existe una menor concentracion de

2+ . . 2+ .
Ca“" observamos su crecimiento en un medio con exceso de Ca Yy con concentraciones
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minimas de este compuesto. De ser cierta nuestra hipétesis al incrementar el Ca*"
extracelular forzariamos su entrada, se incrementaria su concentracion citoplasmatica,
activandose en mayor medida la calcineurina y con ello la expresion de ENAI. La
presencia de un exceso de Ca®’ hizo que Aure2 recuperase su tolerancia a Li'
alcanzando los niveles de crecimiento del WT. Por el contrario la adicion de EGTA,
agente que quela el Ca’", produjo un incremento en la sensibilidad de Aure? en

respuesta a Li", mientras que el crecimiento del WT no se vio alterado (figura 19).

EGTA 6 mM Ca(Cl, S0 mM
Control LiCl140mM LiC140 mM  [iC140 mM

Células 10° 10° 10 10° 10° 10° 10° 10° 100 10° 10° 10°

Figura 19. Efecto del Ca’* y el EGTA en la sensibilidad de Aure2 a Li*. Las cepas
WT y Aure2 se sembraron en placa mediante goteo en medio YGNH con EGTA mas

LiCl, LiCl, y CaCl, més LiCl a las concentraciones indicadas. Las células se incubaron
a 37°C durante 2 dias.

Para verificar que los fenotipos observados se debian a cambios en la expresion
de ENAI medimos la expresion de ENAI-lacZ en presencia de Na™y Ca”" y observamos
que efectivamente la adicion de Ca®" producia un aumento en la expresion del gen
ENAI en Aure2 (figura 20). Sin embargo, llama la atencién que la adicion de Ca**
produce una mayor inducciéon de la expresion de ENAI en la cepa WT que en la cepa
Aure2. Este hecho indica la existencia de una alteracion en la homeostasis del Ca** en
Aure2 y sugiere que podria existir un defecto en la entrada de Ca’’, y como

. . 2+ .
consecuencia, unos niveles alterados de Ca” respecto a la cepa silvestre.
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Figura 20. Efecto del Ca*" en la expresion de ENAL en las cepas WT y Aure2. La
expresion de ENAI se determind midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT y
Aure2 que portan la construccion ENAI-lacZ. Las células se crecieron en amonio. Se
determind la expresion de ENAI en la cepa WT (@) y Aure2 (o) incubadas en NaCl 0.7
My en lacepa WT (V) y Aure2 (A) incubadas en NaCl 0.7 con CaCl, 50 mM durante

120 min. Se representa los valores obtenidos en un experimento representativo de 3
independientes.

En levaduras el contenido total de Ca*" es la suma de dos “pools” principales
(Cunnigham y Fink, 1994). Méas de un 90 % del calcio total se encuentra en la vacuola
unido de forma relativamente estable al polifosfato y se conoce como pool de Ca*" no
intercambiable o poco intercambiable (Eilam et al., 1985). El pool intercambiable lo
compone el cation divalente localizado en el citosol, el RE y Golgi asi como una
pequena fraccion del enorme pool vacuolar (Fu et al., 2000; Cunningham y Fink,

1994a; Eilam, 1982 a,b).
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La espectrofotometria de absorcion atdmica con llama es una de las técnicas

utilizada com@nmente en levaduras para medir el contenido celular total de Ca®". Dado

.. . e, . . 2+
los resultados preliminares mencionados, se decidié medir el contenido total de Ca™ en

el WT y en el Aure2. Como era de esperar, dada la baja expresion dependiente de

calcineurina, el contenido total de Ca*" fue menor en Aure2 que en el WT (figura 21).

50
45

35
30
25

15
10

nmoles de Ca2t/ mg de células

40 A

20

WT

Aure?2

Figura 21. Contenido intracelular de Ca™ en
las cepas WT y Aure2. Las células crecidas en
amonio hasta una DOg de 0.3 se recogieron
mediante filtracion 'y fueron analizadas
mediante espectrofotometria de absorcion
atomica. Los valores representan la media de
tres experimentos independientes, en cada uno
de los cuales se realizaron 3 réplicas, =+
desviacion estandar.

En conjunto los resultados obtenidos indican que Ure2 participa en la

. 2+ . . ., . . ,
homeostasis del Ca” y como consecuencia en la activacion de la calcineurina. Ademas

apuntan a la existencia en un defecto en la entrada del cation.

+ r J4 .7
La entrada de Ca®" en la célula no sélo depende de su concentracion extracelular.

. . . 2+
Se ha descrito al menos otro mecanismo que describe como la entrada de Ca” desde el

exterior depende de su concentracién en los compartimentos intracelulares. En el

apartado 2.6 analizaremos el papel de Ure2 en la regulacién de dicho mecanismo.
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2.5 La calcineurina regula los niveles de Gatl

Como se expuso con anterioridad en S. cerevisiae la expresion de ENAI es
positivamente regulada por los factores GATA, Gatl y GIn3 (Crespo et al., 2001).
Nuestro grupo ha identificado y caracterizado a HpGatl como un factor GATA positivo
que participa en la regulacion de los genes de asimilacion de nitrato. Sin embargo,
HpGIn3 no parece afectar significativamente a los sistemas de asimilacion de nitrato.
Resultados previos obtenidos en el laboratorio mostraron que la cepa Agat! es sensible
aLi"y Na' (tesis B. Medina) por lo que a priori parecia el factor GATA responsable de
la induccion de ENAI. Asi, de acuerdo con lo descrito en S. cerevisiae, en un Aure?2,
Gatl entraria en el nucleo, activando la expresion de ENAI. Para comprobar que
efectivamente HpGatl induce la expresion de ENAI en H. polymorpha, determinamos
la expresion de ENAI-lacZ en la cepa Agatl observando menores niveles de expresion
(figura 22). Los niveles de expresion de ENAI fueron idénticos a los presentados por

Aure?.
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Figura 22. La cepa Agatl presenta bajos niveles de expresion de ENAL. La
expresion de ENAI se determind midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT
(@), Aure2 (o) y Agatl (V) que portan la construccion ENAI-lacZ. Las células se
crecieron en amonio, se recogieron y se resuspendieron en el mismo medio con NaCl
0.7 M incubandose durante 150 min. Se representa los valores obtenidos en un
experimento representativo de 3 independientes.
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Aun en ausencia de Gatl se observa induccion de la expresion de ENAI, lo que
sugiere que la via de sefializacion que integra a Gatl no es la tinica via responsable de la
regulacion de ENAI en respuesta a estrés salino. Dados los datos obtenidos decidimos
estudiar los niveles de Gatl en Aure2 en respuesta a distintas fuentes nitrogenadas. Para
ello, Gatl fue etiquetado en su extremo carboxi-terminal con seis copias de la proteina
HA del virus influenza humano y detectado mediante inmunoblot con un anticuerpo
anti-HA. En S. cerevisiae se ha descrito que mientras GLN3 se expresa de forma
constitutiva la expresion de GAT! es sensible a NCR estando regulada por los 4 factores
GATA en respuesta a la disponibilidad de nitrogeno (Georis et al., 2009). Sin embargo,
la delecion de Ure2 no tiene efectos significativos sobre los niveles de mRNA de GAT1
ni en fuentes preferidas de nitrogeno como la asparagina ni en fuentes pobres como la
prolina (Coffman et al., 1996). Sorprendentemente, a diferencia de lo descrito en S.
cerevisiae, los niveles de Gatl fueron muy inferiores en Aure2 respecto al WT tanto en
presencia de fuentes preferidas como la glutamina o el amonio como no preferidas

como el nitrato (figura 23).

WT Aure2 WT Aure2 WT Aure2

L BT

GlIn NH; NO,

Figura 23. La delecion de URE2 disminuye los niveles de Gatl. Los niveles de Gatl-
6HA se analizaron mediante SDS-PAGE en las cepas WT y Aure2. Las células crecidas
en amonio hasta la fase exponencial, se lavaron e incubaron durante 2 h en glutamina 5
mM, amonio 5 mM o nitrato 5 mM. Se analizaron 20 pg de proteina.

La estrecha correlacion entre Aure? y Acnbl nos llevd a preguntarnos si los
niveles de Gall podrian depender de la calcineurina en H. polymorpha. Acnbl mostrd

incluso menores niveles de Gatl que Aure2 (figura 24).
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Figura 24. La delecion de CNB1 disminuye los niveles de Gatl. Los niveles de Gatl-
6HA se analizaron mediante SDS-PAGE en las cepas WT y Acnbl. Las células crecidas
en amonio hasta la fase exponencial, se lavaron e incubaron durante 2 h en glutamina 5
mM, amonio 5 mM o nitrato 5 mM. Se analizaron 10 pg de proteina de la cepa WT y 40
ug de Acnbl.

Este resultado supone la primera vez que se describe la relacion de un factor
transcripcional GATA con la calcineurina en levaduras si bien en mamiferos se ha
descrito ampliamente dicha asociacion. Asi por ejemplo, la calcineurina induce la
expresion del factor transcripcional GATA-2 que junto con NFATcl juega un papel
importante en la regeneracion y la hipertrofia del musculo (Musaro et al., 1999; Sakuma
et al., 2003). Otro ejemplo es la regulacion negativa de la union del factor GATA-6
producido por el bloqueo de la calcineurina en células diferenciadas del musculo liso
vascular (Wada et al., 2002). Por otra parte, se han descrito efectos hipertroficos de la

calcineurina en cardiomiocitos ligados con su interaccion con el factor transcripcional

GATA-4 (Wilkins y Molkentin, 2002).

Con el fin de dilucidar si la regulacion de Gatl por parte de la calcineurina era
transcripcional o postraduccional, analizamos los niveles del factor en la cepa Acrzl.
Como muestra la figura 25, Acrzl mostrd igualmente niveles muy bajos de Gatl, casi
indetectables mediante western-blot. Este resultado apunta a la regulacion de la

expresion de Gatl por parte de la calcineurina a través de Crzl.

-59-



111 Resultados y Discusion. Capitulo 11

WT Acrzl WT Acrzl WT Acrzl
Gatl-6HA .

Gln NH,’ NO,

Figura 25. La delecion de CRZ1 disminuye los niveles de Gatl. Los niveles de Gatl-
6HA se analizaron mediante SDS-PAGE en las cepas WT y Acrzl. Las células crecidas
en amonio hasta la fase exponencial, se lavaron e incubaron durante 2 h en glutamina 5
mM, amonio 5 mM o nitrato 5 mM. Se cargaron 10 pg de proteina.

Puesto que la expresion génica dependiente de calcineurina depende de la unién
de Crzl a la secuencias CDRE presentes en los promotores de los genes, analizamos la
region 5° no codificante de Gatl en busca de dicha secuencia mediante el uso del
programa “Regulatory Sequence Analysis Tools” (RSAT) (rsat.ulb.ac.be/rsat).
Analizamos las dos cadenas de la secuencia promotora (800 pb) en busca de CDREs
usando la matriz de alineamiento basada en la secuencia cwmmGCCmC generada por el
programa Jaspar (http://jaspar.cgb.ki.se/). El analisis bioinformatico reveld la existencia
de 4 secuencias putativas CDRE. De ellas las secuencias situadas a -765/-757 y 589/-
581 presentaron una mayor probabilidad (figura 26). La realizacién de mutagénesis
dirigida sobre cada una de estas secuencias y la fusion de las versiones truncadas del
promotor al gen reportero /acZ permitiria conocer cudl o cuales son las secuencias
responsables de la union del factor en base a la induccion de la expresion del GAT1, en

respuesta a estrés salino.
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CCCGhCGTTTTCCGTGChGCACGTGGCCCTTGGTTTTTTTACTTAThCCGGCTCGTAhCh 660

CTCTEATAGCATCTGCAAAACATCTGCAGGECEGECETTATCCACCCAATCAGAGCAAAGT 7

ACCGTGGChAGCAGATTCGAGCACTTGGACbnuﬂcriTTTGATAGCTCTCCTTATTTCTC 780
TGGCACCGTTCGTCTAAGCTCGTGAACCTGCTCTGAAAAACTATCGAGAGGAATAAAGAG 780

CGTGAGTCTTGTTATGAACC B00
GCACTCAGAACAATACTTGG 800

Figura 26. Secuencias CDRE y GATA identificadas en el promotor
de GAT1 mediante analisis bioinformatico con el programa RSAT.
Se representan los 800 nucleodtidos de la region 5'no codificante del gen
GAT1I situados antes del codon de inicio.
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Con los resultados obtenidos hasta el momento, pudimos concluir por tanto que
los bajos niveles de Gatl presentes en Aure? se deben a la débil activacion de la
calcineurina. Sin embargo, alin teniamos que esclarecer si la calcineurina actuaba sobre
ENAI exclusivamente via Gatl, o existia una via independiente de Gatl. Para
diferenciar ambas posibilidades medimos los niveles de expresion de ENAI-lacZ en
Agatl en ausencia y presencia de Na“ y Ca’’, observandose un incremento en la
expresion en respuesta a Ca®" (figura 27). Este resultado indica que la expresion de
ENAI se encuentra bajo el control dual de la calcineurina-Crz1-Gatl y calcineurina-

Crzl y da cuenta de la induccion de la expresion de ENA existente en Agatl.
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Figura 27. Efecto del Ca* en la expresion de ENAL en Agatl. La expresion de ENA/
se determind midiendo la actividad B-galactosidasa en una cepa Agat! que porta la
construccion ENAI-lacZ. Las células se crecieron en amonio. Se determiné la expresion
de ENAI en Agatl (e) incubadas en NaCl 0.7 M y en NaCl 0.7 con CaCl, 50 mM (o)
durante 120 min. Se representa los valores obtenidos en un experimento representativo
de 3 independientes.
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2.6 Ure2 regula la expresion de PMR1 a través de Gat2

Los resultados expuestos en el apartado 2.4 pusieron de manifiesto la
participacion de Ure2 en la homeostasis del Ca®", mas concretamente en la entrada del
mismo. Uno de los mecanismos que regula la entrada de Ca”*en la célula depende del
nivel del cation en el medio extracelular. El segundo mecanismo, cuantitativamente mas
importante, se conoce como sefial CCE (capacitative Ca®" entry) (figura 28). En
mamiferos el Ca®" libre localizado en el RE actia como un pool mévil que puede ser
liberado al citosol en respuesta a diferentes estimulos. El incremento de Ca®" citosolico
resultante, puede entonces activar vias de sefializacion que alteran la expresion de
muchos genes (Putney, 1992). En muchas células la liberacion de Ca*" del RE puede
inducir, como consecuencia de la reduccion en el Ca*" almacenado, una sefial que
provoca la entrada de Ca>" a través de la membrana plasmatica. En S. cerevisiae, existen
evidencias de la existencia de un mecanismo similar al que opera en mamiferos. Asi, en
un mutante Apmrl, que presenta una reduccién dréstica en el contenido de Ca** en RE-
Golgi, se produce un incremento en la entrada desde el exterior (Antebi y Fink 1992;
Halachmi y Eilman, 1996; Rudolph et al., 1989; Sorin et al., 1997). Por tanto, la
reduccion en el contenido de Ca®* en RE-Golgi estimula la entrada de Ca>" en levaduras
de manera analoga a la sefial CCE en mamiferos (Csutora et al., 1999; Durr et al., 1998;
Locke et al.,, 2000). Estas evidencias nos hicieron pensar que el menor contenido de
Ca”®™ en Aure2 podria deberse a una mayor acumulacién del Ca>” en uno o varios
compartimentos celulares. Las Ca’"-ATPasas responsables de la reduccion drastica de
los niveles citosolicos de Ca®" son Pmcl y Pmrl. La primera se encuentra en la
membrana vacuolar mientras que la segunda se sitiia en Golgi. Con el fin de determinar
la causa del bajo contenido de Ca”" de Aure2 se decidié identificar sendos genes
ortdlogos en H. polymorpha con el fin medir la expresion de ambos genes mediante la

fusion de sus promotores al gen reportero lacZ.
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Figura 28. Modelo que representa como la entrada de Ca’" en levaduras esta
regulada de forma coordinada por dos mecanismos diferentes. El primer mecanismo
es la respuesta CCE que acopla la entrada de Ca*" al contenido en Golgi-reticulo
endoplasmatico. El segundo mecanismo acopla la entrada de Ca®" al nivel de Ca®*"
extracelular (extraido de Kellermayer, 2003).

La busqueda en el genoma de H. polymorpha de pautas abiertas de lectura con
alta similitud a la secuencia de ScPMRI y ScPMCI nos permiti6 identificar dos
proteinas semejantes a las dos ATPasas, que denominamos HpPmrl y HpPmcl. Estas
proteinas guardan un 60% y un 51% de identidad con sus ortdlogas de S. cerevisiae y

presentan igualmente la secuencia firma de las ATPasas de tipo P (figura 29).

ScPmcl ATAVCSDKTGTLTENVMTV
HpPmcl ATAICSDKTGTLTENRMRV
HpPmrl VNVICSDKTGTLTQNHMTV
ScPmrl VNVICSDKTGTLTSNHMTV

Figura 29. Alineamiento del dominio de
fosforilacion de las ATPasas de tipo P, Pmrl y
Pmcl de H. polymorphay S. cerevisiae.
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El andlisis de la expresion de PMRI-lacZ reveld que Aure? presentaba niveles
de expresion de PMR1 superiores al WT aun en ausencia de Ca”" (figura 30, tiempo 0),
cuya adicion produjo una mayor induccion en la cepa silvestre. La expresion de PMCI

sin embargo no se vio alterada.
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Figura 30. Efecto de la delecion de UREZ2 en la expresion de PMR1. La expresion de
PMR]1 se determin6 midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT (@) y Aure2 (0)
que portan la construccion PMRI-lacZ. Las células se crecieron en amonio, se
recogieron y se resuspendieron en el mismo medio con CaCl, 5 mM incubandose
durante 6 horas. Se representa los valores obtenidos en un experimento representativo
de 3 independientes.
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Los resultados obtenidos sugerian que los bajos niveles de Ca®" observados en
Aure? se deben a la elevada expresion constitutiva de PMRI, que produciria un
incremento en el secuestro de Ca®" en RE-Golgi y como consecuencia la entrada en el
interior de la célula disminuiria y con ello el contenido total. Puesto que Aure2 presenta
una baja activacion de la calcineurina, ésta no podia ser la responsable de los elevados
niveles de expresion de PMRI en Aure2. Por tanto, existiria un mecanismo alternativo
de regulacion de PMRI. Puesto que Ure2, hasta donde se conoce, regula la expresion
génica a través de los factores transcripcionales GATA, lo mas probable es que uno o
varios de estos factores activasen la expresion de PMRI. Inicialmente, descartamos a
Gatl dado los bajisimos niveles detectados en Aure2. Como se menciond en la
introduccion, nuestro grupo ademas de Gatl ha identificado otros dos factores GATA
positivos, HpGIn3 y HpGat2. Para estudiar la posible regulacion transcripcional de
PMRI por parte de estos dos factores transcripcionales se construyeron cepas mutantes
Agat2 y Agin3 portadoras de la construccion PMR1-lacZ. El andlisis de la expresion de
PMR1-lacZ en estas cepas revelo bajos niveles de expresion de PMRI en Agat2 (figura
34) mientras que la expresion en Ag/n3 no se vio alterada. Al analizar en detalle la
expresion se observa que Agat2 presenta bajos niveles de expresion de PMRI, tanto en
ausencia (tiempo 0) como en presencia de Ca”" extra. Por tanto, en ausencia del factor
transcripcional existe una baja expresion constitutiva de PMRI que ademas solo es
capaz de inducirse por Ca*" a tiempos muy largos (a partir de 4 horas) presumiblemente

a través de la activacion de otras vias secundarias de regulacion.
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Figura 31. Efecto de la deleciéon de URE2 y GAT2 en la expresion de PMR1. La
expresion de PMRI se determind midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT
(@), Aure2 (o) y Agat2 (V) que portan la construccion PMRI-lacZ. Las células se
crecieron en amonio, se recogieron y se resuspendieron en el mismo medio con CaCl, 5
mM incubandose durante 6 horas. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes + la desviacion estandar.

Este resultado sugeria que Gat2 activa la expresion de PMRI. De ser cierta
nuestra hipétesis una cepa con multiples copias de GAT2 (nGAT2) debia presentar
niveles de expresion de PMR1 superiores a la cepa silvestre. Para realizar las medidas se
construyd una cepa nGA72 y se introdujo el reportero PMRI-lacZ. Las cepas nGAT2 se
seleccionaron por su mayor sensibilidad a sales. Efectivamente, la sobreexpresion de
GAT?2 increment6 la induccion de PMRI. Esta cepa present6d niveles de expresion de
PMR]1 superiores al WT y similares a los observados en Aure2. Por tltimo, decidimos
interrumpir el gen GAT2 en un mutante Aure2, en espera de observar un descenso en los
niveles de expresion de PMRI. La delecion de GAT2 en una cepa Aure2 devolvid los

niveles de expresion de PMR1 a los observados en la cepa WT (figura 32).
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Figura 32. Expresion de PMR1 en las cepas nGAT2 y Aure2gat2. La expresion de
PMRI se determind midiendo la actividad p-galactosidasa en cepas WT (®), Aure2 (0)
Agat2 (V), nGAT2 (A) y Aure2gat? (m) que portan la construccion PMRI-lacZ. Las
células se crecieron en amonio, se recogieron y se resuspendieron en el mismo medio
con CaCl, 5 mM incubandose durante 6 horas. Se representa los valores obtenidos en un
experimento representativo de 3 independientes.

Las cinéticas de inducciéon muestran que uUnicamente la cepa WT ve
incrementados de forma significativa los niveles de expresion de PMRI en presencia de
Ca”™ con respecto al tiempo cero. Esto indica que independientemente de la
concentracion externa de Ca”", las demas cepas presentan una expresion constitutiva del
gen, elevada en el caso de Aure?2 y nGAT2 y baja en el caso de Agat2. El hecho de que
la delecion de GAT2 en Aure2 devuelva los niveles de expresion a los presentes en la
cepa silvestre pero no a los existentes en la cepa Agat2 sugiere que Gatl podria
participar también en la regulacion transcripcional de PMRI. De esta forma en
Aure2Agat2 la ausencia de Ure2 propiciaria la entrada en el nicleo de Gatl que podria
asi activar la expresion de PMRI. En Agat2, sin embargo, Ure2 impediria la entrada de

Gatl al nucleo, impidiendo la induccion de PMRI dependiente de Gatl.
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Con el fin de verificar que tal como ocurre en S. cerevisiae la entrada de Ca*"
depende del contenido en el reticulo endoplasmatico-Golgi, decidimos medir el cambio
en el contenido intracelular de Ca®>" que se produciria como consecuencia de la delecion
del gen GAT?2 en una cepa Aure2. Los menores niveles de expresion debian reflejarse en
una mayor entrada de Ca®" desde el exterior y en un mayor contenido total. Al comparar
el contenido intracelular de Ca>" de las cepas WT, Aure? y Aure2Agat2 se observé que
la interrupcion de Agat2 en una cepa Aure2 devolvio los niveles de Ca®* total a valores

muy similares a los existentes en la cepa WT (figura 33).
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WT  Aure2 Aure2Agat2

Figura 33. Contenido total de Ca®" en las cepas WT, Aure2 y Aure2gat2. Las células
crecidas en amonio hasta una DO de 0.3 se recogieron mediante filtracion y fueron
analizadas mediante espectrofotometria de absorcion atomica. Los valores representan
la media de tres experimentos independientes, en cada uno de los cuales se realizaron 3
réplicas, + desviacion estandar.

Por tanto podiamos concluir que la expresion de PMRI regula la entrada de
Ca’" desde el medio extracelular. Dicha entrada determinaria el contenido citosolico del
catidbn y como consecuencia el estado de activacion de la calcineurina. Con el fin de

contrastar nuestra hipotesis medimos la expresion dependiente de calcineurina en las
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cepas Agat2, Aure2gat? y nGAT2. En nGAT2, cepa con una expresion elevada de
PMR]I, y presumiblemente con una baja entrada de Ca’" desde el medio extracelular,
los niveles de 4xCDRE-lacZ fueron muy bajos y similares a los observados en Aure2.
En Agat2, cepa con una expresion baja de PMRI, y presumiblemente con una entrada
elevada de Ca **, los niveles de 4 CDRE-lacZ fueron superiores al WT. La delecién de
GAT2 en una cepa Aure? devolvido los niveles de expresion dependientes de

calcineurina a los observados en la cepa WT (figura 34).
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Figura 34. Efecto de la delecion de URE2 sobre la transcripcion dependiente de
calcineurina. La transcripcion dependiente de calcineurina se determind midiendo la
actividad p-galactosidasa en cepas WT (®), Aure2 (o), Agat2 (V), nGAT2 (A) y
Aure2gat? (m) que portan la construccion 4xCDRE-lacZ. Las células se crecieron en
amonio, se recogieron y se resuspendieron en el mismo medio con NaCl 0.7 M
incubandose durante 5 horas. Se representa los valores obtenidos en un experimento
representativo de 3 independientes.
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Como hemos visto, los bajos niveles de Ca®" citosolicos de Aure2 son los
responsables de la baja activacion de la calcineurina y, por tanto, de los fenotipos
asociados a la baja transcripcion de los genes regulados por la calcineurina como
sensibilidad a Li", Na" o SDS. Tal y como se ha mostrado la sobreexpresién de PMR]
produce una disminucion en la entrada de Ca®" desde el exterior reduciéndose el
contenido celular de éste. Por ello, una cepa con multiples copias del gen PMRI debia
presentar los fenotipos asociados a Aure2. Para verificarlo, se construy6 la cepa nPMR1
y se compard su crecimiento en placa con la cepa silvestre y la cepa Aure2. La cepa
nPMRI fue altamente sensible a SDS, Mn®" y Li" (figura 35), incluso més que la cepa

mutante.

Control , SDS 0.1 % MnCl, 20 mM LiCl 30 mM
WT

Aure2
nPMRI

10° 10° 10°

Células 10° 10° 10°  10° 10° 10 10° 10° 10

Figura 35. La sobreexpresion de PMR1 reproduce los fenotipos de Aure2. Las cepas
WT, Aure?2 y nPMRI se sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS
tamponado con MES-Tris pH 5,5 con SDS, MnCl, o LiCl a las concentraciones
indicadas. Las células se incubaron a 37°C durante 2 dias.

Este resultado confirmé que los fenotipos observados en Aure2 se deben a la
elevada expresion de PMRI. La mayor sensibilidad de la cepa nPMRI podria deberse al
alto namero de copias del gen integradas en el genoma de esta cepa, es decir, a una

mayor expresion del gen PMRI respecto a Aure?2.

En S. cerevisiae, la calcineurina ademas de regular la expresion de Pmrl y
Pmcl, regula postraduccionalmente el antiporte vacuolar de H'/Ca®* Vexl,
inhibiéndolo. Vcx1 presenta un papel secundario en cepas en que la calcineurina es
funcional mientras que confiere un alto grado de tolerancia a Ca’" cuando la
calcineurina es inactivada. Se ha descrito que la calcineurina disminuye la tolerancia a
Ca’" de los mutantes Apmcl inhibiendo la funcién de Vex1 (Cunningham y Fink 1994b;

Pittman et al., 2004). Asi los mutantes Apmcl son sensibles a altas concentraciones de
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Ca” y esta sensibilidad se revierte mediante la delecion de la subunidad reguladora de
la calcineurina o bien de las dos subunidades cataliticas. Para estudiar el estado de
activacion de Vcexl en Awure2, asumiendo que tal como ocurre en S. cerevisiae su
regulacion es postraduccional, construimos una serie de cepas con el fin de reproducir lo
observado en S. cerevisiae. Se construyé una cepa carente de la Ca**-ATPasa vacuolar
Pmcl (Apmcli), y dos dobles mutantes carentes ademas de la subunidad reguladora de la
calcineurina (Acnbl Apmcl) o de Ure2 (Aure2Apmcl). Una vez en disposicion de los
mutantes analizamos su sensibilidad a Ca®*. El mutante Apmc! es muy sensible a Ca*’,
mientras que Aure2Apmcl y AcnblApmcl son mas resistentes. Ademas, la cepa
Acnb1Apmel presenta mayor tolerancia a Ca>™ que Aure2Apmel, lo que esta de acuerdo
con el cierto grado de activacion de la calcineurina que conserva Aure2 (figura 36).

Este resultado corrobora una vez mas la baja activacion de la calcineurina en Aure?2.

Control Ca(l, 04 M

WT

Aure2
Apmecl
Aure2Apmcl

Acnbl
AcnblApmcl

Células  10° 10° 10° 10°10° 10° 10° 10' 10° 10°

Figura 36. La delecion de URE?2 causa la activacion de Vex1. Las cepas WT, Aure?,
Apmcl, AureZ2pmcl, Acnbl y Acnblpmcl se sembraron en placa mediante goteo en
medio YGNH tamponado con succinico-Tris pH 5,5 con CaCl, 0.4 M. Las células se
incubaron a 37°C durante 2 dias.
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2.7 Los niveles de Gat2 estan regulados por la calcineurina y por Gatl.

Puesto que Gat2 juega un papel clave corriente abajo de Ure2 al igual que la
calcineurina, que a su vez controla los niveles de Gatl, nos preguntamos si los niveles
de Gat2 podrian estar controlados también por la calcineurina. Es por ello que
determinamos los niveles de Gat2 en Acnbl y en Aure2. Acnbl mostrd niveles de
proteina casi indetectables mientras que en Aure?2 los niveles de Gat2 fueron superiores

a los presentes en la cepa WT (figura 37).

WT Aure2 Acnbl WT Awure2 Acubl WT Aure2 Acnbl

- - @  GuocHA

Gln NH, NO,

Figura 37. La delecion de CNB1 disminuye los niveles de Gat2-6HA mientras que
la delecion de UREZ2 los aumenta. Los niveles de Gat2-HA en las cepas WT, Aure2 y
Acnbl se analizaron mediante SDS-PAGE. Las células crecidas en amonio se lavaron y
resuspendieron en glutamina 5 mM, amonio 5 mM o nitrato 5 mM. Se analizaron 50 pg
de proteina de cada cepa.

Los elevados niveles de Gat2 en un Aure? eran consistentes con la elevada
expresion de PMRI observada en esta cepa. Sin embargo, dicho resultado parecia
contradecir el hecho de la regulacion positiva de Gat2 por parte de la calcineurina,
menos activa en Aure2, por lo que se esperaria una expresion muy baja de Gat2 también
en esta cepa. Esta aparente contradiccion nos hizo pensar en la posibilidad de que la
regulacion de Gat2 por parte de la calcineurina pudiese ser indirecta. La regulacion
positiva de Gat2 por parte de Gatl podria explicar ambos resultados. Asi, en ausencia de
Ure2, Gatl estaria en el nucleo activando la expresion de Gat2. En una cepa WT,
aunque presenta mayores niveles de Gatl que Aure2, el factor transcripcional seria
retenido por Ure2 en el citoplasma impidiendo la induccion de la expresion de Gat2. En
una cepa Acnbl, los bajisimos niveles de Gatl que ademds seria retenido en el
citoplasma por Ure2, producirian niveles muy bajos de Gat2. Para contrastar nuestra
hipotesis medimos los niveles de Gat2 en un mutante Agat/ y observamos que
efectivamente en Agatl, los niveles de Gat2 eran aproximadamente la mitad de los

observados en la cepa WT (figura 38).
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Figura 38. Los niveles de Gat2-HA en las cepas WT y Agat!/ se analizaron mediante
SDS-PAGE. Las células crecidas en amonio se lavaron y resuspendieron en glutamina 5
mM, amonio 5 mM o nitrato 5 mM. Se cargaron 50 pg de proteina de cada cepa.

2.8 La expresion de SCUREZ2 en Aure2 no afecta a los niveles de activacion de la

calcineurina.

Tanto ScUre2 como HpUre2 presentan similitud con las glutation S-transferasas.
ScUre2 posee actividad glutation peroxidasa (Bai et al, 2004) pero su actividad
glutation S-transferasa in vitro aun no hay sido determinada. A pesar de ello, la
interrupcion de ScURE? causa sensibilidad a metales pesados como el Cd*" y el Ni*", de
lo que se infiere su papel en la detoxificacion de metales pesados (Rai ef al., 2003). El
ligero incremento de la sensibilidad de la cepa AcnblAure2 respecto a Acnbl nos hizo
pensar que podria deberse al papel de HpUre2 en los procesos de detoxificacion
(capitulo 5). Al igual que ocurre en S. cerevisiae, Aure2 fue sensible a Cd*" (figura 39).
Para estudiar si la ausencia de las actividades enzimaticas GPx y glutation S-transferasa
asociadas a HpUre2 en Aure2 podria influir en la desregulacién de la homeostasis del
Ca® y en la falta de activacion de la calcineurina, decidimos transformar nuestra cepa
Aure2 con el gen ScURE? con el fin de analizar si ScURE? era capaz de complementar
los fenotipos de HpAure2 relacionados con la tolerancia a sales. Para ello el gen
ScURE? se expreso bajo el control del promotor del gen YNRI, regulable por la fuente
de nitrogeno y altamente inducible por nitrato. En primer lugar, con el fin de verificar
que ScURE?2 se expresaba bajo las condiciones de estudio utilizadas se crecieron los
transformantes HpAure2ScURE2 en presencia de Cd*" y se observd que recuperaban
casi completamente la tolerancia a Cd*" (figura 39). Este resultado sirvié asimismo para
verificar que las actividades glutation S-transferasa y glutation peroxidasa asociadas con
ScUre2 eran activas en H. polymorpha. Con el fin de verificar que ScUre2 era capaz
igualmente de ejercer represion catabodlica por nitrégeno en H. polymorpha decidimos

medir los niveles de actividad NR de las cepas WT, Aure? y de los transformantes
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HpAure2ScURE? incubando las células en presencia de amonio mas nitrato. La
expresion de ScURE?2 en Aure2 provocd la caida de la actividad NR a niveles incluso
inferiores a los observados en la cepa silvestre (figura 40). De acuerdo con este
resultado, los transformantes HpAure2ScURE?2 recuperaron totalmente la tolerancia a
clorato (figura 39) lo que nos permitid6 concluir que ScUre2 es capaz de ejercer
represion catabolica por nitrégeno en H. polymorpha. Sin embargo, si bien la expresion
de ScURE? fue capaz de restituir la tolerancia a Cd*" y la actividad NR en condiciones
de represion, no sucedié lo mismo con la tolerancia a Li" (figura 39) ni con la actividad

NR en nitrato (figura 40).

Control CdCl, 0.4 mM

WT
Aure2
HpAure2ScURE?2
Células 10° 10° 10" 10° 10° 10° 10" 10°

LiCl 20 mM KCIO, 50 mM
WT
Aure2

HpAure2ScURE?2
Células 10° 10° 10" 10°  10° 10° 10* 10’

Figura 39. La expresion de SCURE2 en Aure2 revierte su sensibilidad a Cd*" y
clorato pero no a Li". Las cepas WT, Aure2 y HpAure2ScURE? se sembraron en placa
mediante goteo en medio con NH4Cl 5 mM més NaNO; 1 mM con CdCl,, LiCl, o
KClO; a las concentraciones indicadas. Las células se incubaron a 37°C durante 2 dias.

Estos resultados indicaban que ScUre2 no es capaz de actuar sobre la via de la
calcineurina tal como lo hace HpUre2, por lo que los transformantes HpAure2ScURE?2
seguian manteniendo bajos niveles de activacion de la calcineurina y como resultado

baja expresion de ENAI y de YNRI. Para contrastar esta hipodtesis estudiamos el
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crecimiento de los transformantes HpAure2ScURE?2 en presencia de FK506. Se observo
que la expresion de ScURE2 no fue capaz de revertir el fenotipo de sensibilidad a
FK506 de Aure2 (figura 41). Estos resultados sugerian que ScUre2 es capaz de unir y
retener a HpGatl, pero no a HpGat2, en el citoplasma en presencia de fuentes preferidas
de nitrégeno, de forma que no es capaz de regular los niveles de HpGatl a través de la
regulacion de la homeostasis del Ca®", en la que participa HpGat2, y de la activacion de

la calcineurina.

300 -
NOy NH4' + NO3~
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WT  Aure2 HpAure2 WT  Aure2 HpAure2
ScURE?2 ScURE?2

Actividad Nitrato Reductasa (%)

Figura 40. Actividad NR en las cepas WT, Aure2 y HpAure2ScUREZ2. Las células
crecidas en amonio hasta una DOggy de 2-3, se lavaron e incubaron en nitrato 5 mM
(izquierda) o en amonio 5 mM mas nitrato 2.5 mM (derecha). El grafico muestra la
actividad media de cuatro experimentos independientes + la desviacion estandar. El 100
% de actividad del WT corresponde a 20.9 + 7.5 y 8.9 + 4.2 nmoles nitrito. min™', (mg de
proteina)” en células incubadas en nitrato, y en amonio mas nitrato, respectivamente.
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Figura 41. La expresion de SCURE?2 en Aure2 no afecta a los niveles de activacion
de la calcineurina. Las cepas WT, Aure? y HpAure2ScURE?2 se sembraron en placa
mediante goteo en medio con NH4Cl 5 mM mas NaNO; 1 mM con FK506. Las células
se incubaron a 37°C durante 2 dias.

-77-



11 Resultados y Discusion. Capitulo 11

Todos los resultados expuestos hasta el momento nos permiten esbozar un
modelo de regulacion de ENAI y de los genes sensibles a RCN que engloba a Ure2, a
los factores GATA, Gatl y Gat2 y a la calcineurina (figura 42).

Ure2

Gat2 — .
A

[ca2+] citosdlico

.
Crzl —
Gatl
/ \v
YNR1 YNT1 YNI1 ENA1

Figura 42. Modelo del papel de Ure2 en la homeostasis del Ca’, la asimilacion de
nitrégeno y la tolerancia a sales. Ure2 regula los niveles de Ca®" intracelular via Gat2,
que induce la expresion de PMRI. El contenido de Ca>" en el Reticulo endoplasmatico-
Golgi regula su entrada en la célula. Los niveles de Ca®" citosélicos modulan la
activacion de la calcineurina y é€sta, a su vez, induce la expresion de ENAI y los genes
responsables de la asimilacion de nitrogeno a través de Gatl-Crzl o Crzl. Las lineas
que terminan en punta indican regulacidon positiva. Las lineas que terminan en barras
indican inhibicion. El modelo asume que bajo ciertas circunstancias Ure2 retiene a Gatl
en el citoplasma y que Gat2 es transcripcionalmente activado por Gatl.
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SINOPSIS (CAPITULOS I-1I)

HpURE2 es un gen altamente pleiotropico. Su delecion conlleva multiples
fenotipos facilmente observables como sensibilidad a rapamicina, Na*, Li", Mn**, SDS,
FK506 o resistencia a higromicina B. Estas caracteristicas revelan la existencia de
algunas similitudes con su ortdlogo en S. cerevisiae y lo que es mas importante,

notables diferencias.

Una de las similitudes la encontramos en la fosforilacién de la proteina. Hemos
visto que Ure2 se fosforila en respuesta a fuentes nitrogenadas preferidas y se
desfosforila bajo condiciones de ayuno de nitrogeno y en presencia de rapamicina. Estos
resultados confirman la observacion previa de que en H. polymorpha la via de las
kinasas TOR responde a la fuente de nitrégeno y regula la expresion de los genes de la
asimilacion de nitrégeno. En este contexto, el estado de fosforilacion de Ure2 podria

modular su interaccidon con los factores GATA tal como ocurre en S. cerevisiae.

Una de las diferencias mas importantes entre HpUre2 y ScUre2 es su papel en la
respuesta al estrés salino. Mientras HpAure2 presenta sensibilidad a estos cationes,
ScAure2 es resistente. La mayor acumulaciéon de Li’ y la baja expresion de ENAI en
HpAure2 dan cuenta de dicha sensibilidad. Por su parte la baja expresion de PMAI
descarta que la entrada de cationes esté favorecida. Como ocurre en S. cerevisiae, tanto
la calcineurina como Gatl regulan la expresion de ENAI positivamente ya que cepas
carentes de Gatl y Cnbl muestran bajos niveles de expresion del gen. Dos nuevos
descubrimientos abrieron nuevas perspectivas en esta interesante proteina. En primer
lugar, Ure2 regula claramente los niveles de Ca®" a través de Gat2. En segundo lugar,
este proceso es el responsable del estado de activacion de la calcineurina y lo que es

mas importante, de los niveles de Gatl.

En relacion a los bajos niveles de Ca®" en Aure2, observamos que la ausencia de
Ure2 conducia a una mayor induccion de PMRI, presumiblemente como consecuencia
de la entrada en el nucleo de un factor GATA. La baja expresion de PMRI en Agat? y
los elevados niveles de Gat2 en Aure2 nos permitieron elucidar que el responsable de
dicha induccion era Gat2. En S. cerevisiae, la cantidad de Ca®*" almacenada en el
reticulo, que depende directamente de los niveles de expresion de PMRI, induce una
sefial que modula la entrada extracelular de Ca*". De acuerdo con dicho mecanismo, en

H. polymorpha los elevados niveles de Pmrl en Aure2 conducirian a un descenso en la
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entrada de Ca®", resultando en niveles de Ca®" citosolicos bajos. De acuerdo a nuestra
hipoétesis, la delecion de GAT2 en Aure?2 restaur6 los niveles de expresion de PMR1 y de

2+ . .
Ca”™ alos existentes en una cepa silvestre.

Puesto que el Ca’" activa la calcineurina en respuesta a diferentes estimulos,
esperabamos una pobre activacion de la calcineurina en Aure2. De acuerdo con dicha
hipotesis observamos un fuerte paralelismo fenotipico entre Aure2 y Acnbl: (1) las dos
cepas fueron sensibles a Mn>", Na” and SDS, (2) Aure2Acnb] present6 una sensibilidad
proxima a Acnbl, (3) la expresion de ENAI asi como los niveles de Gatl fueron bajos
en ambas cepas, (4) Aure2 fue muy sensible a FK506 y (5) la expresion dependiente de
calcineurina, evidenciada a través de la expresion de la secuencia reportera 4-CDRE-
lacZ, fue menor en Aure2. Estos resultados nos permitieron entender la escasa
induccion de ENAI en Aure2 en respuesta a Na' y Li" y lo que es mas importante,
determinamos que la regulacion de Gatl por parte de la calcineurina juega un papel muy
importante en la desrepresion de los genes de asimilacion de nitrogeno. Los resultados
obtenidos por el grupo hasta el momento indicaban que la RCN esta casi completamente
abolida en Aure2. En este sentido HpUre2 parece actuar como en S. cerevisiae,
reteniendo fuera del nticleo a los factores GATA cuando el medio contiene una fuente
de nitrogeno preferida. Sin embargo, en Aure? la desrepresion de los genes de
asimilacion de nitrato en presencia de nitrato estd afectada de forma negativa. Ahora

sabemos que se debe a los bajos niveles de Gatl presentes en Aure?.

La expresion de ScURE2 en HpAure2 nos reveldé que HpUre2 exhibe una
regulacion mas compleja y amplia que ScUre2. Asi, ScUre2 recuperd la tolerancia a
Cd*" y la RCN de Aure2. Este rescate esta asociado con la actividad GST y GPx de
ScUre2 y con su capacidad para retener a HpGatl fuera del nucleo en presencia de
fuentes preferidas de nitrogeno como el amonio. Sin embargo, la tolerancia a Li" y la
actividad NR no fueron complementadas, indicando la incapacidad de ScUre2 de activar
la calcineurina en HpAure2. Estos resultados estdn de acuerdo con el mecanismo de
accion de HpUre2, es decir, de su capacidad para interaccionar directamente con Gatl
pero también indirectamente controlando sus niveles a través de la homeostasis del Ca**
y de la activacion de la calcineurina. Sin embargo, ScUre2 parece interaccionar
unicamente con HpGatl mientras que HpUre2 lo haria tanto con HpGatl como con
HpGat2, involucrado en la expresion de PMRI y por tanto en el mantenimiento de la

homeostasis del Ca*".
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Finalmente, la menor actividad H'-ATPasa de membrana plasmatica en Aure2
podria ser consecuencia, ademas de la menor expresion de PMAI, de los bajos niveles
de Ca*" de la cepa. En ese sentido en S. cerevisiae, existen evidencias acerca de la
conexion del metabolismo del calcio y la activacion inducida por glucosa de la H'-
ATPasa (Tropia et al., 2006). Recientemente se ha propuesto que el incremento en las
concentraciones de calcio mediado por glucosa actuaria como una sefial para la
activacion de Pmal, de forma dependiente a Pkcl (Pereira et al., 2008). Es importante
destacar que los mecanismos de regulaciéon que controlan la actividad de Pmal son

principalmente postraduccionales (Portillo, 2000).

En resumen, se ha elucidado el papel central que juega Ure2 en la homeostasis

del Ca*"y su implicacion en la activacion de la via de la calcineurina y la H'-ATPasa.
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Supplemental Material can be found at:
hitp:/fwww jbe.orgiconientisuppl2010/08/28/M110.146202 DC1 .html
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Disruption of HpURE?2 resulted in a low expression of genes
encoding nitrate-assimilatory proteins; sensitivity to Li*, Na™,
and Cd?**; no induction of FNAT; low levels of the GATA-tvpe
transcription factor Gatl;
Gatl levels were also very low in a Acebi mutant lacking the
regulatory subunit of calcineurin. The strain Aure2 was very
sensitive to the calcineurin inhibitor FK506 and displayed sev-
eral phenotypes reminiscent of Acnb1. The reporter 4xCDRE-
lacZ, containing calcineurin-dependent response elements in
its promoter, revealed that calcineurin activation wasreduced in

1y Ari10D Fyxmenccion of CATIRDCY AsvnD rncrrin Ad nitrooan
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catabolite repression and Cd** tolerance but not those pheno-
types depending on calcineurin activation, such assalt tolerance
and nitrateassimilation gene derepression. HpAure2 showed an
increased expression of the gene PMRI encoding the Golgi
Ca*'-ATPase, whereas that of PMCI encoding the vacuolar
Ca”*-ATPase remained unaltered. PMR1 up-regulation was
abolished by deletion of the GATA-type transcription factor
GAT2 in a HpAure2 genetic background, and normal Ca2™" lev-
els wererecovered. Moreover, overexpression of GAT2 or PMR1

and low intracellular Ca®* levels.

yielded strains mimicking the phenotype of the HpAure2, This
suggests that the low Ca?* levels in the HpAnure2 mutantare due
to the high levels of Pmr1 that replenish the Golgi Ca®* contenr,
thus acting as a negative signal for Ca®* entry into the cell. We
conclude that HpUre2 is involved in salt tolerance and also in
nitrate assimilation gene derepression via Ca>* homeostasis
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regulation and calcineurin activation, which controel the levels of
Gatl.

In Saccharomyces cerevisiae, Ure2 plays a central role in
nitrogen catabolite repression (NCR)® (i.e. the genes related to
the utilization of poor nitrogen sources are repressed in the
presence of preferred nitrogen sources) (1). The first insights
inta L/RF2 were obtained by Lacroute et al (2, 3), wha isolated
ure2 mutants incapable of carrying out NCR. They also isolated
[URE3], a non-Mendelian, non-mitochondrial mutation with
the same phenotype as ure2 (4, 5). [URE3] later proved to be an
altered form of Ure2 inherited by prion mechanisms (6). NCR
involves the localization of GATA-type transcription factors
GIn3and Gat1 outside the nucleus, in the presence of preferred
nitrogen sources. This prevents the expression of genes related
to the utilization of poor nitrogen sources. In this framework,
Ure2is involved in cytoplasm localization of GIn3 (1, 7-9). Sev-
eral studies show the relationship between the TOR signaling
pathways and NCR. Thus, in the presence of the Tor (target of
rapamycin) kinase inhibitor rapamycin, both Gatl and Gln3 are
present in the nucleus, as occurs in poor nitrogen sources; in
addition, Ure2 was [ound to be phosphorylated (7, 10, 11). The
Apre2 strain also shows an improvementinNa " and Li* toler-
ance, this being due to the induction of the Na™ extrusion
ATDase gene, ENA 1, which is positively modulated by Gat1 and
GlIn3(12). Likewise, L/RE2 deletion suppresses the sensitivity of
caleineurin mutants to Na*, Li*, and Mn®", increasing their
survival during treatment with mating pheromones; this
depends on Gln3 and Enal (13). Molecular cloning of L/RE2 by
Magasanik's group, besides confirming its role in NCR,
revealed that it encodes a protein with high similarity to gluta-
thione S-transferases (GST) (14). Despite this, such in vitro
activity has not yet been detected. However, Cooper and co-
workers (15) found that Aure2 mutants are hypersensitive to
cadmium and nickel ions and hydrogen peroxide. Nevertheless,
using recombinant Ure2, glutathione peroxidase (GPx) activity

®The abbreviations used ar2: NCR, nitrogen catabolite repression; GPx,
ylulathione peroxidase; NR, nilrale reduclase; gRT-PCR, quanlilalive
RT-PCR; CDRF, ralcineurin-dependent response slement; FR, endoplas-
mic reticulum.
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with cumene hydroperoxide, hydrogen peroxide, or teri-butyl-
hydroperoxide as substrates has been reported (16).

Hansenula polymorpha is able to use nitrate as sole nitrogen
source. Nitrate enters cells via the high affinity nitrate trans-
porter Yntl (17-19). It is reduced to ammonium by the consec-
utive action of nitrate and nitrite reductase. YNT1, YNRI, and
YNIT genes, respectively, encode the main high affinity nitrate
transporter, nitrate reductase (NR) and nitrite reductase. These
three genes are subjected to NCR in response to preferred
nitrogen sources, such as ammonium or glutamine (19, 20).
Their expression is also dependent on nitrate induction medi-
ated by two Zn(I1),Cys, transcriptional factors, Ynal and Yna2
(20). However, the mechanisms underlying NCR in H. polymor-
pha are unknown. In Neurospora crassa, the protein NMR1 is
involved in the negative modulation of nitrate assimilation
genes and others involved in the utilization of non-preferred
nitrogen sources. NMR1 interacts with the GATA factor NIT2
inthe presence of preferred nitrogen sources to prevent NIT2-
dependent gene transcription (21, 22). In Aspergillus nidulans,
NmrA acts similarly to NMR1, on the GATA factor AreA (23).
However, neither NMR1 nor NmrA is similar to Ure2. More-
over, gstA, a URE2 ortholog in A. nidulans, is not involved in
NCR but contributes to heavy metal and xenobiotic compound
tolerance (24).

Because the nitrate assimilatory pathway in the yeast H. poly-
marpha is known to he subject ta NCR, we investigated the
mechanism involved. One question was whether NCR is
framed within Ure2 activity in H. polymorpha, as in S. cerevi-
siae, or viamechanisms closer to those reported for filamentous
fungi. Once we found that Ure2 was involved in H. polymorpha
NCR. we focused on its mechanisms of action because these
have only been studied in depth in S. cerevisiae.

We found that HpAure2 showed sensitivity to Na* and Li™,
in contrast to S. cerevisiae, and an unexpected drop in nitrate
assimilation gene expression. We concluded that Ure2 is in-
volved in nitrogen catabolite repression and salt tolerance via
Ca®* homeostasis and calcineurin in H. polymorpha.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Yeast Strains and Growth Conditions—The H. polymorpha
strains used in this work and their genotypes are listed in sup-
plemental Table I. All strains are derivatives of NCYC495 leu2
ura3 strain. L'he wild type (W'1') was obtained by transforming
this strain with integrative vectors bearing HplURA3 and
HpLEU?2. Yeast cells were grown with shaking at 37 °C in YPD
medium (1% [w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 2% (w/v)
glucose) or synthetic medium containing 0.17% (w/v) yeast
nitrogen base, without amino acids and ammonium sulfate
(Difco), 2% (w/v) glucose, and the nitrogen source indicated in
each case. Synthetic medium containing (.67% yeast nitrogen
base without amino acids (Difco), 2% (w/v) glucose buffered to
pH 5.5 with 50 mm MES-Tris (buffered synthetic medium) was
used in some experiments. Whenever necessary, media were
supplemented with 0.23 mMm leucine and 0.19 my uracil.

Nucleic Acid Isolation and Quantitative Real-time PCR—
Yeast DNA and A DNA were isolated as described elsewhere
(25). Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit'™,
according to the manufacturer's instructions (Qiagen). RNA
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integrity was electrophoretically verified by ethidium bromide
stamning and 4,.,/4,,, ratio. Genomic DNA was removed with
10 units of RNase-free DNase (Roche Applied Science) for each
10 pg of RNA. DNase treatment efficiency was checked by
the absence of PCR products using HpACTI as a template.
Total RNA (1 wg) was reverse transcribed using the commer-
cial TagMan® kit aceording to the manufacturer’s instructions
(Applied Biosystems). Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) was
carried out in the iCycler iQ real-time PCR detection system
(Bio-Rad) using the Fast Start SYBR Green Master master mix
(Roche Applied Science). Four serial dilutions of eDNA, 3 ul of
each, wereamplified in triplicate for each amplicon in a volume
of 20 pl. The relative changes in gene expression from gqRT-
PCR experiments were analyzed as described (26). HpACTI
was used as a reference gene.

Gene Disruption and Yeast Vectors—URE2, CNB1, GATI,
GAT2,and PMC1 disruption is described in the supplemental
material. All of the nr'lmpr sets for PCR-mediated gense rhcrnn—
tion, tagging, or qRT PCRare described in supplemental Table
I1. All vectors are described in supplemental Table III.

nlIRE2, nGAT2, and nPMRI—Strains bearing several copies
of LURE2 (nURE2) GAT2 (nGAT?), or PMRI (nPMR1) were
obtained by multiple integration of vectors pGEM-URE2-
URA3, pGEM-GAT2-UURA3, and pGEM-PMRI-LEU?2. These
contain the genes URE2, GAT2, and PMR! and were linearized
at the [/IRA2 marker gene with Bglll orat the LE[/2marker gene
with BstlI to facilitate target integration.

lacZ Gene Fusions—The pHPI 359 vector (27) was used to
fuse ENAI and PMR1I gene promoters to lacZ, yielding pENA 1-
lacZ and pPMR1-lacZ. The regions from —1164 to +39 relative
to the ATG of ENAZ and —1009 to +39 of the PMRI were
amplified by PCR using Pfu from genomic DNA using the prim-
ers ENA1-lacZ-F and ENA1-lacZ-R for ENA 1 and using PMR1-
lacZ-F and PMR1-lacZ-R for PMRI. The vector pAMS367
bearing 4xCDRE-lacZ (kindly provided by M. Cyert, Stanford
University) was modified at the Stul site by introducing the
H. polymorpha LEU2 marker.

Growth Tests—The sensitivity of different yeast strains to
cations and other compounds was assayed by a d.rup Lesl.
Strains were grown in YPD hc[ma medium, and then cuitures
were diluted to obtain 10° to 102 cells in 5 pl and then spotted
on solid medium.

Epitope lagging of Ure2, Gatl, and Gat2—Ure2, Gatl, and
Gat2 were tagged at their C termini with six copies of the pep-
tide epitope from the HA protein of human influenza virus
using the vector pHA 1. This vector derives from pANL31 (28),
which contains the eGFP (green fluorescence protein) ORF and
the zeocin resistance marker (ble). The eGFP sequence was
replaced by a 256-bp fragment containing six copies of the IIA
epitope nbtained by PCR using the pair of oligonucleotides tagF
and tagR from the S. cerevisiae vector pYM3 (29). The +1 to
+905 DNA region from URE2 was amplified by PCR using the
primers Ure2exp-F and Ure2-HAtag-R, the +401 to +1523
DNA region from GAT1 was amplified using the primers
GAT1GFP-F and GAT1GFP-R, and the +46 to +1278 DNA
region from GAT2 was amplified using the primers GAT2-
HA-F and GAT2-HA-R. All sequences were cloned in frame
with the 6HA sequence to render the vectors pHA-URE2, pHA-
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GAT1, and pHA-GA12. T'hese were linearized at the Bell, Narl,
and Nrul sites, respectively, to facilitate their homologous inte-
gration and used to transform yeast. Transformants were
selected by growth on YPD plates containing 100 pg/ml
Zeocin™ (Invitrogen). HA tagging was confirmed by PCR with
primers designed to hind outside the construct (C-UURF2-F,
C-GAT1-F, and RT-DAL80-F) and at the HA epitope (tagR).
Western blot analysis using anti-HA antibody (Roche Applied
Science) provided further confirmation.

SDS-PAGE and Imimunoblot—Crude extracts were obtained
from 100 mg of cells in a FastPrep device (Thermosavant
LifeSciences) after 20 s at 6.0 m/s with 300 ul of Lysis Buffer I
(50 mm Tris-HCL, pH 7.4, 15 mm EDTA, 15 mm EGTA, 10 mm
NaN;, 10 mm Na,P,0., 10 mm NaF, 1X Complete Minipro-
tease inhibitor mixture (Roche Applied Science), 2mm PMSE, 1
mu benzamidine, and 0.5-mm diameter glass beads. The super-
natant resulting from the low speed centrifugation of extracts
(820 ¢ gfor 1 min) was clarified at 10,580 X g for 10 min at 4 °C
and mixed with 4% Sample Buffer (4% Sample Buffer: 12%
(w/v) SDS, 6% (v/v) 2-mercaptoethanol, 30% (w/v) glycerol,
0.05% (w/v) Serva blue G, 150 mm Tris-HCI, pH 7). Samples
were heated at 95 °C for 7 min and then subjected to SDS-PAGE
and immunoblot. Mouse monoclonal anti-HA antibodies
(1:1000; Roche Applied Science) and Immobilon Western (Mil-
lipore) were used to detect Ure2, Gatl and Gat2.

Measurement of Ca’" Intracellular Content—Ca®" content
of the cells was determined as described previously (30). Briefly,
samples of cells were filtered, washed twice with ice-cold 100
mM MgCl,, and extracted with 100 mm HCL Ca*" was deter-
mined by atomic absorption spectrophotometry.

DNA Sequencing—DNA sequencing was performed using
Amplytaq polymerase with a BigDye Terminator version 3.1
cycle sequencing kit on an automated DNA sequencer (ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer).

Miscellaneous Methods—Yeast cells were electrotrans-
formed as described previously (31). B-Galactosidase activily
was determined as in Ref. 27. Determinations of lithium influx
and efflux were previously described (32).

RESULTS

Maolecular Cloning and Sequence Analysis of HplIRE2—An
HpURE2 partial DNA sequence is present in the H. polymorpha
genome data base (Genolévures) (32). Rased on this se-
quence, a 462-bp DNA fragment was obtained by PCR and
used Lo screen an H. polymorpha AEMBL3 genomic library
(34). Several phages were isolated, and DNA sequencing of the
phage A12 revealed the presence of the whole HplURE2 ORF,
along with other ORFs. This contained 906 bp encoding a pro-
tein of 34.3 kDa. The sequence of HplURE2 has been deposited
in GenBank™ under accession number AJ698949.

BLASTp analysis revealed the highest identity of HpUre2,
about 70%, with Ure2 of different yeasts, such as Debaryomyces
hansentii, Pichia stipitis, Candida maltosa, and Candida albi-
cans. The identity with ScUre2 decreases to 63%. Identity was
also found with different members of the GST superfamily. For
more details, see the supplemental material.
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TABLE 1
NR activity of WT and Aure2 strains

Cells were grown in synthetic medium plus 5 mM ammonium to an ODgg, of 2-3,
washed, and incubated with 5 mM nitrate or with 2.5 mu nitraze plus 5 mM ammo-
nium for 2 h. NR activity is expressed as a percentage = 5.E. from four independent
experiments. 100% NR activity of WT corresponds to 20.9 = 7.5 and 8.9 + 4.2 nmol
of nitriteemin™"+{mg of protein) " in cells incubated in nitrate and ammonium plus
nitrate, respectively.

NR activity
NOS N0 + NHF
% %
wT 100 100
Aure2 851274 158 * 50.4
Aure2 URE2 115 = 142 116 = 315
nliRE2 105 = 36.6 37.7 = 201
TABLE 2

Analysis of nitrate assimilation gene expression in WT and Aure2
strains

Ammonium-grown cells of the WT and Aure? were washed and incubated in syn-
thetic medium containing 5 mM ammonium, 5 mM nitrate, or 5 mM ammonium plus
2.5 mM nitrate. Relative expression was determined by gqRT-PCR. The experiments,
only one of which is shown, were repeated three times without significant differ-
ences. NI, not cetermined.

Nitrate assimilation gene expression

Aure2® wT?
NOy NO; + NHy NO; NO3; + NHy
YNRI 0.7 4 9700 240
YNII 0.5 4 ND ND
YNT1 0.6 4 ND ND
GAPI 12 1 3 1
URE2 0 0 5 2

4 The expressicn is normalized to the WT in the same medium.
” The expression is normalized to the expression in ammonium. HpACT1 was used
as reference gene.

Hplire2 Is Responsible for Nitrogen Catabolite Repression
and Derepression—T o test the role of Hpl/RE2in NCR, a Aure2
null mutant strain was obtained. NR activity, induced by nitrate
and repressed by preferred nitrogen sources, was used as a read-
out of NCR. In nitrate plus preferred nitrogen sources, such as
ammonium, NR was higher in Aure2 than WT (Table 1), indi-
cating that NCR was almost abolished in Anre2. Indeed, qRT-
PCR showed that in nitrate plus ammonium, nitrate assimila-
tion gene expression was higher in Aure2 than WT (Table 2).
However, it was very striking that in nitrate, Aure2 presented
lower NR activity than WT and also lower nitrate assimilation
gene expression, indicating that these genes are not fully dere-
pressed in the absence of URE2.

To gain further insight into HpUre2 regulation, we studied
its phosphorylation state in response to rapamycin, to which
HpAureZ (Tig. 1), like ScAure2, was very sensitive (35), and to
nitrogen sources. As shown in Fig. 1, Ure2 was phosphorylated
in response to preferred nitrogen sources, mainly in glutamine,
and became dephasphorylated in synthetic medium without
any nitrogen source or proline. Rapamycin also triggered Ure2
dephosphorylation.

These results allow us to conclude that {/RE2 is involved
in NCR in H. polymorpha, although the lower expression of
nitrate assimilation genes YNT1, YNR1, and YNI{ in Aure2 also
indicated a positive role of Ure2. Moreover, the HpUre2 phos-
phorylation state depends on the nitrogen source, most likely
via the TOR signaling pathway.

Ure2 Is Involved in Na™/Li* Telerance—In S. cerevisiae,
Ure2is involved in salt tolerance (12, 13), which prompted us to
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FIGURE 1. Rapamycin and nitrogen sources regulate Ure2 phosphoryla-
tion. A, Ure2—6HA electrophoretic mobility. Ure2-5HAwas analyzed by SDS-
PAGE from cells grown to early exponential phase in synthetic medium plus 5
mM ammeonium (time 0, lane 1), washed, and then deprived of nitrogen for 15,
30, and 170 min (lanes 7-4) or incubated 15, 30, and 120 min in synthetic
medium plus 5 mM glutamire (lanes 5-7). Cells incubated for 120 min in syn-
thetic medium plus 5 v anmmonium or 1 mm proline are also shown (fanes 8
and 9). B, the Ure2 low mobility shift band is due to phosphorylztion. Protein
extracts from cells deprived of nitrogen or incubated in glutamine were
treated with A-protein phosphatase. 50 mm EDTA was added to inhibit A-
protein phosphatase. ¢, rapamycin causes Ure2-6HA dephosphorylation.
Protein extracts from Ure2-6HA strain were incubated for 120 min in 5 mm
glutamine with (+) or without (—) 0.5 pg/ml rapamycin or deprived of nitro-
gen. D, rapamycin growth sensitivity. Serial 10-fold dilutions of the WT and
AureZ? were spotted on solid medium containing YPD plus rapamycin at the
indicated concentration.

45 mM LiCll

Control

0.9 M NaCl

wr LA X I3
IR @ @ & i
Aure? URE2
Ny izd ® ® ® &
Cels 10° 10° 10" 10° 10° 10° 10" 10° 10° 10° 10" 10°
FIGURE 2. Aure2 is sensitive to Li* and Na*., WT, Aure2, Aure2URE2, and
nURE2 strains were grown in YPE. Serial 10-fold dilutions were spotted on pH

5.5 buffered synthetic medium plus LiCl and NaCl at the indicated concentra-
tions. Cells were incubated at 37 °C for 2 days.

study the role of HpUre2 in Na™*/Li™ tolerance. For this, Aure2
was tested for growth in media containing Na™* or Ii* and was
found to be more sensitive to these cations than WT (Fig. 2).
This contrasts with S. cerevisiae, where Aure2 shows greater
Na™ and Li* tolerance than WT (12]. Cation influx indicated
that Aure2 accumulated Li™ faster than W'T. Likewise, the
efflux kinetics showed that Aure2 was unable to extrude Li ' as
WT did (Fig. 3). Because ENAI encodes the main ATPase
involved in Na™/Li* extrusion, we determined its expression
levels in WT and Aure2 by qRT-PCR. Na™ and Li* induced the
level of ENAT in WT between 10- and 13-fold: in contrast, no
induction was observed in Aure2 (Fig. 4). These results rein-
forced our idea that efflux of these cations was impaired in
Aure2. The same results were found using a strain bearing the
ENAI-lacZ construct (data not shown). Our findings allow us
to conclude that Ure2 is positively involved in Na™/Li* toler-
ance, up-regulating ENAT expression.

Ure2 Participates in the Calcineurin-dependent Response
In § cerevisiae, it has been shown that ENA1 expression is subject
to a complex regulatory network, where GIn3, Gatl, and cal-
cineurin are the positivesignals (12, 36, 37). However, in HpAure2,
the expected increase in ENA I expression and concomitant cation
tolerance was not observed. This suggested that GATA factors
and/or calcineurin-dependent ENAI expression could be nega-
tively affected in Anre2. Therefore, we tested calcineurin involve-
ment using its inhibitor FK506 (38). We found that Aure2 was very
sensitive to this macrolide, even in the absence of Na™ or Lit,
which further increased Awure2 sensitivity to FK506 (Fig. 5). This
suggested a positive effect of Ure2 on calcineurin activation. In this
framework, we observed a strong parallelism between Acnb1, lack-
ing the regulatory subunit of calcineurin, and Aure2, in response to
Mn**, Na*, and SDS (Fig. 6). Aure2Acnbl showed a phenotype
very close to Acnb{, although slightly more sensitive, indicating
that Ure2 could even act beyond Cnb1 (Fig. 6). We also found that
ENA1I was scarcely expressed in response to Na' in Acribl, as in
Aure? (data not shown). These results strongly suggested that cal-
cineurin activation in Aure2 was negatively affected.

UIRE2 Deletion Reduces Cal-

A o9, B . cineurin-dependent Gene Expres-
sion and Total Cell Ca®* Content—

2 100 { 2 100 The ettect of Ure2 on calcineurin
z S was measured by 4xCDRE-lacZ re-
E 0 | 80 porter (39) in WT and AwureZ strains.
E '% Aure2 showed about a 2.5 fold
3 0 1 2 604 lower induction of 4xCDRE-lacZ, in
= E response to Na™, indicating poor
2 40 ———* 2w activation of calcineurin-dependent
bt g gene expression in Awure2 (Fig. 7).
Tj 20 5 2 O O—— 5 Because calcineurin activation is
Ca®"-dependent, we studied the

0 ol ™~y o roleof Ca®" in Aure2 phenotypes.

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 The addition of 50 mm Ca®"

Time (min)

FIGURE 3. HpUREZ2 deletion affects cellLi* content. A,Li " accumulation. Cells from WT (@) and Aure2 mutant
(72) were grown in pH 5.5 buffered synthetic medium to an DD, of 0.6-1, washed, and resuspended infresh
medium containing 30 mMm LiCl. Samples were taken forintracellular Li* determination. B, Li* efflux. Cells wers
loaded wilh 30 mm LiCl for 30 min, washed, and resuspended in Li™-lree medium, and intracellular LiT was
determined. The experiments, only one of which is shown, were repeated three times without significant

differences.
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restored Awure? tolerance to Li™,
whereas 6 mm FGTA increased
Aure2 sensitivity to it (Fig. 8). We
also observed that extra Ca®* pro-
duced a higher ENAI-lacZ expres-
sion in WT than in Aure2 (Fig. 9).

Time (min)
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Relative expression
=]

- LiCl NaCl

FIGUREA. Effect of Lit and Na™ on ENAT gene expressionin WT and Aure2
strains. Ammonium-grown cells of the WT (filled bars) and Aure2 (open bars)
were washead and incubated in synthetic medium plus 5 mm ammonium, with
or without 30 mm LiCl or 0.7 m NaCl, for 2 h. Relative expression was deter-
mined by aRT-FCR_Data are expressed as mean values + SF_(error bars) from
three independent experiments. The expression is normalized tc the WT
expression without cations. HPACTT was used as a reference gene.

Control

FIGURE 5. Aure2 is hypersensitive to FK506. WT (left) and Aure2 (right)
strains were grown in YPN._ Serial 10-fold dilutions were spotted an YPD con-
taining 25 wg/ml FK506 with or without 30 mm LiCl. Cells were incubated at
37 °Cfor 2 days.

Control 0.85 M NaCl

Aure2Acnbl
Cells 10" 107

10° 10° 10" 10" 10° 10°
20 mM MnCl,
WT
Awure2
Aenbi
Aure2Acnbl
Cells 10" 10° 10° 10° 10" 10°
FIGURE 6. Aure2 shows phenotypes close to Acnb 1. WT, Aure2, Acnb1,and
Aure2Acnb1 strains were grown in YPD. Serial 10-fold dilutions were spotted

on pH 5.5 buffered synthetic medium plus NaCl er MnCl, or on YPD plus SDS.
Cells were incubated at 37 °C for 2 days.

10 10°

Furthermore, total cell Ca®?™ content was lower in Aure2 with
respect to WT (Fig. 10). Altogether, we conclude that Ure2 is
involved in Ca®* homeostasis and consequently in calcineurin
activation.
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FIGURE 7. Effect of URE2 and GAT2 deletion on calcineurin-dependent
gene expression. Expression was folowed by assaying B-galactosidase
activity in WT (@), Aure2 (O), Agat2 (¥), nGAT2 (2), and Aure2Agat? (M), all
bearing the 4xCDRE-lacZ construct. Cells were grown in synthetic medium
pIusISF mm Smmonium and than incubated in the same medium plus 0.7 M
Mol far £

Mall 107 3 0. cXpenments, oy one of winil
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Evnarimants anlr ane of whick ic shown were renagted three
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6 mM EGTA
Control  40mM LiCl 40 mM LiCl

W1 ®®
Aure2 ®

Cells 10° 10° 10° 10° 10 10° 10" 10° 10°
FIGURE8.Effectof EGTA or Ca’* addition on Aure2 Li* sensitivity. WT and
Aure?2 strains were grown in YPD. Serial 10-fold dilutions were spotted on
synthetic medium containing EGTA plus Licl, LiCl, and CaCl, plus LiCl. Cells
were incubated at 37 *C for 2 days.
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FIGURE 9. Effect of Ca2* on ENAT gene expression in WT and Aure2
strains. ENAT expression was followed by assaying B-galactosidase activity in
WT and Aure2 bearing ENA1-lacZ. Cells were grown in synthetic medium plus
5 mm ammonium. ENAT expression was determined in WT (@) and Aure2 (O)
incubated in the same medium plus 0.7 M NaCl, and in 0.7 m NaCl plus 50 mm

CaCl,in WT (W) and Aure2 (£). Experiments, only one of which is shown, were
cerriec out three timas without significant differences.
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50
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35
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-
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nmol Ca** / mg of cells

WT  Aure2 Aure2dgar2

FIGURE 10. a?t content in WT and Avre2 strains. Cells were
grown in synthetic medium plus 5 mM ammonium to 0Dz, 0.3. Cells were
collected by filtration and analyzed by atomic absorption spectrophotome-
try. Values are expressed as nmol of Ca’"/mg of cells and are the mean of
three measurements in three independent experiments. Error bars, S.E.

Conirol 0.4 M CaCl,
WT
Aure2
Apmcel
AureZApmcl! i
Acubl 90 9% =

Cells  10° 10° 10° 10° 10°  10° 10° 10" 10° 10°
FIGURE 11. URE2 deletion causes activation of Vex1. WT, Aure2, Apmcl,
Aureldpmcl, Acnbl, and AcnbTApmcl strains were grown in YPD; serial
10-fold dilutions were spottec on synthetic medium plus 0.4m Cad; andthen
incubated at 37 °C for 2 days.

To gain further insights into calcineurin activation in
Aure2, we studied the activation of vacunlar H¥/Ca2*
exchanger Vex1. In S. cerevisiae, calcineurin inhibits Vex1-
dependent H™/Ca®* exchange. Calcineurin decreases Ca*
tolerance of pmci mutants by inhibiting the function of
Vexl; this Ca*™* tolerance is restored by inactivation of cal-
cineurin (40). To test the activation of Vcx1 in Aure2, we ana-
lyzed Ca®" sensitivity of Apmcl, Acub1Apmcl, and Aure2Apmcl.
As shown in Fig. 11, Apmcl was very sensitive, whereas
AcnbiApmcl and Aure2Apmcl were more resistant. As ex-
pected, AcnbIApmcl was much more tolerant to Ca’" than
Aure2Apmel because the latter conserves some calcineurin
activity. These results also show the low activation of cal-
cineurin in Aure2.

Gatl Levels Are Regulated by the Calcineurin Pathway, Being
Lower in Aure2 Because ENAI and nitrate assimilation genes
YNTI, YNR1, and YNII are down-regulated in Aure2 and pos-
itively regulated by Gatl, we explored the levels of HpGatl in
Acnbl and Aure2. HpGatl is a positive GATA factor also
involved in nitrate assimilation gene expression in H. polymor-
pha (supplemental Figs. S1 and S2). Accordingly with S. cerevi-
siae Ure2 mechanisms, HpGat1 would enter the nucleus in the
IpAure2 strain, up-regulating LNAI expression. The strain
Agatl showed Li* and Na™ sensitivity, although less than in
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WT Acnbl WT Aenbl WT Acnbl
" "B

Gln NH, NO,

Gatl-6HA

WT Aure2 WT Awre2 WT Aure2

. . B Gatl-6HA
NH/

H NO;
4 s

FIGURE 12. URE2 and CNB1 deletion decreases Gat1 levels, Gat1-6HA lev-
els were analyzed by SDS-PAGE in WT, Aure2, and Acnb]. Cells were grown to
early exponential phase in synthetic medium plus 5 mm ammonium, washed,
and incubated for 120 min in the same medium plus 5 mm glutamine (Gln)
{lanes 1 and 2), 5 mm ammonium (NH, ") (lanes 3 and 4), or 5 mM nitrate (NO, )
(lanes 5 and 6).In A, 10 g of protein from WT and 40 g from Acnbl were
analyzed;in B, 20 pg of protcin from WT and Aure2 were analyzed.

Gln

Aure2, and low levels of ENAI expression (supplemental Figs.
S3 and 54). We found that the Gatl levels in Aure2 were very
low (Fig. 12), in contrast to those found in . cerevisiae (41— 44).
Therefore, HpURE2 deletion did not increase ENA I activation
via Gatl but clearly lowered it. This also explains the lower
derepression of the nitrate assimilation genes YNT1, YNRI, and
YNII in Aure2.

The close correlation between Awre? and Acnbl found
throughout this work led us to ask whether Gatl levels were
calcineurin-dependent. We found that Acnb{ showed even
lower Gatl levels than Aure2 (Fig. 12), allowing us to report
for the first time in yeast that levels of a GATA transcription
factor were controlled by the caleineurin signaling pathway.
In accordance with this, the GATI gene presents a putative
calcineurin-dependent response element (CDRL) (45) in its
5’'-non-coding region. Therefore, the lower levels of Gat1 pres-
ent in AureZ are consistent with the low calcineurin activation
in this strain compared with WT.

To clarify if calcineurin acts on ENA I exclusively via Gatl, we
measured the levels of ENAT expression in Agat] with or with-
out additional 50 mm Ca®". An increase of ENA1 expression
was observed in response to Ca®* (data not shown), suggesting
that ENA induction is under the dual control of calcineurin-
Crzl-Gatl and calcineurin-Crz1. This also explains the higher
sensitivity of Aure2 than Agatl to Na™ and Li™.

Expression of ScURE2 in HpAure2 Dees Not Rescue Cal-
cineurin Activation—Both ScUre2 and HpUre2 present high
similarity to GSTs. ScUre2 shows GPx activity, but in vitre
GST activity has not been reported. However, deletion of
SclURE2 causes increased sensitivity to heavy metal ions,
such as Cd** and Ni** (15). To show whether these poten-
tial enzymatic activities of HpUre2 are responsible for Ca®*
homeostasis and calcineurin regulation, we tested whether
SclIRE2 cxpression was able to complement HpAure2 pheno-
types. HpAure2ScURE2 transformants almost fully recovered
Cd** talerance, indicating that GST and GPx activities associ-
ated with ScUre2 are active in H. polymorpha. NR activity in
HpAure2ScURE2 was lower than HpAure2 in nitrate plus
ammonium (supplemental Table IV). Consistent with this,
HpAure2ScURE2 fully recovered tolerance to chlorate (Fig. 13),
the chlorine analog of nitrate, which is reduced by NR to
the toxic chlorite (46), indicating that ScUre2 was able to
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Control

0.4 mM CdCl,
WT

Aure2
HpAure2ScURE2
Cells

10° 10° 10° 10°

10° 10° 10° 10°

200mM LiCl 50 mM KCIO,

WT
Aure2

HpAure2ScURE2
Cells i’ 10" i0* i’
FIGLIRF 13. ScURE2 expression in Hp Aure2 rescues Cd?* and chlorate tol-
erance but not Li* tolerance. WT, Aure2, and HpAure2ScURE2 strains were
grown in YPD. Setial 10-fold dilutions were spotted on synthetic medium
containing 5 mm ammonium and 1 mm nitrate plus CdCl,, LiCl, and KCIO; at
the indicated concentrations. Cells were incubated at 37 °C for 2 days.

N T T
i i 1

20 pg/ml FK506

Control

WT 'S
VA ® 9 ©
Hpaure2scURE2 IS0 T

Cells 10°10° 10" 10° 10°
FIGURE 14. ScURE2 expression in HpAure2 does not rescue FK506 toler-
ance, WT, Aure2, HpAure25cURE2 strains were grown in YPD. Serial 10-fold
dilutions were spotted on synthetic medium containing 5 mm ammonium
and 1 mm nitrate plus FK505. Cells were incubated at 37 °C for 2 days.

10°10° 10" 10 10°

exert NCR in H. polymorpha. However, SclURE2 expression
did not rescue either Li* tolerance (Fig. 13) or NR activity lev-
els (supplemental Table IV). These levels were lower in
HpAure2SclURE? than in WT, in both nitrate and nitrate plus
ammonium (supplemental Table IV). In nitrate, NR activity is
consistently lower in SclURE2HpAure2 than in HpAure2; this
could be due to the low levels of Gatl in this strain and also to
the capacity of ScUre2 to bind Gatl even in the presence of a
non-preferred nitrogen source like nitrate (supplemental Table
IV). Therelore, these resulls indicate that ScUre2 was unable
to activate calcineurin as HpUre2 does. The sensitivity of
HpAure2ScURE2, like that of Aure2 to FK506 is consistent with
this (Fig. 14).

PMR1 Expression Is Regulated by UreZ through Gat2—To
maintain cytosolic Ca®** homeostasis in S. cerevisiae, cal-
cineurin regulates the expression ot PMC1 and PMR1, encod-
ing P-type Ca®*-ATPases involved in Ca®" transport into the
vacuole and ER-Golg, respectively (47, 48). Analysis of PMRI
and PMCI gene expression in H. polymorpha revealed that
PMR1i-lacZ levels were higher in Awure? than WT, whereas
PMC1 expression remains unaltered in Aure2 (Fig. 15). More-
over, adding extra Ca®" produced higher induction in WT than
in Aure2 (Fig. 15). This result suggests that the lower levels of
intracellular Ca*" observed in Aure2 are due to the constitu-
tively high PMR1 expression because this would increase ER-
Golgi Ca*>* replenishment, and as a result, Ca>* entry into cells
would decrease. In S. cerevisiae, the Apsnrl mutant consider-
ably increases Ca®* entry into cells via a capacitative Ca*"
entry, similar to that found in mammals (49-51). In light of the
current S. cerevisiae Ure2 mode of action, in HpAure2 a GATA
factor would enter the nucleus, activating PMR1. Analysis of
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FIGURE 15. Effect of URE2 and GAT2 deletions on PMRT gene expression.
PMR1 expression was determined by assaying 8-galactosidase activity in WT
(@), Aure2 (D), Agat2 (W), nGAT2(V), and Aure2Agat2 (M) bearing PMR1-lacZ.
Cells were grawn in synthetic medium plus 3 mMammonium and then incu-
bated in the same medium plus 5 mm CaCl, for 2 h. Experiments, only one of
which is shown, were repeated three times without significant differences

Control 0,01 % SDS 20 mM MnCl, 30 mM LiCl

WwWT
Aiire2

Cells 100 10° 1¢* 10" 10° 10° 10° 10° 10" 10° 10" 10°
FIGURE 16. PMR1 overexpression (nPMR1) reproduces Aure2 pheno-
types. Cells were grown in YPD; serial 10-fold dilutions were spotted on syn-

thetic medium plus 0.01% SDS, 20 mm MnCl,, and 30 mm LiCl and then incu-
bated at 37 °C for 2 days.

PMRI expression in strains lacking the positive GATA factors
HpGATI1, HpGLN3, and HpGAT2 revealed low PMRI expres-
sion in Agat2, even in the presence of Ca®* (Fig. 15). HpGat2
presents a close sequence similarity with ScGatl and HpGat1
(supplemental Figs. 51 and S2). Nevertheless, its deletion has no
effect on Li~ and Na™ sensitivity, unlike Gatl (supplemental
Fig. 53). In accordance with the observed role of Gat2 in regu-
lating PMRI, a strain bearing multicopy CAT2 (nGAT2)
showed high PMRI expression levels, equal to those seen in
Aure2. On the other hand, GAT2 deletion to obtain
Aure2Agat2restored PMR1 expression to those levels observed
in WT (Fig. 15). We also determined calcineurin-dependent
gene expression by 4xCDRE-lacZ in Agat2, Aure2Agat2, and
nGATZ; in the latter, this expression was the same as in Aure2,
whereas deletion of GAT2 led to higher levels of expression
(Fig. 7). Furthermore, overexpression of PMRI by increasing
gene dosage reproduces Aure2 phenotypes (Fig. 16). We con-
cluded that Ure2 is involved in Ca>* homeostasis via Gat2,
which is responsible for PMR1 regulation.

Gat2 Levels Are Regulated by Calcineurin and Gatl—Be-
cause Gat2 plays a key role downstream from Ure2, we deter-
mined Gat2 levels in AcubI and Aure2. Acnb1 showed very low
levels of Gat2, almost undetectable by Western blot, whereas in
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FIGURE 17.CNB1 and GAT1 deletion decreases Gat2 levels, whereas URE2
deletion increases them. GatZ-6HA levels in W1, AureZ, Acnb1, and Agat1]
were analyzed by SDS-FAGE. Cells grown to early exponential phase in syn-
thetic medium plus 5 mM ammonium were washed and incubatad for 120
min insynthetic medium plus 5 mm glutamine (Gln), 5 mMm ammonium (NH, ),
or 5 mm nitrate (NO; ). 50 pg of protein were analyzed.
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FIGURE 18. Working model for role of Ure2 in Ca®* homeostasis, nitrate
assimilation, and ENAT gene expression. Ure? regulates Ca®™* cell content
via Gat2, which acts transcriptionally on PMR1. Pmr1 regulates Ca*™ levels in
ER-Golgi, which in turn act on total Ca®* content in the cell, modulating cal-
cineurin activation. This induces ENAT and nitrate assimilation gene up-reg-
ulation via Crz1 — Gat1. ENAT is also induced via Crz! directly. Gat2 is tran-
scriptionally activated by Gatl. Lines with arowheads indicale positive
events, whereas lines with bars are inhibitory. Although not shown here, the
model assumes that Ure2 also retains Gatl in the cytosol in the presence of
preferred nitrogen sources.

Aure?2 they were higher than W'T (Fig. 17). Because Gat1 levels
were lower in Acnbl than WT, we studied whether Gat2 was
under the control of Gatl. Indeed in Agatl, Gat2 levels were
about 50% of those in WT (Fig. 17). The high levels of Gat2 in
Aure2 are consistent with our results because we report that
PMRI expression, which is regulated by GA T2, is higher in this
strain. These high GATA factor levels are apparently contradic-
tory with the down-regulation of calcineurin in Aure2. How-
ever, because Ure2 is absent, Gat1 can enter the nucleus freely
to activate GAT2 transcription. The results here reported are
summarized in the HpUre2 working model (Fig. 18).

DISCUSSION

ScUre2 plays a central role in the regulation of nitrogen
metabolism (1, 11, 35, 52) and to a lesser extent in salt tolerance
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(12, 13, 37). HpUREZ2 has been shown to be a highly pleiotropic
gene because its deletion resulted in an assortment of different
phenotypes. Some of the observable characteristics of AureZ
are (i) rapamycin sensitivity; (ii) decreased tolerance to Na™,
Li*, Mn**, and SDS; (iii) proncunced FK506 sensitivity; and
(iv) reduction of nitrate assimilation gene expression (Figs. 1, 2,
5, and 6 and Table 2). These traits reveal similarities but also
important differences between ScUre2 and HpUre2. The main
structural difference between them is the absence of the ()/N-
rich N-terminal region involved in prion-like behavior (54, 55).
We have not yet investigated whether HpUre2 presents such
behavior, either in H. polymorpha itself or using S. cerevisiae as
the host. However, analysis of Aure? revealed a clear involve-
ment of HpUre2 in NCR (Tables 1 and 2), which suggests that
the above N-terminal region seems uninvolved in NCR. This is
consistent with what was found in S. cerevisiae (55), although
new insights into NCR suggest this prion domain contributes to
Ure2 stability and functioning in this process. Actually, this
domain is required for interaction with the GATA factor Gzf3
(56).

Besides I [pUre2, we have also identified two positively acting
GATA factors (HpGatl and HpGat2 (see supplemental mate-
rial)) and one with a negative role (HpGzf3), all showing signif-
icant identity with the . cerevisiae GAT A factors.® Altogether,
these findings indicate that the overall nitrogen regulatory sys-
tem in the nitrate-assimilating yeast H. polymorpha is closer to
S. cerevisiae than to the filamentous fungi A nidulans and
N. crassa, which are also able to use nitrate as the sole nitrogen
source (57, 58). We also found that HpUre2 undergoes phos-
phorylation in response to preferred nitrogen sources and is
dephosphorylated under nitrogen limitation conditions and by
rapamycin (Fig. 1). This confirms our previous observation that
in H. polymorpha, the TOR signaling pathway responds to
nitrogen sources and regulates nitrogen assimilation gene
expression (59). The phosphorylation state of Ure2 could play
an important role in modulating its interaction with the GATA
factors.

Another remarkable difference between HpUre2 and ScUre2
is their role in the response to Na* and Li* stress; whereas
HpAure2 presents sensitivity to these cations (Fig. 2), ScAureZ
is resistant. Greater Li' accumulation and low ENAI expres-
sion account for the Na™/Li™ sensitivity of HpAure2 (Figs. 3
and 4). As occurs in 8. cerevisiae, both calcineurin and Gatl
regulate ENAT positively because strains lacking Gatl (supple-
mental Fig. S4) and Cnb1 (data not shown) showed low levels of
ENAI expression. Two new findings open novel perspectives
on this interesting protein. First, Ure2 clearly regulates Ca®*
cell content via Gat2, which acts transcriptionally on PMRI
(Fig. 15). Second, this process is involved in activaling the cal-
cineurin pathway. Even more important, Gatl levels were
clearly regulated by calcineurin (Fig. 12). Indeed, because it is
widely assumed that Ca®" activates calcineurin in response to
different stimuli (60, 61), a poor activation of calcineurin was to
be expected in Aure2. Accordingly, a strong parallelism in the
behavior of Aenb1 and Aure2 was seen: (i) the two strains were

8B Medina and J. M. Siverio, unpublished results.
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sensitive to Mn?"*, Na™, and SDS; (ii) Aure2Acnbl showed a
phenotype very close to Acnbi (Fig. 6); (iii) ENAI expression
levels were identically low in both strains (data not shown); (iv)
Gatl levels were very low in both (Fig. 12); (v) Aure2 was
remarkably sensitive to FK506 (Fig. 5); and (vi) the lower cal-
cineurin activation in Aure2 was shown using 4xCDRE-lacZ
(Fig. 7). The slight increase in AcnblAure2 sensitivity with
respect to Acnb1 could be due to the role of Ure2 in detoxifica-
tion processes (15). These findings allow us to understand the
scarce induction of ENAI in Aure2 inresponse toNa*/Li". We
are also aware that regulation of Gatl by calcineurin has a spe-
cial significance for nitrate assimilation gene derepression in
H. polymorpha. We emphasize that our results allow us to con-
clude that NCR is almost abolished in Awure2. In this regard,
HpUre2 seems to operate as in S. cerevisiae, retaining GATA
factors outside the nucleus when the medium contains pre-
ferred nitrogen sources (1, 7-9). However, in Aure2, nitrate
assimilation gene derepression in nitrate is negatively affected.
Now we know that this is due to the low levels of Gatl present in
Aure2.

Expression of SclURE2 in HpAure?2 also revealed that HpUre2
displays a more complex regulatory network than ScUre2.
Thus, ScUre2 rescued Cd>* tolerance (Fig. 13) and NCR in
HpAure?2 (Fig. 13 and supplemental Table IV). This rescue is
associated with the GST and GPx activities of ScUre2, respec-
tively, and its capacity to retain HpGat1 outside the nucleus in
the presence of preferred nitrogen sources, such asammonium.
In contrast, Li* tolerance and NR activity were not comple-
mented, indicating the incapacity of Scl/RE2 to activate the
calcineurin in HpAure2 (Fig. 13 and supplemental Table IV).
These results are consistent with our model of the action mech-
anisms of HpUre2 (i.e. its capacity to interact directly with Gatl
but also indirectly acting on its levels via Ca*" homeostasis and
calcineurin). Moreover, SclURE2 expressed in H. polymorpha
seems to interact only with HpGatl, whereas HpUre2 interacts
with HpGatl and HpGat2, which is involved in PMRI up-reg-
ulation to maintain Ca®>* homeostasis (Fig. 15).

Calcineurin has been widely reported to be associated with
GATA factors in mammalian cells, playing an important role
in muscle regeneration and hypertrophy in association with
NFATcl and GATA-2 (62, 63). Blockage of calcineurin down-
regulates GATA-6-DNA binding in differentiated vascular
smooth muscle cells (64). The hypertrophic effects of cal-
cineurin in cardiomyocytes have been linked with its interac-
tion with GATA-4 transcription factor (65).

Regarding lower levels of Ca®" in Awure2 than in WT, we
observed that a lack of Ure2 led to Ca®>"-ATPase PMRI gene
up-regulation (Fig. 15), presumably as a consequence of a
GATA factor being freed from Ure2 and entering the nucleus.
Once the GATA factor is in the nucleus, it can act directly on
PMRI or on a second GATA factor affecting PMR1. We there-
fore propose that PMR1 is regulated by Ure2 through Gat2in H.
polymorpha, because (i) GAT2 deletion led to PMRI down-
regulation (Fig. 15), (i) its overexpression led to PMRI up-reg-
ulation (Fig. 15), and (iii) Aure2 presents high levels of Gat2
(Fig. 17). Because GAT2 is down-regulated in Agat] and Acnbl
(Fig. 17), activation of GAT2 expression by Gatl cannot be
ruled out. In §. cerevisiae, the ER-Golgi Ca®>" store has been
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shown to induce a signal that modulates extracellular Ca®*
entry (49-51), depending in turn on Ca®*-ATPase Pmr1 levels.
We consider that the up-regulation of PMR1 via Gat2 in Aure2
leads to a decrease in Ca®>* entry, resulting in a reduced cyto-
solic Ca®* store. Deletion of GAT2 from the Aure2 genetic
background abolished PMRI up-regulation (Fig. 15), and in
accordance with our hypothesis, Ca®* content was restored to
WT levels (Fig. 10). Furthermore, the activation of Vex1 in
Aure2 could also act concertedly or sequentially along with
PMR1 to reduce the cytoplasmic Ca®>* available for calcineurin
activation.

The Pmrl Ca®'/Mn®'-ATPase negatively regulates the
rapamycin-sensitive TOR complex (TORC1) in S. cerevisiae,
Mn”" in the Golgi being involved in TORC1 signaling inhibi-
tion (66). However, our results are consistent with the role of
Pmrl in Ca®" transport. In agreement with this, Ca®* addition
produced a lower ENA 1-lacZ induction in Aure2 than in WT
(Fig. 9), as would be expected for a strain where Ca** homeo-
stasis is jeopardized.

We have elucidated the mechanisms underlying Ca>* homeo-
stasis, Na™/Li* tolerance, and nitrate assimilation gene dere-
pression involving Ure2 in H. polymorpha, which provide new
insights into the role of this protein. Whether or not the same
mechanisms exist in other yeasts is an intriguing question. So
far, how Ure2 acts in nitrogen regulation and facilitates Na™/
Li* tolerance has only been characterized in S. cerevisiae.
Indeed, the function of ScUre2 in NCR is fully complemented
by the Ure2p of different Candida and Saccharomyces yeast
species (53). In contrast, we report here that Scl/RE2 expressed
in HpAure2 complements NCR but not those phenotypes
where calcineurin is involved, suggesting that the mechanisms
so far elucidated for ScUre2 are not universal.

In summary, we uncover the central role of Ure2 in Ca®"
homeostasis and its implication in calcineurin pathway activa-
tion. The GATA factor Gatl is also shown to be regulated by
calcineurin.
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11I. Resultados y Discusion. Capitulo 3

3. Papel de la calcineurina en la regulacion de la asimilacion de nitrégeno

En los capitulos anteriores se ha descrito la caracterizacion de HpUre2 y su
papel en la tolerancia a sales y en la desrepresion de los genes de asimilacion de
nitrato a través de la regulacion de la homeostasis del Ca’* y la activacion de la
calcineurina. Asi, Ure2 regula la expresion de PMRI a través de Gat2. Pensamos que
los niveles de Ca’" en Golgi inducen una seiial que modula la entrada extracelular de
Ca’ y consecuentemente la activacién de la calcineurina que controla los niveles de
Gatl. La regulacion de Gatl por la via de senializacion de la calcineurina nos condujo
a estudiar en profundidad la relacion de la calcineurina con la RCN y con la induccion

de los genes de asimilacion de nitrato.

3.1 La calcineurina participa en la desrepresion de los genes responsables de la

asimilacion de nitrato

La regulacion de los factores transcripcionales Gatl y Gat2 por la calcineurina
nos indujo a profundizar en el estudio del papel de la calcineurina en la asimilacion de
fuentes de nitrégeno alternativas. Para ello usamos el nitrato como referencia. Como
primera aproximacion, estudiamos el crecimiento de Acnbl en presencia de clorato,
compuesto cuya transformacion a clorito, toxico para la célula, es catalizada por la
nitrato reductasa. El clorato se ha utilizado ampliamente en la busqueda de genes
involucrados en la asimilacion de nitrato (Cove, 1972; Cove, 1976; Kosola y Bloom,
1996). En nitrato tanto en presencia como ausencia de amonio Acnbl mostrd una gran
tolerancia a clorato, a diferencia del WT cuyo crecimiento se inhibe en ausencia de

amonio (figura 43) debido a los mayores niveles de NR.

Control CNN CNP

Acnbl W XN £ I ® ® &
Células 10°10°10°10° 10°10°10°10°  10°10° 10" 10°

Figura 43. Acnbl es resistente a clorato. Las cepas WT y Acnbl se sembraron en
placa mediante goteo en medio con KCIO; 50 mM en NH4Cl 5 mM més NaNOs; 1 mM
(CNN) o en NaNO3; 5 mM mas prolina 1 mM (CNP). Las células se incubaron a 37°C
durante 2 dias.
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Este resultado sugeria la existencia de una baja expresion del gen YNRI en
Acnbl. De acuerdo con dicha hipoétesis, al comparar la expresion del gen YNRI en
presencia de nitrato usando cepas WT y Acnbl, se observo una menor expresion del

gen en Acnbl (figura 44).
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Figura 44. Expresion de YNR1 en Acnbl. La expresion de YNRI se determinod
midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT (@) y Acnbl (©) que portan la
construccion YNRI-lacZ. Las células se crecieron en amonio, se lavaron y se incubaron
en NaNOs; 5 mM durante 2 horas. Se representa los valores obtenidos en un
experimento representativo de 3 independientes.

Con el fin de confirmar que la calcineurina regula la expresion génica de YNRI a
través de la activacion del factor transcripcional Crzl, se determinaron los niveles de
expresion del gen YNRI en la cepa Acrzl. Efectivamente, Acrzl presentd niveles de
expresion de YNRI inferiores al WT y a Acnbl (figura 45). De acuerdo con este
resultado, Acrz! mostrd una mayor tolerancia a clorato que Acnbl (figura 46). Por
tanto, pudimos concluir que la calcineurina regula la expresion de los genes de la

asimilacion de nitrato via Crzl.
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Figura 45. Expresion de YNR1 en Acnbl y Acrzl. La expresion de YNRI se determind
midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT (®) Acnbl (o) y Acrzl (V) que
portan la construccion YNRI-lacZ. Las células se crecieron en amonio, se lavaron y se
incubaron en NaNOs; 5 mM durante 2 horas. Los valores representan la media de 3
experimentos independientes + la desviacion estandar.

Control CNN CNP

WT K K N B
Acnbl & T G &
Acrzl f K XK K= ..‘.‘“‘..9*5
Células 10°10°10*10° 10°10°10°10° 10°10° 10* 10°

Figura 46. Acrzl es resistente a clorato. Las cepas WT, Acnbl y Acrzl se sembraron
en placa mediante goteo en medio con KCIO3; 50 mM en NH4Cl 5 mM mas NaNO; 1
mM (CNN) o en NaNO3; 5 mM mas prolina 1 mM (CNP). Las células se incubaron a
37°C durante 2 dias.
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Puesto que el Ca®" activa la calcineurina, quisimos estudiar el efecto de la
adicién de Ca”" extra asi como de la deplecion del mismo sobre la expresion de YNRI.
Para ello, incubamos la cepa WT en presencia de nitrato mas Ca*" o nitrato mas EGTA,
agente quelante del Ca®’, durante 2 horas. Como se esperaba, el Ca®" actud como
coadyuvante en la expresion de YNRI mientras que el agente quelante EGTA bloqued

en parte su expresion (figura 47).

YNRI-lacZ
Actividad [-galactosidasa (%)

( 30 60 90 120

Tiempo (min)

Figura 47. Efecto del Ca’* y el EGTA sobre la expresién de YNR1. La expresion de
YNRI se determin6 midiendo la actividad B-galactosidasa en una cepa WT portadora de
la construccion YNRI-lacZ. Las células se crecieron en amonio, se lavaron y se
incubaron en NaNO; 5 mM (@) con CaCl, 50 mM (©) o con EGTA 20 mM (V) durante
2 horas. Se representa los valores obtenidos en un experimento representativo de 3
independientes.

Esta observacion junto con la regulacion de los niveles de los factores GATA,
Gatl y Gat2 por parte de la calcineurina, sugeria que la calcineurina participa en la sefial
de desrepresion de los genes involucrados en la asimilacion de nitrato. Sin embargo,
como se comentd en el apartado 6 de la introduccion la sefial de desrepresion tiene un

caracter general, es decir, no solo desreprime la expresion de los genes necesarios para
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la asimilacion de nitrato sino también desreprime los genes responsables de la
asimilacion de fuentes alternativas de nitrégeno. Por ello, estudiamos el patréon de
crecimiento de Acnbl y Acrzl en medios con distintas fuentes alternativas. Ambas
cepas mostraron un crecimiento menor en nitrato, nitrito, prolina y metilamonio
respecto a la cepa WT. Sorprendentemente, también en fuentes de nitrogeno preferidas
como amonio y glutamina, las cepas carentes de calcineurina y Crzl mostraron un

crecimiento deficiente (figura 48).

120 ~

100 -

D e}
S S
1 1

Crecimiento relativo (%)
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[\
]
1

GIn NH,” Pro NO; NO, MA

Figura 48. Crecimiento de Acnbl y Acrzl en diferentes fuentes de nitrogeno. Los
cultivos se iniciaron a una DOgg de 0.2 en medio con glutamina 5 mM (GIn), amonio 5
mM (NH;"), prolina 1 mM (Pro), nitrato 1 mM (NO3) nitrito 1 mM (NOy) o
metilamonio 5 mM (MA) y se incubaron durante 18 horas. Los datos muestran el valor
medio + desviacion estdndar de tres experimentos independientes expresado en
porcentaje. El porcentaje de crecimiento se calculd fijando como 100% la DO alcanzada
por el WT en todos los medios. WT (izquierda); Acnbl (centro); Acrzl (derecha).

Por tanto, se observa que la calcineurina regula la asimilacion tanto de fuentes
preferentes como no preferentes de nitrogeno. El menor crecimiento en amonio y
glutamina podria ser consecuencia de la desregulacion de la permeasa general de

aminoacidos Gapl o los sistemas de transporte de amonio Mep (Boeckstaens et al.,
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2007; Feller et al., 2006). En S. cerevisiae la expresion de GAPI y MEP2 es
dependiente de GIn3 y/o Gatl. Los bajos niveles de Gatl y Gat2 en Acnbl son
consistentes con esta hipdtesis. Ademas en S. cerevisiae, MEPI ha sido definido como
uno de los 163 genes dependientes de calcineurina siendo 2.9 veces mayor su expresion
tras la adicion de 200 mM de CaCl, en ausencia de FK506 que en presencia del
macroélido. El menor crecimiento en nitrato y nitrito podria deberse a la menor expresion

de YNT1I.

3.2 La calidad de las fuentes nitrogenadas regula la activacion de la calcineurina

La ausencia de calcineurina parecia afectar a la asimilacién de diversas fuentes
nitrogenadas. En este punto, nos preguntamos si las fuentes nitrogenadas tendrian efecto
sobre la activacion de la calcineurina. Para contestar a esa pregunta decidimos estudiar
los niveles de expresion de dos genes cuya regulacion es dependiente de calcineurina
como una medida indirecta del nivel de activacion de la calcineurina. GATI, cuyos
niveles dependen directamente de la calcineurina (via Crzl) y ENAI, cuya expresion
depende a su vez de Gatl. En primer lugar, analizamos los niveles de Gatl en una cepa
silvestre incubada en glutamina, nitrato y en ausencia de nitrogeno. Los niveles de Gatl
fueron mayores en presencia de nitrato o en ausencia de nitrogeno (-N) que en
glutamina (figura 49). Por tanto, los niveles de Gatl dependen de la fuente nitrogenada
incrementandose en presencia de fuentes pobres. Este resultado sugiere que la
activacion de la calcineurina podria estar regulada por la calidad de la fuente de

nitrogeno.

Dados los resultados obtenidos respecto a Gatl, decidimos analizar el efecto de
las fuentes de nitrégeno sobre la expresion de ENA 1, gen que tal como se describio con

anterioridad esta regulado por la calcineurina (figura 17).
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Gatl-6HA . . .

o-tubulin s )
-N NO, Gin

Figura 49. La fuente nitrogenada regula los niveles de Gatl. Los niveles de Gatl-
6HA se analizaron mediante SDS-PAGE en la cepa WT. Las células crecidas en NH4Cl
hasta la fase exponencial, se lavaron e incubaron durante 2 h en ausencia de nitrégeno (-
N), en NaNO; 5 mM o en glutamina 5 mM. Se analizaron 10 pg de proteina.

Tanto la incubacion en presencia de nitrato como el ayuno de nitrégeno causaron
un incremento en la induccién de ENA/ en respuesta a Na' respecto a amonio (figura
50). Estos resultados indicaban que la calcineurina es activada por fuentes no
preferentes de nitrogeno. Sin embargo, puesto que la expresion de ENA! estd modulada
positivamente por Gatl y Gatl responde a la calidad de la fuente nitrogenada, se podria
argumentar que la induccion de ENA/ en respuesta a nitrato o ayuno de nitrogeno esta
mediada exclusivamente por Gatl, es decir, de forma independiente a la calcineurina.
Para descartar esta posibilidad llevamos a cabo el mismo experimento con la cepa
Acnbl, es decir, comparamos la expresion de ENA/ en respuesta a Na' en amonio,
nitrato o ayuno de nitrogeno. En este caso no se observd cambios en la expresion de
ENAI. Las evidencias obtenidas respecto a Gatl y ENA/ sugieren que la calidad de la
fuente nitrogenada modula la activacion de la calcineurina. De acuerdo con este
resultado, en S. pombe la expresion de la subunidad catalitica de la calcineurina,
denotada como ppbl ", es inducida en condiciones de ayuno de nitrégeno, condiciéon que
favorece el apareamiento en S. pombe (Plochocka-Zulinska et al., 1995). En relacion a
la activacion de la calcineurina por un nutriente, en S. cerevisiae, se ha visto que la
adicién de glucosa, en presencia de Ca®", en células desreprimidas produce una rapida y
transitoria entrada de Ca’" desde el medio extracelular que provoca finalmente la

activacion de Crzl via calcineurina (Groppi et al., 2011).
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Figura 50. Efecto de la fuente de nitrogeno sobre la expresion de ENALl. La
expresion de ENAI se determin6d midiendo la actividad B-galactosidasa en la cepa WT
portadora de la construccion ENAI-lacZ. Las células se crecieron en amonio, se lavaron
y se incubaron en presencia de NaCl 0,7 M en NH4Cl 5 mM (e), en NaNO; 5 mM (o) o
en ausencia de nitrogeno (V) durante 120 min. Se representan los valores medios de 3
experimentos =+ la desviacion estandar.

3.3 E1 Ca** podria actuar como segundo mensajero en la transduccion de sefial de

la calidad de la fuente nitrogenada

Se sabe que la activacion de la via de la calcineurina depende de cambios en la
concentracion citosolica de Ca®" que actia como sefializador o segundo mensajero en
una gran variedad de procesos fisiologicos en todos los organismos eucariotas. En
levaduras, los cambios en las concentraciones citosolicas de Ca®” participan en el
control del ciclo celular (Hartley et al., 1996; lida et al., 1990a), en la salida de la
detencion de la fase Go/G; tras la limitacion de carbono (Eilam y Othman, 1990; Eilam
et al., 1990; Kaibuchi ef al., 1996), en la deteccion de galactosa y glucosa (Tokes-Fuzesi
et al., 2002), el apareamiento (Nakajima-Shimada et al., 1991; Withee et al., 1997,

Zhang et al., 2006) el procesamiento de proteinas en la via de secrecion (Durr ef al.,,
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1998) y en la adaptacion frente al estrés salino (Nakamura et al., 1993; Mendoza et al.,

1994; Batiza et al., 1996; Mori et al., 1998; Denis y Cyert, 2002).

Los resultados obtenidos nos indujeron a estudiar si las fuentes de nitrogeno
podrian inducir cambios en el contenido intracelular de Ca®". En base a nuestra hipotesis
la presencia de nitrato o la ausencia de nitrégeno promoverian la entrada de Ca>* desde
el medio extracelular lo que produciria la activacion de la calcineurina y con ello la
induccion de las ATPasas responsables de la compartimentalizacion del Ca>". Este
hecho presumiblemente nos permitiria detectar diferencias en el contenido intracelular
de Ca®" en las distintas fuentes de nitrégeno. Efectivamente, tanto la incubacién durante
2 horas en nitrato como en ayuno de nitrogeno provocaron un incremento en el
contenido total de Ca*" de las células (figura 51) siendo mayor el incremento en
ausencia de nitrogeno. Este resultado indica que las fuentes de nitrogeno alternativas
promueven la entrada del Ca®" extracelular y sugiere que el Ca’" actuaria como
sefnalizador de la presencia de fuentes de nitrégeno alternativas. Sin embargo, puesto
que nuestras condiciones experimentales Unicamente nos permiten determinar
diferencias en el contenido total de Ca>*, con el fin de confirmar nuestras hipotesis seria
interesante utilizar la aequorina, un sensor luminiscente de calcio, que permite detectar
los picos en la concentracion citosélica de Ca*’, que normalmente se producen a los

pocos minutos del estimulo, mediante el uso de un luminémetro.

Estos resultados muestran por primera vez la relacion directa entre la activacion

de la calcineurina y la calidad de la fuente de nitrogeno.
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Figura 51. Efecto de la fuente nitrogenada sobre el contenido intracelular de Ca®*".
Las células crecidas en amonio hasta una DOgg de 0.3 se lavaron y se incubaron en
NH4Cl1 5 mM, NaNO; 5 mM o en un medio carente de nitrégeno (-N) durante 2 horas.
Entonces se recogieron mediante filtracion y fueron analizadas mediante
espectrofotometria de absorcion atomica. Los valores representan la media de 2
experimentos independientes, en cada uno de los cuales se realizaron 3 réplicas, =+
desviacion estandar.

3.4 La calcineurina participa en la induccion de los genes responsables de la

asimilacion de nitrato a través de Gat2.

Ademads de la sefial de desrepresion, la expresion de los genes de la via de
asimilacion de nitrato requiere la induccion generada por la presencia de nitrato una vez
en el interior de la célula. Esta via especifica del nitrato estd mediada por los factores
transcripcionales Ynal e Yna2 y se activa una vez que el nitrato entra en la célula. Se ha
visto que al incubar la cepa Aynrl, carente del gen que codifica para la enzima nitrato
reductasa, portadora de la fusion YNRI-lacZ en un medio sin fuente de nitrogeno, la
actividad B-galactosidasa aumenta a lo largo del tiempo, comportamiento que no se
observa en una cepa que presenta actividad nitrato reductasa normal. La causa de esta
desregulacion de la induccion se debe a la acumulacion de las trazas de nitrato en el
interior celular, el cual estd presente en el medio a una concentracion indetectable, es
transportado al interior celular por los transportadores de alta afinidad. Asi la
eliminacion del sistema de transporte de nitrato de alta afinidad (Yntl) bloquea el efecto
de la mutacion Aynrl ya que las trazas de nitrato del medio no pueden ser tomadas y
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acumularse en el interior celular. Por tanto el nitrato se detecta una vez ha entrado en la
célula. Este mecanismo se conoce como induccion gratuita (Navarro et al., 2003). Los
resultados descritos hasta el momento establecen el papel del Ca*" y el estado de
activacion de la calcineurina en la desrepresion de los genes de la via de asimilacion de
nitrato. Sin embargo, nos preguntamos si el Ca® era capaz de reemplazar al nitrato en la
induccion de los genes de la via de asimilacion de nitrato. De ser asi la adicion de Ca*"
produciria el mismo efecto sobre la expresion de YNRI en una cepa Aynrl que en una
cepa AynrlAyntl, carente ademds del transportador de alta afinidad de NOs", Yntl. Al
determinar el efecto de la adicién de Ca** sobre la expresion de YNRI en ambas cepas
en un medio sin nitrégeno se observo como el Ca®" unicamente incrementé la expresion
de YNRI en la cepa Aynrl mientras que la expresion en AynriAyntl no se vio
modificada (figura 52). Este resultado indica que la entrada de nitrato es indispensable
para la expresion de YNRI dependiente de calcineurina y confirma que son necesarias
las dos sefiales, la de desrepresion mediada por el Ca®* y la de induccién mediada por el

nitrato.
120
100
80 1
60 -
40 -

20 A

YNRI-lacZ
Actividad B-galactosidasa (%)

Tiempo (h)

Figura 52. Efecto del Ca®" sobre la expresion de YNRL en las cepas Aynrl e
AynrlAyntl. La expresion de YNRI se determind midiendo la actividad B-galactosidasa
en cepas Aynrl y AynrlAyntl portadoras de la construccion YNRI-lacZ. Las células se
crecieron en amonio. Se muestra la expresion de YNRI en Aynrl en NaNOs 1 uM  con
(o) y sin (e) CaCl, 5 mM y en AynriAyntl en NaNOs 1 uM  con (A) y sin (V) CaCl, 5
mM durante 6 horas. Se representan los valores obtenidos en un experimento
representativo de 3 independientes.

-102 -



1II. Resultados y Discusion. Capitulo 3

Como se establecié en el apartado 2.6, PMRI, que codifica la Ca*"-ATPasa
responsable del transporte de Ca®" al reticulo endoplasmatico-Golgi, es regulado por el
factor transcripcional Gat2. La sobreexpresion de GAT2 provocod el descenso en la
expresion dependiente de calcineurina que se puso de manifiesto por los bajos niveles
de expresion de la construccion 4xCDRE-lacZ. Asimismo, la cepa portadora de
multiples copias del gen PMRI, nPMRI, reprodujo los fenotipos de una cepa Acnbl,
como sensibilidad a Li*, Mn*" y SDS. Estos resultados apuntan a la existencia de una
baja activacion de la calcineurina como consecuencia de un bajo contenido intracelular
de Ca® en ambas cepas. Por tanto es de esperar que ambas cepas presenten bajos
niveles de actividad NR. Con el fin de entender mejor la regulacion positiva del Ca>" y
la calcineurina sobre la expresion de YNRI determinamos los niveles de actividad
nitrato reductasa en ambas cepas, nGAT2 y nPMRI. Tanto la sobreexpresion de GAT?2
como de PMRI provocd un descenso en la actividad nitrato reductasa en presencia de
nitrato (figura 53). Por otra parte, se midio la actividad NR en una cepa mutante Agat2.
Esta cepa presenta una elevada expresion dependiente de calcineurina como
consecuencia de los bajos niveles de expresion de PMRI (apartado 2.6). Por tanto, en
esta cepa se esperaba observar niveles de NR superiores a la cepa silvestre. Sin
embargo, al contrario de lo esperado, Agat2 presentd baja actividad nitrato reductasa,

incluso menor a la observada en las cepas nGAT2 y nPMRI.

100 1

80 -

Figura 53. Actividad NR
60 - de las cepas Agat2,
nGAT2 y nPMR1. Las
células se crecieron en
amonio, se lavaron y se

Actividad Nitrato Reductasa (%)

0 incubaron en medio con
NaNO; 5 mM durante 2
20 | horas. Se representan los
valores medios de 3
experimentos + la
04 desviacion estandar.

WT Acnbl Agat2 nPMRI nGAT2
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Este resultado nos hizo pensar que en ausencia de Gat2 quizé la induccion se
viese afectada. De acuerdo con esta hipdtesis los niveles de expresion de Ynal e Yna2
son menores en un mutante Agat/ (Tejera, 2003) y como se establecio en el apartado
2.7, Gat2 estd regulado positivamente por Gatl. Por ello nos preguntamos si la
expresion de YNAI e YNA?2 estaria bajo el control de Gat2. Para ello, construimos cepas
WT y Agat? portadoras de la construccion YNAI-6HA o YNA2-6HA y analizamos los
niveles de ambos factores mediante inmunoblot. En Agat2, los niveles de Yna2 fueron
menores a los observados en el WT (figura 54). Este resultado indicaba que,

efectivamente, la induccion en Agar2 esta afectada.

WT Agat2 WT Agar2
Yna2-6HA e .-

a-tubulina w | -
Gln NO,

Figura 54. La delecion de GAT2 disminuye los niveles de Yna2. Los niveles de
Yna2-6HA se analizaron mediante SDS-PAGE en células crecidas en amonio, lavadas e
incubadas durante 120 min en medio con glutamina 5 mM o nitrato 1 mM. Se
analizaron 20 pug de proteina. La tubulina se utilizé como control de carga.

Puesto que Gat2 es regulado por la calcineurina via Gatl, decidimos igualmente
medir los niveles de Yna2 en Acnbl, esperando observar también menores niveles de
Yna2. En este caso medimos la expresion del gen YNA2 mediante qRT-PCR en la cepa
WT y en Acnbl incubadas en nitrato. El mutante Acnbl present6 un descenso del 60 %

en los niveles de expresion de YNA2 (figura 55).
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§ 0,4 Figura 55. Expresion de YNA2 en WT y Acnbl. Las
= células crecieron en amonio, se lavaron y se incubaron en
K NaNO; 5 mM durante 2 h. La expresion relativa de YNA2 se
0.2 determind mediante qRT-PCR. Los datos expresan el valor
medio de expresion de 3 experimentos independientes + la
desviacion estandar.
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Los resultados obtenidos sugieren que la calcineurina participa tanto en la
desrepresion como en la induccion de los genes de la via de asimilacion de nitrato. Asi
la calcineurina, activada por las fuentes de nitrogeno alternativas, induce los niveles de
Gatl via Crzl. Gatl induce la expresion de GAT2 y éste a su vez la de YNA2. Gatl e
Yna2 estan implicados en la desrepresion e induccion respectivamente de YNRI. Por
otra parte, Gat2 induce la expresion de PMRI regulando negativamente la entrada de
Ca®" desde el exterior. Este ultimo proceso podria servir como un mecanismo de control
negativo, tanto de la desrepresion como de la induccidn de los genes sensibles a RCN.
Pensamos que dicho mecanismo, es decir, el bloqueo de la entrada de Ca®" es el que
opera en presencia de amonio. No debemos olvidar que el amonio es el producto final

de la asimilacion de nitrato.

Respecto a la necesidad de la presencia de Ynal e Yna2 en la induccion, la
sobreexpresion de cada unos de los factores YNAI e YNA2 por separado es incapaz de
complementar la falta del otro (Guillén, 2006). La presencia en estas proteinas de un
motivo de cremallera de leucina probablemente implicado en dimerizaciéon de estos
factores transcripcionales apoyaria la hipotesis de la formacion de un complejo
heterodimérico entre ambas proteinas similar a los formados por Dal80 y Dehl

(Svetlov y Cooper, 1998).
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Finalmente, medimos también mediante la técnica de qRT-PCR la expresion de
YNRI y GATI. Los resultados obtenidos con respecto a YNRI fueron idénticos a los
observados con YNRI-lacZ (figuras 56 y 44). En cuanto a GATI si bien Acnbl presento
menores niveles de expresion de GAT1, un 25% respecto al WT, éstos fueron bastante
superiores a los observados mediante inmunoblot (figura 24). Este resultado junto con el
hecho de Acrzl presenta mayores niveles de Gatl que Acnbl, podria indicar que la
ausencia de Cnbl podria producir un incremento en la inestabilidad de Gatl que seria

finalmente degradado.

1,2
1,0 1
z
g 08 Figura 56. Expresién de GAT1, YNR1
o e YNA2 en WT (negro) y Acnbl
£ 061 (blanco). Las células crecieron en
.g amonio, se lavaron y se incubaron en
s 0,4 1 NaNO; 5 mM durante 2 h. La expresion
e relativa de los genes se determind
mediante qRT-PCR. Los datos expresan
0,21 el valor medio de expresion de 3
experimentos independientes =+ la

0,0 desviacion estandar.
YNR1I GATI YNA2

3.5 La calcineurina no participa en el trafico intracelular de Yntl

Nos preguntamos si la calcineurina ademas de participar en la regulacion
transcripcional de los genes de la via de asimilacion de nitrato podria tener algin efecto
postraduccional. Para verificarlo, centramos nuestra atencion en el transportador de
nitrato y nitrito de alta afinidad Yntl. Yntl es regulado postraduccionalmente por la
calidad de la fuente nitrogenada. En presencia de fuentes nitrogenadas preferidas Yntl
es ubicuitinado principalmente en las Lys-253 y la Lys270. Esta modificacion dispara la
endocitosis de Yntl y su degradacion vacuolar. Por el contrario, cuando las células son
sometidas a ayuno de nitrogeno Yntl es fosforilado dirigiéndose a la membrana
(Navarro et al., 2006; Navarro et al., 2008). La presencia de la kinasa Nprl es esencial

para la ubicuitinacion y fosforilacion del transportador, de tal manera que la ausencia de
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esta kinasa altera el comportamiento de Yntl en funcién de las condiciones del medio
(Martin et al., 2011). En este sentido, en situaciones de alta estabilidad de Yntl como es
la ausencia de nitrogeno, la interrupcion de NPRI desencadena la desaparicion de las
formas fosforiladas, con el consiguiente aumento en el trafico Golgi-vacuola. Una
situacion opuesta sucede con la ubicuitinacion. En el mutante Anprl se incrementa
considerablemente en situaciones no habituales y con ello aumenta la endocitosis del
transportador. Ademads la sobreexpresion de esta kinasa perturba también la regulacion
de Yntl. En este caso aumentando su estabilidad en situaciones en las que normalmente
esta defosforilado y ubicuitinado (Martin ef al., 2011). Al comparar los niveles de Yntl
de una cepa WT y una cepa Acnbl en presencia de glutamina y en ausencia de
nitrogeno (YG) no se observaron diferencias significativas entre ambas cepas (figura
57). Sin embargo, a tiempo cero existen menores niveles de Yntl en Acnbl en YG. Este
hecho sugiere que la calcineurina podria regular transcripcionalmente a YNT/ si bien no
participa en su trafico intracelular, es decir, no estd involucrada en su regulacion
postraduccional. Por tanto, el papel de la calcineurina en la regulacion de la asimilacion
de nitrato podria ir mas alla de la regulacion de la expresion de YNRI, extendiéndose a

YNTI e incluso a YNII.

A Tiempo (min) B Tiempo (min)
0 20 40 60 80 0O 20 40 60 80
WT '.-.- Yntl WT @ & - Yntl
- e ww @B @& Pmal W s wes s w» Pmal
Acnb] = @ = @ & v Acnb] @ - Yntl
w- - o= @» o« Pmal - a8 @ s we Pmal
YG Gln

Figura 57. La ausencia de la calcineurina no afecta a los niveles de Yntl. Las
células se incubaron en NaNO; 10 mM durante 2 h, se lavaron y se transfirieron a
medio sin nitrégeno (YG) o con glutamina 5 mM, tomando muestras a los tiempos
indicados.
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3.6 E1 Ca*" induce la completa desfosforilacion de Ure2

Uno de los resultados mas relevantes obtenidos durante el presente trabajo fue
determinar que los niveles de Gatl estan regulados transcripcionalmente por la
calcineurina. La comparacion de la expresion de GAT1, de aproximadamente el 25%,
con los niveles de proteina, casi indetectables mediante western-blot, en Acnbl nos
indicaba que mas alld de una regulacion transcripcional podria existir regulacion
postraduccional. Es por ello que nos preguntamos si la calcineurina podria estar
implicada en la localizacion celular de Gatl. Para responder a esta pregunta decidimos
analizar el estado de fosforilacion de Ure2. En S. cerevisiae, en presencia de fuentes
ricas de nitrogeno, Ure2 mantiene en el citoplasma al factor transcripcional GIn3 y
posiblemente a Gatl impidiendo la expresion de los genes relacionados con la
asimilacion de fuentes pobres. Bajo dichas condiciones Ure2 permanece fosforilado
(Cooper, 2002; Beck y Hall, 1999; Cox et al., 2000; Kulkarni et al., 2001). Recordemos
que en H. polymorpha se observa el mismo patron de fosforilacion, es decir, en
presencia de fuentes ricas de nitrogeno como glutamina Ure2 permanece fosforilado
mientras que en respuesta al ayuno de nitrégeno se desfosforila (Apartado 1.1), por lo
que asumimos que HpUre2, tal como ocurre en S. cerevisiae, retiene a Gatl en el
citoplasma en presencia de fuentes ricas y lo libera en presencia de fuentes pobres.
Ademas puesto que la calcineurina es una fosfatasa no podiamos descartar que Ure2
fuera uno de sus sustratos. Por todo ello, estudiamos el estado de fosforilacion de Ure2
en Acnbl bajo condiciones de ayuno de nitrogeno, observando un retraso en la
desfosforilacion de Ure2 respecto a la cepa silvestre (figura 58). Sin embargo, la
desfosforilacion tiene lugar tras 120 min de incubacion lo que sugiere que si bien la via
de la calcineurina participa en su fosforilacion, la calcineurina no es la fosfatasa

responsable. Por tanto, otra(s) fosfatasa(s) participan en dicho proceso.

WT Acnbl WT Acnbl WT Acnbl WT Acnbl

i @D Ik 88 B .
0 0 '

4 80 1207

Figura 58. La via de la calcineurina regula el estado de fosforilacion de Ure2. Las
células se crecieron en amonio, se lavaron y se incubaron en un medio sin nitrégeno
durante 2 h.
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Ademas de estudiar el papel de la calcineurina en la regulacion postraduccional
de Ure2, quisimos indagar en el posible papel del Ca®” en condiciones de ayuno de
nitrégeno. En estas condiciones, como se mostrd anteriormente, aumenta el Ca*"
intracelular, la activacion de la calcineurina y los niveles de Gatl. En este caso se
analiz6 el patron de fosforilacion de Ure2 en una cepa WT en medio sin nitrogeno al
que se afiadi6 50 mM de Ca”" esperando observar una desfosforilacion mas rapida.
Sorprendentemente, observamos la aparicion de una nueva banda de menor tamaifo

(figura 59).

CaCl, - + - + - + - +
— -—— —
-! Py - e Ure2-6HA

- Y

157 300 60 75

Figura 59. E1 Ca*" altera la movilidad electroforética de Ure2. Las células de la cepa
WT se crecieron en amonio, se lavaron y se incubaron en un medio sin nitrégeno con y
sin CaCl, 50 mM durante 75 min.

En el apartado 1.1 se analizé la migracion de Ure2 en respuesta a diferentes
fuentes nitrogenadas observandose dos bandas diferenciadas y una unica banda tras el
uso de A-proteina fosfatasa. Por ese motivo, inicialmente pensamos que Ure2 podria
degradarse bajo estas condiciones tan extremas. Para contrastar nuestra hipdtesis,
incubamos la cepa WT en medio sin nitrogeno con 50 mM de CaCl, durante 1 h, tras lo
cual eliminamos el Ca*" del medio. Ure2 recuperé el patron de fosforilacion habitual en
ayuno de nitrogeno. Ademas se recuperaron también los niveles de proteina por lo que
pudimos descartar que se estuviese produciendo degradacion de la misma (figura 60).
Por tanto, el Ca®" parece inducir la completa desfosforilacion de Ure2. La aparicion de
esta nueva banda indica que el tratamiento con A-proteina fosfatasa no consigue
eliminar todas las formas fosforiladas de Ure2. Este hecho podria corroborarse mediante
el uso de los llamados “venenos metabdlicos” como la azida sodica o el fluoruro
potasico, sustancias toxicas que disminuyen la cantidad de ATP celular mediante la
inhibicion de la fosforilacion oxidativa y cadena respiratoria y el consumo de ATP

celular al ser fosforilado por la hexoquinasa/glucoquinasa, respectivamente.
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Figura 60. EI Ca®" induce la completa desfosforilacion de Ure2. Las células de la
cepa WT se crecieron en amonio, se lavaron y se incubaron en un medio sin nitrégeno
con CaCl, 50 mM durante 60 min, tras lo cual se lavaron varias veces y se inocularon
inmediatamente en medio sin nitrégeno fresco donde permanecieron 15 min.

Con el fin de aportar otra prueba que apoyase la hipdtesis de una induccion de la
desfosforilacion de Ure2 por parte del Ca**, decidimos medir los niveles totales de Ca*"
en Acnbl. En S. cerevisiae, la delecion de la calcineurina conlleva el incremento en los
niveles intracelulares de Ca”" detectandose aproximadamente el doble de los niveles
presentes en la cepa WT (Tanida et al., 1995; Withee et al., 1997). Al igual que ocurre
en S. cerevisiae, la ausencia de calcineurina conlleva un incremento en los niveles

intracelulares de Ca”" (figura 61).
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Al confirmarse los elevados niveles de Ca®" en Acnbl, esta cepa era una
herramienta excelente para estudiar si efectivamente la desfosforilacion de Ure2 tenia
relacién con la mayor acumulacién de Ca®" en la célula. Al estudiar la movilidad
electroforética de Ure2 en Acnbl observamos que la desfosforilacion tenia lugar tan
solo tras 15 min de incubacion, mucho antes que en el WT (figura 62). Asimismo la
retirada del Ca”" del medio hace que Ure2 recupere su patrén de fosforilacion habitual

en Acnbl en ayuno de nitrégeno.

N
CaCl, + + + + + + -

WT S s s g S s Ure2-6HA

0" 157 30" 45 60" 75 0O
Acnbl = Ure2-6HA
- .-

Figura 62. Efecto del Ca’" en la movilidad electroforética de Ure2 en Acnbl. Las
células se crecieron en amonio, se lavaron y se incubaron en un medio sin nitrégeno con
CaCl, 50 mM durante 75 min, tras lo cual se lavaron varias veces y se inocularon
inmediatamente en medio fresco sin nitrégeno.

Este hecho descarta nuevamente que la aparicion de bandas de menor tamafo se
deba a degradacion de la proteina. Este resultado confirmé la existencia de una
correlacién entre los niveles de Ca®’ intracelular y el estado de fosforilacién de Ure2.
Asi concentraciones intracelulares de Ca’" muy elevadas Ure2 inducen la
desfosforilacion completa de Ure2. Asi parece que el ayuno de nitrogeno y el Ca’"
tienen un efecto sumatorio sobre la desfosforilacion de Ure2. Sin embargo,
desconocemos el papel de esta nueva forma desfosforilada de Ure2. Lo que si sugieren
los resultados es que el Ca*" y la calcineurina ademas de inducir la expresion de GATI
promueven la desfosforilacion de Ure2 de forma que no s6lo controlan los niveles del
factor transcripcional sino también su localizacién. Todos los resultados expuestos nos
permiten completar nuestro modelo de regulacién de la asimilacion de nitrogeno por

parte de la calcineurina (figura 63).

-111-



11I. Resultados y Discusion. Capitulo 3

Ca2+
Ca?* externo Fuentes de nitrégeno alternativas

D ?ﬁﬁﬁ%@%ﬁ%ﬁ%%ﬁiﬁﬁﬁiﬁ&i@%

Membrana plasmatica

®

v

Ca2+ .
( [Ca%la < ~ o Ure2
~
~ ~
v S-S
CaZ+ . . D
Ca2+ calcineuring = == === >

(»)

Ure2

o
1 / |
Gat1 _—> - Gat2

QGat1 %

Az Gat2
Yna2

Ca2+

RE-Golgi

Gatl
YNR1

Nucleo

Figura 63. Modelo del papel del Ca** y la calcineurina en la regulacion de la
asimilacion de nitrégeno. Las fuentes de nitrogeno alternativas incrementan el
contenido intracelular de Ca”" activandose la calcineurina que induce los niveles de
Gatl, que a su vez induce la expresion de YNRI, ENAIl y GAT2. Este ultimo actaa
transcripcionalmente sobre PMRI. Pmrl regula los niveles de Ca*" del RE-Golgi, lo que
condiciona la entrada desde el exterior del cation y por tanto su contenido citosolico y la
activacion de la calcineurina. Gat2 ademas act@ia transcripcionalmente sobre YNA2
induciendo la expresion de YNRI. Los niveles de Ca’" citosolicos estan ademas
involucrados en el estado de fosforilacion de Ure2. Las lineas que terminan en punta
indican regulacion positiva. Las lineas que terminan en barras indican inhibicion.
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SINOPSIS

Una de las preguntas clave aun no contestada es como los organismos eucariotas
son capaces de sentir el nitrato y senalizar su presencia induciendo los genes
responsables de su asimilacion. La asimilacion de nitrato en H. polymorpha esta sujeta a
un doble control: por una parte la represion catabdlica por nitrogeno (RCN) inducida
por fuentes de nitrogeno preferidas como el amonio o la glutamina y los mecanismos
especificos de induccion, elicitados por el propio nitrato. En este capitulo se ha descrito
como la calcineurina participa en ambos procesos. Respecto a RCN, en el capitulo
anterior se mostré como Gatl es regulado por la calcineurina. En éste se proporcionan
evidencias de que la activacion de la calcineurina es mediada, entre otras sefales, por
las fuentes de nitrogeno alternativas. Por una parte, hemos visto que las fuentes de
nitrégeno no preferidas incrementan el contenido intracelular de Ca*", los niveles de
Gatl y la expresion de ENAI, gen regulado por la calcineurina. Ademas observamos
que la ausencia de CNBI impide el incremento de la expresion de ENAI bajo
condiciones limitantes de nitrégeno. Por tanto, las fuentes alternativas de nitrégeno
activan la calcineurina, y como resultado la expresion de GATI. De acuerdo con el
papel del nitrégeno en la regulacion de la calcineurina descrito, también en S. pombe la
subunidad catalitica de la calcineurina se induce en ayuno de nitrogeno (Plochocka-
Zulinska et al., 1995) Respecto a la asimilaciéon de nutrientes, la calcineurina se ha
asociado con la utilizacion de fosfato en A. fumigatus (Da Silva Ferreira et al., 2007) y
mas recientemente con la glucosa en S. cerevisiae (Groppi et al., 2011). En esta tltima
la calcineurina controla la expresion de genes que participan principalmente en la
homeostasis ionica, en el transporte vesicular y mantenimiento de la pared celular y
media la desporalizacion de la actina inducida por estrés y el retraso en la transicion Go.
M del ciclo celular. Por otra parte, es esencial en morfogénesis, virulencia y accion
antifungica frente a drogas en C. albicans, C. neoformans and A. fumigatus. Por tanto,
es la primera vez que se describe el papel de la calcineurina y el Ca*" en la asimilacion y
sefalizacion del nitrogeno. En este sentido, se observd que la calcineurina a través de
Crzl participa en la asimilacion de distintas fuentes de nitrogeno alternativas. Asi,
Acnbl y Acrzl presentaron un menor crecimiento en nitrato, nitrito, prolina y
metilamonio. Sorprendentemente, estas cepas crecieron menos también en fuentes de
nitrogeno preferidas como el amonio y la glutamina. Este resultado apunta a que la

calcineurina podria estar involucrada en la regulacion positiva de varios genes
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responsables de la asimilacion de diversas fuentes de nitrogeno. En S. cerevisiae, la
expresion de algunos de estos genes es dependiente de GIn3 y/o Gatl. Los bajos niveles

de Gatl presentes en Acnbl son consistentes con dicha hipotesis.

En relacion a la induccion de los genes de la asimilacion de nitrato, encontramos
que la via de la calcineurina regula la expresion de YNR/ a través de Gatl via Crzl. Se
obtuvieron varias evidencias al respecto: (1) tanto Acnbl como Acrzl fueron mas
tolerantes a clorato en nitrato que la cepa WT, (2) la delecion de CNBI y CRZI causé
un descenso en la expresion de YNRI, (3) la expresion de YNRI se indujo en presencia
de Ca®" mientras que disminuyé en presencia de EGTA, (4) los niveles de Gatl fueron
muy bajos en Acnbl y AcrzI. Estos resultados nos permiten confirmar que la regulacion
de Gatl por la calcineurina tiene una especial importancia para la desrepresion de los
genes de asimilacion de nitrato en H. polymorpha. Sin embargo, el hecho de que YNRI
esté sujeto tanto a desrepresion como induccion hizo necesario determinar si la
calcineurina participa también en la induccidén. Se observd que la calcineurina podria
regular la expresion de YNRI controlando los niveles de Yna2 via Gat2. Asi, los niveles
de Yna2 fueron menores en Agat2 respecto a la cepa WT. En conjunto todas las
evidencias nos permiten concluir que la calcineurina participa en la desrepresion y en la
induccion de los genes sensibles a RCN a través de Gatl y Gat2. Gat2 ademas
controlaria los niveles de Ca*" citosolicos a través de la expresion de PMRI, y como
resultado la activacion de la calcineurina. Pensamos que se trata de un mecanismo de
control negativo de la expresion de los genes sensibles a RCN que operaria en presencia
de amonio. Ademas se observo que el Ca** debe entrar en la célula para desencadenar la

sefializacion mediada por la calcineurina.

Por ultimo, observamos que la desfosforilacion de Ure2 esta retrasada en
respuesta al ayuno de nitrégeno en Acnbl respecto a la cepa WT lo que implica a la
calcineurina en la modificacion postraduccional de Ure2. Sin embargo, puesto que
finalmente Ure2 es desfosforilado, podemos descartar que la calcineurina sea la

fosfatasa responsable.
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Yntl, the single high affinity nitrate and nitrite transporter of
the yeast Hansenula polymorpha, is regulated by the quality of
nitrogen sources. Preferred nitrogen sources cause Yntl
dephosphorylation, ubiquitinylation, endocytosis, and vacuolar
degradation. In contrast, under nitrogen limitation Yntl is
phosphorylated and sorted to the plasma membrane, We show
here the involvement of the Ser/Thr kinase HpNprl in Yntl
phosphorylation and regulation of Yntl levels in response to
nitrogen source quality and the availability of carbon. In Anpr1,
Yntl phosphorylation does not take place, although Yntl ubiq-
uitin conjugates increase. Asa result, in this strain Yntl is sorted
to the vacuole, from both plasma membrane and the later bio-
synthetic pathway in nitrogen-free conditions and nitrate. In
contrast, overexpression of NPR! blocks down-regulation of
Yntl, increasing Yntl phosphorylation at Ser-244 and -246 and
reducing ubiquitinylation. Furthermore, Npr1 is phosphoryla-
ted in response to the preferred nitrogen sources, and indeed it
is dephosphorylated in nitrogen-free medium. Under condi-
tions where Npr1 is phosphorylated, Ynt1 is not and vice versa.
We show for the first time that carbon starvation leads to Npr1
phosphorylation, whereas Yntl is dephosphorylated and degraded
in the vacuole. Rapamycin prevents this, indicating a possible role
of the target of rapamycin signaling pathway in this process. We
concluded that Nprl plays a key role in adapting Yntl levels to the
nitrogen quality and availability of a source of carbon.

Plants, filamentous fungi, and certain yeasts can use nitrate
as the sole nitrogen source. In all of them, the nitrate assimila-
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tion pathway is highly conserved. Nitrate enters the cells via
nitrate transporter(s), and it is then reduced to nitrite and then
to ammonium by nitrate and nitrite reductase, respectively.
Because reduction of nitrate to ammonium is a highly energy-
demanding process and nitrite is potentially toxic to the cells,
several mechanisms have been found that regulate this pathway
in response to nitrogen and carbon sources (1). In most organ-
isms, genes encoding the enzymatic machinery for nitrate
assimilation require nitrate for their induction and are subject
to nitrogen catabolite repression (2, 3). In fact, nitrate acts as an
inducer once it enters the cells (4—6), besides being the sub-
strate. Thus, nitrate transporter regulation plays a key role in
modulating nitrate assimilation gene expression. In this con-
text, the Arabidopsis thaliana nitrate transporter CHLL
(NRT1.1) acts as a nitrate sensor independently of its nitrate
transport activity (7). CHL1 undergoes phosphorylation at Thr-
101, inresponse tolow nitrate concentration. This phosphoryla-
tion is carried out by a calcineurin B-like-interacting protein
kinase (CIPK23) that is involved in the primary nitrate response
(8). Yntl, the sole high affinity nitrate transporter in the yeast
Hansenula polymorpha (9, 10), is regulated according to the
quality of nitrogen source. In the presence of preferred sources,
such as glutamine or ammonium, Yntl is ubiquitinylated
mainly at Lys-253 and Lys-270. This modification triggers Ynt1
endocytosis and vacuolar degradation (11). In contrast, when
the cells are subjected to nitrogen deprivation, Ynt1 phosphor-
ylation is essential for sorting it to the plasma membrane. The
nonphosphorylated forms of Yntl are thus delivered to the vac-
uole from the biosynthetic pathway (12). Evidence so far
obtained on Yntl does not allow us to conclude that it behaves
as a nitrate sensor, in the same way as CHL1. However, when
nitrate is scarce, its fine regulation by Nprl-mediated phosphor-
ylation targets it to the plasma membrane, facilitating nitrate
uptake and consequently nitrate assimilation gene induction
(12). There is also strong evidence on the post-translational
regulation of A. thaliana NRT2.1 and Aspergillus nidulans
NrtA (13, 14).

Plasma membrane permeases involved in nutrient transport
have been extensively studied in Saccharomyces cerevisiae.
They are internalized and degraded in the vacuole or stabilized
at the plasma membrane in response to the quality and quantity
of nutrients available in the medium. Ubiquitinylation via
E3-ubiquitin ligase Rsp5p and phosphorylation are involved in
cellular trafficking of such plasma membrane permeases (15—
19). The Ser/Thr protein kinase termed nitrogen permease
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reactivator 1 (Nprl) plays an outstanding role in regulating
nitrogen-related permeases such as Bap2 (19), Mep2(20), Tat2,
and Gapl. In this way, Npr1 is required for Gapl plasma mem-
brane sorting in the presence of nonpreferred nitrogen sources
(15), while under the same conditions, Tat2 is degraded in the
vacuole (21). Nprl is also involved in the ubiquitinylation of
Gapl in an Rsp5-dependent manner (15). The knowledge of
Npr1 beyond S. cerevisiae is very scarce. In addition to our work
in H. polymorpha, in Candida albicans Npr1 has been reported
to regulate the ammonium permease Mep2, unlike Mepl (22).

Nutritional starvation is the most common stress that yeast
cells face in nature. They use several mechanisms to counteract
nutritional starvation and to restart the cell cycle when nutri-
enls are newly available, Plasma membrane permeases undergo
internalization and vacuolar degradation in response to carbon,
nitrogen, or phosphate starvation. This has not been thor-
oughly studied. However, it is rather well established that tryp-
tophan permease (Tat2) and uracil permease (Fur4) are
degraded in response to carbon and nitrogen starvation (23,
24). The high affinity phosphate transporter Pho84 is also
degraded in external phosphate below 30—40 pm and under
carbon starvation conditions (25-27). In contrast, Gapl and
HpYntl are remarkably stable under nitrogen starvation con-
ditions (11, 12, 17).

Hall and co-workers {21) showed that Npr1 activity is con-
trolled by the TOR® signaling pathway in response to nitrogen
source quality. The inactivation of TOR by incubation in poor
nitrogen sources provided a nonphosphorylated active form of
Nprl. However, in good nitrogen sources where TOR is active,
Nprl is phosphorylated and inactive. Indeed, Nprl has been
shown to have 20 rapamycin-sensitive phosphorylation sites
clustered in two regions within the N-terminal serine-rich
domain (28). Growing evidence suggests that TORCI is
involved in vesicle trafficking and may also sense the cellular
nutrient status in endogenous membrane structures. Accord-
ingly, several components of TORC1 have been localized to the
Golgi, endosome, or other vesicle compartments by different
methuds. In this sense, TORC1 affects late steps ol endocylosis,
and Pmrl, a Golgi-localized ATPase that transports Ca®* and
Mn?* ions from the cytoplasm into the Golgi, down-regulates
TORCLI but also Nprl, which is mostly cytosolic, although a
portion is localized at the Golgi. Consistent with this, an
increase in Gapl was observed in nmprl mutants at the plasma
membrane (29 —33). Moreover, in addition to nutrients, K™ has
also been found to be involved in plasma membrane permease
stability (34).

The post-translational regulation of nitrate transporters
reveals its importance in modulating nitrate assimilation genes
(8, 12). Therefore, the study of nitrate transporter modifica-
tions in response to environmental and nutritional conditions
is essential to achieve further understanding of nitrate assimi-
lation control. Indeed, in H. golymorpha, an ORF encodes fora
protein with a high similarity to ScNprl, and its deletion abol-
ishes Yntl phosphorylation (12). However, the role of HpNpr1

kinase in the post-translational regulation of Yntl was Lotally

unknown until now. We found a new connection between car-
bon sources and Npr1; indeed, Nprl is closely involved in the
cellular fate of Yntl, according to the nitrogen quality and car-
bon source availability. Npr1 undergoes a basal phosphoryla-
tion under nitrogen deprivation, which increases in goad nitro-
gen sources and carbon starvation. Rapamycin also affects the
phosphorylation of Nprl and Yntl under carbon starvation,
suggesting that the TOR kinase pathway is involved in Nprl
regulation in response to carbon availability.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Strains and Media—The H. polymorpha strains used in this

study (supplemental Table SI) are ail derivatives of NCYC495
len2” ura3™. Cells were grown in YPD media (1% (w/v) yeast
extract, 2% (w/v) peptone, 2% (w/v) glucose) or synthetic media
containing 0.17% (w/v) yeast nitrogen base without amino acids
and ammonium sulfate (YNB), 2% (w/v) glucose, and the appro-
priate nitrogen source for each experiment. In K+ experiments,
cells were grown in synthetic K™ -free medium (YNB-F) (0.17%
(w/v) yeast nitrogen base without amino acids,ammonium sul-
fate, and potassium (TorMedium™  United Kingdom,
CYN7505) supplemented with 2% glucose, 5 mm ammonium
sulfate, and 20 mum potassium chloride buffered at pH 5.5 with
50 mm MES-Tris. Te induce nitrate assimilation genes at
restricted K conditions, cells were then incubated in a home-
made yeast nitrogen base following the Difco recipe but with-
out amino acids, ammonium sulfate, or monobasic potassium
phosphate. This was brought to pH 5.5 with 50 mm MES Tris;
2% glucose and the indicated nitrogen source were then added.

To obtain yeast cultures bearing Ynt1, cells were grown in
0.17% (w/v) yeasl nilrogen buse wilhoul amino acids and
ammonium sulfate (YNB), 2% (w/v) glucose, 5 mM ammonium
chloride, centrifuged, and resuspended at 10 mg/ml in the same
medium but without nitrogen for 1 h. After that, cells were
incubated in 5 or 10 mum sodium nitrate for 1.5-2 h. In the
experiments where the effect of carbon starvation on Yntl was
studied, once the cells were incubated in nitrate they were
transferred to fresh medium (YNB) without nitrate in the pres-
ence of 2% glucase (YG) or absence (Y). The presence or
absence of nitrate did not affect these results.® Any modifica-
tion of this procedure was indicated for each experiment.
Whenever necessary, media were supplemented with 30 jig/ml
L-leucine, 20 pg/ml uracil, or 100 pg/ml Zeocin.

Npri Tagging—To tag Nprl with an HA epitope, we con-
structed the pHANPRILEU2 plasmid following the strategy
described previously (21). First, we cloned a PCR fragment con-
taining the NPRI promoter and the initiation codon in
pGEM-T easy (Promega, Madison, WI). Then the HA-NPR1
open reading frame without initiation codon but with the NPR1
terminator was cloned in the plasmid derived from this first
step. This NPRI-tagged version was made by PCR with a primer
containing the HA sequence at the 5’ end. The LELI2 gene, used
as auxotrophic marker, was inserted into the last plasmid.

Nitrate Uptake—High affinity nitrate uptake was determined
by measuring depletion of extracellular nitrate as described
previously (9). To determine the nitrate concentration enzy-

= The abbreviation usedis: TOR, target of rapamycin.
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matically, the purified H. polymorpha nitrate reductase enzyme
was used (NECI, Lake Linden, MI).

Yeast Cell Extracts and Immunoblotting—Cell extracts were
prepared as described previously (9). For Yntl and Gaplimmu-
noblots, plasma membrane-enriched fraction was resuspended
in70 p.l of 0.25 mg/ml Triton X-100 and then mixed with 4x
Sample Buffer {4>: 12% {w/v) SDS, 6% (v/v) 2-mercaptoetha-
nol, 30% (w/v) glycerol, 0.05% (w/v) Serva Rlue G, 150 mm Tris-
HCI, pH 7). Samples were heated at 40 °C for 30 min and then
subjected to SDS-PAGE. Yntl was probed with 1:1500 anti-
Yntl antiserum and Gap1 with 1:10,000 anti-ScGap1 antiserum
(gift of Dr. B. André, Brussels); Pmal, used as load control and
plasma membrane marker, was immunodetected with rabbit
anti-ScPmal antiserum (gift of Dr. R. Serrano, Valencia, Spain).
For HA-Nprl immunodetection, whole yeast cell extracts for
SDS-PAGE and immunoblot analysis were prepared by resus-
pending 100 mg of cells in lysis buffer (50 mm Tris-HCl, pH 7.4,
15mM EDTA, 15 mM EGTA, 10 mM NaN;, 10 mM Na,P,O_, 10
mu NaF pius Compiete Mini protease inhibitor mixture (Roche
Applied Science), and 2 mm PMSF) homogenized in the
FastPrep homogenizer device (ThermoSavant LifeSciences,
Hampshire, UK) for 20 s at 6.0 m/s and removing cell debris by
centrifugation at 500 X g for 10 min at 4°C. Samples were
heated at 95 °C for 5 min. To determine Ynt1-Ub conjugates by
immunoblots, cells were processed as in Ref. 11. Inmunoblots
were performed from a minimum of three independent
experiments.

Gene Disruption—NPR1, END4, and VPS27 were disrupted
by replacing the chromosomal copy by one containing the par-
tially deleted gene target sequence flanking the H. polymorpha
auxotrophic markers URA3 or LEU2. Further information on
constructing vectors and cassettes is available on request.

\-Pratein Phosphatase Treatment—50 pg of proteins was
incubated with 150 units of A-protein phosphatase (New Eng-
land Biolabs, Beverly, MA) for 25 min at 30 °C as indicated (12).

Fluorescence Microscopy—To follow Yntl cellular localiza-
tion, Yntl was fused to GFP as described previously (11).
Images were obtained under an epifluorescence Nikon Eclipse
50i microscope equipped with a 1200F camera (Nikon, Kana-
gawa, Japan).

RESULTS

Npri1 Kinase Is Essential to Maintain Yntl Levels under
Nitrogen Limitation Conditions—A previous characterization
of H. polymorpha Anprl is shown in the supplemental Fig. S1.

Under nitrogen limitation, nitrate uptake in Anprl mutant
falls abruptly, unlike the WT that remains stable longer (Fig.
14). In the same way, Ynt1 levels in Anpri are strongly corre-
lated with those observed for nitrate uptake (Fig. 1B). Degrada-
tion of Ynt1 in Anpri was almost fully prevented by deleting the
PEP1 gence that encodes for the vacuolar proteinase A (Fig. 1B).
As expected, Ynt1-GFP co-localizes with the vacuole in Anpri
cells subjected to nitrogen deprivation, whereas ina WT strain,
Yntl remains at the cell surface even after 80 min (Fig. 1C).
These results show that under nitrogen deprivation Nprl is
involved in regulating Ynt1 levels by controlling its delivery to
the vacuole for degradation.
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FIGURE 1. Npr1 is essential to maintain Ynt1 levels under nitrogen limita-
tion conditions. A, nitrate uptake by WT (@) and Anpr1 (W) strains transferred
to nitrogen-free madium. Values are expressed as a percentage of ritrate
transport ratz (100% = 0.803 + 0.03 nmol of nitrate min~" mg~") of cells.
B, Ynt1levelsin WT, Anprl, and Anprl Apep4 during nitregen starvation. A and
B, cells were previously incubated in 5 mm nitrate for 2 h. Pma1 was used as
loading control. €, cellular localization of Ynt1-GFP in WT and Anpri after 40
min of nitrogen deprivation. Before nitrate incubation, vacuolar membranes
were stained with FM4-64.

In a Anpri Mutant, Yntl Is Sorted to the Vacuole from Endo-
cytic and Biosynthetic Pathways—The role of Nprl in control-
ling the cellular fate of Yntl required elucidation, in addition to
the pathways involved. For this, we disrupted genes involved in
targeting proteins, such as END4 and VPS27, to the vacuole.
END4 is involved in actin organization and plasma membrane
endocytosis (35). In Aend4, Yntl endocytosis was almost abol-
ished (Fig. 24). VPS27 is an endosomal protein required for
recycling Golgi proteins, forming luminal membranes and sort-
ing ubiquitinated proteins destined for degradation to the vac-
uole. As a result, Avps27 mutation prevents endocytosis, trans-
Golgi network, and resident vacuolar proteins from being
delivered to the vacuole (36). When strains combining disrup-
tions of NPRI with END4 or VPS27 were incubated in nitrate-
containing medium and then transferred to one deprived of
nitrogen, we observed that Yntl disappearance was greater in
the double mutant AnpriAend4 than in Aend4 but slower than
in Anprl. However, it remained significantly slower than in WT
(Fig. 1B) or Aend4 strains (Fig. 24). These observations were
consistent with those obtained by fluorescence microscopy of
Yntl-GFP. Indeed, in Anpri after 40 min of nitrogen depriva-
tion, all the fluorescence was localized in the vacuole, whereas
in the Anpr1Aend4 strain most was vacuolar but some was still
at the cell surface (Fig. 2B). These results suggest that, in Anpri,
Yntl is sorted to the vacuale from hoth the plasma membrane
and the biosynthetic pathway. To further confirm this, we
tested Yntl degradation ina AnpriAvps27strain in response to
nitrogen deprivation. In contrast with Anpridend4, Avps27
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FIGURE 2. NPR1 disruption causes sorting of Ynt1 to the vacuole. A, levels of Ynt1 in different mutant strains subjected to nitrogen deprivation. Cells were
incubated in 10 mM nitrate for 2 h and deprived of nitrogen for 80 min. 8, cellular distribution of Ynt1-GFP before and after 40 min of incubation in a
nitrogen-free medium. C, time course of nitrate uptake. WT (black), Anpr1 (light gray), Anpr1Aend4 (gray) were grown in ammonium, deprived of nitrogen for
2 h, and then incubated in 0.5 mM nitrate, and then nitrate uptake was determined at the indicated times. D, cellular localization of Ynt1-GFP. Cells from

nitrogen-free medium were incubated in 1 mM nitrate for 1 h.

almost suppresses NPRI deletion, and Yntl levels are much
more stable than in AnpriAend4 (Fig. 2A). Therefore, in
response to nitrogen-free conditions, Nprl is required for Ynt1
delivery to the plasma membrane and its further stabilization
there.

We then asked whether the action of Nprl on Yntl is
restricted to nitrogen deprivation or whether it also affects the
rate of Yntl appearance in response to nitrate. To test this, we
estimated the rate of delivery of Ynt1 to the plasma membrane
upon nitrate incubation. The cells were subjected to nitrogen
starvation and then incubated in 0.5 mm nitrate. Afterward,
nitrate uptake rate was measured, as an index of that delivery
rate, showing a rapid increase (Fig. 2C) in WT. In contrast,
nitrate uptake was slower to appear in Anpri and AnpriAend4,
being slightly higher in this latter mutant due to the stability of
the Yntl present at the plasma membrane, as a result of Aend4
mutation. The behavior of the Ynt1-GFP was consistent with
that observed for nitrate uptake appearance, so after incubation
in nitrate, Ynt1-GFP was at the cell surface in WT. However, in
Anpril and AnpriAend4 mutants, Ynt1-GFP cellular distribu-
tion was heterogeneous, with a high cytosolic accumulation
(Fig. 2D). Therefore, our results indicate that in nitrate and
nitrogen-free conditions, Nprl prevents sorting of newly syn-
thesized Yntl to the vacuole, facilitating its delivery to the
plasma membrane,
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Phosphorylation of Yntl Is Mediated by Npri—Nitrogen
limitation induced phosphorylation of Yntl at Ser residues 244
and 246, located in the central hydrophilic domain. Under
nitrogen limitation, a nonphosphorylatable form of Yntl
(S244A and S246A) is missorted to the vacuole (12). The simi-
larity in behavior of the nonphosphorylatable Ynt1 with Anpri
prompted us to study the relationship between Ynt1 phosphor-
ylation and Nprl1 in detail. For this, we compared the levels of
Yntl under nitrogen deprivation in Anpri and the Ynt1>*—~#
mutant. In both strains, Yntl disappearance (Fig. 34) and the
drop in nitrate uptake were very rapid. Ynt1-GFP was localized
in the vacuole after a few minutes (data not shown). We then
studied the phosphorylation state of Yntl in a Anprl mutant.
For this, we disrupted the nitrate reductase gene (YNR1) (37) in
a Amprl strain. The Aynrl mutant was unable to assimilate
nitrate, which acts only as inducer and as a result ensures high
levels of phosphorylated Yntl. Immunoblots showed the pres-
ence of a slow mobility band of Yntl in AynrI, not detected in
AnpriAynrl (Fig. 3B). A-Protein phosphatase treatment of total
protein extracts confirmed that this band corresponds to a
phosphorylated form of Ynt1 (Fig. 3B), allowing us to conclude
that Nprl is necessary for Yntl phosphorylation.

Further evidence on the role of Nprl in Yntl phosphoryla-
tion was obtained in strains bearing several copies of NPRI
(nNPR1). In this strain, Yntl is phosphorylated even in gluta-
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FIGURE 3. Phosphorylation of Ynt1 is mediated by Npr1. 4, immunoblots
of Ynt1 from nitrogen-deprived cells. Previously, cells were incubated in 10
mM nitrate. B, Ynt1 mobility in SDS-PAGE of protein extracts treated (+) or
nontreated (—) with A-protein phosphatase. The indicated strains were incu-
bated in 5 mMm nitrate for 2 h. ¢, phosphorylation state of Yrt1in WT, Ynt13% %
and nNPR1T stralns. Proteln extracts were obtalned from cells Incubated In 10
mm nitratefor 2 h (upper panel) or 40 min after 5 mm glutamine addition (fower
panel). D, Ynt1 pheosphorylation is deoendent on Npr1 and takes place at
Ser-244 and Ser-246. Samples were taken from cells incubated in 10 mm
nitrate for 2 h and after 20 min of nitrogen deprivation.

Time (min)

mine or high nitrate, unlike in WT where it is scarcely or not
phosphorylated (Fig. 3C). To rule out this being a conse-
quence of increased Yntl levels, the strain bearing the
Ynt1?* " version was used, which accumulated Yntl,
because it lacks the lysine residues required for efficient
ubiquitinylation and further endocytosis. Moreover, it is
worth noting that in a WT genetic background, Ynt13¥— R is
phosphorylated like Yntl during nitrogen deprivation (data
not shown). These results further support the involvement
of Nprl in Yntl phosphorylation.

The high levels of Yntl phosphorylation in the nNPR1 strain
also allow us to determine the residues involved in its phosphor-
ylation mediated by Nprl. We already showed that Ser-244 and
Ser-246 are phosphorylated in response to nitrogen deprivation
(12). Yntl-phosphorylated forms were not detected in either
Ynt1%5 A or in nNPRIYnt1®S "4 strains, but they were in
nNPR1Yntl (Fig. 3D). We concluded that Yntl phosphoryla-
tion at Ser-244 and Ser-246 is mediated directly or indirectly by
Nprl.

Npr1 Regulates Ynt1 Ubiquitinylation—We reasoned that if
the effect of NPRI disruption on Yntl was due entirely to the
absence of Yntl phosphorylation, then replacing the serine
phosphoacceptars by glutamic acid to mimic phosphorylation
would reverse it. However, Yntl behaved the same in both
Anprl and Anprl Ynt1*~F strains under nitrogen limitation
conditions, indicaling that NPR? deletion acls beyond Yntl
phosphorylation (Fig. 44). Despite this, in a WT genetic back-
ground, Ynt1>5~F reversed Ynt1>~* in such a way that
Ynt125~F |evels were almost unaltered under nitrogen limita-
tion, unlike Ynt125=* (12). In Anprl, Yntl degradation was
nevertheless counteracted when the Lys residues involved in
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FIGURE 4. Npr1is involved in regulating Ynt1 ubiquitinylation. 4, cffcct of
NPR1 disruption on the levels of Ynt12* % and Ynt1** " under nitrogen-free
conditions. Cells incubated in 10 mm nitrate for 2 h were then deprived of
nitrogen. B, Ynt1 ubiquitin (Ub) conjugates increase in Anprl. Calls were incu-
bated in 10 mn nitrate for 2 h. C, Ynt1 levels in response to glutamine in a
strain overexpressing NPRT gene. Cells were incubated in 10 mm nitrate, and
then 3 mm glutamine was added. D, Ynt1 ubiquitin conjugates in a strain
overexpressing NPR1. After 2 h of incubation in 10 mM nitrate (0 min), 5 mm
glutamine was added.

Yntl ubiquitinylation (11) were mutated to Arg (Fig. 44). This
finding suggested a close relationship between Yntl ubiquiti-
nylation and Nprl. To test this, the ubiquitinylated forms of
Yntl in a Amprl mutant were determined by the use of
AnpriAynrl bearing the Ynt14232-286_Ct236-286 (Ynt1-Ct)
mutation, achieved by fusing the core sequence (236 -286) of
the central cytosolic domain to the C terminus of Ynt1423? %€
(11). The mutation of the nitrate reductase gene (YNRI)
ensures high levels of Ynt1, whereas Ynt1-Ct provides a robust
Yntl-ubiquitinylation assay (11). When the cells were incu-
bated in nitrate, the Ampr! mutant showed an increased
amount of Yntl ubiquitin conjugates, as seen in WT cells after
addition of glutamine. The nonphosphorylatable form of Ynt1
(Ynt125~*) exhibited the same ubiquitinylation as the WT (Fig.
4B). These results indicate that Nprl down-regulates the ubig-
uitinylation of Ynt1, independently of Yntl phosphorylation.

We then asked whether NPRI in multicopy (nNPR1) further
stabilizes Ynt1 by lowering the amount of ubiquitin conjugates.
This was assayed on Yntl down-regulation in response to glu-
tamine. In WT, the amount of Yntl falls abruptly, but in an
nNPR1 it did not (Fig. 4C). Examination of Ynt1 ubiquitinyla-
tion in WT and the nNPRI mutant revealed that the Ynt1 ubig-
uitin conjugates could not be detected in the nNPR{ strain,
even after the addition of glutamine (Fig. 4D). These results
support a close relationship between Ynt1 ubiquitinylation and
Nprl. However, it is worth noting that the ubiquitinylation is
independent of Ynt1 phosphorylation.

To gain further insights into the relationship between
Nprl and Rsp5, we constructed a loss of function rsp5-1
lemperature-sensilive mutant strain (38). Mosl plasma
membrane proteins in yeast undergo Rsp5-mediated ubiquiti-
nylation and subsequent internalization (39). However, in
rsp5-1, Yntl down-regulation was not affected (supplemental
Fig. §2), possibly because the ubiquitinylation activity remain-
ing in this temperature-sensitive mutant (rsp5-1) is enough to
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FIGURE 5. Ynt1 is down-regulated by carbon starvation, and this is counteracted by Npr1 overexpression. 4, Ynt1 is down-regulated after carbon
withdrawal. Cells were incubated in YNB, 2% glucose, and 5 mm nitrate for 2 h and thentransferred to the same medium without nitrogen, with 2% glucose (YG)
and without (¥). B, in the absence of a carbon source, Yntl is rapidly dephosphorylated. Ynt1 SDS-PAGE mohility shift was determined in protein extracts from
cells incubated for 2 h in 5 mm nitrate then transferred for 5 min to fresh medium with 2% glucose (¥G) and without (Y). C, Ynt1 levels in cells incubated in
different carbon sources. Cells wers incubated in YNB plus 5 mM nitrate and 2% glucose for 2 hand then transferred to the same medium with 5 mm nitrate and
the carbon sources indicated. D, overexprassion of Npr1 stabilizes Ynt1 even in carbon-free medium. £, Ynt1 ubiquitinylation in a strain overexpressing NPR1.
After 2 h of incubation in 5 mM nitrate, cells were nitrogen-deprived for 30 min and then transferred to a medium with no carbon source (¥, U min).

ubiquitinylate Yntl and deliver it to the vacuole for degrada-
tion. In contrast, Gapl (supplemental Fig. S1) and Hakl”
increase their stability in response to preferred nitrogen
sources or K* in rspS-1, confirming the phenotype of this
mutant. Similarly, in the S. cerevisiae RSP5 conditional mutants
rsp5-1 and spal-1, the high affinity iron transporter Fet1-Fet3
and P; transporter Pho84 are unattected in response to iron or
P, abundance, respectively (40, 41).

Yntl Levels Are Also Regulated by the Carbon Sources and
Dependent on Npri—It has been shown in our laboratory that,
in addition to the nitrogen source, YNTI gene expression is
regulated by the carbon source.® Here, we investigated whether
this regulation also takes place at the post-translational level.
We have found that carbon starvation also down-regulates
Yntl (Fig. 54), which correlates with a fast dephosphorylation
of Ynt1 (Fig. 5B), as occurs with glutamine (12). The presence of
different carbon sources, such as 0.5% glucose, sucrose, ethanol,
and glycerol, restores the levels of Ynt1 (Fig. 5C). Therefore, we
concluded that carbon starvation down-regulates Yntl levels.
We then asked if Nprl is also involved in regulating Ynt1 levels
in a medium lacking a carbon source. To test this, we compared
the levels of Yntl in WT and in nNPR1 strains transferred to a

Y. Martin and E. Czbrera, unpublished results.
8 M. D. Pérezand Y.V. Gonzalez, unpublished results.

27230 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

carbon-free medium. In the nNERI strain, Yntl was clearly
resistant to degradation (Fig. 5D), indicating that Nprl is
involved in adapting Yntl levels to carbon source availability.
To further analyze the role of Ynt1 ubiquitinylation in response
to carbon starvation, the strain bearing Yntl-Ct was used.
Yntl appears clearly ubiquitinylated in response to carbon
starvation (Fig. 5E); however, ubiquitinylation disappears
when NPR1I is overexpressed. Altogether our results clearly
indicate that Nprl also plays a key role in adapting Ynt1
levels to carbon source availability, acting on Yntl via its
phosphorylation and ubiquitinylation.

We also explored whether calcineurin could play some role
in signaling the effect of nitrogen and carbon sources on Ynt1
post-translational regulation. To address this, the strain Aenb1
lacking the regulatory subunit of calcineurin was used (42). In
the conditions studied, the Ynt1 phosphorylation ar degrada-
tion pattern shows no significant differences between Acnbli
and WT (supplemental Fig. 53).

Npri1 Phosphorylation State Is Regulated by Nitrogen Source
Quality, Carbon Source, and K Availability The cffect of
Nprl on post-translational regulation of Yntl was clearly
observed under nitrogen limitation and nitrateand carbon star-
vation. We also studied the Npr1 phosphorylation state to cor-
relate it with its involvement in Ynt1 regulation, using a strain
bearing a functional N-terminal HA-tagged Nprl. As shown in
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Fig. 64, the SDS-PAGE mobility of Npri depends on the nitro-
gen source, Thus, Npr1 from cells incubated in glutamine pre-
sented less mobility than that from cells incubated in nitrate or
nitrogen-free media. A-Protein phosphatase treatment of cell
extracts confirmed the phosphorylation of Nprl in response to
glutamine. Moreaver, this treatment of cell extract from nitro-
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FIGURE 6. Nitrogen-dependent phosphorylation of Npr1. A, HA-Nprl
(upper panel) and Ynt1 (lower panel) mobility in SDS-PAGE using anti-HA and
anti-Ynt1. Cells were incubated in 5 mm nitrate for 1.5 h and then transferred
o a nitrogen-free medium or 5 mMm glutamine for 1 h. B, HA-Npr1 SDS-PAGE
mobility changes in response to different nitrogen sources are due to phos-
phorylation. A WT strain expressing HA-Npr1 was grown in ammonium and
then transferred to glutamine or N-free medium for 1 h. Protein extracts were
Uealed (+) or nontreated (—) with A-protein phosphalase. G ellect ol rapa-
mycin {rap) on the phosphorylation state of Npr1. Cells were collected after
incubation in the indicated medium for 1 h, and HA-Npr1 was detected by
immunoblot. D, effect of rapamycin treatment on glutamine-induced down-
regulation of Ynt1. WT was incubated in nitrate and then transferred to a
medium without nitrogenorwith 5 mmglutamine plus 0.50r 3 wi rapamycin,
for 40 min. Pma1 was used as loading control.
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gen-deprived cells revealed that Nprl migrated faster than
when not treated (Fig. 6B). This suggests that Nprl may be
phosphorylated in nanpreferred nitragen sources, and addition
of glutamine causes further phosphorylation. A close correla-
tion was observed between glutamine-dependent Nprl phos-
phorylation and Yntl dephosphorylation, such as in a Anpri
mutant (Fig. 64). Therefore, the capacity of Npr1 to directly or
indirectly phosphorylate Yntl is regulated by the nitrogen
sources, such that when Nprl was phosphorylated no Yntl
phosphorylation was observed.

The effect of rapamycin on the phosphorylation state of Nprl
and Ynt1 levels was tested by incubating H. palymarpha in glu-
tamine plus 0.5-3 pii rapamycin. Npri mobility was not
affected while Yntl was being degraded, unlike those cells
transferred to N-free medium (Fig. 6, C and IJ). Rapamycin
mimicked nitrogen derepression for those genes subject to
nitrogen catabolite repression (6). These results contrast with
those obtained for ScNpr1, where rapamycin strongly modifies
the nitrogen-dependent phosphorylation pattern of Nprl (18).

As Nprl is modulated by phosphorylation, we studied
whether Nprl was affected by carbon starvation. In cells sub-
jected to carbon starvation, Nprl was found to be phosphory-
lated (Fig. 74), although less so than in glutamine (Fig. 6B),
which strongly suggested that Npr1 is inactivated by phospho-
rylation. Thus, when Nprl is phosphorylated, or disrupted,
Yntl is not. However, Nprl phosphorylation could also be
involved in recognizing and hinding its substrates. In contrast
to what was observed in glutamine, 1 um rapamycin prevents
Yntl degradation in response to carbon starvation (Fig. 7C).
Consistent with this, rapamycin also prevented phosphoryla-
tion of Nprl in carbon starvation (Fig. 7D), as well as Yntl
dephosphorylation (Fig. 7E). These results suggest that Nprl
responds to carbon starvation in a TOR pathway-dependent
manner.

We also explored whether K levels also affect Nprl phos-
phorylation and Ynt1 levels. K™ has been found to be involved
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FIGLIRF 7. Carbon-dependent Npr1 and Ynt1 regulation is rapamycin-sensitive. A, HA-Npr1 SNS-PAGF mohility in carbon-starved cells. Cells were incu-
bated in 5 mw nitratz for 1h and then transferred to the same medium without nitregen with 2% glucese (YG) or without (¥). B, HA-Npr1 SDS-PAGE mobility in
extracts from carbon-starved cells treated with A-protein phosphatase (+) and not treated (—). C rapamycin (Rap) prevents Ynt1 down-regulation in response
to carbon starvation. Cells incubzted in 5 mm nitrate for 2 hwere transferred to the same medium without nitrogen and glucose (¥) in the presence and absence
of 1 uMrapamycin. D, rapamycin prevents Npr1 phosphorylation. HA-Npr1 SDS-PAGE mobility shift was determined in protein extracts from cells incubated in
5mm nitrate for 1 h then transferred to fresh nitrogen-free medium in the presence of 2% glucoseorits absence, withand without 1 M rapamycin. £, rapamycin
prevents Ynt1 dephospharylation in response to carbon starvation. Cells incubated for 2 h in 5 mm nitrate were transferred to nitrogen-free medium at the

condition indicated for 5 min. Rapamycin was used at 1 um.
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in the stabilization of several permeases at the plasma mem-
brane (34). A clearincrease in the phosphorylation of Npr1 was
observed in the absence of K™ but only in preferred nitrogen
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FIGURE 8. Potassium deprivation induces phosphorylation of Npr1. 4 HA-
Npr1 SDS-PAGE mobility. WT cells expressing HA-Npr1 were incubated in
ammonium with 20 mm KCl or without for 2 h. 8 Nprl SDS-PAGE mobility
changes are due to phosphorylation. Cell extracts were treated with A-pro-
tein phosphatase (+) or nontreared (—). €, rells deprived of nitrate present
low nitrate uptake. Cells were grown in ammonium, deprived of nitrogen for 2 h,

and then incubated in 0.5 mM nitrate in the presence of 20 mm KCl (white bars) or
absence (black bars) for 90 mn, and then nitrate uptake was determined.

sources such ammonium or glutamine (Fig. 8, A and B). This
makes it difficult to see the effect on Yntl1, because Yntl1 is only
present in cells incubated in nitrate. However, because we have
consistently observed that changes in Nprl phosphorylation
affect that of Yntl and its levels, we studied the effect of K™
absence on Yntl. No algluucai'u. CI lﬁi’lgés were observed in Yntl
by Western blotting, although nitrate uptake decreased (Fig.
8C), and this alteration in uptake could be due in part to elec-
trochemiczal potential change in the absence of K'. Indeed,

addis £ 0 smans KT vactamad mitrata tramemoet Wia aoe
addition of 20 mm KCl restored nitrate anspor. we Coi-

cluded that the absence of K™ alters the Npr1 phosphorylation
state in preferred nitrogen sources; nevertheless, this condition
does not seem to affect Yntl but does influence nitrate uptake.
In Fig. 9, we summarize our current knowledge about the role of
Nprl in regulating Ynt1.

In this study, we uncover the role of Nprl in regulating the
Yntl levels in response to nitrogen source quality and carbon
availability. This yeast protein kinase belongs to a subgroup
involved in the regulation of several permeases (15, 17, 34, 43).

HuAmnr] showed deficient erawth in low ammonivm or aother
mapAnprl showea qelicient growih Inow ammonium or other

nitrogen sources such as proline. However, contrary to expec-
tations, GGapl levels are not affected in the Amprl strain, indi-
cating that this protein kinase is not involved in Gap1 activation
in H. polymorpha (supplemental Fig. 51). Nevertheless, the
poor growth of Anprl in ammonium suggests that ammonium
permeases are also under control of H. polyntorpha Nprl. The
regulatory roles of HpNprl do not fully coincide with those
observed in S. cerevisiae. Consistent with this, we found that
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FIGURE 9. Npr1 is involved in sorting and stabilizing Ynt1 at the plasma membrane. In preferred nitrogen sourcas or carbon starvation, Nprl is polyphos-
phorylated, although ¥nt1 Is not phosphorylated, being therefore sorted via late endosome/multivesicular body (MVB) to the vacuole from the trans-Golgl
network (TGN) (gray arrows). Under these conditions, Ynt1 located at the cell surface is ubiquitinylated (Ub), endocytosed, and then degraded in the vacuole.
In contrast, In nitrate or nitrogen-free (N-free) medium, In the presence of a carbon source, Npr1 Is dephosphorylated, although Ynt1 Is phosphorylated and
highly stable (black arrows).
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Amprl presents a high sensitivity to toxic cations such as Li™* or
hygromycin B.”

We observed that Nprl is essential to maintain Ynt1 levels in
nitrate and under nitrogen deprivation. Using the Aend4 and
Avps27 mutants involved in intracellular protein traffic, we
showed that in the strain lacking Npr1, Yntl was routed to the

vacuole from the later biosynthetic pathways and the plasma
membrane, Therefore, Npﬂ is involved in reculatineg Ynt1 lov-

els by acting on both de novo synthesized Yntl present in the
secretion pathway and that already in the plasma membrane.
Furthermore, the following two experiments shed light on the
poor growth of Anpri in low nitrate; (i) the amount of Ynt1 was
found to be lower in Anpri after incubation in nitrate for 2 h,
and (ii) the kinetics of Ynt1 reaching the plasma membrane was
slower in Anprl than in WT (Fig. 2C).

The negative effect observed in Anpri on the levels of Yntl
raises the question of the molecular mechanisms involved. The
fact that Yntl was rapidly degraded in Anpr1 at the same rate as
the unphosphorylatable Ynt12*~* form strongly suggests that
Nprl is involved in phosphorylation of Ynt1. The use of strains
overexpressing or lacking Nprl clearly reveals that Nprl is
involved in the observed phosphorylation of Yntl, which in
turn takes place at Ser-244 and Ser-246. However, unlike CHL1
(7,8, 44), Yntl phosphorylation does not seem to be involved in
nitrate affinity changes or nitrate signaling. Overexpression of
Nprl, by increasing the NPRI copy number, causes an atypical
phosphorylation of Ynt1, which takes place even in good nitro-
gen sources, unlike WT (Fig. 3C). This phosphorylation is not
due to greater Yntl stability, because a highly stable nonubiq-
uitinatable form of Ynt1, namely Ynt1®*~% (11), was not phos-
phorylated in good nitrogen sources, unlike nNPRI strain. Our
data contrast with those observed in S. cerevisiae Gap1, whichis
unphosphorylated and unstable in Anpril; however, the
increased stability of Gap1 because of RSP5 deletion causes the
reappearance of Gap1 phosphorylation (15). This indicates that
Nprl phosphorylation is indirect. Using synthetic peptides, a
(K/R)XXS(K/R) consensus sequence for the Nprl phosphoryla-
tion site was found (45). This site is present in Yntl (Ser-246).
However, in S. cerevisiae, Bul proteins, components of the RSPS
ubiquitin ligase complex, contain several perfect Nprl consen-
sus phosphorylation motifs (Bull, ' KGSSR®, *""KVKSK**,
and **°KQHSK®3, and Bul2, **KRTSK*?) (45). Moreover, in
vitro and in vivo findings strongly suggest that the phosphoryla-
tion state and activity of the a-arrestin Aly2, involved in the
intracellular traffic of Gap1, are directly regulated by Npr1 (46).
Therefore, despite the presence of a putative Npr1 phosphoryla-
tion site in Yntl, it seems that in general Npr1 does not phos-
phorylate the targel permease it regulates.

Concerning the relationship between Nprl and Yntl ubig-
uitinylation, the disruption effect of NPRI was not reversed by
Ynt1*>~* (Fig. 44), in which phosphorylation is functionally
and constitutively mimicked by mutating Ser residues to Asp
(12). This suggests that Nprl acts heyond Ynt1 phasphoryla-
tion and that Npr1 is probably not directly involved in Yntl
phosphorylation. In turn, the nonubiquitinatable Ynt13<—F
overcomes Lhe ellect of NPRI deletion on Yntl degradation,
pointing to alink between Nprl and Yntl ubiquitinylation (Fig.
4A). Consistent with this, deletion of NPRI causes an increment

RN

AUGUST 5, 2011 «VOLUME 286-NUMBER 31

Npr1 Protein Kinase Regulates Ynt1 Levels

in the Yntl ubiquitin conjugates, even in nitrogen starvation
where Ynt1 is highly stable (Fig. 4B). Furthermore, overexpres-
sion of NPR1 protects Yntl from ubiquitinylation, even in good
nitrogen sources. As our results show that the increase in Nprl
led to high Ynt1 phosphorylation and low ubiquitinylation, and
completely the opposite when NPRI was disrupted, at first
glance it could be thought that phosphorylation blacks ubig-
uitinylation of Ynt1. However, we have not found any evidence
for this. In fact, the opposite seems to be the case, because
Ynt125~F was degraded in a Anprl mutant {Fig. 44), unlike the
WT strain, and the nonphosphorylatable form of Ynt125—#
does not increase ubiquitinylation (Fig. 4B). Therefore, it can be
concluded that the phosphorylation state of Yntl itself is not
involved in regulating its ubiquitinylation, suggesting that Npr1
could be phosphorylating some auxiliary protein such as arres-
tin-related or ubiquitin-ligase adaptors or Bull or Bul2 (45—
47), which could be hindering Yntl ubiquitinylation. The
involvement of Nprl in Yntl ubiquitinylation raises the ques-
tion of the role of the ubiquitin ligase Rsp5 in this process.
However, a thermo-sensitive rsp5-1 mutant in H. polymorpha
affected Gap1 (supplemental Fig. S2) and the high affinity K™
transporter Hakl degradation® but not Yntl. To rule out the
role of Rsp5 in Yntl ubiquitinylation, further experiments
should be undertaken. DOA4 encodes for a deubiquitinylating
enzyme required for ubiquitin homeostasis in yeast (48, 49); its
disruption does not affect Yntl down-regulation, unlike Gapl
(supplemental Fig. S2). However, as above, we cannct rule out
the possibility of Ynt1 undergoing ubiquitinylation in Adea4.

Carbon starvation also leads to a rapid decrease of Ynt1 lev-
els. Most likely this obeys a general program to adapt cell enzy-
matic machinery to the adverse nutritional state. In S. cerevi-
siae, carbon or nitrogen starvation induces degradation of the
tryptophan permease Tat2 and uracil permease Fur (23, 24).
Rapamycin also produces Tat2 degradation (23). We should
highlight that although the precise reason why Ynt1 is degraded
in response to carbon starvation is uncertain, apparently the
mechanism involved is the same as when cells are transferred
from nitrate to glutamine (11).

We also studied Npr1 phosphorylation in response to nitro-
gen sources and carbon and K™ starvation. In glutamine or
other preferred nitrogen sources and in carbon starvation,
Nprl is highly phosphorylated, although in nitrogen limitation
conditions or in nonpreferred nitrogen sources this phosphor-
ylation almost disappears. In contrast to Nprl, Yntl was phos-
phorylated in nitrogen-free medium and nonphosphorylated in
good nitrogen sources and carbon starvation (Figs. 6and 7). In
S. cerevisiae, Nprl phosphorylation is dependent on the TOR
signaling pathway; thus, rapamycin blocks this phosphoryla-
tion in good nitrogen sources (21,28). However, HpNpr1 phos-
phorylation in good nitrogen sources is not affected by rapamy-
cin, despite it causing de-repression of the genes subjected to
nitrogen catabolite repression (6). It also does not block Yntl
degradation in response to glutamine (Fig. 6C). However, the
effect of rapamycin on plasma membrane permeases is contro-
versial. It has been shown that Gap1 is stable in rapamycin (23).
However, when cells are grown in a sublethal concentration of
rapamycin, Gapl levels were greatly reduced, and this is
explained by the increase in the internal concentration of
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amino acids (50). A striking difference in the response of Npr1/
Yntl to carbon starvation, unlike glutamine addition, is that
rapamycin prevents Nprl dephosphorylation, leading to a
lower Yntl degradation rate. Therefore, it seems that in H. poly-
morpha the intracellular traffic of Ynt1 elicited by carbon star-
vation is regulated by the rapamycin-sensitive TOR complex.
Nevertheless, it cannot be ruled out that an insensitive TOR
complex could also be involved in the case of glutamine. Alter-
natively, under nutrient stress, like that produced by carbon
starvation, rapamycin-sensitive TOR complex could be more
essential for endocytosis and protein trafficking, thus affecting
Yntl degradation (29). It is noteworthy that under these condi-
tions, HpNprl phosphorylation is also impeded by rapamycin
(Fig. 7D). In preferred nitrogen sources, Nprl responded to K™
starvation with a higher degree of phosphorylation (Fig. 8),
although no changes were observed in nonpreferred nitrogen
sources. However, we observed no significant changes either in
ilitvy of Yntl

LIy of Intl.

However, in K' starva-

phosphorylation or sta
tion, nitrate uptake was significantly reduced (Fig. 8). This
could be due in part to the plasma electrochemical potential
alteration, although a sound conclusion on the effect of K*
starvation on Ynt1 would need further research.

Another unexpected result was that during nitrogen depri-
vation conditions, Nprl shows a basal phosphorylation that
only disappears when protein extracts are treated with phos-
phatase (Fig. 6B). This could indicate that some of this Nprl
phosphorylation is nitrogen source-independent, which could
explain some phenotypes of the Anprl mutant not being related
to the nitrogen sources, such as Li™ and hygromycin sensitiv-
ity.” Nprl phosphorylation events, up to 22 in S. cerevisiae (28),
could be involved in regulating Nprl activity and also in the
recognition, binding, and phosphorylation of a broad set of sub-
strates. Consistent with this, in the Saccharomyces Genome
Data base, up to 67 records appear so far for NPRI genetic or
physical interactions.

The current knowledge about the regulation of the yeast high
affinity nitrate/nitrite transporter Yntl is shown in Fig. 9. In
summary, Nprl plays a pivotal role in regulating Yntl levels
according to nitrogen and carbon availability.
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4. Estudio de otros mediadores de la sefial de nitrégeno

Varios trabajos recientes realizados en nuestro laboratorio se han centrado en
la identificacion de nuevos mediadores de la desrepresion e induccion de la via de
asimilacion de nitrato. Con ese objetivo se aislaron una serie de mutantes afectados en
la senalizacion de la via de asimilacion de nitrato obtenidos mediante mutagénesis
quimica con el agente alquilante etil metano sulfonato (EMS). Tras la complementacion
funcional con una genoteca de H. polymorpha, el aislamiento y la secuenciacion de los
plasmidos se identificaron las ORF responsables de la complementacion de los
mutantes (Guillén, 2006, Tejera, 2003). Una de las ORF presento una elevada similitud
a PTEN, uno de los genes supresores de tumores cuya mutacion aparece
frecuentemente asociada al cancer humano. Los resultados expuestos en este capitulo

se obtuvieron en colaboracion con E. Cabrera y Y. Martin.

4.1 Caracterizacion preliminar de Tepl

La mutagénesis con EMS se llevo a cabo sobre una cepa portadora de la fusion
YNRI-lacZ denominada PTC2. Dichos mutantes se seleccionaron por la alteracion de la
expresion del gen reportero en presencia de nitrato y se analizaron en cuanto a su
actividad nitrato reductasa. Se obtuvieron tres tipos de mutantes: carentes de actividad
B-galactosidasa y valores de actividad NR del 5-16%, con niveles de actividad NR
menores a los presentes en la cepa WT (30-68%) y con niveles superiores (124-185%).
Tras la complementacion funcional con la genoteca de H. polymorpha construida en el
plasmido PYT3 y el aislamiento y secuenciaciéon de los pldsmidos aislados se
identificaron las ORF responsables de la complementacion de los mutantes. Los
mutantes carentes de actividad -galactosidasa fueron complementados tnicamente por
plasmidos portadores de los genes YNAI e YNA2 recuperando su capacidad para generar
colonias azules en medio con X-gal y nitrato, lo que hizo pensar que éstos eran los
unicos factores implicados en el proceso de induccion. Debido a la dificultad para
seleccionar mutantes complementados mediante rastreo por colonias azules en el resto
de casos, se optd por analizar la tolerancia de los mismos a diversos compuestos. El
mutante PTRG1973, con niveles de actividad NR del 50 %, presentd ademas
sensibilidad a Li". Los transformantes complementados recuperaron la tolerancia a Li".

Tras la extraccion del plasmido responsable de la complementacion funcional y su
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secuenciacion se identificaron varias ORF. Una de ellas presenté homologia con el gen
humano PTEN. La ORF se denomin6 TEP! (figura 64), nombre que recibe el ortélogo
de PTEN en S. cerevisiae. La expresion de TEPI en PTRG1975 restaur6 la tolerancia a

Li', la actividad NR y los niveles de excrecion de nitrito.

La caracterizacion inicial de Tepl en H. polymorpha permitio dilucidar su
participacion en la asimilacion de nitrato. La menor expresion del gen YNRI,
caracteristica del mutante Atep! en nitrato, fue suprimida por completo con el empleo
de rapamicina. Las evidencias obtenidas sugerian que la mutacion del gen TEPI
producia una activacion per se de TOR, aun en presencia de nitrato como Unica fuente
de nitrégeno, presumiblemente favoreciendo la localizacion citosdlica de Gatl y Gat2
resultando en una disminucion en la transcripcion de los genes estructurales de la via de
asimilacion de nitrato (Guillén, 2006). Por otra parte la caracterizacion de Tepl también
puso de manifiesto su participacion en la tolerancia a sales. Atepl presentd
concentraciones intracelulares de Li" superiores a la cepa silvestre tanto en los

experimentos de entrada como de salida del cation.
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PTC2
Cepa parental- pYNR1-lacZ

{

Mutagénesis con EMS
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Fenotipo B-gal en NO, /Fenotipo NR en NO,
I l |
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Figura 64. Estrategia empleada en el aislamiento de genes implicados en la
sefalizacion de la via de asimilacion de nitrato.

-128 -



1II. Resultados y Discusion. Capitulo 4

En el caso se mamiferos, se sabe que PTEN estd delecionado o inactivado en
muchos tipos de tumores, incluyendo cancer de endometrio, pecho, prostata y
melanoma. PTEN es una fosfatasa de fosfatidilinositoles con especificidad de hidrdlisis
del fosfato ubicado en la posicion 3 del anillo del inositol (Cantley y Neel, 1999).
Mediante la conversion del fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) en fosfatidilinositol
4,5-bifosfato, antagoniza la actividad de la kinasa PI3 (PI3K). Su inactivacion produce
una activacion constitutiva de la via PI3K/AKT y de la sefializacién mediada por mTOR

(Manning et al., 2005) (figura 65).

PKB/Akt

l

“mToR "
:
|
v

Transcripcion

Figura 65. Relacion de PTEN y TOR en mamiferos.
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4.2 Papel de Tepl1 en la tolerancia a sales

La caracterizacion preliminar de Tepl puso de manifiesto su participacion en la
tolerancia a sales (Guillén, 2006). Atepl mostrd sensibilidad a Li" y Na'. Atepl
presentd concentraciones intracelulares de Li" superiores a la cepa silvestre. Tal como
se ha indicado con anterioridad, esta caracteristica puede deberse a una mayor entrada
de Li’, o bien a un defecto en los sistemas de salida. Esta tiltima opcién parece verse
apoyada por el comportamiento del mutante en los experimentos de salida, donde se
observa un retraso en la salida del cation. Por ese motivo analizamos la expresion del
gen ENAI en el mutante Atepl. Los resultados obtenidos mostraron que la cepa Atepl
presentaba niveles inferiores de expresion del gen en comparacion con la cepa silvestre
(figura 66). Por tanto, la expresion disminuida de ENAI es la responsable de la salida
mas lenta de Li', de la acumulaciéon de concentraciones intracelulares toxicas y de la

sensibilidad del mutante.

120
100 +
80 -

60 -

ENAl-lacZ

Actividad B-galactosidasa (%)

40 1

20

0 30 60 90 120

Tiempo (min)

Figura 66. Expresion de ENAL en las cepas WT y Atepl. La expresion de ENAI se
determind midiendo la actividad B-galactosidasa en cepas WT y Atepl que portan la
construccion ENAI-lacZ. Las células se crecieron en amonio. Se determiné la expresion
de ENAI en la cepa WT (@) y Atepl (©) incubadas en NaCl 0.7 M durante 120 min. Se
representa los valores obtenidos en un experimento representativo de 3 independientes.
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Los resultados descritos hasta el momento mostraban un paralelismo fenotipico
entre Aure2 y Atepl. Como se establecio en el capitulo 2, la baja expresion de ENAI en
Aure? se debe a una menor activacion de la calcineurina. Por ello, decidimos analizar el
estado de activacion de la calcineurina en Atepl/. En primer lugar, analizamos la
sensibilidad del mutante Afep! al inhibidor especifico de la calcineurina FK506. Atepl
mostré una pronunciada sensibilidad al macrolido (figura 67). Este resultado sugeria
que Tepl tiene un efecto positivo sobre la activacion de la calcineurina. De acuerdo con
dicha hipdtesis, se observd asimismo sensibilidad frente a SDS en Atepl, fenotipo

compartido por la cepa Acnbl (figura 67).

Control FK506 20 pg/ml

e o 0
Atepl

Células 10° 10° 10° 10°  10° 10° 10' 10°

LiCl 30 mM SDS 0.01 %

WwWT
Atepl
Céllas 10° 10° 10" 10° 10° 10° 10" 10’

Figura 67. Atepl es sensible a FK506, Li" y SDS. Las cepas WT y Afepl se
sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS tamponado con MES-Tris pH 5,5

con FK506, LiCl y SDS a las concentraciones indicadas. Las células se incubaron a
37°C durante 2 dias.

En segundo lugar, medimos la expresion dependiente de calcineurina en Atepl.
Atepl mostr6 niveles de expresion 4xCDRE-lacZ ligeramente inferiores a la cepa WT,
en respuesta a Na', existiendo cierta induccién de la expresion durante las primeras
horas (figura 68). Las evidencias obtenidas sugerian que la activacion de la calcineurina
podria estar afectada en Atepl, al igual que en Aure2. Puesto que, tal como se ha
descrito en capitulos anteriores la calcineurina regula la expresion génica en H.
polymorpha a través de Gatl, era posible que los niveles del factor transcripcional
estuviesen disminuidos en Atepl. Sin embargo, al analizar los niveles de Gatl en Atepl
observamos que ¢éstos no estdn modificados en Afepl (figura 69). Este resultado

contradecia las evidencias previas que apuntaban a una menor activacion de la
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calcineurina en Atepl como la sensibilidad a FK506. Sin embargo, otra posible
explicacion para este fenotipo es que la combinacion de la pérdida de actividad
calcineurina y la mutacion de TEPI, viables cada una de ellas por separado, conduzca a
la pérdida de viabilidad. Es lo que se conoce como sintéticos letales. Este resultado nos
hizo pensar que era posible que Tepl no tuviera un efecto positivo sobre la activacion
de la calcineurina y, en consecuencia, sobre los niveles de Gatl sino sobre la
localizacion celular de Gatl. Asi en ausencia de TEPI, Gatl se encontraria
mayoritariamente en el citosol, lo que explicaria los menores niveles de expresion de
ENAI y de YNRI. Esta hipdtesis estd de acuerdo con las evidencias que apuntan a la

existencia de una activacion per se de TOR en Atepl.

120 -
&
X 100 -
N’
<
n
= 80
N %
§
Q s
CENN
YT 40
.=
% 20
<
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 68. Efecto de la delecion de TEP1 sobre la transcripcion dependiente de
calcineurina. La transcripcion dependiente de calcineurina se determind midiendo la
actividad [-galactosidasa en cepas WT (@) y Atepl (o) que portan la construccion
4xCDRE-lacZ. Las células se crecieron en amonio, se recogieron y se resuspendieron
en el mismo medio con NaCl 0.7 M incubdndose durante 5 horas. Los valores
representan la media de tres experimentos + la desviacion estandar.
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Esta nueva hipotesis planteaba ademas una nueva incognita: ¢participa TOR en
la regulacion postraduccional de Gatl?. La modificacion en el patron de fosforilacion de
Gatl podria influir en la localizacion celular de Gatl. Con el fin de contrastar esta
hipotesis comparamos los niveles de Gatl en la cepa WT y Afepl en presencia y
ausencia de rapamicina. Sin embargo, el uso de rapamicina no nos permitié detectar
cambios importantes en la movilidad electroforética de Gatl (figura 69). Este resultado
podria significar que TOR controla la localizacion celular de Gatl modulando

unicamente el estado de fosforilacion de Ure2 (Capitulo 1).

NO,  GIn -N

Rapamicina - +

- o+ -+
WT . % - ...GaH-GHA

a-tubuling e e e - s .

Atep1 . . - .. B Gat1-6HA

o-tubulina o

Figura 69. La delecion de TEP1 no afecta a los niveles de Gatl. Los niveles de Gatl-
6HA se analizaron mediante SDS-PAGE en células crecidas en amonio, lavadas ¢
incubadas durante 120 min en medio con glutamina 5 mM, NH4Cl 5 mM o NaNOs 1
mM con o sin rapamicina. Se analizaron 20 ug de proteina. La tubulina se utiliz6 como
control de carga.

4.3 Tepl altera los niveles de fosfoinositidos.

Funcionalmente, PTEN es una fosfatasa que presenta actividad dual sobre
proteinas y también sobre fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP;). PTEN antagoniza la
via de sefializacion de la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K). PI3K cataliza la conversion
del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (P1(4,5)P,) a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIPs),
un segundo mensajero que promueve la supervivencia, el crecimiento y la proliferacion
celular. PTEN, hidroliza especificamente el fosfato de la posicion 3 de PIP;, generando
PI(4,5)P, (Ali et al., 1999; Goberdhan y Wilson, 2003). Aunque el principal sustrato de
PTEN in vivo es PIPs;, PTEN puede desfosforilar también a PI(3)P y PI(3,4)P,. En S.
pombe, se ha detectado PIP; y se ha descrito que el ortdlogo de PTEN, ptnl, es capaz de

hidrolizar 3-fosfoinositidos (Mitra et al., 2004). En esta levadura, la sintesis de
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PI(3,4,5)P; y de PI(3,4)P; requiere la fosfoinositido 3-kinasa de la clase III, vps34. Por
su parte, en S. cerevisiae, donde esta actividad no se descarta, la cepa mutante tan sélo
presenta fenotipos leves en cepas diploides homocigdticas como resistencia a la

wortmanina, inhibidor de la PI3K, y a Li" (Heymont et al., 2000).

PIP-Kinasa (tipo I)

PIP-Kinasa (tipo II)
PI(3,4)P,

PIP

P1(4,5)P

—>
PIP-Kinasa (tipo Il)

Figura 70. Biosintesis de los fosfoinositidos en mamiferos. Los fosfoinositoles se
encuentran virtualmente en todas las membranas celulares, predominantemente en la
cara interna de la membrana plasmatica. Estos pueden ser fosforilados/desfosforilados
en las posiciones 3, 4, 5 del anillo de inositol por diversas kinasas y fosfatasas de lipidos
que resultan en la generacion de siete fosfoinositidos diferentes. La clase 1 de las PI3K
puede fosforilar la posicion 3 de PIP, PI4P o PI(4,5)P,, para producir PI3P, PI(3,4)P, y
P1(3,4,5)P; respectivamente. PTEN es capaz de desfosforilar la posicion 3 de
PI(3,4,5)P3, PI(3,4)P, y PI3P y por tanto antagoniza las reacciones catalizadas por esta
clase de PI3K.

La comparaciéon de la secuencia aminoacidica de HpTepl, a través del
programa BLASTX, reveld6 que dicha proteina presenta el mayor porcentaje de
identidad (un 35%) con PTEN de humanos. Los porcentajes de identidad con ptnl de S.
pombe y Tepl de S. cerevisiae son de 33% y 26%, respectivamente. El alineamiento
realizado con ayuda del programa ClustalW entre la proteina HpTepl y PTEN de H.
sapiens, mostrd que la region de méaxima similitud entre estas proteinas corresponde

principalmente al dominio fosfatasa.
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Dada la elevada similitud de HpTepl con PTEN y ptnl, ambas con actividad
fosfatasa sobre lipidos, nos propusimos determinar la posible actividad fosfatasa sobre
lipidos de HpTepl, asi como la identificacion de sus sustratos. Para ello, determinamos
los niveles de fosfoinositidos en las cepas WT y Atepl incubadas en amonio. Los
fosfoinositidos se extrajeron mediante el método de extraccion acida de lipidos descrito
por Cho y Boss en 1992. La separacion cromatografica de los lipidos se realizo de
acuerdo a Konig et al, 2008. PIP; fue s6lo detectable en Atepl (figura 71A). De
acuerdo con los elevados niveles de PIP; en Afepl, esta cepa presentd menores niveles
de PI(4,5)P, en comparacion a la cepa WT. La cepa Atepl presentd ademas niveles
superiores de P1(3,4)P, y PI(3)P. Sin embargo, el incremento en los niveles de P1(3,4)P;
y PI(3)P no se vio acompafiado de un descenso en los niveles de PI(4)P (figura 69A) y
PIP (no mostrado). Estos resultados sugieren que Tepl desfosforila a PIP; PI(3,4)P, y
PI(3)P y que, por tanto, presenta actividad fosfatasa sobre lipidos. Podemos concluir

que Tepl es el ortologo de PTEN en H. polymorpha.

Con el fin de estudiar el efecto del nitrato sobre la actividad de Tepl se
realizaron los mismos experimentos en nitrato (figura 71B). Los niveles de PIP;
nuevamente fueron detectables inicamente en Atep /. Dichos niveles fueron superiores a
los existentes en amonio. De acuerdo con este hecho, también los niveles de P1(4,5)P;
disminuyeron en mayor medida en Afepl en nitrato respecto amonio. La delecion de
Tepl también provocoé un mayor incremento de los niveles de PI(3,4)P, en nitrato
respecto a amonio. Puesto que los niveles de PIP; no se han detectado en la cepa WT ni
en nitrato ni en amonio desconocemos el efecto del nitrato sobre los mismos en
presencia de Tepl. Sin embargo, si comparamos los niveles de PI(4,5)P, en la cepa
silvestre en amonio y nitrato (figura 71C) se observan mayores niveles en nitrato. Por
tanto, es de esperar que la cepa silvestre contenga niveles inferiores de PIP; en nitrato.
Por tanto, los resultados sugieren que existe una correlacion entre los niveles de PIP; y
la expresion de YNRI. Asi, la ausencia de TEPI provoca la acumulacion de PIP; asi
como una menor expresion de YNRI, mientras que el nitrato promueve la acumulacion
de PI(4,5)P, y una mayor expresion de YNRI. De acuerdo con esta hipotesis se observa
que el nitrato induce la expresion de TEPI (Guillén, 2006). Por tanto, el nitrato
induciria la expresion de 7EPI que desfosforilaria a PIP; dando lugar a la acumulacion
de PI(4,5)P,. Los menores niveles de PIP; inhibirian la sefalizacion mediada por TOR

(mediante una via ain por determinar, que pudiera ser similar a la descrita en
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mamiferos) y, en consecuencia, la desrepresion de los genes de asimilacion de nitrato,
entre ellos YNRI. En Atepl, por su parte, se produciria el incremento en los niveles de

PIP3, una mayor activacion de TOR y, como resultado, una menor expresion de YNRI.
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Figura 71. Niveles de fosfoinositidos en las cepas WT y Atepl. A. Niveles en
amonio. Las células se crecieron en amonio 3 mM hasta una DOgs de 1 y se recogieron
mediante centrifugacion. B. Niveles en nitrato. Las células se crecieron en amonio 3
mM hasta una DOgg de 1, se afiadié 1 mM de nitrato, se incubaron durante 6 horas y se
recogieron por centrifugacion. C. Niveles en amonio versus nitrato. De izquierda a
derecha: WT en amonio, WT en nitrato, Afep! en amonio, Atepl en nitrato. Tras la
extraccion acida de los lipidos se llevo a cabo su separacion cromatografica. Los valores
representan la media de 2 experimentos independientes, en cada uno de los cuales se
realizaron 2 réplicas.

4.4 Papel de la actividad fosfatasa sobre lipidos de Tepl

La proteina mutante en humanos PTEN®'®" es incapaz de desfosforilar
fosfatidilinositoles mientras que la proteina PTEN®'**S pierde tanto su actividad
fosfatasa sobre lipidos como sobre proteinas. Con el fin de profundizar en la
importancia de la actividad fosfatasa sobre lipidos sobre la funcion de Tepl se llevo a
cabo mutagénesis dirigida sobre los residuos conservados de glicina y de cisteina de la
posiciones 129 y 124. La cepa portadora de la mutacion TeplG129E mostrd los mismos
fenotipos que los presentados por el mutante Atepl como sensibilidad a Li", FK506,

SDS, rapamicina y tolerancia a clorato (figura 72). La pérdida de la actividad fosfatasa
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sobre proteinas no incrementd la sensibilidad a dichos compuestos. Este resultado
confirma que la actividad fosfatasa sobre lipidos es esencial en la funcion de Tepl, tal
como ocurre con PTEN en humanos. Asi la pérdida de la actividad fosfatasa sobre

lipidos es la responsable de los fenotipos de Atep!.

Control LiCl 40 mM
WT
Atepl

GI29E
Tepl

FK506 20 pg/ml  SDS 0.01 ©

(1]

WT D

Atepl (F’

Tep 1 GI129E

Rapamicina 3 pM  KCIl0,200 mM
Atepl

GI129E

Tepl
Células 10° 10° 10' 10°  10° 10° 10' 10°

Figura 72. Analisis fenotipico de la cepa TeplGlng. Las cepas WT, Atepl y

Tep19'*°" se sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS con LiCl, FK506,
SDS, rapamicina y en NaNOs 5 mM mas prolina 1 mM con KCIO; a las
concentraciones indicadas. Las células se incubaron a 37°C durante 2 dias.

Por tanto, la actividad fosfatasa sobre lipidos de Tepl no solo esta involucrada
en la activacion de TOR y el control de la expresion de los genes sensibles a RCN sino

en su papel en la tolerancia a sales.
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SINOPSIS

Los resultados expuestos en el presente capitulo ponen de manifiesto que
HpTEPI es el homologo de PTEN. Tepl conserva todos los residuos esenciales para la
actividad fosfatasa y presenta un porcentaje de identidad del 35 % con PTEN. Ademas
las células carentes de 7EPI muestran un marcado incremento en los niveles de
PI(3,4)P,, PIP; y PI3P. Por ultimo, la mutacion puntual (G129E) que elimina la
actividad fosfatasa en PTEN hace que la cepa se comporte como un mutante Afepl.
Basandonos en estas evidencias podemos concluir que Tepl tiene actividad fosfatasa
sobre lipidos y que regula los niveles de PI(3,4)P,, PIP; y PI3P. La observacion de que
la cepa silvestre tenga niveles indetectables de PIP; y casi indetectables de PI(3,4)P;
indica que, tal como ocurre en células de mamiferos, estos lipidos estdn estrechamente
regulados en H. polymorpha. Dicha regulacion podria ocurrir a nivel de la sintesis y/o
degradacion de estos lipidos. Aqui se ha mostrado que Tepl podria tener un papel

importante en mantener bajos niveles de P1(3,4)P,, PIP; y PI3P.

La delecion de TEPI provocod la aparicion de multiples fenotipos como
sensibilidad a rapamicina, Li’, FK506, SDS vy tolerancia a C1O3". Lo mismo se observo
en la cepa portadora de una copia del gen TEPI con la mutacion puntual G129E,
conocida por eliminar la actividad fosfatasa sobre lipidos de PTEN. Este hecho revela
que PIP; y PI(3,4)P, al igual que en células de mamiferos podrian tener multiples

funciones, regulando diferentes procesos celulares en diferentes regiones de la célula.

Asimismo estos fenotipos muestran la existencia de algunas similitudes y
diferencias de Tepl con Ure2. Una de las similitudes la encontramos en su papel en la
respuesta frente a estrés salino. La delecion de ambos genes tiene como consecuencia la
mayor acumulacion de Li* debido a la menor expresion de ENAI. Sin embargo,
mientras que en Aure2 la menor expresion de ENAI se debe a los bajos niveles de Gatl,
los niveles del factor transcripcional no se ven modificados en Atepl, lo que sugiere que
en esta ultima la localizacion celular de Gatl es mayoritariamente citosolica. Esta
hipdtesis estd de acuerdo con los datos que apuntan a que la mutacion de TEPI produce
una activacion “per se” de TOR, aun en presencia de nitrato como Unica fuente de
nitrégeno y, por tanto, favoreceria la localizacion citosdlica de Gatl resultando en una
disminucién en la transcripcion de los genes estructurales de la via de asimilacion de

nitrato, como YNR/ asi como en la transcripcion de ENAI.
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Figura 73. Modelo de la relacion de Tepl y la sefializacion mediada por TOR. El
NOj induce la expresion de TEP1 que desfosforila PIP;. La disminucion en los niveles
de PIP; inhibe finalmente a TOR lo que permite la entrada de Gatl en el ntcleo y la
induccion de YNRI. La ausencia de TEPI provoca la acumulacion de PIP; y, como
consecuencia, la activacion de TOR que impide la entrada de Gatl en el nucleo por lo
que la expresion de YNRI disminuye.
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5. Papel de Ure2 en los procesos de detoxificacion

HpUre2, al igual que ScUre2, presenta similitud con glutation S-transferasas de
diferentes organismos. En el capitulo 2, se mostré que el crecimiento de Aure2 se ve
inhibido en presencia de Cd**. Este hecho nos condujo a profundizar en el papel de

Ure2 en los procesos de detoxificacion.

5.1 Ure2 participa en la detoxificacion de metales pesados

La toxicidad de los metales pesados se debe a su union a los grupos sulfidrilos
de las proteinas lo que conduce a la pérdida de su estructura y la inhibiciéon de su
actividad (Hall, 2002; Perego y Howell, 1997). Los mecanismos a través de los cuales
las células se protegen de los metales son muy complejos. En el caso concreto del Cd*",
el mecanismo general de detoxificacion tanto en S. cerevisiae como en mamiferos
engloba su unidn al tripéptido glutation (GSH) y la expulsion de los complejos GSH-
metal. La unién del Cd*" al GSH es catalizada por las glutation S-transferasas. En S.
cerevisiae, los complejos bis(glutationato)cadmio (Cd-[GS],) son eliminados del citosol
y transportados al interior de la vacuola por la ATPasa Ycfl. En mamiferos los GS-
conjugados pueden ser bombeados al exterior celular por el transportador MRP

(multigrug resistance—associated protein).

Para estudiar la posible implicacion del HpUre2 en la detoxificacion de metales
pesados optamos en primer lugar por una aproximacion genética al problema, es decir,
estudiamos el fenotipo de sensibilidad de Aure2 frente a varios metales. El mutante
Aure2 mostrd sensibilidad a Cd*" y a Co”" (figura 74). Este resultado indica que

HpUre2 participa en la detoxificacién de Cd*"y Co*", al igual que ScUre2.
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Control 0.8 mM CdCl, 1 mM CoCl,

WWlee o = '
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Aure2URE2 Rl
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Células

Figura 74. Aure2 es sensible a Cd*" y Co**. Las cepas WT, Aure2 y Aure2URE2 se
sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS tamponado con MES-Tris, pH 5,5
con CdCl, y CoCl, a las concentraciones indicadas. Las células se incubaron a 37°C
durante 2 dias.

Puesto que Ure2 regula negativamente a los factores transcripcionales GATA, la
sensibilidad observada en Aure2 podria deberse a la regulacion directa o indirecta por
los factores GATA de uno o mas genes involucrados en la defensa celular frente a
metales pesados. De acuerdo con la implicaciéon de los factores GATA en
detoxificacién, las cepas AgIn3 y Agatl presentan sensibilidad a Cd*" aunque menor
que la presentada por Aure2 (Medina, 2008). Estos resultados sugieren que tanto Ure2
como Gatl y GIn3 podrian participar conjuntamente en la detoxificacion del cadmio.
Asi estos factores GATA podrian participar en la activacion de la expresion de un
transportador homoélogo a Ycfl en H. polymorpha. Esto explicaria la sensibilidad a

cadmio de AgIn3 y Agatl.

5.2 El cadmio y el CDNB inducen la expresion de HpURE2

Una vez realizado el estudio fenotipico, quisimos comprobar si el Cd*" asi como
el CDNB y el H,0O; inducian la expresion del gen HpUREZ2. Para ello determinamos la
expresion de este gen mediante qRT-PCR en una cepa silvestre incubada durante 2
horas en presencia y ausencia de Cd2+, CDNB y H,0,. El tratamiento con cadmio (4
mM) produjo una fuerte activacion de la transcripcion de HpPUREZ2. La incubacion con
CDNB (0.35 mM), sustrato modelo de las GST, también resultd en un incremento en la
expresion (figura 75) de UREZ2. Con respecto al tratamiento con H,O, no se obtuvieron

diferencias significativas en la expresion.
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De acuerdo con la induccion de la expresion de URE2 en presencia de CDNB es
importante sefialar que la expresion en A. nidulans de gstA, gen con elevada similitud a
UREZ2, también se vio activada en presencia de este compuesto. gstA codifica una GST
perteneciente a la clase theta, si bien no estd implicada en la regulacion del metabolismo

del nitrogeno (Fraser et al., 2002).

5.3 Ure2 presenta actividad glutation S-transferasa frente al acido etacrinico

Dado los resultados obtenidos con respecto a la induccion de la expresion de
HPURE2 por parte del CDNB y del Cd*", en este punto nos propusimos testar la
actividad GST de Ure2 in vitro. Para ello usamos como sustratos el CDNB y el acido

etacrinico, derivado del acido fenoxiacético.

Para medir esta actividad, la proteina Ure2 fue producida en Escherichia coli
con una cola de polihistidina en su extremo N-terminal para su purificacion mediante
cromatografia de afinidad en columna de niquel (Material y Métodos. Apartado 6.7.1).
La purificacion de la proteina Ure2 se comprob6 mediante SDS-PAGE al 12% y tincioén
con Coomassie Blue al 0.05 % (figura 76). La cuantificacion de la proteina purificada se
llevé a cabo segiin el método descrito por Bradford (1976) usando y-globulina como

patron.
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6His-Ure2

—

~38 KDa

Figura 76. Expresion y purificacion de la proteina Ure2. (A) Analisis mediante SDS-
PAGE de la expresion de Ure2 en E. coli. Los carriles 1 y 2 corresponden a las
muestras no inducidas. Los carriles 3 y 4 corresponden con las muestras inducidas con
IPTG. Se observa claramente como en las muestras inducidas aparece una banda de
masa molecular esperada (~ 38 KDa). (B) Analisis mediante SDS-PAGE del proceso
de purificacion de la proteina Ure2 mediante cromatografia de afinidad en
columna de niquel. La muestra 1 corresponde al sobrenadante tras la rotura celular. La
muestra 2 corresponde al eluido de la fijacioén a la columna. Se puede observar que la
eficiencia de unién a la columna ha sido buena. Las muestras 3,4 y 5 corresponden a los
eluidos con el tampon de lavado. Las muestras 6, 7, 8 y 9 corresponden a los eluidos
con el tampon de elucion. Se observa claramente una banda mayoritaria correspondiente
a la proteina Ure2 purificada.

La GST cataliza la conjugacion del GSH al CDNB a través del grupo tiol del
GSH. El producto de la reaccion, el conjugado GS-DNB absorbe a 340 nm. El

incremento en la absorcion es directamente proporcional a la actividad GST.

GST
GSH + CDNB —» GS-DNB + HCI

En el caso del 4cido etacrinico el producto de la reaccioén absorbe a 270 nm. Por
tanto, las reacciones se siguieron mediante el aumento de la absorbancia a 340 nm (en el
caso del CDNB) y a 270 nm (en el caso del 4acido etacrinico). En los dos casos se realizd
un blanco sin proteina para sustraer a la absorbancia medida en presencia de Ure2 la
absorbancia debida a la autoxidacion del GSH. La actividad GST se determind usando
0.1 mM de acido etacrinico o 1 mM de CDNB y unos coeficientes de extinciéon molar

de 9,6 mM" cm™ y 5 mM"' cm™ respectivamente. Sélo se detectd actividad GST en
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presencia de 4cido etacrinico siendo los valores obtenidos consistentes con los
observados para otras enzimas relacionadas (tabla 1). En este caso cuando se anadid
proteina Ure2 al resto de los componentes del ensayo se observd un incremento
significativo en la absorbancia a 270 nm. Cuando el GSH fue omitido del ensayo no se

detecto actividad GST.

Sustrato Actividad GST (umoles * min'l*mg'l)
CDNB ND
Acido etacrinico 0.245 £ 0.034

Tabla 1. Actividad glutation S-transferasa de Ure2 hacia CDNB y acido etacrinico.
La actividad se midi6 in vitro utilizando proteina purificada. La mezcla de reaccion
contiene | mM de GSH, 1 mM de CDNB o 0.1 mM de é4cido etacrinico en tampdn
fosfato potasico 100 mM pH 6,5. La reaccion se dispard con la adicion del 4cido. Se
muestra la actividad media de tres experimentos independientes + la desviacion estandar
en pmoles de S-conjugado * min'* mg de proteina’. CDNB, 1-cloro, 2,4-
dinitrobenceno.

Por tanto, HpUre?2 presenta actividad GST frente al acido etacrinico. Es la primera
vez que se asocia una actividad GST tipica a esta proteina. La incapacidad de medir la
actividad GST de ScUre2 puede deberse a la falta de un ensayo enzimatico apropiado.
Sin embargo, la ausencia de ciertos residuos aminoacidicos implicados en esta actividad
en ScUre2 no puede ser descartada. ScUre2 ha sido clasificada dentro de la clase theta
de GST atendiendo a la desviacion de menos de 6 residuos con respecto a una secuencia
consenso que establece un total de 35 restricciones en el extremo N-terminal (Rossjohn,
et al., 1996). El analisis detallado de las secuencias de ambas proteinas comparandolas
con la secuencia consenso de la clase theta de las GST (figura 77) muestra que:

Los residuos correspondientes en ScUre2 se mantienen a excepcion de dos
posiciones. Uno es el residuo 71 del consenso (una tirosina) que corresponde a la
His187 en ScUre2. Este residuo estd en la hélice a3 de Ure2 e interacciona con la
cadena lateral del Asp 170 que esta en la lamina 3. En Arabidopsis thaliana que
conserva esta tirosina consenso se observa una interaccion similar con un aspartato en

B3. Por ello, esta desviacion del consenso podria no ser importante.
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La segunda desviacion se sitiia en la posicion 9 de la secuencia consenso que es
una serina, pero la correspondiente posicion en ScUre2p es la Alal22. Se sabe que esta
serina estd implicada en estabilizar el anion tiolato. La mutacion de esta serina por
alanina en la GST de A. thaliana (perteneciente a la clase theta) no soélo reduce la
actividad a menos del 0.5% sino también reduce significativamente la afinidad por el
GSH inmovilizado. En otras clases, el grupo hidroxilo de una tirosina conservada sirve
para estabilizar el anion tiolato. ScUre2 también carece también de esa tirosina.

La ausencia de actividad podria deberse a una insercion de una alanina por
serina en la posicion 122 de ScUre2. Adyacente a la Alal22 estd la Serl21. Sin
embargo, la cadena lateral de este residuo no esta bien posicionada para interaccionar
con GSH y mucho menos para estabilizar el anion tiolato. En las GST de E. coli no
estan presentes ni la serina ni la tirosina. Se propone que los residuos importantes son la
Cys 10 y la His106. Por tanto, la posibilidad de que ScUre2 contenga un nuevo par de
residuos cataliticos no puede ser descartada.

Por su parte, HpUre2 carece de la serina 9 del patron. En su lugar se sitia la Ala
67. Al igual que ocurre en ScUre2, parece existir una inserciéon de una alanina en la
posicion 67 de HpUre2 puesto que junto a la alanina se encuentra la serina 66. La
segunda desviacion del patron consenso se sitia en la posicion 81 donde el acido
glutdmico ha sustituido a la glicina 23. Finalmente, debemos destacar que HpUre2
conserva la tirosina 71 (Tyr 134) del consenso. Es posible que este residuo sea clave
para dicha actividad. Mediante la realizacion de mutagénesis dirigida sobre la Tyr 134 y
la medida de la actividad GST en la version mutada de HpUre2 podriamos determinar la

importancia del mismo.
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HpUre2
ScURE2
HpUre2 NEGYTLVSH 64
ScURE2 LEGYTLFSH 119
Insecto MDFYYL
Tk ok

HpUre2 REAPNGFKIAIILSELEYNYSTILLDFNKGEQRTPEFLAINPNGRVPALIDHTHNQDQQOVS 124
ScUREZ2 REBAPNGFKVAIVLSELGFHYNTIFLDFNLGEHRAPEFVSVNPNARVPALIDHGMDN --LS 177
Insecto PGSAPCRSVLMTAKALGIELTKKLLNLOQAGEHLKPEFLKINPQHTIPTLVDG D FA
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Figura 77. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de HpUre2, ScUre2 y de
una GST de insecto perteneciente a la clase theta. La secuencia consenso se
representa en la figura bajo el alineamiento. *= residuo hidrofébico; # = residuo polar;
~=NDEQ

5.4 Ure2 presenta actividad glutation peroxidasa frente a varios hidroperoxidos

Los mutantes con defectos en genes que codifican GST exhiben una mayor
sensibilidad no sélo a los sustratos preferentes de las GST sino también a otros
compuestos que no son detoxificados por conjugacion directa con el glutation (Rai et
al. 2003). Dos de estos compuestos son el perdxido de hidrogeno y la diamida. El
peroxido de hidrogeno es detoxificado por dos vias: por peroxidacion, una actividad
encontrada en GST de la clase T en algunos mamiferos y en GST3 de S. pombe o por
conjugacion a GSH de productos celulares que son oxidados por hidrogeno y otros
peroxidos (Veal et al., 2002; Tan y Board, 1996; Sherratt et al., 1997). La diamida
también oxida proteinas celulares y otros constituyentes, pero ademads, disminuye la
cantidad de glutation reducido porque es detoxificada via reduccion dependiente de

glutation (Kosower y Kosower, 1997).
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Con el fin de indagar en el papel de Ure2 en la detoxificacion celular
comparamos la sensibilidad de Aure2 y la cepa silvestre a H,O, y diamida. Aure2 no
presento diferencias significativas de crecimiento respecto a la cepa WT frente a estos
compuestos (figura 78). Estos resultados sugerian que HpUre2 no participa en la
detoxificacion de estos compuestos. De acuerdo con la ausencia de actividad GST frente
a CDNB la ausencia de Ure2 tampoco produjo sensibilidad a este compuesto. Sin
embargo, recordemos que la expresion del gen URE2 se indujo fuertemente en una cepa
silvestre incubada en presencia de este compuesto. Es importante recordar que idénticos
resultados fueron obtenidos con gstA en A. nidulans, GST de la clase theta, clase que se
define, al menos en parte, por falta de actividad frente a este sustrato. Asi la fuerte
induccion de la transcripcion de URE2 podria deberse a que dicho compuesto es
altamente toxico para la célula con lo que su presencia puede originar este efecto, como

respuesta al estrés.

Control CDNB 0.07 mM

WT
' Aure2

H,O, 0.5 mM Diamida 1mM

Células 10° 10* 10° 10° 10° 10" 10’ 10’

Figura 78. Crecimiento de Aure2 en CDNB, H,0O; y diamida. Las cepas WT y Aure2
se sembraron en placa mediante goteo en medio YGAS tamponado con MES-Tris, pH
5,5 con los compuestos mencionados a las concentraciones indicadas. Las células se
incubaron a 37°C durante 2 dias.

A pesar de estas evidencias decidimos medir la actividad glutation peroxidasa de
Ure2. La capacidad de Ure2 para reducir hidroperéxidos se determiné in vitro utilizando
proteina purificada y varios sustratos. Las reacciones se siguieron mediante el descenso

de la absorbancia a 340 nm producido por la oxidacion del NADPH. La oxidacion del
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NADPH se acopla a la reaccion de reduccion de GSSG (glutation oxidado) a GSH
(glutation reducido) por la glutation reductasa (GR) lo que hace posible medir esta
actividad.
GPx
R-0O-O-H +2GSH — R-O-H + GSSG + H;0
GSSG + NADPH +H" —CR_, »GSH + NADP*

La tasa de oxidacion no enziméatica del NADPH en ausencia de Ure2 se sustrajo
en todos los casos. La actividad GPx se calcul6é usando un coeficiente de extincion
molar de 6.2 mM™" cm™. Cuando se afiadi6 proteina Ure2 al resto de los componentes
del ensayo se observo un incremento significativo en la tasa de oxidacion del NADPH
(tabla 2). Cuando el GSH fue omitido del ensayo no se detectd actividad glutation
peroxidasa. Ure2 presentd actividad hacia los tres sustratos analizados: H,O,,
hidroperdxido de cumeno (CHP) y tert-butilhidroperdxido (t-BHP) con una preferencia
en el orden H,O, > t-BHP > CHP (tabla 2).

Sustrato  Actividad GPx (umoles * min"*mg'l)

H0; 0.518 = 0.048
CHP 0.078 = 0.009
t-BHP 0.139 = 0.019

Tabla 2. Actividad glutation peroxidasa de Ure2 hacia diferentes sustratos. La
actividad se midi6 in vitro utilizando proteina purificada. La mezcla de reaccion
contiene 1 mM de GSH, 4 mM de azida sddica, 0.15 mM de NADPH, 0.24 unidades de
glutation reductasa, 1.2 mM de hidroperdxido de cumeno, 1.2 mM de H,O; o 5 mM de
tert-butilhidroperéxido en 100 mM de tampon fosfato sodico pH 7,5. La reaccion se
dispar6é con la adicion del sustrato hidroperoxido. CHP, hidroperdxido de cumeno; t-
BHP, tert-butilhidroperéxido. Se muestra la actividad media de tres experimentos
independientes + la desviacion estandar.
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Puesto que Ure2 presenta actividad GPx, es posible que la tolerancia de Aure2 a
estos compuestos en placa se deba a la participacion de otras enzimas en su
detoxificacion o a la incapacidad de los compuestos para entrar en el interior celular en
las condiciones ensayadas En S. cerevisiae se sabe que Ure2 protege a la célula de los
compuestos oxidantes no sélo a través de su actividad GPx intrinseca sino regulando, a
través de los GATA, la expresion de la y-glutamil transpeptidasa CIS2. Este gen
codifica la primera enzima en la degradacion del glutation (Springael and Penninckx,
2003). Asi, la sensibilidad de ScAure2 a H,O, exdgeno se debe a la mayor degradacion
del GSH como consecuencia de la activacion de la transcripcion de CIS2, mediada por
Gatl/GIn3. Por todo ello, seria interesante estudiar la implicacion de HpUre2 en la
expresion de los genes que regulan el metabolismo del GSH con el fin de profundizar en
el papel de HpUre2 y de los GATA en la proteccion frente al estrés oxidativo en H.
polymorpha.

SINOPSIS
En S. cerevisiae, Ure2 participa en la resistencia frente a metales pesados y a
compuestos causantes de estrés oxidativo. ScUre2 muestra una elevada similitud a las
GST, presenta actividad GPx hacia perdxido de hidrogeno y varios peroxidos organicos
y actividad GRX. Sin embargo, la actividad GST no ha sido aun detectada. Los
resultados presentados en este capitulo muestran que HpUre2 participa en la
detoxificacion de cadmio y cobalto, presenta actividad GPx frente a los mismos
compuestos oxidantes testados en S. cerevisiae y, lo que es mas importante, presenta
actividad GST. La nula actividad frente al CDNB asi como la similitud de secuencia
parece confirmar la pertenencia de HpUre2 a las GST de la clase theta, clase que se
define al menos en parte por la falta de actividad frente al CDNB. HpUre2 mostro
ademas actividad glutation peroxidasa frente a peroxido de hidrégeno y a otros sustratos
hidroperdxidos si bien HpAure2 no mostré sensibilidad frente a los compuestos
oxidantes testados. Con el fin de completar su caracterizacion enzimadtica seria
interesante determinar la actividad GRX.
La sensibilidad frente a metales pesados es una cuestion compleja. En el caso
concreto del Cd*" se sabe que este metal induce elevados niveles de especies reactivas

de oxigeno, lo que podria explicar la mayor expresion de HpUREZ2 en presencia de

-150 -



I11. Resultados y Discusion. Capitulo 5

Cd**. La fuerte expresion en presencia de CDNB podria ser igualmente consecuencia
del estrés inducido por este compuesto.

De los resultados obtenidos podemos concluir que Ure2 juega un papel central
en los procesos de detoxificacion celular ejerciendo este papel tanto de forma directa
como indirecta. La elucidacion de los mecanismos moleculares asociados con cada uno

de estos nuevos papeles identificados plantea un nuevo e interesante desafio.
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IV. PERSPECTIVAS

Cualquier trabajo de investigacion genera nuevas preguntas y esta tesis no es una
excepcion. Algunas de las preguntas tratan de cuestiones concretas pero también de
nuevas lineas que explorar. Dentro de las primeras, existen detalles acerca de la
fosforilacion de HpUre2 que no se resolvieron en este trabajo y que seria interesante
conocer. Por ejemplo, en los capitulos 1 y 3 se ha descrito el patron de fosforilacion de
HpUre2 en relacién a la RCN y la homeostasis del Ca**, respectivamente. Sin embargo,
no se han identificado los residuos implicados en la fosforilacion. El analisis de la
secuencia de HpUre2 mediante el programa NetPhos identifica 17 sitios posibles de
fosforilacién con una probabilidad superior a 0,5 asociando al residuo con mayor
probabilidad, la Ser-63, un sitio de fosforilacion para una kinasa especifica, la proteina
kinasa C. Mediante mutagénesis dirigida se podria explorar éste y otros sitios de
fosforilacion con alta probabilidad. Por otra parte, tal como se estableci6 en el apartado
3.6, Ure2 aumenta su movilidad electroforética al ser inducido en altas concentraciones
de Ca®’, efecto que desaparece al eliminar el Ca®” del medio. Este hecho descarta la
degradacion de la proteina y sugiere la existencia de varios estados de fosforilacion de
la proteina aunque el uso de A proteina fosfatasa nos permitié tunicamente identificar dos
formas de la proteina. Ademas del incremento de movilidad se detecta una disminucioén
en la cantidad de proteina. Estos resultados sugieren un cambio en la localizacion
celular de HpUre2 que podria, bajo estas condiciones extremas, translocarse al ntcleo.
Para abordar esta cuestion, como aproximacion preliminar, se podrian realizar extractos
celulares enriquecidos en fraccion nuclear mediante centrifugacion diferencial. La
desaparicion de la proteina en los extractos totales deberia ir acompafiada de la
aparicion de proteina en los extractos nucleares. Para estudiar la distribucién de HpUre2
dentro de la célula frente a diversas condiciones se podria llevar a cabo asimismo su
fusion con la proteina verde fluorescente (GFP) cuyo uso esta ampliamente extendido
en distintos organismos con esta finalidad.

En el capitulo 3 se ha descrito que HpUre2 presenta actividad GST frente al
acido etacrinico y GPx frente a varios hidroperoxidos. Un asunto que se podria explorar
es la identificacion de residuos clave responsables de dichas actividades. Para ello se
podria empezar realizando mutagénesis dirigida sobre la Tyr 134 conservada en las
GSTs de la clase theta, en HpUre2 vy ausente en S. cerevisiae. Ademas, se deberia

determinar la actividad de ScUre2 frente al 4cido etacrinico para descartar que la
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ausencia de actividad se deba a la falta de un disefio experimental apropiado. Para ello,
se podria llevar a cabo su expresion en E. coli al igual que se hizo con HpUre2. Por otra
parte se podria determinar si HpUre2 presenta actividad glutaredoxina con el fin de
completar su caracterizacion enzimatica.

A lo largo del presente trabajo se ha establecido la relacion entre la calcineurina
y la asimilacion de nitrogeno identificandose nuevos genes regulados por la
calcineurina: HpGAT1, HpGAT2, YNR1, YNT1. Mediante el uso de microarrays de
DNA se podrian comparar de forma masiva los patrones de expresion génica de las
cepas WT, Aure2 y Acnbl en presencia de diferentes fuentes nitrogenadas con el fin de
identificar nuevos mediadores de la sefial de nitrato relacionados con la calcineurina.
Mediante el uso de esta técnica se podria realizar un anélisis exhaustivo de la expresion
dependiente de calcineurina tras la adicion de Ca®" o Na’. Los resultados de estos
experimentos contribuirian a una mayor comprension del papel de la calcineurina en la
regulacion del metabolismo del nitrogeno en H. polymorpha. Finalmente, comparando
los patrones de expresion de la cepa WT y la cepa Acrzl se podria determinar la
dependencia de la expresion del factor transcripcional HpCrzl.

Otro asunto que se podria explorar es la interaccion de Ure2 con los factores
transcripcionales GATA. En la elaboracion de los diferentes modelos de trabajo, hemos
asumido que HpUre2 interacciona directamente con HpGatl y HpGat2. Sin embargo,
no disponemos de ninguna evidencia bioquimica de ello. En futuras investigaciones
seria sumamente interesante poder elucidar si nuestras suposiciones son ciertas.
Actualmente existen numerosas técnicas que podrian ser apropiadas para este fin como
el pull-down. Para ello, se podria etiquetar y producir en bacterias la proteina Ure2 con
el epitopo GST, inmovilizarla en columnas de glutation e incubarlas con extractos de
células que expresen las versiones fusionadas a 6HA de Gatl y Gat2. Ademas se podria
intentar definir el dominio de unién de cada una de las proteinas expresando versiones
truncadas de las proteinas. También se podria estudiar la distribucion celular de los
factores GATA dentro de la célula frente a diversas condiciones (amonio, nitrato, altas
concentraciones de Ca", de Na™...) mediante su fusion a GFP.

En el capitulo 4 se describié como la ausencia de TEP1 altera los niveles de
fosfoinositidos por lo que suponemos que Tepl presenta actividad fosfatasa sobre
lipidos. Con el fin de verificar esta hipdtesis seria interesante llevar a cabo la expresion

de la proteina en bacterias con el fin de medir la actividad fosfatasa frente PI(3,4,5)Ps,
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P(3,4) y PI3P. En este caso seria conveniente expresar también ptnl de S. pombe como
control. Igualmente se podria expresar la proteina Tepl G129E con el fin de confirmar
definitivamente la importancia de este residuo en la actividad fosfatasa sobre lipidos en
Tepl. Igual de interesante seria determinar la conexion en H. polymorpha entre los

niveles de fosfoinositidos y TOR.
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V. CONCLUSIONES

1. HpUre2 se fosforila en respuesta a fuentes nitrogenadas preferidas y se desfosforila
bajo condiciones de ayuno de nitrégeno. La presencia de rapamicina también produce
desfosforilacion, indicando la participacion de la via TOR en la regulaciéon de la

asimilacion de nitrogeno en H. polymorpha.

2. Ure2 participa en la regulacion del potencial electroquimico a través del control
transcripcional de la H'-ATPasa PMAL. Asi su ausencia provoca el descenso de la

actividad Pmal y resistencia a higromicina B.

3. HpUre2 regula los niveles de Ca”" intracelular a través del factor transcripcional
HpGat2, que induce la expresion de la Ca**-ATPasa PMRL1. El contenido de Ca’" en el
RE-Golgi, que depende de los niveles de Pmrl, modula la entrada extracelular del

cation.

3. La calcineurina participa tanto en la desrepresiéon como en la induccion de los genes
de la asimilacion de nitrégeno a través de la regulacion de los niveles de los factores

transcripcionales HpGatl y HpGat2.

4. La calcineurina participa en la sefial de induccion de los genes de la asimilacion de

nitrogeno controlando los niveles de HpYna2 a través de HpGat2.

5. La calcineurina regula positivamente la expresion de la Na'-ATPasa ENA1 y de los
genes responsables de la asimilacion de nitrogeno a través de HpCrzl-HpGatl o

HpCrzl.
6. La sefal de represion generada por la acumulacion de amonio, producto final de la

asimilacion de nitrato, podria estar mediada por HpGat2 a través del bloqueo de la

entrada de Ca®" desde el exterior debida a la mayor expresion de PMR.
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. r . . . . —+

7. Las fuentes de nitrégeno alternativas incrementan el contenido intracelular de Ca’

activando la calcineurina. La calidad de las fuentes nitrogenadas regula el estado de
. ., . . 2+ , . . .y

activacion de la calcineurina. El Ca™ actiia como segundo mensajero en la asimilacion

de nitrato actuando tanto sobre la desrepresion como sobre la induccion.

. 24+ . P , . . .,

8. Los niveles de Ca”™ citosolicos estan involucrados en el estado de fosforilacion de
. 24+ . ,qe . .y . . ’

Ure2. Los elevados niveles de Ca”" citos6licos y la activacion de la calcineurina podrian

inducir indirectamente la desfosforilacion de Ure2 y en consecuencia afectar a su

interaccion con los factores GATA, HpGatl y HpGat2.

9. La alteracion de los niveles de fosfoinositidos, la elevada similitud con PTEN y la
presencia de residuos esenciales para la actividad fosfatasa indican que Tepl posee
actividad fosfatasa sobre lipidos, siendo por tanto el ortélogo de PTEN (humano) en H.
polymorpha.

19'E portadora de la mutacién puntual conocida por suprimir la

10. La cepa Tep
capacidad para desfosforilar sustratos lipidicos en PTEN, reproduce los fenotipos de
Atepl, indicando que la actividad fosfatasa sobre lipidos de Tepl es la responsable de su

funcion.

11. HpUre2 presenta actividad GST frente al 4cido etacrinico y GPx frente al sustrato
oxidante peroxido de hidrégeno, asi como frente a los hidroperoxidos orgéanicos
hidroperéxido de cumeno y tert-butilhidroperoxido. Ure2 participa en la detoxificacion

de cadmio y cobalto.
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VI. MATERIAL Y METODOS
6.1. Microorganismos utilizados

6.1.1. Cepas bacterianas

> XL1-Blue': recAl endAl gyrA96(Nal') thil hsdR17(rimy ) supE44 reldl
lac F’[ proAB lacl’ lacZAM15 Tnl0 ( Tet')]. Utilizada en la amplificacion de
DNA y en la a-complementacion del gen lacZ.

» DHS5o: (@80dlacZAM15) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(r, my’) supE44
relAl deoR A(laZYA-argF) U169. Utilizada en la amplificacion de DNA.

» SCS110: rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm
supE44 A(lac-proAB) F'[traD36 proAB laclqZAM15]. Empleada para obtener
DNA plasmidico no metilado.

» BL21(DE3)pLysS: F ompT hsdSg (rg” mg’) gal dem (DE3) pLysS (Cam®).
Empleada en la expresion heterdloga de HpURE?.

6.1.2. Cepas de levaduras

Como cepa silvestre se utilizo la cepa Hansenula polymorpha NCYC 495 (syn.
CBSi976, ATCCj4754, NRRL-Y-1789, VKM-Y-1397), asi como una serie de cepas
derivadas de la doble mutante auxotréfica NCYC 495 wura3 leu2. En el apéndice I se

recogen todas las cepas derivadas de ésta que fueron empleadas en este trabajo.

En la mayoria de casos se trabajo con cepas prototroficas complementando las
auxotrofias leu2 y ura3 con los plasmidos integrativos p18B1 y pPBSURA3 que portan
respectivamente los genes LEU2 y URA3 de H. polymorpha.

6.2. Esterilizacion del material

Los medios de cultivo y material de trabajo fueron esterilizados en una autoclave
Raipa AE-75-DRY (Barcelona, Espafia) durante 20 min a 121 °C y 1,1 bar de presion.
Aquellos compuestos que por su termolabilidad no pudieron ser esterilizados en
autoclave fueron esterilizados mediante filtracion a través de filtros Millex de 0,22 um

(Millipore, Billerica, MA, EEUU).

"En el apéndice IV se describen las caracteristicas de los genotipos de las cepas de bacterias utilizadas.
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6.3. Medios y condiciones de cultivo

Se emplearon medios de cultivo sdlidos y liquidos tanto para levaduras como
para bacterias. Los medios liquidos se prepararon disolviendo los componentes
adecuados en agua destilada, tamponandolos en caso necesario y esterilizandolos en la
autoclave. Para los medios solidos se incorpordé Bacto-Agar a una concentracion final
del 2 % (p/v). Los compuestos termolébiles fueron afiadidos al medio estéril a partir de

una disolucion concentrada y estéril.

Los cultivos se iniciaron a partir de precultivos crecidos hasta saturacion en el
medio adecuado. Se emplearon volumenes pequenos del precultivo para inocular
matraces Erlenmeyer que contenian un volumen de medio como maximo igual a un

quinto de su capacidad.

6.3.1 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento bacteriano

El medio de cultivo empleado de forma rutinaria para el crecimiento de bacterias
fue el medio LB'” (Luria Bertani). En la preparaciéon de células competentes se utilizd
el medio SOB®. La incubacion de las células tras la transformacioén se llevo a cabo en

medio SOC®, consistente en medio SOB suplementado con glucosa 20 mM.

Para la seleccion de clones de bacterias mediante genes de resistencia a
antibioticos, éstos fueron incorporados a los medios de crecimiento a las siguientes
concentraciones finales: 50 pg/ml de ampicilina, 10 pg/ml de tetraciclina y 34 pg/ml

de cloranfenicol.

Las bacterias se cultivaron a 37°C en placas de Petri o en medio liquido con
agitacion orbital de 180-220 rpm. El crecimiento en medio liquido se determind
midiendo la DO del cultivo a 595 nm. Para la seleccion y amplificacion de algunos
plasmidos las bacterias fueron incubadas a 30°C en lugar de 37°C. Esta modificacion de
la temperatura fue necesaria en la extraccion rutinaria de ciertos plasmidos que portaban
ademds de la ORF del gen de la levadura, la secuencia promotora y terminadora.
Aunque desconocemos la causa exacta de este fenomeno pensamos que el gen se estaria
expresando en bacterias y el producto, normalmente proteinas de membrana, podria ser

toxico para la célula debido a su hidrofobicidad.

() Los medios de cultivo y tampones aparecen numerados y descritos al final de Materiales y Métodos.
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Es posible que al disminuir la temperatura a 30°C la transcripcion de dichas ORF
disminuya. La conservacion de las cepas bacterianas durante largos periodos de tiempo

se realizd mediante congelacion a -80°C en glicerol al 15% (v/v).

6.3.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de levaduras

El crecimiento de levaduras en medio no selectivo se llevo a cabo en YPD™. El
medio sintético empleado en el crecimiento selectivo contiene Yeast nitrogen base
without aminoacids and ammonium sulfate (YNB) (DIFCO-Becton, Sparks, MD,
EEUU) al 0,17% (p/v) y glucosa al 2% (p/v), denominandose YG® a este medio.
Cuando la fuente de nitrégeno afiadida a este medio consistié en cloruro amdnico pasé a
denominarse YGNH, mientras que cuando fue nitrato sddico se denomind YGNO. La
concentracion de la fuente de nitrégeno empleada en los diferentes experimentos se
indica siempre a continuacion de las siglas del medio. En ocasiones el medio sintético
empleado en el crecimiento selectivo se compuso de Yeast nitrogen base without
aminoacids (YNB) DIFCO-Becton, Sparks, MD, EEUU) al 0,67% (p/v) y glucosa al
2% (p/v). Este medio que contiene sulfato amonico al 0,5 % (p/v) se denomind YGAS.
Las auxotrofias para la leucina y el uracilo se suplieron anadiendo estos compuestos a
unas concentraciones finales de 0,23 mM y 0,18 mM respectivamente a partir de

disoluciones 50 veces concentradas y estériles.

Para la seleccion de células portadoras del gen ble, que confiere resistencia al
antibiotico zeocina, el medio YPD fue suplementado con zeocina (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EEUU) a una concentracion final de 100 pg/ml a partir de una disolucion

concentrada de 100 mg/ml.

H. polymorpha crecié a 37°C. El crecimiento se realiz6 en placas Petri o en
matraces Erlenmeyer agitados a 180-200 rpm. El crecimiento en medio liquido fue
determinado midiendo la densidad optica del cultivo a 660 nm, diluyendo las muestras
del cultivo para obtener valores comprendidos entre 0,1-0,5 unidades de densidad
optica. El nimero de células y concentracion del cultivo fueron determinados aplicando

la siguiente relacion:

1U DOés60 (paso de luz 1 emy= 3,75 mg de células-mL™" (peso fresco) = 7-107 células'mL”' (A)
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Para la conservacion de las cepas de levadura durante largos periodos de tiempo

las células se congelaron a -80°C en glicerol al 15% (v/v).

Composicion del Yeast nitrogen base without aminoacids and ammonium sulphate’

(concentraciones en el medio)

acido p-aminobenzoico 200 pg/L biotina 2 ug/L
acido borico 500 pg/L cloruro célcico 0,1 g/L
pantotenato calcico 400 pg/L sulfato de cobre 40 pg/L
cloruro férrico 200 pg/L acido folico 2 ng/L
inositol 2 mg/L sulfato magnésico 0,5 g/L
sulfato de manganeso 400 pg/L niacina 400 pg/L
ioduro de potasio 100 pg/L Fosfato potasico 1g/L
piridoxina HCI 400 pg/L riboflavina 200 pg/L
cloruro sodico 0,1 g/lL molibdato sédico 200 pg/L
tiamina HCI 400 pg/L sulfato de zinc 400 pg/L
pH final: 4,5

1 . . . . o ey ’ y .
Yeast nitrogen base w/o amino acids, igual composiciéon mas sulfato amoénico 5 g/L

6.3.3. Medios de cultivo y condiciones para la induccion de los genes de asimilacion
de nitrato de H. polymorpha

Para inducir la expresion de los genes de asimilacion de nitrato de H. polymorpha
las células se crecieron d.n. en YGNH 5 mM hasta una DO de 2,7 unidades. Se
recogieron mediante centrifugacion a 4.863 x g (5.000 rpm) durante 7 min, se
resuspendieron en 1 volumen de agua para eliminar restos del medio anterior, se
volvieron a centrifugar y finalmente se resuspendieron en medio de inducciéon YGNO.
La concentracion de nitrato sddico de este medio vario entre 1 a 10 mM segin el
experimento. Las células se incubaron en este medio por un tiempo de 90 a 120 min en
la mayoria de experimentos. En ocasiones, previo a la incubaciéon en el medio de
induccion las células se mantuvieron en ayuno de nitrégeno (YG) durante 1h para

obtener unos niveles de induccion elevados y reproducibles.
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6.3.4. Siembra por goteo

La siembra por goteo, junto con el crecimiento en medio liquido, permitid
caracterizar las cepas de levadura en cuanto al crecimiento en medios con distinta
composicion. En el goteo se depositd sobre medio sélido en forma de pequenas gotas de
5 pl una dilucién seriada del cultivo, incubando la placa posteriormente de 24 a 48 h a
37 °C. Las diferencias en el crecimiento entre cepas se manifestaron en cuanto al

numero e intensidad de las diluciones crecidas.

Para preparar las diferentes diluciones de células se parti6é de un cultivo de 5 ml
de YPD crecido hasta fase estacionaria. Se tomaron 200 pl de cultivo en tubos tipo
eppendorf estériles y se centrifugaron a 27000 x g durante 1 min y resuspendidas en 200
pul de agua mili Q estéril. Se determind la DO de la suspension en el lector de
microplaca MultiSKan EX (Labsystems) y a partir de ésta se estimd el nimero de
células por ml segliin la expresion (A). Se prepararon cinco diluciones a partir de la
suspension que permitiesen tomar en un volumen de 5 pl 10%10°, 10*, 10%, 10% células,
siendo depositadas sobre placas de medio solido. Se dejaron secar las gotas durante
unos minutos en de la campana de flujo laminar y se incubaron las placas a 37 °C. El
empleo de placas multipocillos y de una pipeta multicanal (Finnpipette BioControl-
Thermo Labsystems, Helsinki, Finlandia) en la preparacion de las diluciones y

sembrado de las gotas simplificé en gran medida el procedimiento.

6.4. Transformacion de microorganismos
6.4.1. Transformacion de bacterias

La transformacion de bacterias por choque térmico, asi como la preparacion de

células competentes, se llevo a cabo segln el protocolo descrito por Hanahan, 1986.

Para la obtencion de células competentes de E. coli se partié de un preinoculo (5
ml) crecido hasta fase estacionaria en LB del que se tom6 0,9 ml para inocular 150 ml
de SOB. Se dejo crecer el cultivo a 37°C hasta una DOsos de 0,4-0,6; entonces se enfrid
sobre hielo durante 20 minutos y a continuacion se centrifugd a 4.863 x g (5.000 rpm)
durante 7 minutos a 4°C. Posteriormente las células se resuspendieron en 1/3 del
volumen inicial (50 ml) de tampén RF1® frio y se incubaron en hielo durante 20

minutos mas.
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Tras este tiempo, las células se recogieron nuevamente por centrifugacion, se
resuspendieron en 1/12,5 del volumen inicial (12 ml) de tampén RE27 frio y se
incubaron 20 minutos en hielo. Finalmente se distribuyeron en alicuotas de 200 pl para

su conservacion a -80°C o para su uso inmediato.

Para llevar a cabo la transformacion, se anadio el DNA plasmidico a las células
previamente descongeladas dejando la mezcla 30 min sobre hielo. A continuacion se
sometieron las células a un choque térmico de 42 °C durante 90 s, enfriando
seguidamente el tubo en hielo. Pasados 2 minutos, se afiadieron 800 ul de SOC y la
mezcla se incubd a 37°C con agitacion continua durante 1 h. Los transformantes se
seleccionaron en la mayoria de los casos por su capacidad para crecer en presencia de
ampicilina (100 pg/ml). La eficiencia de transformacién es de unos 5-10°
transformantes/pug de DNA. Para la seleccion por color de las colonias transformadas
(a-complementacion del gen lacZ), éstas fueron sembradas en placas de LB-agar sobre
las que se extendieron 20 pl de X-gal 10% (p/v) en dimetilformamida y 20 pl de IPTG
100 mM, al menos 30 minutos antes de la siembra de E. coli. El color de las colonias se

intensifico incubando las placas a 4°C.

6.4.2. Transformacion de H. polymorpha

La preparacion de células competentes y la transformacién de las mismas se

llevd a cabo seglin Faber ef al., 1994.

Para preparar células competentes se inocularon 50 ml de YPD con un
preindculo fresco en un matraz de 250 ml, incubandolo a 37°C con agitacion constante
hasta que el cultivo alcanzo la fase de crecimiento exponencial temprana (DOgg= 1,2-
1,5). Las células fueron recogidas por centrifugacion a 4.863 x g (5.000 rpm) durante 5
minutos y resuspendidas en 0,2 volumenes (10 ml) de tampon fosfato 50 mM pH 7,5 al
que se le afiadio DTT (25 mM concentracion final) a partir de una disolucion estéril de
1M en acetato sodico 0,01 M. Tras incubar las células a 37°C durante 15 min, se lavaron
dos veces con tampoén de electropermeabilizacion STM® frio, la primera vez con 1
volumen (50 ml) y la segunda con 0,5 volimenes (25 ml) para finalmente ser
resuspendidas en 0,005 volimenes (0,25 ml), lo que resultdé en aproximadamente 2 x
10" células/ml. Tras distribuirlas en alicuotas de 60 pl fueron congeladas en nitrogeno

liquido y conservadas a -80°C hasta su uso.
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El DNA plasmidico para la transformacion (~1ug) se anadié a los 60 ul de
suspension celular en un volumen no superior a 5 pl en agua destilada y esta mezcla se
colocé en el fondo de una cubeta de electroporacion fria con una distancia de separacion
entre electrodos de 2 mm. Para transformar las células se utilizé un electroporador BTX
600 (BTX inc., San Diego, CA, EEUU) aplicando los siguientes pardmetros: campo
eléctrico de 7,5 Kv-em™, 50 uF de capacitancia y 129 Q de resistencia, lo que resulto en
un pulso eléctrico de aproximadamente 5 ms, tras el cual se afiadié 1 ml de YPD a la
mezcla de células + DNA. Después de 1 hora de incubacion a 37 °C sin agitacion, las
células se recogieron por centrifugacion durante 30 s a 16.060 x g (13.000 rpm) y se
lavaron con 1 ml de medio minimo (YG). Tras ser resuspendidas en 200 pl de YG se
sembraron en las placas del medio selectivo y se incubaron a 37°C. Los transformantes,
seleccionados por su capacidad para crecer en un medio sintético carente de leucina o
uracilo o en presencia del antibidtico zeocina aparecen tras 1-2 dias de incubacion. Se

observo variacion en la eficiencia del método de transformacion segun la cepa.

6.5. Técnicas relacionadas con proteinas
6.5.1. Determinacion de la concentracion de proteinas en extractos celulares

Para la determinacion de actividades enzimadticas asi como para el andlisis de
proteinas mediante SDS-PAGE se determind la concentracion de proteinas de los
extractos crudos mediante el método de Bradford, 1976. Para ello se utilizo el reactivo
de Bradford del kit comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) y
albumina bovina 6 y-globulina bovina como proteinas patréon. Los extractos fueron
diluidos de 5 a 10 veces con agua y se utilizaron 5-10 pl del diluido para determinar la
concentracion de proteinas, afiadiendo 200 ul del reactivo de Bradford y dejando
desarrollar el color durante 5 min. Este proceso se hizo en placas multipocillos
determinandose posteriormente la DO a 590 nm en un lector de placas (Multi-Detection

Microplate Reader, Biotek).
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6.5.2. Determinacion de actividades nitrato reductasa y p-galactosidasa

6.5.2.1. Obtencion de extractos celulares para la determinacion de actividad

nitrato reductasa y B-galactosidasa.

Los extractos libres de células se obtuvieron a partir de células recogidas en la
fase exponencial del crecimiento (DOgp=2-2,6) mediante rotura mecéanica con bolas de
vidrio (< 0,5 mm) (Gonzalez y Siverio, 1992). Aproximadamente 100 mg de células
(peso fresco) fueron recogidas por centrifugacion a 1.750 x g (3.000 rpm) durante 5 min
a 4°C en tubos de vidrio de fondo redondo, lavadas con agua fria y congeladas a -20°C
hasta su uso. A las células congeladas (que se mantuvieron a 4°C durante todo el
proceso de obtencién de extractos) se les afiadié 0,25 ml de tampon de extraccion” frio
con inhibidores de proteasas siguiendo las recomendaciones del fabricante (Complete
Mini Tablets, Roche, Indianapolis, IN, EEUU). Las células resuspendidas en el tampon
fueron transferidas a tubos de 1,5 ml a los que también se afiadieron bolas de vidrio de
0,5 mm de diametro. Las células fueron homogeneizadas mediante agitacion vigorosa
en un homogeneizador FastPrep (Thermosavant LifeSciences, Hampshire, Reino
Unido) durante 20 s a 6 m/s. Los tubos fueron enfriados sobre hielo; luego fueron
perforados por el fondo con una aguja hipodérmica caliente y centrifugados sobre tubos
nuevos a 973 x g (3.200 rpm) durante 1 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo y se clarifico centrifugandolo a 10.580 x g (13.000 rpm) durante 10 min a 4°C.
Los extractos celulares asi obtenidos fueron utilizados para la determinacion de la

actividad nitrato reductasa y B-galactosidasa.

6.5.2.2. Determinacion de actividad nitrato reductasa

La actividad nitrato reductasa se determin6 en un volumen de reaccion de 500
ul. La mezcla de reaccion contenia 250 pl de tampon de ensayo'” y de 10-20 ul de
extracto, completandose hasta 450 pl con agua. Esta mezcla se incubo a 30°C, iniciando
la reaccion mediante la adicion de 50 pul de NADH 2 mM. Después de 15 minutos la
reaccion fue detenida por adicion de 500 ul de N-(1-naftil)-etilendiamina 0,02% (p/v)
(reactivo A) y 500 pl de sulfanilamida 1% (p/v) en HCI 1% (v/v) (reactivo B). Estas dos
disoluciones permiten la deteccion colorimétrica del nitrito mediante una reaccion de

diazotizacion, formédndose un compuesto azo que absorbe a una longitud de onda de 540
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nm. El limite de deteccion de este método es de 2,5 uM de nitrito en agua. La actividad
especifica nitrato reductasa se expresé como nmoles de nitrito - min” - (mg de

proteina) ™.

6.5.2.3. Determinacion de actividad -galactosidasa

La actividad B-galactosidasa fue valorada a partir de 15 a 60 ul de extracto,

)(11)

usando 450 pl de tampon de ensayo [-galactosidasa (tampén Z)' ' y completando con

agua hasta 500 pl.

La mezcla de reaccion se incub6 a 30 °C durante 5 min, tras los cuales se inicid
la reaccion por adicion de 100 pl de ONPG preparado en el momento a 4 mg/ml en
tampon Z y se dejo desarrollar la reaccion hasta que la disolucion tomase color amarillo
palido, momento en que se fue detenida afiadiendo 250 ul de Na,CO; 1 M.
Posteriormente se determiné la absorbancia a 420 nm. Un valor de 0,0045 unidades de
A420 nm corresponde a 1 nmol/ml de o-nitrofenol producido. La actividad especifica se

. . ;o\l
expresa en nmoles de o-nitrofenol - min~ - (mg de proteina) ™.

6.5.2.4 Determinacion de actividad p-galactosidasa in situ a partir de células

permeabilizadas con cloroformo sobre filtros.

Las colonias fueron ordenadas a modo de estrias con ayuda de un palillo estéril
en medio YGNH. Tras 48 horas de crecimiento a 37°C las células se replicaron a
YGNO 0.5 mM 6 NaCl 0,5 M donde se incubaron durante 48 horas. Transcurrido este
tiempo filtros de papel Whatmman 3 MM se depositaron orientados sobre las placas
para permitir la transferencia de las células. La permeabilizacion de las células se logro
sumergiendo los filtros en cloroformo de forma que las células quedaran hacia abajo,
durante 5 minutos, para lo cual se utiliz6 un recipiente de vidrio rectangular de 3 cm de
profundidad, que se rellen6 a un medio de su capacidad total. Transcurrido este tiempo
y una vez eliminado el cloroformo, los filtros se pusieron en contacto con la mezcla de
reaccion (Tampdén Z + X-gal a 1 mg/ml) empleando para ello la base de una placa de
Petri. Se emplearon 1,5 ml de mezcla de reaccion por filtro. El desarrollo de la
actividad, detectable por la coloracion azul que adquieren las células, tuvo lugar después

de 15-20 minutos y adquiri6 su maximo a las pocas horas de incubacion.
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6.5.3 Determinacion de la actividad de la H'-ATPasa de la membrana plasmatica

(Pmal)

Las fracciones de membranas totales se obtuvieron a partir 200 mg de células
(peso fresco) que tras ser recogidas por centrifugacion y congeladas fueron
resuspendidas en 300 pl de tampén de lisis'?. Se afiadieron bolas de vidrio de & 0,5
mm. La rotura mecanica de las células se llevo a cabo mediante tres ciclos de agitacion
en vortex de 1 minuto seguidos de 1 minuto en hielo, la adicién de 200 pul méas de
tampon y un ultimo ciclo de vortex. El sobrenadante se clarificO mediante 3
centrifugaciones consecutivas de 1 minuto a 973 x g (3200 rpm). La centrifugacion del
sobrenadante a 14.087 x g (15000 rpm) a 4°C durante 30 minutos permitio la
recoleccion principalmente de membrana plasmatica que se resuspendié en 1 ml de

13)

tampon de resuspension ’ con ayuda de un homogeneizador de tejidos Potter-

Elvehjem.

En la determinacién de la actividad de Pmal se aplico el protocolo descrito por R.
Serrano (Serrano, 1983), basado en la medida del fosfato inorgdnico generado por la
hidrélisis de ATP. Para medir especificamente la H-ATPasa de la membrana
plasmatica, el tampon de ensayo contiene nitrato, azida y molibdato que inhiben a las
ATPasas vacuolares, mitocondriales y fosfatasa acida respectivamente. En una placa
multipocillos se colocaron dos series de duplicados de 5 y 10 ul de cada fraccion,
llevando a 10 ul con agua. A una serie se le afiadio 70 pl de tampén PM-ATPasa"® sin
ATP, y estos pocillos se utilizaron como controles del fosfato enddgeno y turbidez. A la
otra serie se le anadi6 70 pl de tampon PM-ATPasa suplementado justo antes de usar
con ATP (1 volumen de ATP 0,1 M por cada 50 volumenes de tampon). La placa
incorpora ademas dos controles del fosfato contaminante en el ATP, en donde a 10 ul
de agua se les afiade 70 pul de tampon PM-ATPasa suplementado con ATP, y una curva
patrén elaborada con fosfato inorganico. La reaccion se dispara con la adicion del
tampon PM-ATPasa + ATP y se incuba a 30°C durante 20 min. Transcurrido este

tiempo se detiene con 130 pl de reactivo Pi"”

al que se le ha afiadido justo antes de usar
1 volumen de acido ascorbico al 10% (p/v) por cada 100 volumenes de reactivo Pi. Se
dejo desarrollar el color durante 5 min y se midid la absorbancia a 650 nm. La actividad
H'-ATPasa se expresé como nmol Pi-min™'-(mg de proteina)”. En la preparacion de los

reactivos se utilizé agua mili-Q.
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6.5.4 Obtencion de extractos de proteinas solubles para SDS-PAGE.

La obtencion de extractos de proteinas totales se realizé siguiendo basicamente el
protocolo indicado en el punto 6.5.2.1 exceptuando el tampén de extraccion''® que fue
diferente. Al sobrenadante se le afiadié un volumen de tampon de desnaturalizacion 7

4X 'y se incubd a 95°C durante 5 min.

6.5.5. Obtencion de extractos de proteinas de membrana para analisis mediante

SDS-PAGE

Los extractos se realizaron a partir de 50 mg de células (peso fresco) que tras ser
recogidas por centrifugacion y congeladas fueron resuspendidas en 300 pl de tampén de
extraccion'®. La suspensién se transfirié posteriormente a un tubo de 1,5 ml y se
afnadieron bolas de vidrio de didmetro 0,5 mm hasta aproximadamente 1 mm de la
superficie. Las células fueron rotas por cizallamiento en un homogeneizador FastPrep
(Thermosavant LifeSciences, Hampshire, Reino Unido), a una velocidad de 6 m/s
durante 20 s. El homogeneizado se transfirié a un nuevo tubo perforando el fondo del
tubo que contenia el homogeneizado + bolas de vidrio y centrifugdndolo a 973 x g
(3.200 rpm) durante 1 min a temperatura ambiente; posteriormente, el sobrenadante fue
clarificado mediante tres centrifugaciones consecutivas adicionales a 973 x g (3.200
rpm) durante 1 min a temperatura ambiente, tras cada una de las cuales el sobrenadante
se transfirié a un tubo nuevo. El sobrenadante clarificado se centrifugd finalmente a
14.087 x g (15.000 rpm) durante 30 min a 4 °C para obtener una fraccion enriquecida en
membrana plasmatica. Tras esta centrifugacion se retird el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en 70 pl de Triton X-100 al 0,025 % (p/v) con ayuda de una micropipeta.
Para determinar la concentracion de proteinas se reservaron 10 pl del extracto y al resto
se le afiadio 20 pl de tampén de desnaturalizacion 4X"” . Por ultimo, los tubos fueron

calentados a 40°C durante 30 min y conservados a -20 °C hasta la electroforesis.

6.5.6. Tratamiento de los extractos proteicos con A-proteina fosfatasa

Para la desfosforilacion de proteinas se trataron 20 pg de proteinas con 150 U de

A-proteina fosfatasa (New England Biolabs, Beverly, EEUU) durante 25 min a 30°C, en
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presencia del tampén de la A-proteina fosfatasa’® y MnCl, 2 mM. Los extractos fueron
obtenidos como se describe en el apartado anterior excepto que el tampdn de extraccion
y disolucion de resuspension carecian de EDTA, EGTA, NaF, Na,P,O; y NaNj.
Después del tratamiento con A-proteina fosfatasa se anadié tampon de desnaturalizacion

(4X) y se calentaron los extractos a 95°C durante 5 min.

6.5.4 Obtencion de extractos totales para SDS-PAGE mediante método alcalino

La obtencion de extractos de proteinas totales se realizo siguiendo basicamente el
protocolo descrito por Y. Matsuo (2006) con algunas modificaciones. Este método se
utilizé para la seleccion de los clones etiquetados con el epitopo HA dado el gran
numero de clones a analizar y la mayor facilidad en el procesamiento de las muestras.
Las colonias fueron ordenadas a modo de estrias con ayuda de un palillo estéril en
medio YGNH 6 YGNO 5 mM. Tras 48 horas de crecimiento a 37°C las células se
resuspendieron en 100 ul de H,O en tubos eppendorf. Entonces se afiadieron 100 ul de
NaOH 0,2 M y los tubos se sometieron a agitaciéon vigorosa sobre un vortex durante
varios segundos. Las células se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente tras
los cual se centrifugaron a 10580 x g (13000 rpm) durante 2 min. Posteriormente se
elimind el sobrenadante, el pellet se resuspendi6 en 30 pl de tampon de
desnaturalizacion'” y se incub6 a 95°C durante 5 min. Con el fin de eliminar los restos
celulares los tubos se centrifugaron durante 1 min y se tomaron 20-25 pl de extractos

para su analisis mediante SDS-PAGE.

6.5.7. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Para la separacion de proteinas por electroforesis se utilizaron minigeles
discontinuos de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) llevando a cabo la electroforesis
en una cubeta vertical Mini-Protean®3 (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) siguiendo las

indicaciones del fabricante para el método de Laemmli.

Los geles discontinuos fueron elaborados a partir de una disolucion de
acrilamida/bisacrilamida"® [30% (p/v) mondmero total; 2,67% (p/v) entrecruzamiento].

El gel superior de compactacion® de unos 2 cm de largo elaborado al 4% (p/v) de
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monodmero total, Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; y un gel inferior de resolucion®?

con un
porcentaje de acrilamida de 8 a 12 % (p/v) segun la aplicacion, Tris-HCI 0,375 M pH

8,8. La concentracion de SDS en ambos geles fue 0,1% (p/v).

La electroforesis se desarroll6 aplicando tres diferencias de potencial diferentes
a lo largo del tiempo: 50 V hasta que la muestra entr6 completamente en el gel, 150 V
para producir una buena compactacion de la misma en el gel de compactacion y 100 V

una vez dentro del gel de resolucion hasta el final de la electroforesis.

La evolucion de la electroforesis asi como la estimacion de la masa molecular de
las bandas fue realizada a partir de marcadores de peso molecular pretefiidos con
colorantes especificos (Precision Plus Protein™ Standards, Kaleidoscope™, Bio-Rad,

Hercules, CA, EEUU).

— 250 kD
— 150

— 100
— 75

= Figura 1. Marcadores preteiiidos Precision

— 16 Plus Protein™ Standards, Kaleidoscope™.

La visualizaciéon de las proteinas separadas por electroforesis se realizo por
. ., . ., - 23 . .
inmersion del gel en una disolucion de tefiido™ Coomassie durante 10 min con
agitacion suave. Posteriormente se eliminé el exceso de colorante por inmersion del gel

129

en las disoluciones de destefiido y II* (15 min en cada una de ellas).

6.5.8. Transferencia de proteinas a membranas de PVDF

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de
PVDF (Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, EEUU) mediante el dispositivo de
electrotransferencia Mini Trans-Blot® (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). Este paso fue
necesario para posteriormente inmunodetectar proteinas especificas (western blof). Las
membranas se humedecieron previamente en metanol durante unos 15 s y a

. . . . . (26 .
continuacion fueron sumergidas en tampén de transferencia® de 10 a 15 min. Se
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dispusieron en contacto con los geles de poliacrilamida como se observa en la figura 2 y
en la orientaciéon adecuada respecto a los electrodos de la cubeta. La transferencia se
llevo a cabo en tampdn de transferencia aplicando una diferencia de potencial constante
de 100 V durante 90 minutos a temperatura ambiente o 30 V durante toda la noche a
4°C. Las membranas con las proteinas transferidas fueron procesadas seguidamente
enjuagandolas con PBS-T®” o se dejaron secar y fueron conservadas a 4°C hasta su
utilizacion. En este ultimo caso las membranas fueron activadas sumergiéndolas

brevemente en metanol y enjuagandolas posteriormente con PBS-T.

@ Tapa

Almohadilla
Papel de filtro
Membrana

Gel

Papel de filtro
Almohadilla

Sujetador

Electrodos Unidad de frio

Cubeta

Figura 2. Disposicion del gel y membrana en la transferencia de proteinas

6.5.9. Inmunodeteccion de proteinas transferidas a membranas (western blot)

En la inmunodeteccion de proteinas transferidas a membranas el primer paso
consistio en el bloqueo de las membranas con disolucion de bloqueo (leche en polvo
desnatada La Asturiana 5% (p/v), disuelta en PBS-T) durante 30-60 min con agitaciéon a
temperatura ambiente. Seguidamente las membranas se incubaron con el anticuerpo
primario a la dilucién indicada en la tabla 1. La incubacion con el anticuerpo primario

se realizd en leche desnatada al 0,5% (p/v) en PBS-T durante 45-60 min. A
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continuacion se lavaron las membranas con PBS-T para eliminar el exceso de
anticuerpo, realizando tres lavados con agitacién de 5-10 min cada uno. Al finalizar el
ultimo lavado se incubaron las membranas durante 20-60 minutos con anticuerpo
secundario anti-IgG conjugado a peroxidasa de rabano a la concentracion que se indica
en la Tabla 1 en leche desnatada al 0,5% (p/v) en PBS-T. Seguidamente se retird el
exceso de anticuerpo secundario lavando las membranas de la misma forma que para el
anticuerpo primario y se llevo a cabo la deteccion de las bandas especificas mediante el
sistema de quimioluminiscencia Inmobilon Western (Millipore Corporation, Billerica,
U.S.A) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La sefial quimioluminiscente se
detectd directamente usando la camara CCD del sistema de andlisis de imagen del
Molecular Imager Chemidoc™ XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) o por impresion
de una pelicula radiografica que posteriormente fue documentada utilizando un
densitometro GS-800 (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). La cuantificacion de sefales de
western blot se realizd sobre densitometrias de peliculas radiograficas o directamente
sobre la imagen tomada por la cidmara CCD del sistema Chemidoc mediante el

programa QuantityOne, utilizando la opcidon de cuantificacion por volimenes.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en este trabajo y concentraciones de uso

Antigeno Naturaleza Dilucion Origen
empleada
Yntl Inmunosuero de 1:1.500 GMN
conejo
i DrR. "
Ant.lcuer.pos SePmal Inmunosupro de 1:5.000 r R. Serrano
primarios conejo
6HA Inmunosuero de 1:1000 Roche
raton
. loG deraton  \mmunosuero de 1:10.000 Sigma
Anticuerpos oveja
secundarios
IgG de conejo Inmut;glilrlaero de 1:50.000 Amersham

GMN: Grupo del Metabolismo del Nitrogeno de la Universidad de La Laguna
* Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas. Universidad Politécnica de
Valencia-CSIC.
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6.6 Técnicas relacionadas con la manipulacion de acidos nucleicos

Muchas de las técnicas descritas a continuacion estdn recogidas en Sambrook,

2001.
6.6.1 Extraccion de DNA plasmidico bacteriano a pequeiia escala (" mini-preps")

Este método se utilizO fundamentalmente para la verificacion de las
construcciones de DNA ya que permite obtener de forma rapida DNA plasmidico a
partir de un volumen pequefio de cultivo. El método parte de un cultivo de bacterias
crecido a 37°C durante la noche de 2 ml de LB con el antibiotico adecuado para el cual
el plasmido confiere resistencia. El cultivo se transfirio a un tubo de 1,5 ml y se
centrifugd durante 60 s a 16.060 x g (13.000 rpm); se retird el sobrenadante, se
resuspendié el pellet de células en 100 pl de tampon STET® y el tubo se colocd en un
bafio con agua hirviendo durante 1 min. A continuacioén el tubo se enfrié en hielo
durante 5 minutos para posteriormente centrifugarlo a 16.060 x g (13.000 rpm) durante
10 min. El sedimento mucoide que contiene restos celulares y DNA cromosémico fue
eliminado con ayuda de un palillo estéril. E1 DNA plasmidico presente en el
sobrenadante se dejo precipitar durante 5 min afiadiendo 200 pl de isopropanol. Este
precipitado se recogidé mediante centrifugacion a 16.060 x g (13.000 rpm) 5 min y fue
lavado con 1 ml de etanol al 70% (v/v). Tras retirar los restos de etanol mediante secado

a 37°C se resuspendio el sedimento en 20 pl de agua.

Para extraer DNA plasmidico con la pureza suficiente para llevar a cabo
manipulaciones mas complejas como ligamientos, secuenciacion, etc., se emple6 el kit
comercial de extraccion de plasmidos QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAgen, Hilden,
Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este kit estd basado en el
método de lisis alcalina. Las bacterias son lisadas bajo condiciones alcalinas y
seguidamente el lisado es neutralizado y ajustado a condiciones de alta concentracion de
sales. Bajo estas condiciones el DNA queda adsorbido a una membrana de silica-gel.

Finalmente se eluye el DNA con baja concentracion de sal.
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6.6.2. Extraccion de DNA total de levadura

Este protocolo permite obtener DNA gendémico de levadura en cantidad y
calidad suficiente como para poder utilizarlo como molde de PCR y para realizar

hibridacion de sondas.

Se parte de un cultivo de 5 ml de células crecido a 37°C hasta fase estacionaria
en medio liquido YPD. Las células se recogen por centrifugacion a 4.863 x g (5.000
rpm) durante 5 min y a continuacion se lavan con 1 ml de agua destilada. Se recogen
nuevamente las células por centrifugacion y se resuspenden en 0,5 ml de tampén de
lisis®”, pasando la suspensién celular a un tubo de 1,5 ml. A éste se afiaden bolas de
vidrio de 0,5 mm de diametro hasta alcanzar un volumen de 1,25 ml. El tubo
conteniendo bolas de vidrio y células se somete a agitacion vigorosa sobre un vortex
durante 2 min. El tubo se perfora por el fondo mediante una aguja hipodérmica caliente
y se centrifuga sobre un tubo limpio recogiendo el sobrenadante, al que se le anade 275
ul de acetato de amonio 7 M a pH 7. La muestra se calienta a 65°C durante 5 min y a
continuacion se enfria sobre hielo durante otros 5 min. Transcurrido este tiempo se le
anade 500 pl de cloroformo, se agita y se centrifuga durante 2 min a 16.060 x g (13.000
rpm). El sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo y el DNA se precipita con 1 ml de
isopropanol durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente se recoge el precipitado
mediante centrifugacion a 16.060 x g (13.000 rpm) durante 5 min. El sedimento se lava
con 1 ml de etanol al 70% (v/v) y los restos del mismo se eliminan secando los

precipitados a 37°C. Finalmente, el DNA gendmico se resuspende en 60 ul agua

bidestilada.

El DNA gendmico que se obtiene se encuentra contaminado por RNA. Por ello,
en determinadas ocasiones se procedi6 a la eliminacion del RNA mediante tratamiento
con RNAasa. Concretamente, se afiadio 1 pl RNAasa 10 mg/ml a 60 pl de DNA
genomico y se incubd la muestra a 37°C durante 30 min. El DNA gendmico fue
precipitado con 100 pl de etanol + acetato de amonio 7 M (6 vol +1 vol) y el precipitado

se lavo con etanol al 70% (v/v).
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6.6.3 Extraccion de RNA de levadura

Para la obtencion de RNA se utilizo el kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Alemania) que estd basado en la utilizacion de una resina de intercambio idnico
inmovilizada en una columna que en condiciones de alta concentracion salina retiene
selectivamente el RNA. Inicialmente se observdo que el seguimiento de Ilas
recomendaciones del fabricante nos conducia resultados poco satisfactorios. Por tanto,
el protocolo que se describe a continuacion es el resultado de una optimizacion para H.

polymorpha.

Se recogieron 100 mg de células en tubos de vidrio. Se anadieron 300 ul de
tampon RLT incluido en el kit y bolas de vidrio hasta casi cubrir la superficie del
liquido. Los tubos se agitaron vigorosamente en vortex durante 3 min intercalando 1
min en hielo por cada min de agitacion. A continuacion se afiadieron 200 pl mas del
mismo tampon agitandose 1 min en vortex, tras lo cual se centrifugaron los tubos a
4.863 x g (5.000 rpm) durante 8 min a 4°C. Se recogi6 el sobrenadante sin apurar con
una micropipeta y se transfiri6 a un tubo de 1.5 ml, el sobrenadante se clarifico
centrifugando 1 min a 16.060 x g (13.000 rpm) y pasando a un tubo nuevo. A partir de
este momento se siguieron las instrucciones del fabricante. El sobrenadante se transfirio
a la columna de intercambio i6nico y después de varios pasos de lavado en distintos
tampones se eluyd la columna con 40 pl de agua libre de RNasa. El RNA obtenido se
cuantific6 midiendo su absorbancia a 260 nm y aplicando la féormula: Concentracion
(ug/ml)=Absorbancia (260 nm) 40 « factor de dilucion en la medida. Siguiendo este
protocolo se obtuvieron cantidades de RNA que oscilaban entre los 50 y los 100 pg.
También se determin6 su pureza, mediante la relacion Azep2s0 que siempre se mantuvo

entre los valores optimos 1.9 a 2.1.

Al comprobar por PCR que el RNA obtenido estaba contaminado por DNA
genomico de la levadura, tratamos las muestras con DNasa I. El fabricante del kit
recomienda el uso de esta enzima directamente en la columna durante el proceso de
extraccion, sin embargo, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios y el RNA
seguia contaminado por DNA. Se decidié entonces optimizar también el proceso de
descontaminacion. 5 pl de muestra se trataron con 1.35 U Kunitz de DNasa en tampon
de DNasa®? (el volumen total de la mezcla se debe llevar a 9 pl con agua libre de
RNasa) durante 10 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se afiadié 1 pl de EDTA

0.1 M para quelar el Mg*" e inactivar la DNasa. Deberé prestarse especial atencion al
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usar este RNA descontaminado en reacciones sensibles al EDTA (PCR,

retrotranscripciones, etc) debido a la presencia del quelante en la preparacion.

Las muestras de RNA pueden conservarse a -20°C unos dias o a -80°C durante
periodos mas largos. No obstante, debido a la fragilidad del RNA lo recomendable es

utilizarlo recién extraido.
6.6.4 Sintesis de cDNA mediante retrotranscripcion

El cDNA se obtuvo por retrotranscripcion del RNA, usando el kit comercial
iScript ¢DNA Sintesis Kit (Bio-Rad, EEUU) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Como molde de la reaccion se us6 1 pug de RNA obtenido tal y como se

detalla en el apartado anterior.

Retrotranscripcion
e RNA' 2 ul (1pg)
e Tampén RT 5X° 4 ul (1X)
e Transcriptasa reversa 0.5 ul (50 U)
e Agua libre de RNasa 13.5 ul

Esta mezcla se incub6 en un termociclador durante 5 min a 25°C, 30 min a 42°C y 5 min

a 85°C.

"No se deben emplear mas de 2 pl de RNA en la reaccion pues como se comento en el apartado

anterior la muestra contiene EDTA y puede interferir en la reaccidon de retrotrancripcion.

? El tampoén RT contiene, el Mg®", los nucledtidos, una mezcla de oligonucledtidos dT y

random y un inhibidor de RNasas.

6.6.5. Cuantificacion del DNA

Una estimacidén semicuantitativa de la concentracion de DNA presente en las
muestras extraidas se obtuvo mediante tincion de los geles de electroforesis con
bromuro de etidio y exposicion sobre luz UV (302 nm). La fluorescencia emitida por las
muestras problema se compar6 con la emitida por una escalera de marcadores de peso
molecular y cantidad de DNA conocidas. El patron de peso molecular utilizado

rutinariamente fue el fago A digerido con la enzima de restriccion BstEIl, la cual genera
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un conjunto de fragmentos de 0,2 a 8,5 Kpb. Para analizar fragmentos de DNA de
pequeno tamaio el patron usado fue el marcador de peso molecular PCR Marker (de

700 a 50 pb) (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, EEUU).

bp
8,454
7,242 bp
— 6,369 766
5,686
— 4,822
— 4,324 00
3,675
300
2,323
1580
— 1,929
Figura 3. Fago lambda digerido con
BstEIl (izquierda) y marcador de
peso molecular para productos de
PCR (derecha) tefiidos con bromuro
— 1371 50 de etidio en geles de agarosa al 1% y
— 1,264 al 1,8 %, respectivamente.

6.6.6 Precipitacion de DNA

La precipitacion de DNA se realizé de forma rutinaria con acetato de sodio a una
concentracion final de 0,3 M y dos volimenes de etanol frio a 96% (v/v). El DNA se
precipitd a -20°C durante 30 min y a continuacion se centrifugd a 14.087 x g (15.000
rpm) 4°C durante 15 min. El precipitado se lavd con 1 ml de etanol frio a 70% (p/v),
centrifugando a 14.087 x g (15.000 rpm) 4°C durante 5 min. Se retir6 el sobrenadante y

se dejo secar el precipitado para eliminar los restos de etanol.
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6.6.7. Amplificacion de moléculas de DNA por PCR
6.6.7.1. PCR a partir de DNA purificado

La técnica de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) ha sido utilizada en
este trabajo con distintos fines: obtencidon de fragmentos de DNA para la construccion
de plasmidos, identificacion de clones de bacterias y levaduras que portan fragmento de
DNA de interés, determinacion de la orientacion del inserto en un plasmido, obtencion
de fragmentos de DNA para transformar levaduras y confirmacion de la interrupcion de

una secuencia génica en levaduras.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen de 20-100 ul

en tubos de 0,2 ml y utilizando los siguientes reactivos a las concentraciones indicadas:

DNA molde ~5 ng de DNA plasmidi.co
~100 ng de DNA gendmico
Cebador Forward 0,5 uM
Cebador Reverse 0,5 uM
Tampon Taq polimerasa 1 X
dNTPs 0,2 mM
MgCl, 2,5 mM
Taq polimerasa 0,8-1,2U

Las moléculas de DNA utilizadas como molde se encontraban disueltas en agua

o en tampoén libre de EDTA.

En el disefio de los cebadores se tomaron como precauciones generales la
ausencia de apareamientos intramoleculares y secuencias complementarias en los
extremos 3" de cada pareja de cebadores y que los cebadores de cada pareja poseyeran
una Ty, similar. Para el disefio de muchos de los cebadores empleados en este trabajo se
recurrid al programa de la base de datos de Saccharomyces (Saccharomyces Genome
Database: http:// genome-www.stanford.edu / Saccharomyces /). Los cebadores

utilizados en este trabajo se recogen en el apéndice II.
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La mezcla de dNTPs se prepar6 a una concentracion final de 5 mM para cada
uno de los cuatro desoxinucledtidos. De forma rutinaria se usé6 7ag DNA polimerasa de
la casa comercial GenScript Corporation (Piscataway, USA). El tampon Taq polimerasa
empleado fue: (10X) Tris-HCI 100 mM (pH 9,0); KC1 500 mM; MgCl, 15 mM; Tritéon
X-100 1 %.

Las condiciones en las que se llevd a cabo la reaccion de amplificacion se

recogen en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion de DNA por PCR

Temperatura Tiempo
94°C 2-5 min
94°C 30-45s
T,! 30s 30 ciclos
72°C tiempo de extension”
72°C 5-7 min

' T,, temperatura de anillamiento, generalmente 5°C por debajo de la T,, de los cebadores
% se establecié 1 min por Kpb de DNA a amplificar como tiempo de extension

Cuando se requiri6 mayor fidelidad de copia que la originada por la Tag
polimerasa, se empled Pfu DNA polimerasa (Promega, Madison, WI, EEUU). Esta
enzima posee actividad correctora (3°-5"exonucleasa) lo que disminuye 6 veces la tasa

de error en la copia de DNA respecto a la Tag polimerasa.

El tampon empleado para la reaccion de la Pfu fue el siguiente: (1X) Tris-HCI
20 mM (pH 8), KCI 10 mM, (NH4),SO4 10 mM, MgSO4 2 mM, Tritéon X-100 0,1%
(p/v) y BSA 0,1 mg/ml. Las condiciones de reaccion ensayadas fueron las mismas que
las utilizadas para la Tag polimerasa pero con la diferencia de que el tiempo de

extension fue aumentado a 2 min por Kpb a amplificar.
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6.6.7.2. PCR de colonias de bacterias y levaduras

Esta técnica permite la amplificacion de secuencias por PCR a partir de colonias
de bacterias o levaduras sin necesidad de aislar previamente el DNA. Su uso en este
trabajo tuvo como fin la identificacion de clones de bacteria o levadura portadores de las

secuencias de interés.

La PCR de colonias de bacterias se llevd a cabo siguiendo el procedimiento
detallado en el apartado anterior, con la unica diferencia de que el DNA molde es
sustituido por la colonia de bacteria a analizar. La colonia es recogida con ayuda de una
punta estéril de micropipeta y resuspendida en 8 pl de agua desionizada estéril. A la
mezcla de reaccion de la PCR se le afiadio 4 pl de la suspension de células. A partir de

colonias de bacterias se pudo amplificar fragmentos de DNA de hasta 2 Kpb.

Para llevar a cabo la PCR a partir de colonias de levaduras se transfirié una
pequeiia porcion de la colonia a un tubo de PCR resuspendiendo las células en 15 pl de
agua. Dicha suspension se incub6 a 95°C durante 5 minutos en un termociclador. Tras la
incubacion se afiadio la mezcla de PCR y la Tag polimerasa para iniciar la reaccion en

el termociclador.
6.6.8. Analisis y modificacion de DNA
6.6.8.1. Digestion de DNA con endonucleasas de restriccion

Los tratamientos con endonucleasas de restriccion se realizaron para
caracterizar, identificar y construir moléculas de DNA. El DNA se digirio a la
temperatura requerida por la endonucleasa de restriccién en un volumen de reaccion de
20 a 100 pul y una concentracion de DNA de aproximadamente 20-50 ng/ul, empleando
de 5-10 U de la endonucleasa de restriccion por ug de DNA y el tampon recomendado
por la casa comercial que distribuye la enzima (Roche, Promega, New England
Biolabs). En ocasiones la digestion se llevd a cabo utilizando el tampdén universal
OPA*C? (One-Phor-All Buffer PLUS, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino

Unido) diluido convenientemente segun la/s enzima/s empleada/s.
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6.6.8.2. Electroforesis de DNA

La separacion, identificacion y purificacion de fragmentos de DNA se realizd

mediante electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida.
6.6.8.2.1 Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de acidos nucleicos con un tamafio comprendido entre 0,3 y 30
Kpb se realiz6 en geles de agarosa sumergidos. Los geles se prepararon en tampén
TAE®" 1X a la concentraciéon adecuada de agarosa (0,5-2%) segiin el tamafio de los
fragmentos de DNA a separar. La agarosa fue fundida calentandola en un microondas y
se dejo enfriar a temperatura ambiente para permitir su gelificacion. En cada pocillo del
gel se aplicaron 5-20 pl de muestra mezclada con tampon de carga®. Las electroforesis

se realizaron a diferencia de voltaje constante (75-140V).

La evolucion de la electroforesis se siguié mediante los colorantes del tampon de
carga, el azul de bromofenol y el verde de xilén cianol. Tras la electroforesis los geles
fueron sumergidos en una disolucion acuosa de bromuro de etidio preparada a 0,5
mg/ml. Para la visualizacion de las bandas de DNA los geles tefiidos con bromuro de
etidio se expusieron a luz ultravioleta de 302 nm y se fotografiaron empleando el equipo
Molecular Imager ChemiDoc XRS (Biorad, EEUU). El tamafio y cantidad de los
fragmentos de DNA fueron estimados en funcion de los patrones moleculares de

tamafo y cantidad conocidos.

6.6.8.3. Construccion de moléculas de DNA recombinantes

En la construccion de los vectores descritos en este trabajo se aplico el siguiente

procedimiento:

1. Vector e inserto fueron digeridos y extraidos de gel de agarosa en la mayoria
de las construcciones excepto en aquéllas en las que el vector empleado fue el pPGEM-T
easy (Promega, Madison, WI, EEUU). En este ultimo caso se siguieron las indicaciones
del fabricante. El aislamiento desde gel permitio eliminar el resto de pldsmido no

digerido.

2. Se realiz6 un control para comprobar la ausencia de pldsmido sin digerir en el

aislado de gel transformando E. coli con 50-100 ng de éste.
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3. En todos los casos, atn no siendo necesaria la desfosforilacion del vector por
tener extremos incompatibles, se comprobd mediante una reaccion de ligamiento con el
vector exclusivamente que no se obtenian transformantes. En el caso de ser necesaria la
desfosforilacion del vector se hicieron tres ensayos de desfosforilacion con distintas
cantidades de fosfatasa y su eficiencia fue comprobada igualmente mediante reacciones
de ligamiento independientes y transformacién de E. coli. Para la construccién del
plasmido se tomo el vector del tratamiento con menor cantidad de fosfatasa que hubiese

originado menos de 5 transformantes.

4. Una vez comprobada la calidad del vector y del inserto, se procedié a montar la

reaccion de ligamiento entre ambos y posteriormente se transformaron las bacterias.

5. Obtenidos los transformantes, en la mayoria de los casos no fue necesario
analizar mas de 6 transformantes para encontrar el plasmido recombinante deseado. El
analisis de los transformantes se hizo con frecuencia mediante PCR de colonia y se

procedio a extraer plasmido de los clones positivos.

6. El plasmido extraido fue digerido con al menos dos enzimas de restriccion y en
ocasiones parcialmente secuenciado para confirmar que se trataba del plasmido

deseado.

6.6.8.3.1. Aislamiento de fragmentos de DNA de geles de agarosa

El aislamiento de fragmentos de DNA de geles de agarosa se llevo a cabo
escindiendo el pedazo del gel que contuviese el DNA de interés con ayuda de un bisturi
estéril. La muestra fue procesada empleando el kit comercial High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

6.6.8.3.2. Relleno de extremos 3' no protuberantes

Cuando se hizo necesario rellenar extremos 3° no protuberantes se utilizo la
actividad polimerasa del fragmento Klemow de la DNA polimerasa 1 de E. coli

(Promega, Madison, WI, EEUU) en presencia de la concentracion de dNTPs apropiada.
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El DNA digerido fue precipitado y resuspendido en 10 ul de agua. La reaccion de

relleno se llevé a cabo en un volumen de 20 pl.

Reaccion de relleno con Klenow:

DNA 1-4 g
Tampon de reaccion Klenow 1X
dNTPs 40 uM
Fragmento Klenow de DNA pol I 1 U/ug de DNA

La composicion del tampon de reaccion del fragmento Klenow es: (10X) Tris-

HCI 500 mM pH 7,2; MgSO4 100 mM; DTT 1 mM.

La mezcla de reaccion se incub6 durante 10 min a 37°C. El fragmento Klenow

fue inactivado calentando la reaccion a 75°C durante 10 min.

6.6.8.3.3. Desfosforilacion de los extremos 5’ de moléculas de DNA

Este procedimiento permite eliminar grupos fosfato de los extremos 5° de
vectores linealizados impidiendo su recircularizacion en ligamientos posteriores. Tras la
digestion del pldsmido y en algunos casos el relleno de los extremos, el plasmido
linealizado a desfosforilar es extraido de gel siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 6.6.8.3.1. La desfosforilacion se llevd a cabo a 37°C empleando fosfatasa
alcalina de camaron (Pandalus borealis) (Roche, Indianapolis, IN, EEUU) la cual se
inactiva a 65°C. La reaccion de desfosforilacion se realizo en un volumen de 10-20 pl
aplicando las siguientes proporciones para los tratamientos de desfosforilacion

estandares:

a) 1 unidad de fosfatasa alcalina para un méaximo de 1 pmol de extremos 5’

fosforilados (protuberantes o recesivos) .Tratamiento: 37°C, 10 min.

b) 1 unidad de fosfatasa alcalina para un maximo de 0,2 pmoles de extremos 5’

fosforilados romos. Tratamiento: 37°C, 60 min.

La composicion del tampon de desfosforilacion es: (10X) Tris-HCI 0,5 M pH
8,5; MgCl, 50 mM.
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Ademas de los tratamientos estandares, se realizaron otras dos reacciones de
desfosforilacion en las que se emplearon la mitad y el doble de unidades de fosfatasa
que las utilizadas para el tratamiento estandar. La eficiencia de desfosforilacion en cada
uno de estos tratamientos se ensayd mediante ligamientos del vector y transformacion

de bacterias. Se utilizo el tratamiento minimo.

Finalizada la reaccion de desfosforilacion, la enzima fue inactivada calentando
15 min a 65°C. La completa inactivacion de la enzima por calor permitio llevar a cabo
la reaccion de ligamiento empleando directamente un volumen adecuado de la reaccion

de desfosforilacion.

6.6.8.3.4. Adicion de desoxiadenosinas a extremos 3" romos de moléculas de DNA

La adicion de desoxiadenosinas se llevo a cabo para permitir el clonaje en el
vector pGEM-T o pGEM-T easy (Promega, EEUU) de fragmentos de DNA de extremos
romos, fundamentalmente productos de PCR amplificados con Pfu polimerasa ya que
esta polimerasa carece de actividad transferasa terminal. El clonaje de estos productos
en el vector pGEM-T requiere de la adiciéon de una desoxiadenosina (dATP) a los
extremos 3°, para lo cual se utilizo la actividad transferasa terminal de la Tag
polimerasa. Se siguieron las recomendaciones del manual del pGEM-T para llevar a
cabo la reaccion, empleando 1-2 ul del producto de PCR previamente aislado de gel en

un volumen total de reaccion de 10 pl.

Adicion de desoxiadenosinas

Producto de PCR purificado 1-2 uLL
tampon Taq polimerasa 1X
dATP 0,2 mM
MgCl, 2,5 mM
Taq DNA polimerasa S5U

La adicion de desoxiadenosinas se produce mediante incubacién de la mezcla

anterior a 70°C durante 30 min.
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6.6.8.3.5. Ligamiento de moléculas de DNA

Una vez preparados vector e inserto, se desarrolld la reaccion de ligamiento
entre ellos en un volumen de 10 pl con una relacion de moléculas de vector:inserto de
1:3, partiendo de 100 ng de vector. Se empled 1 U de DNA ligasa del fago T4 (Roche,
Indianapolis, IN, EEUU) y el tampo6n de la enzima a 1X (Tris-HCl 66 mM pH 7.,5;
MgCl, 5 mM; DTT 1 mM; ATP 1 mM). Para el ligamiento de moléculas de DNA con
extremos cohesivos, la mezcla de reaccion se mantuvo a 4°C durante >16 h. En el caso
de los extremos romos la reaccidon de ligamiento se dejo a temperatura ambiente >16 h.
Transcurrido este tiempo se transform6 una alicuota de células competentes de E. coli

(apartado 6.4.1) con toda la reaccion de ligamiento.

6.6.8.3.6. Rastreo de los transformantes

La identificacién de los clones positivos portadores del plasmido deseado de
entre las colonias resultantes de la transformacion con el ligamiento se realizo en la
mayoria de casos mediante PCR de colonia, amplificando un producto inferior a 2 Kpb.
Generalmente se analizaron 6 colonias de la placa de transformantes tomando cada
colonia con una punta estéril de micropipeta con cuidado de no tomar trozos del medio
y se resuspendi6 en 8 pl de agua estéril. 4 ul se utilizaron como molde de la PCR y los
otros 4 pl se reservaron para inocular medio liquido y extraer el plasmido en aquellos
casos en los que la PCR dio un resultado positivo. El plasmido que fue extraido fue

confirmado mediante digestiones con enzimas de restriccion y/o secuenciacion.

6.6.8.4. Secuenciacion de DNA

La secuenciaciéon de moléculas de DNA se llevé a cabo en el Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de La Laguna en el que se dispone de un sistema de
secuenciacion de DNA Megabace DNA Analysis System (Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, Reino Unido).
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6.6.8.5 Cuantificacion relativa de la expresion génica mediante la técnica de PCR

cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)

La técnica de PCR a tiempo real se utiliz para llevar a cabo cuantificaciones
relativas de la expresion génica de varios genes en distintas condiciones. El estudio de
la expresion de cada uno de estos genes fue realizado mediante amplificacion de una
region concreta de los mismos, denominado amplicon. El tamafio de los amplicones
oscild entre los 120-200 pb. Se procurd que el tamafo de todos los amplicones fuese
similar para evitar diferencias en las eficiencias de reaccion que podrian conducir a

errores en la cuantificacion.

La PCR es la segunda parte de una técnica en la que primero se sintetiza el cDNA
a partir de RNA extraido (ver apartado 6.6.4). Este cDNA es el molde de la reaccion de
PCR en tiempo real, de forma que una mayor cantidad de producto de PCR implica una
mayor cantidad de RNA y por tanto una mayor expresion del gen que estemos

estudiando

6.6.8.5.1 Proceso experimental

El uso de agentes intercalantes del DNA con propiedades fluorescentes permite
monitorizar la PCR a tiempo real de forma que la sefial de fluorescencia aumenta en
proporcion directa a la cantidad de producto de PCR sintetizado. El agente fluor6foro
utilizado en este caso fue SYBR Green®. Para preparar las reacciones de PCR se utilizo
el kit comercial GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems) que proporciona
una mezcla conteniendo todos los elementos necesarios para llevar a cabo la PCR
(SYBR Green®, MgCl,, Tagq, etc.) excepto los cebadores especificos y el cDNA. Las
reacciones se llevaron a cabo en placas multipocillo (Semi-Skirt Microplates, Bio-Rad,
EEUU) selladas con un film 6ptico autoadhesivo (Microseal “B” Film, Bio-Rad,
EEUU) para evitar la evaporacion durante la reaccion. A cada uno de los pocillos se
afiadi® una disolucion que contenia los cebadores especificos, la mezcla que
proporciona el kit (Supermix) y el cDNA en un volumen total de 20 pl. Los

componentes se mantuvieron sobre hielo durante todo el proceso.
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Mezcla de PCR
e Mezcla de cebadores’ 7 ul
e Supermix 10 ul
e cDNA 3ul

10.5 pul de cada cebador (0.5 uM) y 6 pl de agua

En cuanto a los cebadores empleados, estos tuvieron un tamafio entre de 15-20
pb. Se procurd que el porcentaje G/C entre de los mismos no superara el 70%, pues
porcentajes mayores los hacen susceptibles de interacciones no especificas que pueden
ser detectadas en el caso del uso de SYBRGreen y que reducen la eficiencia de la
reaccion. Se debe evitar la formacion de estructuras secundarias en la secuencias de los
cebadores asi como reducir la posibilidad de formacion de dimeros entre ellos. Para
solventar estos inconvenientes se utiliz6 el programa Primer3 (www-

genome.wi.mit.edu/ cgi-bin/primer/primer3_ www.cgi).

El utilizar diluciones seriadas de cDNA de cada muestra resulta muy util a la
hora de verificar la fiabilidad de los datos experimentales obtenidos. Si representamos el
ciclo umbral (Cr) de cada muestra frente a la dilucion usada (1/5, 1/25, etc.) deberemos
obtener una linea recta de pendiente -3.33, siempre que se haya usado un factor de
dilucion fijo. Cuanto mas ajustada esté la linea recta a esta pendiente mayor eficiencia
habra tenido la reaccioén y nuestros datos tendran una mayor fiabilidad (una pendiente
de -3.33 implica una eficiencia del 100%). En la practica se realizaron diluciones 1/5,
1/25, 1/125 y 1/625 del cDNA de cada muestra. La diluciéon 1/5 se llevd a cabo
diluyendo 5 pul del cDNA en 25 pl totales (disolvente agua). De estos 25 pl se tomaron
5 ul y se trasvasaron a otro tubo que contenia 20 pl de agua (dilucion 1/25), y asi

sucesivamente hasta obtener las 4 diluciones.

Indistintamente se llevaron a cabo reacciones en las que se comparaba la
expresion de un gen en distintas cepas o condiciones experimentales o de muchos genes
en una misma cepa o condicion. En cualquiera de los casos, siempre se incluy6 un gen
de referencia para cada cepa o condicion, de manera que se pudieran relativizar los
resultados obtenidos para nuestros genes con los obtenidos por el gen de referencia, en
nuestro caso el gen de la actina. Suponemos que la expresion de este gen no varia

significativamente al variar de condicion experimental o de cepa.
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Finalmente, una vez colocadas todas las muestras en la placa multipocillo y

sellada convenientemente, se centrifugd a 2005 rpm durante un min para eliminar

cualquier tipo de burbuja presente y se llevo a cabo la reaccion en un termociclador i-

Cycler iQ (Bio-Rad, EEUU) en las siguientes condiciones:

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 2 min 1 ciclo
95°C 15s
‘t‘l‘l‘;’;‘fgi‘:l‘l’:ny 60°C 20's 40 ciclos
72°C 20s
Fusion 60°C-90°C A0.5°C/s

6.6.8.5.2 Determinacion de la especificidad. Curvas de fusion

Como se puede apreciar en el apartado anterior, tras la amplificacion se aumentd

la temperatura de las muestras hasta casi los 100°C. Cuando se alcanza la temperatura

de fusion (T,) de un fragmento determinado se produce un decremento en la

fluorescencia emitida, de forma que si representamos la derivada de la fluorescencia

respecto a la temperatura frente a la temperatura (curva de fusién o de melting)

obtendremos picos caracteristicos para cada producto, pudiendo diferenciar en cada

reaccion si el producto obtenido es especifico o se trata de algun artefacto generado por

la presencia de dimeros de cebadores u otros contaminantes de la reaccion. Estos

productos no especificos suelen tener temperaturas de fusion en torno a 75-80°C, por

debajo de las Ty, usuales de los productos especificos (figura 4).
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Figura 4. Curva de fusion de los productos obtenidos durante una PCR. Al
representar la derivada de la fluorescencia respecto a la temperatura frente a la
temperatura se obtienen maximos que representan la fusion de un producto. En este caso
aparece un Unico pico a los 82,5 °C que corresponde al producto especifico de la
reaccion. Se observa que no existen productos inespecificos. La existencia de dimeros
de primers produciria la aparicion de un pico adicional a una temperatura inferior a la
del amplicon.

6.6.8.5.3 Método de analisis para la cuantificacion relativa de la expresion génica

El andlisis de la cuantificacion relativa de la expresion génica se llevo a cabo de
forma manual, es decir, a partir de los valores de Cr y sin utilizar programas
informaticos. El valor de Cr tan sélo indica el ciclo de la PCR al que la fluorescencia
emitida por una determinada muestra cruza un determinado ciclo umbral, de manera que
la cuantificacion de la expresion de un determinado gen va en funcion de la “rapidez”
con la que se alcanza dicho ciclo umbral. No obstante, se deben tener otros factores en
cuenta, por ejemplo lo resultados obtenidos para el gen de referencia, la eficiencia de las

reacciones, etc. Para ello nos basamos en el método propuesto por Pfaffl, 2001:
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roo_ ACT diana ACT referencia
Razon - [(Ediana) ]/ [(Ereferencia) ]
Eaiana: Eficiencia de amplificacion del gen diana con el amplicon X
Eeferencia: Eficiencia de amplificacion del gen diana con el amplicon actina

ACr diana: Diferencia entre el Ct de la cepa o condicion control y el de la cepa o

condicion problema con el amplicon X

ACr referencia: Diferencia entre el Cr de la cepa o condicion control y el de la cepa o

condicién problema con el amplicon actina

Un ejemplo real podria ser comparar la expresion del gen YNRI en las cepas Acnbl y
WT. En este caso, YNRI estaria representado por el amplicon X, Acnblseria la cepa

problema y WT la cepa control.

Las eficiencias se calculan mediante la formula:

E=1 0(-1/pendiente)

donde E es la eficiencia de la amplificacién y la pendiente es la correspondiente a
representar el ciclo umbral (Ct) de cada muestra frente a la dilucién usada (1/5, 1/25,

etc.).

La razén obtenida de aplicar la formula de Pfaffl se puede considerar como el
nimero de veces mas que se expresa el gen diana en la cepa o condicion problema que

en la cepa o condicion control.
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Figura 5. Diagrama caracteristico de una reaccion de PCR. Al representar la cantidad
de producto obtenido, en este caso mostrado como cantidad de fluorescencia, frente a los
ciclos de la PCR se obtiene una curva exponencial tipica. La zona idonea de esta curva
para comparar fluorescencias es al principio de la fase exponencial. Si trazamos una linea
(roja en la figura) paralela al eje de abscisas cortard a cada curva en un ciclo determinado.
Ese ciclo se denomina ciclo umbral (Cr) y es caracteristico para cada muestra. El que una
muestra A alcance el ciclo umbral un ciclo antes que otra muestra B significa que la
muestra A contiene el doble de mRNA que la B y que a efectos de cuantificacion relativa
la muestra A se expresa el doble que la muestra B.

6.7 Metodologia especifica desarrollada en la realizacion de este trabajo

6.7.1 Expresion del gen URE2 de H. polymorpha en E. coli. Purificacion de la

proteina.
6.7.1.1 Sistema de expresion

Se utilizaron los vectores de expresion de la serie pRSET (Invitrogen
corporation, USA). Los vectores pRSET son derivados de los vectores de expresion
pUC, disenados para la expresion proteica en E. coli. Los elevados niveles de expresion
de secuencias de DNA clonadas en los vectores pRSET, se deben a la presencia del
promotor del fago T7. Los fragmentos de DNA son clonados en fase y “downstream” a
una secuencia nucleotidica que codifica un péptido de fusion. Esta secuencia, en

direccion 5°- 3’(desde el extremo N-terminal al C-terminal) contiene los siguientes
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elementos: un codén ATG de iniciacion de la traduccion, una region nucleotidica que
codifica seis histidinas que funcionan como un dominio de unién a niquel en la proteina
de fusion, una secuencia del gen 10 del fago T7 estabilizante del transcrito y una regioén
nucleotidica que codifica una secuencia de corte proteolitico reconocida por la
enteroquinasa. El dominio de uniéon a metal permite la purificaciéon de la proteina de
fusién mediante cromatografia de afinidad a niquel. El sitio de reconocimiento de corte

de la enteroquinasa permite liberar el péptido de fusion de la proteina recombinante.

Los vectores pRSET poseen un sitio multiple de clonaje con diez lugares de corte
para endonucleasas de restriccion. Para clonar en fase el fragmento de DNA dentro del
sitio multiple de clonaje con el codon de iniciacion ATG, existen tres versiones
diferentes del vector: pRSET A, pRSET By pRSET C. Cada uno de estos vectores difiere
solo en el espacio existente entre la secuencia que codifica el péptido de fusion y el sitio
multiple de clonaje. Eligiendo adecuadamente la endonucleasa de restriccion y sabiendo
que en cada uno de los vectores la pauta de lectura varia para cada endonucleasa, es

posible clonar en fase un fragmento de DNA.

La cepa E. coli BL21(DE3) fue usada para la expresion de proteinas. Esta cepa
carece de las proteasas Lon y OmpT que pueden degradar las proteinas durante su
expresion y purificacion. Ademas contiene el bacteriofago DE3 integrado en su
genoma; éste es un derivado del fago A y posee el gen que codifica la RNA polimerasa
del fago T7 fusionada en fase al promotor /acUVS5. Este promotor es inducido por la
presencia de isopropil-pB-D-tiogalactopiranésido (IPTG). Por tanto, la adicion de IPTG a
un cultivo de E. coli BL21(DE3) induce la expresion de la RNA polimerasa de T7 y ésta

promueve la transcripcion del fragmento de DNA clonado en el vector de expresion.

La T7 RNA polimerasa posee un nivel de expresion basal sin que exista
induccién mediada por IPTG. La presencia de la polimerasa en cultivos que expresan
proteinas toxicas para E. coli pueden originar una expresion nula de la proteina de
interés. Sin embargo existe un inhibidor natural de la T7 RNA polimerasa, la lisozima
de T7. Esta esta contenida en un plasmido que contiene resistencia a cloranfenicol. En
caso de que se transcriba a partir del promotor tet, se denomina pLysE; cuando la

orientacion es la contraria se denomina pLyssS.
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6.7.1.2 Construccion del plasmido pRSET-URE2

En primer lugar se amplificé la ORF completa del gen URE?2 mediante PCR con
Pfu con los oligos URE2expF y URE2expR, que incorporan las dianas de restriccion
BamHI1 y Hindlll respectivamente, usando como molde el plasmido pGEM-URE?2. Este
fragmento se clon6é en pGEM-T para obtener el plasmido pPGEMORFURE?2. Finalmente
para construir el plasmido pRSET-URE2 el fragmento BamHI-HindlIll conteniendo la
ORF del gen URE?2 procedente de pGEMORFURE?2 se insert6d en los sitios BamHI y
HindIll del plasmido pRSET-C. Este plasmido se uso para la expresion de URE?2 en E.

coll.
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URE2expF
Y

pGEMURE2 URE2

AmpR 5048 pb

/URIEZepr

PCR ORF URE2,
clonaje en pGEM-T easy
URE2expF GGATCCTGAACAATACCATCTCCAACC
BamHI

URE2expR AAGCTTCTACTCATTACCTTTCAATGC
Hindlll

BamHI 2

Hindlll 914
pGEMORFURE2

3933 pb

AmpR

fragmento BamHI, Hindlll

BamHI 201

Hindlll 242 BamHI 131

6His

digestion Hindlll,
pRSET-C BamHI pRSET-URE2

3768 pb

Y

2895 pb

HindIll 1045

AmpR

Figura 6. Construccion del plasmido pRSET-URE2. El plasmido contiene la ORF
del gen URE? clonado en fase al epitopo 6His.
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6.7.1.3 Expresion de la proteina

Una vez obtenido el plasmido pRSET-URE2 se transform6 la cepa E. coli
BL21(DE3) pLysS, seleccionando los transformantes en placas de LB suplementado

con ampicilina y cloranfenicol.

Se inocularon 5 ml de LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol con una
colonia y se dejo crecer a 37°C toda la noche hasta la saturacion (ODsos> 2). Los
cultivos crecidos durante la noche se utilizaron para inocular medio LB fresco
conteniendo ampicilina a una ODsgs de 0.05-0.1 (dilucién 1:50 del cultivo). En este
punto se tomaron 600 pl de cultivo para hacer un stock a -80°C de las cepas previa
adicion de 600 pl de glicerol al 30% (p/v). Los cultivos se crecieron hasta que
alcanzaron una DOsgs ~0.4 (2 a 3 horas) momento en el cual se indujeron con IPTG 0.5
mM manteniéndolas a 37°C con agitacion vigorosa durante 3 horas. Antes de la
induccion se tomaron 200 pl y 400 ul de cultivo que se centrifugaron durante 1 minuto
a 13000 rpm, se lavo el sedimento con agua y se guardd congelado a -20°C (muestra no
inducida). Tras la induccion se tomo otra muestra de 200 pl y 400 pl y se congelo a -
20°C (muestra inducida). La expresion de la proteina de fusion Ure2p se comprobd
mediante SDS-PAGE 12%. Las muestras inducidas y no inducidas se prepararon
resuspendiendo el sedimento en 20 ul de LSB 1x y calentandolas a 95°C durante 10

minutos. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Para la expresion preparativa de las proteinas se inocularon 50 ml de LB con la
cepa procedente del stock congelado. Tras la induccion las células se recogieron por
centrifugacion a 5000 rpm durante 15 minutos. Tras desechar el sobrenadante se

congelaron a -80°C hasta su utilizacion.

6.7.1.4 Purificacion de la proteina bajo condiciones nativas

Las células se descongelaron en hielo durante 15 minutos y se resuspendieron

en 1 ml de tampodn de lisis.
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A continuacion se afiadio lisozima a una concentracion de 1 mg/ml y se
incubaron las células 30 minutos en hielo. Seguidamente las células fueron sonicadas a
300 W 6 veces en periodos de 10 segundos con intervalos de 10 segundos en hielo. Los
lisados celulares se centrifugaron durante 30 minutos a 14000 rpm y se tomaron los
sobrenadantes. En este punto se tomaron 16 pl de sobrenadante para el analisis
mediante SDS-PAGE de la rotura celular (muestra 1). Antes de afadir los lisados
celulares a las columnas Ni-NTA (Qiagen) éstas fueron preequilibradas con 600 pl de
tampén de lisis® y centrifugadas durante 2 minutos a 2000 rpm. Después se afiadieron
a las columnas los lisados celulares conteniendo la proteina Ure2 etiquetada con las seis
histidinas y se centrifugaron nuevamente durante 2 minutos a 2000 rpm. En este punto
se tomaron 16 pl del filtrado para el analisis mediante SDS-PAGE de la eficiencia de
uniodn de la proteina a la columna (muestra 2). Las columnas se lavaron tres veces con
600 pl de tampon de lavado™ centrifugando durante 2 minutos a 2000 rpm. Para
comprobar la eficacia de los lavados se tomaron 16 pl de cada uno de los filtrados para

su andlisis mediante SDS-PAGE (muestras 3,4 y 5).

Finalmente las proteinas se eluyeron hasta cuatro veces con 200 pl de tampoén de

elucion®®

mediante centrifugacion durante 2 minutos a 2000 rpm. La mayoria de la
proteina eluye en los primeros 200 pl de eluido. En este punto se reservaron 20 pl de

cada eluido para analizar mediante SDS-PAGE (muestras 6,7,8 y 9).

Las muestras se prepararon anadiendo 4 pl de LSB 5x a los 16 pl recolectados y
calentandolas durante 10 minutos a 95°C. La purificacion de la proteina Ure2 se

comprobd mediante SDS-PAGE al 12% y tincion con Coomassie Blue al 0.05 %.

La cuantificacién de la proteina purificada se llevd a cabo segun el método

descrito por Bradford (1976) usando y-globulina como patron.

6.7.2 Determinacion de la actividad glutation peroxidasa

Para determinar la actividad glutation peroxidasa de la proteina Ure2, las
muestras purificadas, almacenadas a -80 °C, se descongelaron en un bafo a 25°C
inmediatamente antes de su uso.

La actividad glutatién peroxidasa se midi6 indirectamente mediante una reaccion
acoplada con la enzima glutation reductasa. El glutation oxidado (GSSG) producido en

la reduccion del hidroperoxido por la glutation peroxidasa es reciclado a su estado
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reducido por la glutation reductasa (GR) y el NADPH. La oxidaciéon del NADPH a
NADP" se determiné por la disminucién de la absorbancia a 340 nm.

El ensayo se llevo a cabo a 25°C en un volumen de reaccion de 1 ml conteniendo
100 mM de fosfato sodico pH 7.5, 4 mM de azida sodica, 1 mM de GSH, 0,15 mM de
NADPH, 0,24 U de glutation reductasa y 0,5-2 uM de Ure2. La reaccion se dispar6d
mediante la adicion de distintos hidroperdxidos. El progreso de la reaccion fue
monitorizado mediante el seguimiento de la disminucidn de la absorbancia del NADPH
a 340 nm. Los valores de velocidad inicial se determinaron a partir de la zona lineal de
la curva con un coeficiente de extincion molar para el NADPH de 6.2 mM'cm™ tras
sustraer las velocidades no enzimaticas debidas a la autoxidacion del GSH por el
hidroperoxido determinadas con el control correspondiente. Cuando el GSH se omitio

del ensayo, no se observo actividad.

6.7.3 Determinacion de la actividad glutation S-transferasa.

También se determiné la actividad glutation S-transferasa también se utilizo la
proteina Ure2 purificada. El ensayo se realiz6 a 25°C en un volumen de reaccion de 1
ml conteniendo 100 mM de fosfato potasico pH 6.5, 1 mM de GSH y varias
concentraciones de CDNB y 4cido etacrinico. La reaccion se siguid6 mediante el
aumento de la absorbancia a 340 nm (en el caso del CDNB) y a 270 nm (en el caso del
acido etacrinico) causada por la formacion de S-conjugados. La actividad GST se
calculd usando un coeficiente de extincién molar de 5 mM"' cm™ para el 4cido

etacrinico y un coeficiente de extincion molar de 9.6 mM™ cm™ para el CDNB.

6.7.4 Medida del contenido de calcio intracelular mediante Espectrofotometria de

Absorcion Atomica con Llama.

El método de Absorcion Atdmica con Llama se uso para la determinacion de
calcio en extractos totales de células. Las medidas se llevaron a cabo en el Servicio de
Espectroscopia de Absorcion atomica de la Universidad de La Laguna en el que se
dispone de un Espectrofotometro de Absorcién atomica con atomizacion por llama de

aire/acetileno y protoxido de nitrogeno/acetileno Varian 220 FS.

La absorcion atdémica es una técnica capaz de detectar y determinar

cuantitativamente metales como: cadmio, calcio, cesio, cromo, cobalto, plomo, niquel,

-198 -



V1. Materiales v Métodos

etc. Sus campos de aplicacion son por tanto muy diversos. Se emplea en el analisis de
aguas, de suelos, bioquimica, toxicologia, medicina, industria farmacéutica, industria

alimenticia, industria petroquimica, etc.

Este método consiste en la determinacion de las especies atdmicas por su
absorciéon a una longitud de onda particular. La especie atomica se logra por
atomizacion de la muestra, siendo los diferentes procedimientos utilizados para llegar al
estado fundamental del atomo lo que diferencia las técnicas y accesorios utilizados. La
técnica de atomizacion mas usada es la de Absorcion Atdmica con Llama, que nebuliza
la muestra y luego la disemina en forma de aerosol dentro de una llama de aire acetileno

u 6xido nitroso-acetileno.
6.7.4.1 Instrumentos para la espectrofotometria de absorcion atomica

En esencia el equipo de absorcion atomica consta de tres partes: una fuente de
radiacion, un medio para la obtencion de atomos libres y un sistema para medir el grado

de absorcion de la radiacion.

> Fuente de radiacion:

La fuente de radiacion caracteristica debe poseer tres propiedades
fundamentales:

* Monocromaticidad: la linea de resonancia se debe poder seleccionar con toda
precision exactamente a la longitud de onda del elemento a determinar.

* Intensidad: deber ser lo suficientemente intensa a la longitud de onda de
interés.

* Estabilidad: suficiente como para poder realizar las medidas sin fluctuaciones.

Actualmente hay varias fuentes de radiacion utilizables: las de emision continua,
que abarcan el espectro desde el ultravioleta lejano hasta el visible y las fuentes de
emision discontinua, que emiten Unicamente a longitudes de onda muy concretas. Las
fuentes de emision continua son muy buenas, pero necesitan un monocromador de un
elevado poder de resolucion cuyo precio es muy alto. Por esta razén son mas utilizadas
las fuentes de emisioén discontinua, entre las que se pueden distinguir las lamparas de
catodo hueco y las lamparas de descarga sin electrodos. Tanto unas como otras
requieren un periodo de calentamiento antes de comenzar las mediciones. Sin embargo,

se debe destacar que las lamparas de descarga sin electrodos tienen un elevado precio y
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requieren un elevado tiempo de calentamiento, pero presentan la ventaja de alta

intensidad de emision frente a las ldmparas de catodo hueco.

> Atomizadores con llama

Su funcién es convertir los 4&tomos combinados de la muestra en dtomos en
estado fundamental, para ello es necesario suministrar a las muestras una cantidad de
energia suficiente para disociar las moléculas, romper sus enlaces y llevar los 4&tomos al
estado fundamental. Los componentes necesarios para obtener los dtomos en estado
fundamental son:

* Nebulizador: cuya mision en convertir la muestra aspirada en una nube de
tamafio de gota muy pequefio.

* Camara de premezcla: donde penetra la muestra una vez se ha nebulizado. En
ella se separan las pequenas gotitas que forman la niebla mezclandose la muestra
nebulizada con el oxidante y el combustible.

* Mechero. Se sitlia sobre la camara de premezcla, y por €l sale la llama con
temperatura suficiente para poder comunicar a la muestra la energia suficiente para
llevar los atomos a su estado fundamental.

* La llama es el medio de aporte de energia a la muestra. Entre las llamas se
diferencia entre la de aire-acetileno y la de 6xido nitroso-acetileno. En la llama se
pueden distinguir tres zonas:

- La zona interna: es la mas proxima al mechero, de color azul y con temperatura
relativamente baja.

- La zona de reaccion: donde se produce la atomizacion.

- La zona externa: Es la parte mas fria de la llama.

» Monocromadores

Tienen como funcion seleccionar la linea de absorcion, separandola de las otras

lineas de emision emitidas por el catodo hueco.

» Detectores
Miden la intensidad de la radiacién antes y después de la absorcion por la
muestra. A partir de los valores obtenidos se podra calcular la radiacion absorbida. Se

emplean tubos fotomultiplicadores. La llama emite energia continuamente a longitudes
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de onda no deseadas, produciendo interferencia y una gran inestabilidad en las lecturas.
Los detectores que se utilizan son sensibles a determinadas frecuencias, ignorando las
sefiales continuas ocasionadas por la llama. Por ello, se modula el sistema de

alimentacion de las lamparas a la misma frecuencia que el tubo fotomultiplicador.

» Sistema optico

Su funcion es conducir las radiaciones emitidas por la ldmpara a través del
sistema de obtencion de atomos en estado fundamental y el monocromador hasta llegar
al detector. El sistema 6ptico esta formado por:

- Espejos y lentes, que focalizan sobre la llama la mayor cantidad de energia
emitida por la ldmpara y la situan a la entrada del monocromador.

- Laminas planoparalelas, que se utilizan para aislar los demas elementos del
exterior.

- Rendijas que se sitlian una a la entrada para obtener un haz paralelo y estrecho
procedente de la lampara y otra a la salida para seleccionar la longitud de onda
adecuada eliminando el resto de las emisiones. De acuerdo con el sistema Optico, los
espectrofotometros de absorcion atomica pueden ser de doble haz y de haz simple. En
los espectrofotometros de doble haz parte de la radiacion pasa a través de la muestra y
otra parte va directamente al detector. Estos equipos presentan la ventaja de que las
variaciones de la intensidad de la fuente de radiacion son compensadas

automaticamente.

6.7.4.2 Incremento de la sensibilidad

En ocasiones, las concentraciones que deseamos detectar son demasiado bajas,
por lo que debemos recurrir a técnicas especiales que requieren complementar el equipo
con ciertos accesorios, los cuales mejoran notablemente la sensibilidad del equipo.

Algunos ejemplos de ellos son los siguientes:

» Camara de grafito.

El aporte energético mas utilizado es la llama, pero en ocasiones se necesita
mayor sensibilidad. Una forma de controlar las etapas necesarias para llevar los &tomos
que constituyen una muestra hasta el estado fundamental es suministrar la energia por

medios electrotérmicos. Es decir, sustituimos la llama por la cdmara de grafito. Con ello
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aumenta la proporcion de atomos en estado fundamental y, por tanto, la sensibilidad
aumenta. Con la camara de grafito se aumenta la sensibilidad unas 1000 veces la de la

llama, pudiéndose llegar a detectar niveles de ng/L.

6.7.4.3 Método de analisis

El andlisis de una muestra determinada se inicia fijando los pardmetros
especificos del elemento que vamos a analizar. Estos parametros vienen especificadas
por el fabricante. Una vez elegidas las condiciones de trabajo para el elemento en
cuestion habra que calibrar el instrumento. Parta ello se pueden seguir dos

procedimientos, la realizacion de una curva de calibrado o bien el método de adicion.

* Curva de calibrado.

Se utilizan disoluciones patrones del elemento a determinar a determinadas
concentraciones. Se representa la absorbancia de cada solucion patron frente a la
concentracion. Se procura trabajar en el intervalo lineal de la curva. Una vez obtenida la
curva patron, se atomiza la muestra problema y se mide la absorciéon de la misma,
utilizando idénticas condiciones a las usadas cuando se prepard la curva patron. De la
medida de la absorbancia del problema se puede determinar su concentracion a partir de

la curva de calibrado por interpolacion.

* Método de adicion.

Este método se emplea cuando existen interferencias. El método consiste en
afadir un volumen conocido de la muestra problema a cuatro matraces aforados. Al
primer matraz no se le aiade nada. Al segundo se le afiade por ejemplo 1 ppm. Al tercer
matraz se le afiade un volumen doble del mismo patrén, de forma que contenga una
concentracion anadida de 2 ppm. Y al cuarto matraz se le afiade 3 ppm. Una vez hecho
esto, se procede a realizar las medidas de absorbancia de cada matraz. El primer matraz
dara una lectura, el segundo matraz dara la misma lectura que el anterior mas la sefial
propia de 1 ppm. Extrapolando sobre el eje negativo de las X se encuentra el valor de la
concentracion de la muestra desconocida. Para que este método sea valido se debe

obtener una curva de calibrado perfectamente recta.
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6.7.4.4 Obtencion de extractos totales para la determinacion de calcio intracelular

mediante Espectrofotometria de Absorcion Atomica.

Los cultivos se inocularon normalmente en YGNH a partir de precultivos,
crecidos hasta saturacion en YPD, a una DO de 0,075 (= 0,28 mg de células/ ml). Se
crecieron durante 4-5 horas hasta una DO de 0,3 (= 1 mg de células / ml) y se
recogieron aproximadamente 3 mg de células mediante filtracion por vacio en filtros de
membrana de nitrocelulosa de 0,8 um (Millipore). Las células fueron lavadas 2 veces
haciendo pasar por el filtro 5 ml de disolucién de lavado bien fria (MgCl, 100 mM).
Tras los lavados las células se transfirieron a un nuevo filtro mediante la resuspencion
de las células contenidas en el primer filtro en 5 ml de disolucioén de lavado en un tubo
falcon de 50 ml y su pipeteo sobre el segundo filtro. Las células se lavaron una ultima
vez. Las células se resuspendieron en 5 ml de HCI 0,1 M para su lisis 4cida tras lo cual
se tomaron 3 alicuotas de 200 pl para la determinacion de la densidad 6ptica del cultivo
tras el procesamiento. Finalmente se incubaron toda la noche con agitacion suave. Las
muestras se centrifugaron 7 minutos a 4.863 x g (5000 rpm) para eliminar los restos
celulares y el calcio se determind en los sobrenadantes. Con el fin de calibrar el
espectrofotometro de absorcion atomica se realizd una curva de calibrado con las
siguientes soluciones patrones: 0, 0.2, 0.5, 1, 2, 3 ppm de calcio. A las soluciones
patrones se afiadio potasio para minimizar las posibles interferencias por ionizacioén del
calcio. Una vez obtenidas las medidas se calcularon los nmoles de calcio por mg de

células.
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MEDIOS DE CULTIVO, TAMPONES Y DISOLUCIONES

Medios de cultivo bacterianos

1 - Medio LB
e Triptona 1% (p/v) (Pronadisa, Espana)
e Extracto de levadura 0,5% (p/v) (Panreac, Espafia)
e NaCl 1% (p/v)

Ajustado a pH 7 con NaOH.

2 - Medio SOB (1)
e Triptona 2% ( p/v)
e Extracto de levadura 0,5% (p/v)
e NaCl 10 mM
e KCI2,5mM
e MgCl, 10 mM
e MgSO4 10 mM

3 - Medio SOC (1)
e Triptona 2% ( p/v)
e Extracto de levadura 0,5% (p/v)
e NaCl 10 mM
e KCI2,5mM
e MgCl, 10 mM
e MgSO, 10 mM
¢ Glucosa 20 mM

1 - < . o :
El cloruro y sulfato magnésico se afiadieron al medio esterilizado mediante
autoclave a partir de disoluciones concentradas estériles.

Medios de cultivo de levaduras

4-YPD
Extracto de levadura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glucosa 2% (p/v)

5-YG
Yeast nitrogen base without aminoacids

and ammonium sulphate 0,17% (p/v)
Glucose 2% (p/v)
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Preparacion de células competentes de bacterias

6 - Tampon RF1:

e RbLCI 100 mM

e MnCl,4H,0 50 mM

e C(CaCl,'2H,0 10 mM

e Glicerol al 15% (p/v).

e Acetato potasico-acido acético 30 mM pH 5,8

7 - Tampo6n RF2:

e RbCI 10 mM

e (CaCly' HO 75 mM

e Glicerol al 15 % (p/v).

e MOPS -NaOH 10 mM pH 6.8

Preparacion de células competentes de levaduras

8 — Tampon STM:
e Sacarosa 270 mM
e MgCl, 1 mM
e Tris-HCI 10mM pH 7.5

Determinacion Actividad NR v B-galactosidasa

9 - Tampon de extraccion
e FAD20uM
e EDTA ImM
e Tampon fosfato 100 mM, pH 7,4

10 - Tampon de ensayo NR
e FAD 40 uM
e NaNO; 40 mM
e Tampon fosfato 100 mM, pH 7.4

11 - Tampon de ensayo B-galactosidasa (Tampon Z)
e KCI10 mM
e MgSOs+7H,O1mM
e [-mercaptoetanol 0.27 (v/v)
e Tampodn fosfato 100 mM pH 7
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Determinacion Actividad Pmal

12 - Tampon de lisis Pmal
e Tris-HCl pH 8 10 mM
e EDTA1mM

13 - Tampon de resuspension

e Tris-HCl pH 7.6 10 mM
e EDTA1 mM
e DITI1ImM

14 - Tampon de ensayo (Tampon PM-ATPasa)

e MES-Tris pH 6.5 50 mM
e MgSOs5 mM

e KNO; 50 mM

e NaN3;5mM

e Molibdato amonico 0,2 mM

15 - Reactivo Pi

e Acido sulfurico 2 %
e Molibdato amoénico 0,5 %
e SDSO0,5%

e Acido ascorbico 10%

Obtencion de extractos de proteinas

16 -Tampon de extraccion

¢ EDTA 15 mM

¢ EGTA 15 mM

e Na,P,PO; 10 mM

e NaN; 10 mM

e NaF 10 mM

e Inhibidores de proteasas Complete Mini
¢ PMSF 2 mM

e Tris-HC1 50 mM pH 7,5
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17 - Tampon de desnaturalizacion (4X)

e SDS 12% (p/v)

e [-mercaptoetanol 6% (v/v)

e Glicerol 30% (v/v)

e Azul de bromofenol 0,05% (p/v)
e Tris-HCI 150 mM pH 7

18 - Tampon de reaccion de A-proteina fosfatasa

e EDTA 0,1mM

e DTTS5mM

e Brij350,01% (p/v)

e Tris-HCI 50 mM pH 7,5

SDS-PAGE

19 - Acrilamida-bisacrilamida 30% T, 2,67 % C

e acrilamida 29,2 % (p/v)
e N’N’-bis-metilén-acrilamida 0,8 % (p/v)

20 - Gel de compactacion

e 4% (p/v) de mondémero total
e Tris-HC1 0,125 M pH 6,8
e SDS 0,1 % (p/v)

21 - Gel de resolucion

e 8al2% (p/v) de monomero total (segun la aplicacion)
e Tris-HC1 0,375 M pH 8,8
e SDS 0,1 % (p/v)

22 - Tampon de electroforesis (pH 8,3)

e Tris 25 mM
e Qlicina 192 mM
e SDS 0,1 % (p/v)
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23 - Disolucion de teiiido Coomassie

e Coomassie brilliant blue R-250 0,1% (p/v)
e metanol 50% (v/v)

e acido acético 7% (v/v)
24 - Disolucion de destefiido I

e metanol 50% (v/v)

e 4cido acético 7% (v/v)
25 - Disolucion de desteqido II

e metanol 90 % (v/v)
e 4cido acético 10% (v/v)

26 - Tampon de transferencia (pH 8,3)

e Tris 25 mM
e glicina 192 mM
e metanol 20 % (v/v)

27 - PBS-T (pH 7.,4)

e Na,HPO, 10 mM

¢ KH,PO4 1,78 mM

e NaCl 136 mM

e KCI2,7mM

e Tween®20 0,1 % (v/v)

Extraccion DNA plasmidico

28 - Tampon STET

Sacarosa 0,292 M
EDTA 50 mM

Tritén X-100 1% (p/v)
Tris-HCI 50 mM pH 8
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Extraccion de DNA total de levadura

29 - Tampon de lisis

e EDTA 50 mM
e SDS 1% (p/v)
e Tris-HCI 100 mM pH 8

Digestion de DNA con endonucleasas de restriccion

30 — Tampén OPA (10X)
e Tris-acetato 100 mM pH 7,5

e Acetato magnésico 100 mM
e Acetato potasico 500 mM

Electroforesis de DNA en geles de agarosa

31 - Tampén TAE 50X (pH 8)

o Tris2M
e Acido acético glacial 5,7% (v/v)
e EDTA 50 mM

32 — Tampon de carga 10X

e Glicerol 50% (v/v)

e EDTA 1 mM

e Azul de bromofenol 0,25% (p/v)
e Verde de xilén cianol 0,25% (p/v)
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Extraccion RNA de levadura

33 - Tampon de DNasa I (10X)

e Tris-HCI 100 mM pH 7.5
o MgCl, 25 mM
e (CaCl,5mM

Purificacion de proteina recombinante

34 — Tampon de lisis

o NaH2P04 50 mM pH 8
e NaCl 300 mM
e Imidazol 10 mM

35 - Tampon de lavado

e NaH,PO4 50 mM pH 8
e NaCl 300 mM
e Imidazol 20 mM

36 - Tampon de elucion

e NaH;PO4 50 mM pH 8
e NaCl 300 mM
e Imidazol 250 mM
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6.7.5 Plasmidos construidos en este trabajo.

6.7.5.1 Sistema de etiquetado de proteinas.

Con el fin de poder analizar mediante técnicas inmunologicas distintas proteinas
sin necesidad de purificarlas y de obtener anticuerpos, se utilizo el plasmido pHA1
(Martin, 2008) que permite unir a la proteina de interés varias copias del epitopo HA.
Este plasmido deriva de pANL31 que contiene la ORF de la proteina verde fluorescente,
eGFP y el gen de resistencia a zeocina (ble). La secuencia eGFP se remplazd por un
fragmento de 256 pb que contenia seis copias del epitopo HA obtenido mediante PCR
con los oligonucleotidos tagF y tagR a partir del plasmido pYM3.

6.7.5.1.1 Etiquetado de Ure2 con el epitopo HA.

Para el etiquetado de Ure2 con el epitopo HA se construy6 el plasmido pURE2-
HA. En primer lugar se cloné en pGEM-T easy un fragmento de 905 pb de URE2 que
contenia la regién codificante del gen sin codon de parada amplificado de DNA
genomico usando los oligos Ure2exp-F y Ure2-HAtag-R. Ambos oligos incorporaban
una diana de restriccion para BamHI. Posteriormente, se linealiz6 el plasmido pHA1
con la enzima Bg/Il y se obtuvo a partir de pGEM-URE2-HA el fragmento BamHI-
BamHI que incluye la secuencia de URE? insertada anteriormente. El clonaje de la
secuencia asi como su correcta orientacion se comprobd mediante patron de restriccion
y PCR con los oligos Ure2exp-F, utilizado para el clonaje en pGEM-T easy, y tagR, que
hibrida en el epitopo HA. El resultado es el plasmido pURE2-HA en el cual se
encuentra una copia de la pauta abierta de lectura de URE2 clonada en fase a la
secuencia de 6HA en su extremo 3. Su integracion en el genoma de la levadura se
dirigi6 hacia el locus del gen URE2 mediante digestion del plasmido con la enzima Bcll
que corta especificamente en URE?. . El etiquetado se comprobd mediante PCR con un
oligo que hibrida por fuera de la secuencia utilizada para la construcciéon, C-URE2 -F y

con tagR.
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UREZexp-F GGATCCTGAACAATACCATCTCCAACC

BamHI BamH 12

UREZ2exp-F

URE2-HAtag-R GGATCCCTCATTACCTTTCAATGCCC URE2
BamHI
TUREZ-I [Atag-R

BamH 1913
pGEM-URE2-HA

PCR de ADN gendmico, 3932 pb

adicion de dA en los extremos 37,
ligamiento con pGEM-Teasy

v

AmpR

fragmento BamHI, BamHI

URE2 Bcll 655

digestion Bglll pURE2-HA

5499 pb

Y

AmpR

AmpR

Figura 7. Construccion del plismido pURE2-HA. Este plasmido contiene un
fragmento de 905 pb de la ORF del gen URE?2 (en negro) clonado en fase al epitopo
6HA (en gris). El vector contiene ademas el casete marcador de resistencia a zeocina
(ble) y de resistencia a ampicilina.

6.7.5.1.2 Etiquetado de Gatl con el epitopo HA.

Para el etiquetado de Gatl con el epitopo HA se construyo el plasmido pGAT]1-
HA. En primer lugar se clon6 en pGEM-T easy un fragmento de 1122 pb de GATI que
contenia la regién codificante del gen sin codon de parada amplificado de DNA
gendmico usando los oligos GATIGFP-F and GAT1GFP-R. Estos oligos incorporaban
dianas de restriccion para Hindlll y Bglll, respectivamente. Posteriormente, se cortd
tanto el plasmido pHA1 como pGEMGATIGFP con dichas enzimas. El clonaje se
comprobd mediante patron de restriccion y PCR con los oligos GAT1GFP-F, utilizado
para el clonaje en pGEM-T easy, y tagR, que hibrida en el epitopo HA. El resultado es

el plasmido pGATI1-HA en el cual se encuentra una copia de la pauta abierta de lectura
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de GATI clonada en fase a la secuencia de 6HA en su extremo 3’. Su integracion en el
genoma de la levadura se dirigié hacia el locus del gen GATI mediante digestion del
plasmido con la enzima Narl que corta especificamente en GATI. El etiquetado se
comprobd mediante PCR con un oligo que hibrida por fuera de la secuencia utilizada

para la construccion, C-GATI1-F y con tagR.

GATI1-GFP-F CCCAAGCTTCGCAGACCGT

J{f”?dlll Hindlll 2
GAT1-GFP-R GAAGATCTCAGAGACATAGTCAGCCAA g GATI-GEP-F
1 =L - TS !;gnl A ALTALS 1 AU A GAT}

‘ _P’(.‘.R de ADN gendmico, ' pGEMGATIGFP A‘(’i;\‘l‘l-(’il-‘}’-R
adicion de dA en los extremos 3°, _
ligamiento con pGEM-Teasy > 4156 pb
AmpR

Bglll 1132

fragmento Hindlll, Belll

Hindlll 2
Bglll 8 Hindll1 2
Narl 436
6HA

digestion Bglll, Belll 1132
Hindlll pGATI-HA ¥ 7 6HA

5712 pb

ble .

Y

ble AmpR

Figura 8. Construccion del plasmido pGATI1-HA. Este plasmido contiene un
fragmento de 1121 pb de la ORF del gen GAT! (en negro) clonado en fase al epitopo
6HA (en gris). El vector contiene ademads el casete marcador de resistencia a zeocina
(ble) y de resistencia a ampicilina.
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6.7.5.1.3 Etiquetado de Gat2 con el epitopo HA.

Para el etiquetado de Gat2 con el epitopo HA se construyo el plasmido pGAT?2-
HA. En primer lugar se clon6é en pGEM-T easy un fragmento de 1232 pb de GAT2 que
contenia la regién codificante del gen sin coddon de parada amplificado de DNA
genomico usando los oligos GAT2-HA-F y GAT2-HA-R. Estos oligos incorporaban
dianas de restriccion para Hindlll y Bglll, respectivamente. Posteriormente, se cortd
tanto el plasmido pHAl como pGEM-GAT2 con dichas enzimas. El clonaje se
comprobd mediante patron de restriccion y PCR con los oligos GAT2-HA-F, utilizado
para el clonaje en pGEM-T easy, y tagR, que hibrida en el epitopo HA. El resultado es
el plasmido pGAT2-HA en el cual se encuentra una copia de la pauta abierta de lectura
de GAT?2 clonada en fase a la secuencia de 6HA en su extremo 3’. Su integracion en el
genoma de la levadura se dirigi6 hacia el /ocus del gen GAT2 mediante digestion del
plasmido con la enzima Nrul que corta especificamente en GAT2. El etiquetado se
comprobo mediante PCR con un oligo que hibrida por fuera de la secuencia utilizada

para la construccion, RT-DALSO-F y con tagR.
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GAT2-HA-F AAGCTTAGCTTCTGAAAAAGGAGA
Hindlll

GAT2-HA-R _AGATCTAACATTGAACTTGAGCCA
Bglll

PCR de ADN gendmico,
adicion de dA en los extremos 3.

ligamiento con pGEM-Teasy

Hindlll 2
Belll 8
6HA

Hindlll

digestion Bglll,

fragmento Hindlll, Belll

ble

AmpR

‘F

AmpR

AmpR

Hindlll 2

pGEM-GAT2

4259 pb

Hindlll 2

5820 pb

pGAT2-HA

— GAT2-HA-F

GAT2

T(_iATz-l IA-R

Bglll 1240

GAT2

ble

Nrul 830

Bglll 1240

Figura 9. Construccion del plasmido pGAT2-HA. Este plasmido contiene un
fragmento de 1244 pb de la ORF del gen GAT2 (en negro) clonado en fase al epitopo
6HA (en gris). El vector contiene ademas el casete marcador de resistencia a zeocina

(ble) y de resistencia a ampicilina.
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6.7.5.1.4 Etiquetado de Ynal con el epitopo HA

Para el etiquetado de Ynal con el epitopo HA se construy6 el plasmido pYNAT1-
HA. En primer lugar se clon6 en pGEM-T easy un fragmento de 1398 pb de YNAI que
contenia parte de la region codificante del gen sin codon de parada amplificado de DNA
gendmico usando los oligos YNA1-HA-F e YNA1-HA-R. Ambos oligos incorporaban
una diana de restriccion para Bgl/Il. Posteriormente, se linealizé el plasmido pHAT1 con
la enzima Bgl/Il y se obtuvo a partir de pPGEM-YNAT1THA el fragmento Bg/II-Bg/Il que
incluye la secuencia de YNA/ insertada anteriormente. El clonaje de la secuencia asi
como su correcta orientacion se comprobd mediante patron de restriccion y PCR con los
oligos YNA1-HA-F, utilizado para el clonaje en pGEM-T easy, y tagR, que hibrida en
el epitopo HA. El resultado es el plasmido pHA-YNAT en el cual se encuentra parte de
la pauta abierta de lectura de YNAI clonada en fase a la secuencia de 6HA en su
extremo 3. Su integracion en el genoma de la levadura se dirigi6 hacia el locus del gen
YNAI mediante digestion del plasmido con la enzima Agel que corta especificamente en
YNAI. El etiquetado se comprobd mediante wertern-blot usando un anticuerpo

comercial anti-HA (Roche).

-216 -



V1. Materiales v Métodos

YNAI-HA-F AGATCTCTTTCTCTCCAAAAACGACCC
Bglll Bglll 2

YNAIT-HA-F
—a

YNAT-HA-R AGATCTAAATTTTGTCCACCTGGACG
Bglll YNAI

PCR de ADN genomico,
adicion de dA en los extremos 3,
ligamiento con pGEM-Teasy o AmpR

pGEM-YNAI-HA
4414 pb

fYNA 1-HA-R

Bglll 1395

fragmento Bglll, Bglll

1
Agel 1047

digestion Bglll

pYNAI-HA

ble AmpR

ble

Figura 10. Construccion del plismido pYNAI1-HA. Este pldsmido contiene un
fragmento de 1387 pb de la ORF del gen YNAI (en negro) clonado en fase al epitopo
6HA (en gris). El vector contiene ademads el casete marcador de resistencia a zeocina
(ble) y de resistencia a ampicilina.
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6.7.5.1.5 Etiquetado de Yna2 con el epitopo HA

Para el etiquetado de Yna2 con el epitopo HA se construy6 el plasmido pYNA2-
HA. En primer lugar se clon6é en pGEM-T easy un fragmento de 1633 pb de YNA2 que
contenia parte de la region codificante del gen sin codon de parada amplificado de DNA
genomico usando los oligos YNA2-HA-F e YNA2-HA-R. Ambos oligos incorporaban
una diana de restriccion para Bg/ll. Posteriormente, se linealizo el plasmido pHA1 con
la enzima Bg/ll y se obtuvo a partir de pPGEM-YNA2HA el fragmento Bg/II-Bg/Il que
incluye la secuencia de YNA2 insertada anteriormente. El clonaje de la secuencia asi
como su correcta orientacion se comprob6 mediante patron de restriccion y PCR con los
oligos YNA2-HA-F, utilizado para el clonaje en pGEM-T easy, y tagR, que hibrida en
el epitopo HA. El resultado es el plasmido pYNA2-HA en el cual se encuentra parte de
la pauta abierta de lectura de YNA2 clonada en fase a la secuencia de 6HA en su
extremo 3’. Su integracion en el genoma de la levadura se dirigi6 hacia el locus del gen
YNA2 mediante digestion del plasmido con la enzima EcoRI que corta especificamente
en YNA2. El etiquetado se comprobd mediante wertern-blot usando un anticuerpo

comercial anti-HA (Roche)
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YNA2-HA-F AGATCTAGTTGCATGCTGCTAACCTCA

Bglll Bglll 2
YNA2-HA-F
“—h

YNA2-HA-R AGATCTAGCAAAATCGAAATCGAAAC
Bglll
¥YNA2

PCR de ADN gendmico.
adicion de dA en los extremos 37, >
ligamiento con pGEM-Teasy AmpR

pGEM-YNA2-HA
4649 pb

fYN/\I-I IA-R

Bglll 1630

fragmento Bglll, Bglll

¥YNA2  EcoRI 805

digestion Bglll

o PYNA2-HA
ble AmpR 6216 bp > 6HA

ble

Figura 11. Construccion del plasmido pYNA2-HA. Este pldsmido contiene un
fragmento de 1623 pb de la ORF del gen YNA2 (en negro) clonado en fase al epitopo
6HA (en gris). El vector contiene ademas el casete marcador de resistencia a zeocina
(ble) y de resistencia a ampicilina.
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6.7.5.2 Elaboracion de las cepas de levadura utilizadas en este trabajo

6.7.5.2.1 Construccion de la cepa Acnbl::URA3 leu2::p18B1(LEU2)

La interrupciéon por reemplazamiento del gen CNBI se realizd mediante un
fragmento de DNA que contiene al gen URA3 de H. polymorpha flaqueado por
secuencias no contiguas del gen CNBI de 876 y 909 pb. Para obtener dicho fragmento
se amplifico mediante PCR usando como molde DNA gendmico un fragmento de 2322
pb (consistente en la secuencia comprendida entre los nucleotidos -986 y 1336 respecto
al codon de iniciacion del gen CNBI) con los oligos CNB1-F y CNBI-R. Este
fragmento se clon6 en pGEM-T easy obteniéndose el plasmido pGEM-CNBI.
Finalmente para construir el plasmido pGEM-CNBI1::URA3 que incorpora el gen
marcador URA3 se elimind el fragmento Xhol-Bglll de CNBI de 537 pb (de -110 a
+427) y se introdujo en estos sitios un fragmento Xhol-BamHI de 1952 pb procedente
del plasmido pBSURA3, conteniendo el gen URA3. La cepa Acnbl::URA3 leu2 se
obtuvo transformando la cepa WT wura3 leu2 con el fragmento de 3,7 pb amplificado
con los oligos CNBI-F y CNBI-R usando como molde el plasmido pGEM-
CNBI1::URA3. La interrupcion génica se comprobd mediante PCR con los oligos
CNBl-interrup-F and URA3-extII-F que hibridan fuera de la secuencia génica
reemplazada y dentro del gen marcador, respectivamente. Finalmente la cepa
Acnbl::URA3 leu2::pl18BI(LEU2) se elabor6 mediante integracion dirigida del
plasmido p18B1 digerido con Bs¢EII al locus leu2 de la cepa Acnbl::URA3 leu?.
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CNBI-F AGATCGTGTCGGACCTGTTT

CNBI-R AGCAGCACAATAAGAGCGCA

PCR de ADN genomico,

adicion de dA en los extremos 3°.
ligamiento con pGEM-Teasy

CNBI-F
Y

/‘\ _Xnhol 876

CNBI

Xhol 1150

AmpR pGEM-CNBI

‘F

5337 pb Bglll 1413

AmpR

CNBI-R

digestion Xhol, Bglll

BamH]I 2 CNBI-F

—> Xhol 878

URA3 AmpR

pGEM-CNBI::URA3
6751 bp

pBSURA3
4858 pb

"F

URA3
fragmento BamHI, Xhol

—
CNBI-R CNBI

Xhol 1953

Figura 12. Construccion del plasmido pGEM-CNB1::URA3. El fragmento HpCNB1
insertado en pGEM-T easy se someti6 a digestion con la endonucleasas Xhol y Bgl/ll,
delecionandose gran parte de la ORF. En su lugar se introdujo el marcador URA3

obtenido mediante digestion con las endonucleasas Xhol y BamHI del plasmido
pBSURA3.

6.7.5.2.2 Construccion de la cepa Acrz1::URA3 LEUZ2

La interrupcion por reemplazamiento del gen CRZI se realiz6 mediante un
fragmento de DNA que contiene al gen LEU2 de H. polymorpha flaqueado por
secuencias no contiguas del gen CRZI de 984 y 995 pb. Para obtener dicho fragmento
se amplific6 mediante PCR usando como molde DNA gendmico un fragmento de 2835
pb (consistente en la secuencia comprendida entre los nucleotidos -625 y 2210 respecto
al codon de iniciacion del gen CRZI) con los oligos CRZ1-F y CRZ1-R. Este fragmento
se clondo en pGEM-T easy obteniéndose el plasmido pGEM-CRZ1. Finalmente para
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construir el pldsmido pGEM-CRZ1::URA3 que incorpora el gen marcador URA3 se
elimind el fragmento Agel-Bg/ll de CRZI de 856 pb ( de +359 a +1215) y se introdujo
en estos sitios un fragmento Notl- Bglll de 1799 pb procedente del plasmido pBSURA3,
conteniendo el gen URA3. La cepa Acrzl::URA3 LEU2 se obtuvo transformando la
cepa WT ura3 LEU2 con el fragmento de 3,7 pb amplificado con los oligos HpCRZ1-F
y HpCRZ1-R usando como molde el plasmido pGEM-CRZ1::URA3. La interrupcién
génica se comprob6é mediante PCR con los oligos HpCRZ1-interr-F and URA3ext-R
que hibridan fuera de la secuencia génica reemplazada y dentro del gen marcador,

respectivamente.

HpCRZ1-F AATTTTCAGAACAGCACGGC

HpCRZI-R CAAATCCTGCCATGATCCAA o HPCRZ1-E

Agel 986

) . AmpR
PCR de ADN gendmico,

adicion de dA en los extremos 37,
ligamiento con pGEM-Teasy

pGEM-CRZ1 | k%1

5850 pb

Bglll 1842

—r
HpCRZ1-R
digestion Belll, Agel. relleno
Notl 4841 HpCRZ1-F
—a
CRZI
AmpR
fragmento Notl.
pBSURA3 URA3 f)’g“l relleno URA3
AmpR .
4858 pb
— CRZ1
Bglll 1782 HpCRZ1-R

Figura 13. Construccion del plasmido pGEM-CRZ1::URAS3. El fragmento HpCRZ1
insertado en pGEM-T easy se sometid a digestion con la endonucleasas Agel y Bglll,
delecionandose gran parte de la ORF. En su lugar se introdujo el marcador URA3
obtenido mediante digestion con las endonucleasas Nofl y Bg/ll del plasmido
pBSURA3.
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6.7.5.2.3 Construccion de la cepa Apmcl::LEU2 URA3

La interrupcion por reemplazamiento del gen PMCI se realizd6 mediante un
fragmento de DNA que contiene al gen LEU2 de H. polymorpha flaqueado por
secuencias no contiguas del gen PMCI de 788 pb. Para obtener dicho fragmento se
amplific6 mediante PCR usando como molde DNA gendémico un fragmento de 3260 pb
(consistente en la secuencia comprendida entre los nucleétidos +1 y 3260 respecto al
codén de iniciacion del gen PMCl,en este caso, la ORF completa) con los oligos
PMCI1-F and PMCl-interr-R. Este fragmento se cloné en pPGEM-T easy obteniéndose el
plasmido pGEM-PMCI. Finalmente para construir el plasmido pGEM-PMCI1::LEU2
que incorpora el gen marcador LEU?2 se elimino el fragmento EcoRV-EcoRV de PMC1
de 1684 pb (de +788 a +2472) y se introdujo en estos sitios un fragmento NotI-Notl de
1525 pb procedente del plasmido pGEM-LEU?2, conteniendo el gen LEU2. La cepa
Apmcl::LEU2 URA3 se obtuvo transformando la cepa WT URA3 leu2 con el fragmento
de 3,06 pb amplificado con los oligos PMCI1-F y PMCl-interr-R usando como molde el
plasmido pGEM-PMC1::LEU2. La interrupcion génica se comprob6é mediante PCR con
los oligos PMClext-R y URE2 interr-F que hibridan fuera de la secuencia génica

reemplazada y dentro del gen marcador, respectivamente.
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PMCI1-F ATGTCCATCTCAAGGAAAACC

PMClinterrup-R TTGTTGAAGGCCCTGGTAGG

PCR de ADN genomico.
adicion de dA en los extremos 3°,
ligamiento con pGEM-Teasy

Notl 4490

pGEM-LEU2
4506 pb

AmpR

Figura 14.

LEU2

fragmento Notl
relleno

Notl 1509

digestion EcoRV

Y

PMCI1-F
— EcoRV 789
AmpR
PMC1
— A
“coRV 2473
PMClinterrup-R  <ORY 2473
PMCI1-F
- PMCI
AmpR
pGEM-PMCI1::LEU2 LEU2

6120 pb

PMCI1
—
PMC linterrup-R

Construccion del plasmido pGEM-PMCI1::LEU2. El fragmento

HpPMCI insertado en pGEM-T easy se someti6 a digestion con la endonucleasa
EcoRV, delecionandose gran parte de la ORF. En su lugar se introdujo el marcador
LEU? obtenido mediante digestion con la endonucleasa Notl del plasmido pGEM-

LEU2.
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6.7.5.2.3 Construccion de la cepa Aure2::leu2::URA3 PMR1-lacZ(LEU2) Agat2::ble

Con el fin de disponer de una cepa donde los genes URE2 y GAT2 estuvieran
delecionados que ademas permitiera el estudio de la expresion del gen PMRI
transformamos la cepa Aure2::leu2::URA3 PMRI-lacZ(LEU2) con un fragmento que
contiene el gen de resistencia a zeocina (ble) flanqueado por secuencias no contiguas
del gen GAT2. Este fragmento se amplifico por PCR con los oligos DALSOII-F y
DALSOII-R usando como molde el plasmido pGEMAgat2::ble. Para construir este
plasmido se elimind el fragmento EcoRI-EcoRI conteniendo el gen marcador LEU?2 del
plasmido pGEMAgat2::LEU2 (Medina, 2009) y se insert6 en su lugar el fragmento
EcoRI-EcoRI conteniendo el gen ble procedente del plasmido pGEM-ble.

EcoRI 511

AmpR LEU2

pGEMAgat2::LEU2
6278 pb

EcoRI 2003

GAT2

digestion FEcoRl

z 4302
EcoR1 4302 DALBOI-F  EcoRI 511

.

ble e
fragmento AmpR
EcoRl-FecoRI pGEMAgat2::ble
- 6098 pb
AmpR
EcoRI 1305 EcoR 1 1823
coR1 1303
—
DALSOII-R

Figura 15. Construccion del plasmido pGAT2::ble. El plasmido pGEMAgat2::LEU2
se sometid a digestion con la endonucleasa EcoRI, delecionandose el gen marcador
LEU2. En su lugar se introdujo el casete de resistencia a zeocina (ble) obtenido
mediante digestion con la endonucleasa EcoRI del plasmido pGEM-ble.
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6.7.5.3 Construccion de plasmidos con fusiones a lacZ

Con el objetivo de analizar la expresion de ciertos genes en diferentes cepas se
construyeron una serie de plasmidos que portan la region 5" no codificante de los genes
de interés mas 39 pb de la region codificante fusionada en fase al gen lacZ. Esta
construccion permite utilizar la actividad B-galactosidasa como medida de la induccion

de los genes en las distintas cepas.

6.7.5.3.1 Construccion del plasmido pENA1-lacZ

La secuencia comprendida entre los nucledtidos -1164 y +39 respecto al codon
de iniciacion del gen ENAI se amplifico por PCR con Pfu usando como molde DNA
genomico con los oligos ENA1-lacZ-F y ENA1-lacZ-R que incorporan las dianas de
restriccion Sall y Hindlll, respectivamente. El fragmento amplificado se clond en
pGEM-T easy para obtener el plasmido pGEM-promENA1. Finalmente para construir
el plasmido pENA1-lacZ el fragmento Sa/l-HindIll conteniendo el promotor de ENAI
procedente de pGEM-promENAL se insert6 en los sitios BamHI y HindlIll del plasmido
pHIP359 (Brito ef al., 1999).
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ENAl-lacZ-F GTCGACAGGACGAAGCCAAGGTCT
Sall

ENAl-lacZ-R AAGCTTTGGCAGACACTTTTGCTTGT
Hindlll

PCR de ADN genomico,
adicion de dA en los extremos 37,

AmpR

ligamiento con pGEM-Teasy

Sall 10447  Hindlll 6

A f??]?R lacZ

pHIP359
10459 pb

digestion Sall.
Hindlll

LEU2

Y

fragmento Sall, Hindlll

AmpR

LEU2

pGEM-promENALI
4230 bp

Sall 2

ENAl-lacZ-F
—

Frnar

r ENAl-lacZ-R

Hindlll 1211
Sall 1246

Sall 2

Hindl11 1211

lacZ

Figura 16. Construccion del plasmido pENA1-lacZ. El plasmido contiene 1164 pb de la
region 5” no codificante y 39 pb de la region codificante del gen ENAI clonado en fase
al gen lacZ. El vector contiene el gen marcador LEU2.

6.7.5.3.2 Construccion del plasmido pPMR1-lacZ

La secuencia comprendida entre los nucledtidos -1009 y +39 respecto al codon

de iniciacion del gen PMRI se amplific6 por PCR con Pfu usando como molde DNA

gendmico con los oligos PMR1-lacZ-F y PMRI1-lacZ-R que incorporan las dianas de

restriccion BamHI y Hindlll, respectivamente. El fragmento amplificado se clon6 en

pGEM-T easy para obtener el plasmido pGEM-promPMRI1. Finalmente para construir

el plasmido pPMRI1-lacZ el fragmento BamHI-Hindlll conteniendo el promotor de
PMR1 procedente de pGEM-promPMRI1 se insertd en los sitios BamHI y Hindlll del

plasmido pHIP359 (Brito ef al., 1999).
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BamHI 2

PMR I-lacZ-F
— i

PMRI1-lacZ-F GGATCCAGGCATCATCGCAGACTGAG
BamHI

PMRI1-lacZ-R AAGCTTCTGTCGTTTGCTGGCGTA
Hindlll

P PMRI

pGEM-promPMRI1
4063 pb

T PMR1-lacZ-R

PCR de ADN genomico,
Hindl11 1044

adicion de dA en los extremos 3, -
ligamiento con pGEM-Teasy AmpR

fragmento BamHl. Hindlll

BamHI1 10435  Hindlll 6 BamHI 2
! P Hindlll 1044
PMR1

. AmpR
AmpR lacz P

digestion BamHI, pPMRI1-lacZ lacZ

HPI359
P Hindlll 11471 bp

10459 pb

‘F

LEU2
LEU2

Figura 17. Construccion del plasmido pPMRI1-lacZ. El plasmido contiene 1009 pb
de la region 5” no codificante y 39 pb de la region codificante del gen PMRI clonado en
fase al gen lacZ. El vector contiene el gen marcador LEU2.

6.7.5.3.3 Construccion del plasmido pYNR1-EX-ScURE?2

El vector de expresion pYNR-EX fue construido clonando en pBluescript la
secuencia promotora del gen YNRI (Perdomo et al., 2002) La expresion de proteinas
desde este vector depende de la fuente de nitrogeno presente en el medio: la expresion
se induce un medio con nitrato, y es reprimida por fuentes de nitrogeno reducido como
el amonio o la glutamina. El vector pYNR-EX (LEU2) consta de dos secuencias de
aproximadamente 1 Kpb procedentes de las regiones 5’ y 3’ no codificantes del gen
YNR1, ademas del gen marcador LEU?2. Este plasmido se uso en este trabajo para clonar

el gen ScURE? con el fin de conseguir su expresion en H. polymorpha.
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En primer lugar la ORF completa del gen ScURE?2 se amplifico por PCR con Pfu
usando como molde el plasmido pRR529 (Baxa et al, 2003) con los oligos
ORFScURE2-F y ORFScURE2-R que incorporan las dianas de restriccion Sa/l y Spel,
respectivamente. El fragmento amplificado se cloné en pGEM-T easy para obtener el
plasmido pGEMORFScURE2. Finalmente para construir el plasmido pYNR-EX-
ScURE2 el fragmento Sall-Spel conteniendo la ORF del gen ScURE?2 procedente de
pGEMORFScURE?2 se inserto en los sitios Sall y Spel del plasmido pYNR-EX.

ORFScURE2-F ACGCGTCGACATGATGAATAACAACGGCAAC
Sall

ORFScURE2-R GGACTAGTTCATTCACCACGCAATGCCT
Spel

Sall 6

ORFScURE2-F
—

ScURE2
ScURE?2

PCR ORF ScURE2,
clonaje en pGEM-T easy
EEEE——

pGEMORFScURE2,
4098 pb

pRR529
11023 pb

Spel 1077
Spel 1088
Sall 1114

AmpR f orescure2R AmpR
fragmento Sall, Spel

Sall 963
Spel 1014

N Sall 953
YNRI

-

LEU2
ScURE2

TI'.\'RJ'

Spel 2024
pYNR-EX-ScURE pe

8342 pb
T YNRY

digestion
Spel, Sall

Y

AmpR

Figura 18. Construccion del plasmido pYNR-EX ScURE2. El plasmido contiene la
OREF del gen ScURE? bajo el promotor del gen YNRI.
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6.7.5.3.4 Construccion de la cepa nPMRI1.

Con el fin de obtener una cepa con multiples copias del gen PMRI se construyo el
plasmido pGEMexpPMR1-LEU2. En primer lugar se amplific6 mediante PCR usando
como molde DNA gendémico un fragmento de 3966 pb con los oligos nPMRI1-F y
nPMRI1-R. Este fragmento se clon6 en pGEM-T easy para obtener el plasmido
pGEMexpPMR1 que se linealizd con la enzima Ndel y se rellend con la klenow.
Finalmente se insertd en ese sitio el fragmento romo Stul-Stul conteniendo el gen
marcador LEU2 procedente del plasmido pGEMLEU2(Stul). La cepa nPMRI LEU?2
URA3 se obtuvo transformando la cepa WT leu2 URA3 con el plasmido
pGEMexpPMR1-LEU2 linealizado en el gen LEU2 con la enzima BstEIl.
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LEU2-Stul-F GAAGGCCTATGAATTCTGAGTCCCTGAGTA nPMRI-F CCGCGGAAACGATACGAGCAGCTGG
Stul
LEU2-Stul-R  GAAGGCCTTAGGATCCGTGCAATGGCTG nPMRI-R GCGGCCGCAAGAAGTTGGCTGCCAAGG
Stul
LEU2

PCR de ADN gendmico,
adicion de dA en los extremos 37,
ligamiento con pGEM-Teasy

AmpR
PCR fragmento LEUZ,
adicion extremos Siul
clonaje en pGEM-T easy
Stul 4521 nPMR1-F
—
LEU? AmpR
PMRI
pGEMexpPMRI1
6982 pb
AmpR
Stul 1496 Fﬂfh{. N
Ndel 4006 ™
fragmento Srul-Stul digestion Ndel relleno
AmpR

PMRI
pGEMexpPMRI1-LEU2

8447 pb

LEU2

Figura 19. Construccion del plismido pGEMexpPMRI1-LEU2. El plasmido
contiene la ORF completa del gen PMRI mas 705 y 513 pb de las regiones 5’y 3'no
codificantes, respectivamente. El vector contiene ademas el gen marcador LEU2.
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6.7.5.4 Otros plasmidos utilizados en este trabajo

PAMS367: Este plasmido contiene 4 copias en tandem de la secuencia
CACCAGTCGGTGGCTGTGCGCTTG definida como el elemento de respuesta
dependiente de calcineurina (calcineurin-dependent response element: CDRE)
(4CDRE) clonadas en fase al gen reportero lacZ (Stathopoulos y Cyert, 1997). El
plasmido fue creado mediante la insercion del fragmento BamHI- BglIl procedente del
plasmido pAMS341 que contiene el tetramero en el sitio Bg/Il del plasmido pJL638. El
plasmido pAMS341 deriva de la insercion iterativa del elemento flanqueado por las
dianas BamHI y Bgl/ll en los sitios BamHI y Bg/ll de LITMUS 28 (NEB). El plasmido

contiene el gen marcador ScURA3.

PAMS367-LEU2: Este pladsmido deriva del plasmido pAMS367 que se modifico
en el sitio Stul presente en el gen marcador ScURA3 mediante la insercion en dicho sitio

del gen marcador de H. polymorpha LEU2.

PT8: Este plasmido contiene el gen marcador LEU?2 interrumpido por el gen
marcador URA3. La transformacion de una cepa de H. polymorpha LEU2, ura3 con el
fragmento Xhol-Xhol permite el cambio de marcadores perdiéndose la auxotrofia para

el uracilo y recuperandose para la leucina.
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Apéndice 1

APENDICE I. Cepas de H. polymorpha utilizadas en este trabajo

Cepa Genotipo Origen

WT* NCYC495 leu2::p18BI(LEU2) ura3::pBSURA3(URA3) GMN
PT1401 Aure2::LEU2 ura3::pBSURA3(URA3) GMN
BM1600 Aure2::LEU2 ura3::pGEM-URE2-URA3 GMN
BM1700 NCYC495 leu2::p18BI(LEU2) ura3::pGEM-URE2-URA3 GMN
BM2502 Agat2::LEU2 ura3::pBSURA3(URA3) GMN
RMGS55 Atepl:: LEU2 URA3 GMN
CR2503 NCYCA495 leu2::pl8BI(LEU2) ura3::pGEM-GAT2-URA3 Este trabajo
CR3001 Acnbl::URA3 leu2::p18BI1(LEU2) Este trabajo
CR3002 Aure2::LEU2 Acnbl::URA3 Este trabajo
CR3004 Acrzl::URA3 leu2::p18BI(LEU2) Este trabajo
CR4001 NCYC495 leu2::PryyilacZ-LEU2 ura3::;pBSURA3(URA3) Este trabajo
CR4002 Aure2::leu2::URA3 PgyyilacZ-LEU2 Este trabajo
CR4003 Acnbl::URA3 leul2:: PgnylacZ-LEU2 Este trabajo
CR4004 Agatl::URA3 leu?2:: PgyylacZ-LEU2 Este trabajo
CR4005 Acrzl::URA3 leu2:: PgyyilacZ-LEU2 Este trabajo
CR 4006 Atepl:: leu2::URA3 Pgyy;lacZ-LEU2 Este trabajo
CR5001 NCYC495 leu2::Ppyg;lacZ-LEU2 ura3::pBSURA3(URA3) Este trabajo
CR5002 Aure2::leu2::URA3 Ppyr;lacZ-LEU2 Este trabajo
CR5003 Agat2::leu2::URA3 Ppygi-lacZ-LEU?2 Este trabajo
CR5004 Aure2::leu2::URA3 Ppyg-lacZ-LEU2 Agat2::ble Este trabajo
CR5005 NCYC495 leu2::Ppyp;lacZ-LEU2 ura3::;pGEM-GAT2-URA3 Este trabajo
YM6001 NCYC495 GATI-6HA (ble) leu2::pl18BI(LEU2) ura3::pBSURA3(URA3) GMN
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Cepa Genotipo Origen
CR6002 Aure2::leu2::URA3 GATI-6HA (ble) Este trabajo
CR6003 Acnbl::URA3 GATI-6HA (ble) leu?2 Este trabajo

CR6004 NCYC495 GAT2-6HA (ble) ura3::pBSURA3(URA3)leu?2 Este trabajo
CR6005 Aure2::leu2::URA3 GAT2-6HA (ble) Este trabajo
CR6006 Acnbl::URA3 GAT2-6HA (ble) leu2 Este trabajo
CR6007 Acrzl::URA3 GATI-6HA (ble) leu2 Este trabajo
CR6008 Atepl::URA3 GATI1-6HA (ble) leu?2 GMN
CR6011 NCYC495 YNA2-6HA (ble) ura3::pBSURA3(URA3) leu?2 Este trabajo
CR6012 Agat2::URA3 YNA2-6HA (ble) leu?2 Este trabajo
CR7001 NCYC495 URE2-6HA(ble) leu2::pI18BI(LEU2) Este trabajo

ura3::pBSURA3(URA3)
CR7002 Acnbl::URA3 URE2-6HA(ble) leu2 Este trabajo
e T
CR8002 Aure2::leu2::URA3 pAMS367(4xCDRE-lacZ)-LEU2 Este trabajo
CR8003 Agat2::leu2::URA3 pAMS367(4xCDRE-lacZ)-LEU?2 Este trabajo
e e
CR8005  Aure2::leu2::URA3 leu2:: pAMS367(4xCDRE-lacZ)-LEU2 Agat2::ble  Este trabajo
CR8006 Atepl::URA3 leu2:: pAMS367(4xCDRE-lacZ)-LEU2 Este trabajo
CR9001 Apmcl::LEU2 ura3.::;pBSURA3(URA3) Este trabajo
CR9002 Aure2::leu2::URA3 Apmcl::LEU2 Este trabajo
CR9003 Acnbl::URA3 Apmcl::LEU2 Este trabajo
CR9004 NCYC495 leu2::pGEM-PMRI-LEU2 ura3::pBSURA3(URA3) Este trabajo
CR10001 Aure2::leu2::URA3 pYNR-EX-ScURE?2 (LEU2) Este trabajo
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Cepa Genotipo Origen
YNRgal NCYCA495 leu2:: Pyng;-lacZ-LEU?2 GMN
FN1203 Aynrl::URA3 leu2:: Pyng;-lacZ-LEU2 GMN
FN3203 Ayntl::ura3 Aynrl::URA3 leu2:: Pyyg;-lacZ-LEU2 GMN
Tep19'27® tep1°"?’F LEU2 URA3 GMN
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APENDICE Il. Cebadores utilizados en este trabajo

Nombre

Secuencia5 —» 37

Aplicacion

SP6

ATT TAG GTG ACA CTATAG AAT
AC

Amplificacion de insertos en
los vectores pGEM-T

T7

GTAATACGACTC ACT ATAGGGC

Amplificacion de insertos en
los vectores pGEM-T

CNB1-F

AGATCGTGT CGGACCTGTTT

Aislamiento e interrupcion de
HpCNB1

CNB1-R

AGC AGC ACA ATA AGA GCG CA

Aislamiento e interrupcion de
HpCNB1

CNB1-interrup-

F

TCC AAATTC CCG TCC AAA

Comprobacion de la
interrupcion de HpCNB1

HpCRZ1-F

AAT TTT CAG AAC AGC ACG GC

Aislamiento e interrupcion de
HpCRZ1

HpCRZ1-F

CAAATCCTG CCATGATCC AA

Aislamiento e interrupcion de
HpCRZ1

HpCRZ1-ext-F

CAA ATCCCAGATGGCTTT CA

Comprobacion de la
interrupcion de HpCRZ1

PMC1-F

ATG TCC ATC TCA AGG AAA ACC

Aislamiento e interrupcion de
HpPMC1

PMC1-interrup-
R

TTG TTG AAG GCC CTG GTA GG

Aislamiento e interrupcion de
HpPMC1

PMClext-R

GGG GTCCGACTTCTTCTT TCT

Comprobacién de la
interrupcion de HpCRZ1

URE2? interr-F

AGC TCC AGC CAT TGC ACG

Comprobacidn interrupcion
de genes con LEU2

DALSOII-F

AAT AAT TGG CCATCC GCACA

Interrupcion de HpGAT2

DALS8O0II-R

TAT CCA CAG GCT ATG TCT CGG

Interrupcion de HpGAT2
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Nombre Secuencia 5" —» 3 Aplicacion
URAZextll-E  TGG ATA TTG GAT TGC AAG CAG  Comprobacion interrupcion
de genes con URA3
URAZexttR  CAT TGA AGC GCT TAG TAC AAC c  ComPprobacion interrupcion
de genes con URA3
=aR AGA GGT CGA CGT GAATGA TCG  Comprobacion del etiquetado
tagr TTCCACTTTT de genes con el epitopo 6HA
Ure2exp-F GGATCC TGA ACAATACCATCT Fusién URE2-6HA

CCA ACC

Ure2-HAtag-R

GGATCCCTCATTACCTTT CAA

Fusion URE2-6HA

TGC CC
GATIGFP-F  CCC AAG CTT CGC AGA CCG T Fusién GATL-6HA
GATIGFP-R A CAT Tg;g (A; AAiA CATAGT Fusion GATL-6HA
GAT2-HA-E ~ AAGCTT AGXGTAT (T3TT (SA AAA AGG Fusion GAT2-6HA
GAT2-HA-R  CATCTAACATT GAACTT GAG Fusion GAT2-6HA
CCA
YNALHA-E ~ ACATCT CTg GTACZ gg CCAAAAA Fusion YNAL-6HA
UNALHAR  AGATCT AAATTT TGT CCA CCT it Y NALGHA
S GGA CG
YNAZ-HA-E ~ ACATCT AGAT CTCGTCCQTG CTGCTA Fusion YNA2-6HA
YNA2-HAR ~ CATCT AGC(:; :ﬁ":QTC CAAATC Fusion YNA2-HA
C-URE2-F GCT GGT GTA CGG GTG TCT CT ggﬂgﬁgiﬂgzlﬂﬁggﬁﬂf
C-GATL-F TCC TCC AAG ACA AAA AGC AT Comprobacion del etiquetado

de GAT1 con el epitopo 6HA
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Comprobacién del etiquetado

RT-DALS80-F AAC CGA AAC GAAAGTTCACG de GAT2 con el epitopo 6HA
ENAl-lacZ-F CTC GAC AGG ACG AAG CCAAGG Fusion ENA1-lacZ
TCT
AAG CTT TGG CAG ACACTTTTG L
ENAl-lacZ-R CTT GT Fusion ENA1-lacZ
GGA TCC AGG CAT CAT CGC AGA .
PMR1-lacZ-F CTG AG Fusion PMR1-lacZ
PMR1-lacZ-R AAGCTTCTG TCAGTTTGC TGG Fusion PMR1-lacZ
— CGTA
Confirmacién de la
ura3f GGT GAAGCATTAGGT CCC existencia de una Unica copia
del gen lacZ
Confirmacién de la
uragr GCA CAGTTA AGC CGC existencia de una Gnica copia
del gen lacz
CCG CGG AAG ACA GAT ACG AGC L
nPMR1-F AGC TGG Sobreexpresion de PMR1
GCG GCC GCA AGA AGT TGG CTG .
nPMR1-R CCA AGG Sobreexpresion de PMR1
LEU2-Stul-E GAA GGC CTATGA ATT CTG AGT Aislamiento del gen LEU2
EELeolE CCC TGA GTA con extremos romos
GAA GGC CTT AGG ATC CGT GCA Aislamiento del gen LEU2
LEU2-Stul-R

ATGGCT G

con extremos romos

ORFScUREZ2-F

ACG CGT CGA CAT GAT GAATAA
CAACGG CAAC

Expresion de SCURE2 en H.
polymorpha

ORFScURE2-R

GGA CTAGTT CAT TCACCA CGC

Expresion de SCURE2 en H.

AATGCCT polymorpha
UREZexpF GGA TCC TGA ACA ATACCATCT Expresion de HpURE2 en
SRECEXOL CCA ACC E. coli
AAG CTTCTACTCATTACCTTT Expresion de HpUREZ2 en
UREZ2expR

CAATGC

E. coli
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APENDICE Il. Cebadores utilizados en la PCR a tiempo real

Nombre Secuencia5 —» 3’ Aplicacion

Medida de la expresion del gen
Q-ACTII-F GAG GTT ACA CGT TCT CCA CCA de referencia en las reacciones
de PCR atiempo real

Medida de la expresion del gen
Q-ACTII-R ACC TGT CAATCA GGC AACTC  dereferenciaen las reacciones
de PCR atiempo real

Medida de la expresién de

Q-YNRI1-F GGC ATC ACCCCAACTTACC HpYNR1

Medida de la expresion de

Q-YNR1-R CTCACT CCGCTCCAATTCTC HpYNR1

Medida de la expresion de

Q-URE2-F GGT CGA GAA AAA GCT CAA HPURE2

Medida de la expresién de

Q-URE2-R CGCACTTCGTCGGTGTATC HPURE2

Medida de la expresion de

Q-ENAI1-F CCG ACAAAACAGGCACTT HPENA1

Medida de la expresion de

Q-ENAI-R TCA CAC AGA AAT CCG CAAA HPENAL

Medida de la expresién de

Q-GAT1-F AGA AGC CAC CAG GAG ACAGA HpGAT1

Medida de la expresion de

Q-GAT1-R ATT AGT GGG CTC GGT TGT G HPGAT1

RT-DALSO-F AAC CGA AAC GAAAGTTCACG  Miedidade laexpresion de

HPGAT?2
RT-DAL80- 150 ATT GCT CACTGAACTCC  Medidade laexpresion de
R HPGAT2
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Nombre Secuencia 5 —» 3’ Aplicacion
O-YNAL-F  TAC GCA GGA ACG AGG AAA AC Medida dljp'sljﬁres'on de
O-YNAL-R  TGT AGC AAT ACC ACG CAA G Medida d:;{a(,iﬁresm de

Medida de | i
Q-YNA2-F  GCA GCA GGA GCA CAA CAT AG edida dljpf(;ges'o” de
O-YNA2-R  TGA ACA GGG GTT TTC CAA TC Medida dsp'xges'on de
O-PMAI-F  TGA GAA CCG ACC CAA AGG Medida de la expresion de
HpPMAL
OMALR CAA ACC ACA GAT AAC ACC GAA Medida de la expresion de
Q-PMAL-R A HpPMAL
ONHALLE TTACCTTGC GGT CAACATCA  Medida ‘ﬁp’;gﬂ esion de
O-NHA1.2-R ACG CCA GGA ACG ACT CTC TA Medida de la expresion de

HpNHA1
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APENDICE Il1. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido Caracteristicas Origen
pBluescript N Stratagene
KS(+) amp’, lacZ (E.E.U.U)
pBSURA3 Derivado de pBluescript. Porta un fragmento de 2 kpb GMN
que contiene el gen URA3, amp®
Promega
GEM-T R
p amp , lacZ (EE.UU)
Promega
GEM-T R
p casy amp ", lacZ (EE.UU)
pGEMLEU?2 Derivado de pGEM-T easy. Porta un fragmento de 1.5 GMN
kpb que contiene el gen LEU2. amp®
18B1 Derivado de pTZ18R (Pharmacia). Porta un fragmento ~ (Agaphonov
P de 2.5 kbp que contiene el gen LEU2, amp" etal., 1994)
pT8 Derivado de p18B1. Porta un fragmento de 3.6 kpb con GMN
el gen LEU2 interrumpido con el gen URA3, amp®
Derivado de pGEM-T easy. Porta un fragmento de
pGEM-CNBI 2322 pb que contiene la ORF del gen CNB1 méas 986y Este trabajo
904 pb correspondientes a las regiones 5y 3'no
pGEM- Derivado de pPGEM-CNBI. Contiene el fragmento de
CNBI:-URA3 3736 pb usado para la interrupcion de CNB1 con el gen  Este trabajo
" marcador URA3, amp"
Derivado de pGEM-T easy. Porta un fragmento de 2835
pGEM-CRZ1 pb que contiene la ORF de CRZ1 mas 626 y 409 pb Este trabajo
correspondientes a las regiones 5"y 3'no codificantes
GEM.- Derivado de pGEM-CRZI. Contiene un fragmento de
CR%I URA3 3786 pb usado para la interrupciéon de CRZ1 con el gen  Este trabajo
" marcador URA3, ampR
i Derivado de pGEM-T. Porta un fragmento de 1895 pb
PGEM-GAT2 que contiene la ORF de GAT2 mas 300 y 314 pb GMN
correspondientes a las regiones 5’ y 3’ no codificantes
pGEMGAT2- Derivado de pGEM-GAT?2. Contiene un fragmento de
URA3 1951 pb con el gen marcador URA3 obtenido de GMN
pBSURA3, amp"®.
pGEMAgat2 Derivado de pGEM-GAT?2. Contiene el fragmento de
LEU2 3278 pb usado para la interrupcion de GAT2 con el gen GMN
" marcador LEU2, amp®
pGEMAgat2::  Derivado de pPGEM-GAT2. Contiene el fragmento de
ble 3098 pb usado para la interrupcion de GAT2 con el gen  Este trabajo

. . . R
de resistencia a zeocina ble, amp
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Plasmido Caracteristicas Origen
pGEM-ble Derivadq de pGEM-T. quta un'fragmen.to de 1312 pi) GMN
que contiene el gen de resistencia a zeocina ble, amp
pGEM-PMC1  Derivado de pPGEM-T easy. Contiene un fragmento de :
E
3260 bp con el gen PMC1, amp". ste trabajo
pGEM- Derivado de pGEM-PMCI1. Contiene el fragmento de
3067 pb usado para la interrupcion de PMC1 con el gen  Este trabajo
PMCI1::LEU2 R
marcador LEU2, amp™.
pANL31 Derivado de pBluescript. Contiene el gen sin codéon de  (Leao-Helder
inicio, eGFP zeo®, amp" etal., 2003)
HAI Derivado de pANL31 donde el gen eGFP ha sido
p reemplazado por un fragmento de PCR que contiene 6 GMN
copias del epitopo HA, zeo®, amp"
pGEM-URE2-  Derivado de pGEM-T easy. Contiene el gen UREZ2 sin Este trabajo
HA codon de inicio y de parada (904 bp), amp"
pURE2-HA Derivado de pHA1. Contiene el gen UREZ2 sin codén de .
inicio y de parada (904 bp) fusionado en fase al epitopo ~ Este trabajo
6HA. zeo®. amp®.
pGEMGATI1 Derivado de pGEM-T easy. Contiene 1121 pb de la GMN
GFP region 3’del gen GAT1 sin codon de parada, amp®.
GATI-HA Derivado de pHAT1. Contiene 1121 pb de la region 3 del
p gen GAT1 sin codon de parada fusionado en fase al Este trabajo
epitopo 6HA, zeo®, amp"
Derivado de pGEM-T easy. Contiene 1244 pb de la .
- Este trab
PGEM-GAT2 region 3’del gen GAT2 sin codon de parada, amp® Ms
Derivado de pHA1. Contiene 1244 pb de la region 3 del
pGAT2-HA gen GAT2 sin coddn de parada fusionado en fase al Este trabajo
epitopo 6HA, zeo®, ampR.
pGEM- Derivado de pGEM-T easy. Contiene un fragmento de .
: , R Este trabajo
YNAI1-HA 1398 pb del gen YNA1 sin coddn de parada, amp
Derivado de pHA1. Contiene un fragmento de 1398 pb
pYNAI-HA  del gen YNA1 sin codén de parada fusionado en fase al  Este trabajo
epitopo 6HA, zeoR, ampR.
pGEM- Derivado de pGEM-T easy. Contiene un fragmento de Este trabaio
YNA2-HA 1633 pb del gen YNA2 sin codén de parada, amp® !
Derivado de Yep356 donde se ha reemplazado el gen ‘
pHPI 359 URA3 de S. cerevisiae por un fragmento de 2.5 kpb que ~ (Brito et al,
contiene el gen marcador LEU2 de H. polymorpha 1999)

obtenido de p18B1, ampX.

-242 -



Apéndice 11

Plasmido Caracteristicas Origen
GEM- Derivado de pGEM-T easy. Porta un fragmento de 1203
rEmEN Al pb que comprende 1164 pb de la region 5'no codificante  Este trabajo
P y 39 pb de la ORF del gen ENA1, amp"
Derivado de pHPI 359. Contiene el gen reportero lacZ
pENA1-lacZ bajo el control de la regién 5 no codificante del gen Este trabajo
ENA1, LEU2, amp®
GEM- Derivado de pGEM-T easy. Porta un fragmento de 1048
rg mPMR1 pb que comprende 1009 pb de la region 5'no codificante  Este trabajo
P y 39 pb de la ORF del gen PMR1, amp"
Derivado de pHPI 359. Contiene el gen reportero lacZ
pPMR1-lacZ bajo el control de la region 5 no codificante del gen Este trabajo
PMR1, LEU2, amp"
AMS367 Derivado de pJL638. Contiene el tetramero CDRE (Stathopoulus
p obtenido de pAMS341, SCURA3, amp". y Cyert,1997)
PAMS367- Derivado de pAMS367. Porta el gen SCURA3 Este trabaio
LEU2 interrumpido por el gen HpLEU2, amp® L
GEM Derivado de pGEM-T. Porta un fragmento de 3967 pb
p PMlgxp que contiene la ORF de PMR1 mas 705 y 513 pb Este trabajo
correspondientes a las regiones 5” 3'no codificantes
pGEM- Derivado de pGEM-PMRI1. Contiene un fragmento de
expPMR1- 1.5 kpb con el gen marcador LEU2 obtenido de pPGEM-  Este trabajo
LEU2 LEU2, amp".
pGEM- Derivado de pGEM-T easy. Contiene el gen LEU2 Este trabai
LEU2(Stul) flanqueado por dianas Stul, amp" Ste Habajo
RR529 Contiene el gen SCURE2 (Baxaetal,
p ontiene el gen SC 2003)
pGEMORF  Derivado de pGEM-T easy. Porta un fragmento de 1071 Este trabajo
ScURE2 pb que contiene el gen SCURE2, amp®
pYNR- Usado para expresar el gen SCURE2 en HpAure2. Porta (Perdomo et
EX(LEU2) la secuencia promotora y terminadora del gen YNR1,
R al., 2002)
LEU2, amp™.
pYNRI-EX- Derivado de pYNR-EX. Contiene la ORF del gen Este trabaio
SCURE2 SCURE2, LEU2, amp®, L
pRSET-C Derivado de pUC. amp® Invitrogen
Derivado de pGEM-T. Porta un fragmento de 2048 pb
pGEM-URE2  que contiene la ORF completa de URE2 mas 906 y145 GMN

pb correpondientes a las regiones 5’y 3'no codificantes
respectivamente, amp".
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Plasmido Caracteristicas Origen

pGEMORF  Derivado de pPGEM-T easy. Contiene la ORF completa Este trabai
URE2 del gen URE2, amp® Ste Habajo
pRSET-URE2 Derivado de pRSET-C. Contiene la ORF completa del Este trabajo

gen URE2
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APENDICE IV. Descripcion del genotipo de las cepas bacterianas utilizadas

ara Su mutacion causa incapacidad para crecer en arabinosa

Impide la metilacion enddgena de la adenina de las
secuencias GATC (dam) o de las citocinas en las

dam/dcm secuencias C*CAGG y C*CTGG (dcm). Permite propagar
DNA que requiere el corte con ciertas enzimas de
restriccion (Avall, Bcll,..)

Represor del operén deo. Este operdn estd implicado en el

deoR catabolismo de nucleosidos.

DE3 T7 RNA polimerasa bajo el control del promotor lacUV5. Se
requiere IPTG para la induccion de la T7 RNA polimerasa

endA Mutacion en la endonucleasa no especifica Endonucleasa 1.

Su mutacion mejora el rendimiento y calidad de los
plasmidos amplificados

F Plasmido usado para la generacién de ADN monocatenario tras
la infeccion con el fago M13.

galK Necesario para la utilizacion de la galactosa

galT Necesario para la utilizacion de la galactosa

gyrA Mutacién en la ADN girasa que confiere resistencia a acido
naladixico

hsd Mutaciones en el sistema de metilacion y restriccion que

permite reconocer el ADN foréaneo.

lacl Codifica el represor lac que controla la expresion de
promotores que portan el operador lac; el IPTG se une al
represor lac y desreprime el promotor.

lacY Bloquea el uso de lactosa.

lacz B-D-galactosidasa; utilizacién de lactosa. La mutacion en
lacZ produce colonias blancas en presencia de X-gal
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lacZAM15

leu

ompT

pLysS

proAB

recA

relA
rspL

Supk

Tet'
thi-1
Tnl0
tonA

traD,D36

tsx

Mutacion de lacZ; delecion del dominio N-terminal de la
B-D-galactosidasa que permite la complementacién o por
el segmento presente en pBluescript o lambda ZAP 11 para
producir una 3-D-galactosidasa funcional

Requiere leucina para el crecimiento en medio minimo
Proteasa de la membrana externa. Su mutacion reduce la

degradaciodn de proteinas heter6logas

Este plasmido produce la Lisozima T7 para reducir la expresion
basal del gen de interés.

Los mutantes requieren prolina para crecer en medio
minimo

Su mutacion impide la recombinacion general y produce
sensibilidad a luz UV

Permite la sintesis de ARN en ausencia de sintesis proteica

Confiere resistencia a estreptomicina. Carece de la proteina
S12 de la subunidad 30 S del ribosoma.

Supresor de mutaciones ambar. Algunos fagos necesitan
este gen mutado para crecer

Resistencia a la tetraciclina

Los mutantes requieren vitamina B1 (tiamina) para
crecimiento en medio minimo

Transposon que normalmente porta el gen Tet"
Confiere resistencia a los bacteriéfagos liticos T1, T5y f80.

Previene la transferencia del episoma F

Confiere resistencia al fago T6 y a la colicina K
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