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Estudios de Northern revelaron que los niveles de mRNA para RCS1

permanecían prácticamente invariables en los diferentes estadios de la curva

poblacional, utilizando los niveles de mRNA para la actina como control (dato no

mostrado). De igual modo sucedía con los niveles de proteína, aunque en este caso

pudo detectarse también una banda de menor movilidad (100 Kda) que aparecía

coincidiendo con la entrada en fase diaúxica y se mantenía durante estadios

posteriores (Fig. 12a).

A continuación se estudió si esta misma modificación aparecía cuando las

células se transferían de un medio con glucosa a un medio con etanol más glicerol.

Los resultados mostraron que la banda de menor movilidad aparecía durante la

transición y desaparecía cuando las células reemprendían el crecimiento utilizando el

etanol/glicerol como fuente de carbono (Fig. 12b).

La misma modificación pudo observarse cuando a células creciendo

exponencialmente en medio YPD se les extraía la glucosa del medio. Dicha

modificación seguía produciéndose si al mismo tiempo que se eliminaba la glucosa se

añadía cicloheximida al medio, indicativo de una modificación postraduccional

(Fig. 12c).

Dado que la modificación por fosforilación constituye un mecanismo muy

general y extendido de regulación de la actividad de numerosas proteínas y teniendo

en cuenta el cambio de movilidad observado, se analizó mediante tratamiento con

fosfatasa alcalina si la banda de 100 kDa. correspondía a una forma modificada de

Rcs1 por fosforilación. Para ello, se obtuvieron extractos de células de la cepa salvaje

procedentes de un cultivo en YPD en el que se había inducido la aparición de la forma

fosforilada por eliminación de la glucosa, a partir de los cuales se immunoprecipitó

Rcs1. El material immunoprecipitado se trató con fosfatasa alcalina sola o junto con

una mezcla de inhibidores de la misma (véase apartado 13.5 de Materiales y

Métodos), analizándose las mezclas de reacción mediante Western blot (Fig. 12d). La

banda de menor movilidad desaparecía durante el tratamiento con fosfatasa alcalina

en ausencia de inhibidores, pero no en presencia de éstos, lo que demostraba que se

trataba de una forma modificada de Rcs1 por fosforilación.
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(A) RCSÍ rcsí-5

(B)

O 12 24 36 48 60 Tiempo (h)

(C)

i*0 1 2 2 Tiempo ( h )
+CHX

enzima + - +

inhibidores + +

Figura 12. Análisis mediante Western de la proteína Rcs1 en diferentes condiciones
de crecimiento de la cepa RCS1 (CML128). Las flechas inferior y superior
corresponden a la forma hipo e hiperfosforilada de Rcs1 respectivamente. (A) Células
creciendo exponencialmente (e) o en el periodo post-diáuxico (d). (B) Células
creciendo exponencialmente en SD-glucosa y transferidas a tiempo O a SD-
etanol/glicerol. (C) Células creciendo exponencialmente en medio YPD y transferidas
a tiempo O a medio YP. Se muestra también el patrón correspondiente a células
transferidas a YP y mantenidas durante 2 h en presencia de 10 jag/ml de cicloheximida
(+CHX). (D) Proteína Rcs1 inmunoprecipitada y tratada con fosfatasa alcalina de
intestino de ternera y con una mezcla de inhibidores de esta enzima.



Resultados

3.4. Fosforilación de Rcs1 en condiciones que inducen la parada del
crecimiento celular en G1

La fosforilación de Rcs1 en las condiciones anteriormente descritas parece ser

concomitante con un cambio en el estado nutricional de las células, que comporta al

mismo tiempo una detención transitoria (en el caso del shift diaúxico o de la transición

a etanol) o permanente (en el caso de la eliminación de la fuente de carbono) de su

crecimiento. Se analizó a continuación si la detención específica del ciclo celular en la

fase G1 del mismo provocaba también la modificación de la proteína. Se utilizaron

para ello dos mutantes termosensibles en los genes CDC28 y CDC25, los cuales al

ser transferidos a la temperatura restrictiva (37° C) detienen su crecimiento en la fase

G1 del ciclo celular (Koch y Nasmyth, 1994). Un cultivo control (cepa salvaje para

ambos genes) se sometió también al mismo cambio térmico que los mutantes cdc28 y

cdc25. Los resultados mostraron que Rcs1 se fosforila en ambos mutantes a la

temperatura restrictiva y que este hecho no era mera consecuencia del cambio de

temperatura (Fig. 13a). En contraposición a lo anterior, la parada transitoria en G1

inducida por factor a no indujo la modificación de la proteína.

3.5. Fosforilación de Rcs1 en mutantes deficientes en diferentes proteína-
quinasas

La fosforilación de Rcs1 a lo largo del ciclo poblacional coincide con la entrada

en fase diaúxica, que a nivel metabólico representa una fase de transición de un

metabolismo fermentativo a otro respiratorio. Coincidiendo con esta fase, la actividad

de ciertas proteína quinasas disminuye, en tanto que la de otras aumenta (Werner-

Washburne et al., 1993). Entre las primeras se encontraría la proteína quinasa A

dependiente de cAMP y entre las que se activan cabría citar Snf1 y Yak1 entre otras.

El papel de la proteína quinasa A dependiente de cAMP así como el de la

quinasa Snf1 han sido comentados en apartados previos de este trabajo. Los

resultados expuestos hasta aquí no sugieren una implicación de las mismas en la

fosforilación de Rcsl No obstante, se descartó definitivamente esta posibilidad

mediante análisis de Western-blot e inmunodetección de la proteína a partir de

extractos de células procedentes de cultivos de las cepas que se indican a

continuación, en los que se había inducido la fosforilación de Rcs1 por eliminación de

la glucosa. Las cepas utilizadas fueron R146.11A, portadora de una mutación bey, que

comporta niveles constitutivos altos de proteína quinasa A en la célula (Toda et al.,
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1987), y MB12, que mantiene funcional únicamente la subunidad Tpk3 de la proteína

quinasa A y por tanto niveles bajos de dicha actividad en la célula (Mazón et al.,

1993). Como controles, se emplearon las cepas R146.11D y W303-1A,

respectivamente isogénicas a las anteriores excepto para los genes descritos. En el

caso del gen SNF1, se utilizó el mulante PEY101, portador de una interrupción del gen

en el fondo W303-1A. La fosforilación de Rcs1 se produjo en los mutantes bcyl, tpkl

tpk2 y snfl, siguiendo en todos los casos el mismo patrón que en las respectivas

cepas salvajes, hecho que nos permitió descartar el papel de las respectivas proteína

quinasas en la fosforilación de Rcs1 (dato no mostrado).

El producto del gen YAK1 (Garrett et al., 1991) es una proteína quinasa que

podría actuar sobre los mismos sustratos que la proteína quinasa A pero con un

efecto antagónico. La actividad de ésta última es alta en células creciendo

activamente (fase exponencial) y decrece en situaciones de parada del crecimiento,

que son justamente las condiciones que inducen la actividad quinasa de Yakl Estas

últimas condiciones [deficiencia de nitrógeno, mutantes cdc28 o ras (ts) a la

temperatura restrictiva, parada por factor a (Garrett et al., 1991)] son las mismas

(a excepción de la última) que inducen la fosforilación de Rcs1, por lo que también

analizamos la fosforilación de Rcs1 en un muíante yakl. Se utilizó para ello la cepa

AHY1 y su parental SGP4. Los resultados mostraron una cierta fosforilación de la

proteína Rcs1 ya en la muestra inicial (células creciendo en glucosa) de la cepa

parental portadora de una mutación rasí, no modificándose este patrón de

fosforilación en la cepa AHY1 que lleva además una mutación yakl. Estos resultados

(Fig. 13) nos permitieron concluir que Yakl tampoco era la quinasa responsable de la

fosforilación de Rcsl Sin embargo, la hiperfosforilación observada a t=0 en el

muíante rasí permite sugerir la posibilidad de que este gen pudiese estar implicado a

través de una vía independiente de la proteína quinasa A dependiente de cAMP.

4. ESTUDIO DE POSIBLES INTERACCIONES DE Rcs1 CON OTRAS

PROTEÍNAS

La mayoría de procesos biológicos (transcripción, replicación del DNA,

transmisión de señales o crecimiento celular) son llevados a cabo por complejos

proteicos e implican, por tanto, interacciones entre proteínas. Las proteínas

específicamente requeridas para una función pueden identificarse mediante métodos

genéticos tradicionales y estudios bioquímicos; sin embargo, tales estudios no

permiten determinar qué otra proteína o proteínas interaccionan con la que es objeto
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(a)

CML128 cdc25 cdc28

25 37 25 37 25 37 Temperatura (°C)

(b)

ras 7 ras 1 yakl

O 1 2 0 1 2 Tiempo (horas)

Figura 13, (A) Análisis por Western de la proteína Rcs1 en las cepas CML128 (salvaje), A5
(cdc2S) y CDC28-13 (cdc28) creciendo exponencialmente en medio YPD a 25°C o después de
2 horas a 37°C. (B) Análisis por Western de Rcs1 en las cepas SGP4 (rasí) y AHY1 (rasi
yakl) en medio YPD (tiempo 0) y después de 2 horas de ser transferidas a medio YP. Las
flechas indican las formas hiper e hipofosforilada de Rcs1.



Resultados

de estudio. Con el fin de identificar otros elementos del complejo del cual Rcs1

pudiese formar parte en la célula, se utilizó el sistema del doble híbrido ideado por

Fields y Song (1989) con la modificación Introducida por Durfee et al. (1993), que al

aplicar una doble selección confiere mayor sensibil.'dad al sistema y rebaja el número

de falsos positivos.

La cepa Y153 (ver Tabla 1) lleva integrados en su genoma dos genes

reporteros (GAL1p-lacZy GAL1P-HIS3) cuya expresión depende de Gal4. El interés de

utilizar el gen H/S3 reside en que la célula requiere muy poca cantidad del

correspondiente enzima [imidazol glicerol fosfato (IGP) deshidratasa] para ser

prototrofa para histidina y por lo tanto, la utilización de este gen como reportero

permite detectar interacciones débiles. En la construcción que se utilizó en este

trabajo, el promotor del gen H/S3 se había sustituido por el promotor de GAL1,

quedando así bajo control de la proteína Gal4. No obstante, esta construcción

mantiene una expresión residual, suficiente para permitir el crecimiento sin necesidad

de añadir histidina al medio. Este problema se resolvía añadiendo al medio 3-AT, un

inhibidor químico de la IGP deshidratasa que restaura el carácter auxotrofico para la

histidina de la cepa hospedadora (Durfee et al., 1993)

En nuestro trabajo, la cepa Y153 se transformó alternativamente con el

plásmido pCM86 (que expresa la proteína de fusión Gal4bd-Rcs1) y con pGBT9 como

control. Los transformantes se plaquearon en medio SD con los suplementos

correspondientes y en presencia o no de 3-AT (25mM). Los resultados se muestran en

la Fig. 14. Sorprendentemente, los transformantes portadores de pCM86 eran

capaces de crecer en presencia de 3-AT, en tanto que los portadores del plásmido

control no lo hacían. Cuando se realizó un test cromogénico sobre papel (Ausubel et

al., 1989), los transformantes portadores de pCM86 dieron coloración azul, indicativo

de que la proteína híbrida Gal4bd-Rcs1 también era capaz de activar el sistema

reportero GAL1p-\acZ (datos no mostrados en detalle).

Los resultados anteriores permitían concluir que Rcs1 tiene capacidad de

transactivar los dos sistemas reporteros utilizados y que, por tanto, es un activador

transcripcional. Este resultado, aunque por sí mismo resultó muy interesante,

constituía un problema a la hora de buscar proteínas que interaccionasen con Rcs1

usando los sistemas reporteros anteriores. No obstante, células de Y153 conteniendo

el plásmido pCM86 se transformaron con 150 |ag de DNA de una genoteca de

S. cerevisiae en pGAD424 (ver apartado 3.1 de Materiales y Métodos) y la mezcla de

transformación se plaqueó en medio SD con los suplementos correspondientes y en
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presencia de 3-AT. Se obtuvieron del orden de 1.4x106 cotransformantes, la mayoría

en forma de colonias muy pequeñas, de entre las cuales se escogieron 117 clones

que daban lugar a colonias de mayor tamaño. La cepa Y153 transformada con pCM86

en paralelo permitía comparar el tamaño que alcanzaban las colonias conteniendo

únicamente este plásmido. Los 117 clones escogidos se recomprobaron mediante el

test cromogénico para la (3-galactosidasa sobre papel (Ausubel et al., 1989) y se

seleccionaron 27 que dieron una coloración azul más intensa que el control portador

de pCM86. A continuación, el DNA plasmídico extraído de estos clones se utilizó para

electroporar E. coli MC1061. A partir de los correspondientes transformantes, los

plásmidos derivados de pGAD424 se diferenciaron de pCM86 mediante digestión con

la enzima flamHI, y se utilizaron para retransformar células de Y153 conteniendo o no

pCM86. A partir de esta recomprobación, se seleccionaron sólo aquellos clones que

daban positivo el test cromogénico únicamente en presencia de pCM86, con actividad

(3-galactosidasa superior (del orden del doble, dato no mostrado) a la que confería

pCM86 por sí solo. Así, se selecionaron un total de cuatro clones que también

mejoraban el crecimiento de la cepa cotransformada sobre placas de medio mínimo

conteniendo 3-AT (Fig. 14).

El oligonucleótido 5'- GATGTATATAACTATCTAT -3' se utilizó como cebador

para secuenciar la zona del inserto de DNA próxima al dominio GAL4ad en los

respectivos plásmidos. En tres de los cuatro plásmidos no funcionaron las reacciones

de secuenciación, posiblemente porque habían perdido la zona del cebador que

quedaba dentro del dominio de activación de Gal4, por lo que se descartaron. Del

cuarto, al que se denominó pCM81, se leyeron del orden de 200 nucleótidos, que al

ser analizados en el banco de datos EMBL, resultaron corresponder a la secuencia del

gen PIM40 previamente descrito (Smith et al., 1992). El producto de este gen es una

fosfomanosa isomerasa, enzima implicada en la ruta que lleva a la síntesis de

GDP-Man y Dol-P-Man, dos compuestos necesarios para la glicosilación de

numerosas proteínas, tanto de secreción como estructurales de membrana o de

pared. La función descrita en la literatura para la proteína Pim40 no parecía tener a

priori ninguna relación con la función de Rcs1 que se estaba intentando caracterizar

en este trabajo por lo que interpretamos que muy probablemente se trataba de una

interacción fortuita. Ello hizo que no se recomprobase dicha interacción mediante

otras técnicas (coimmunoprecipitación, cromatografía de afinidad) que siempre deben

utilizarse para reconfirmar los resultados obtenidos por el sistema del doble híbrido.
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+HÍS +AT

pGBT + pGAD424 2: pCM86 + pGAD424 3: pCM86 + pCM81

Figura 14. Crecimiento de la cepa Y153 cotransformada con los plásmidos indicados
en cada caso sobre placas de medio SD-glucosa conteniendo histidina (+His) o 3-
ammotnazol 25 mM (+AT), después de 72 horas de incubación a 30°C



Tabla 2. Actividad transcripcional in vivo de las proteínas híbridas Gal4bd-Rcs1 and Gal4bd-
VP16 sobre el sistema reportero GAL1-lacZ

Actividad (3-galactosidasa en células transformadas con

Tiempo después del cambio
nutricional (horas) pGBT9 pCM86 pCM110

0

24

48

72

<0,1 1,0

<0,1 3,2

0,2 26,8

0,4 76,9

7,9

5,3

11,0

76,2

Células transformadas con pGBTQ (control), pCM86 (Gal4bd fusionado a Rcs1) o pCM110
(Gal4bd fusionado a VP16) fueron crecidas exponencialmente en medio SD-glucosa hasta una
concentración de 5x106 células por mi y a continuación se filtraron, lavaron y resuspendieron
en medio SD-etanol/glicerol (tiempo 0). Se determinó la actividad enzimática (unidades Miller)
en células permeabilizadas a diferentes tiempos después del cambio nutricional. Se muestran
los resultados de un experimento representativo.
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debería restringirse (para una optimización de éste) a la región UAS reconocida por

Gal4, debiéndose eliminar la región URS reconocida por Mig1 existente entre la UAS

anterior y la caja TATA (Flick y Johnston, 1990) para que el sistema reportero se viese

libre de la represión que ejerce la glucosa vía URS. En tercer lugar, dado que el gen

RCS1 parecía estar implicado en la utilización del etanol, a posteriori quedaba claro

que habría sido más conveniente utilizar otro sistema reportero, por ejemplo el basado

en regiones promotoras reconocibles por la proteína LexA (Estojak et al., 1995)

insensible a glucosa.

6. PAPEL DE RCS1 EN LA ASIMILACIÓN DE HIERRO POR S.cerevisiae

Durante el curso de este estudio se publicó un trabajo (Yamaguchi-lwai et

al., 1995) describiendo la clonación y caracterización del gen AFT1 de S. cerevisiae

mediante una estrategia diseñada para buscar genes implicados en el metabolismo

del hierro. En el mismo se demostraba que dicho gen es necesario para la expresión

de los genes FRE1, FRE2 y FET3 en un medio deficiente en hierro (ver Introducción).

La secuencia de AFT1 resultó idéntica, con algunas diferencias puntuales

(probablemente debido a polimorfismos), a la de RCS1. Asimismo, los datos de

mapeo de ambos genes y de las zonas adyacentes también eran idénticos, por lo que

se podía concluir con toda seguridad que se trataba del mismo gen.

6.1. Supresión del fenotipo de los imitantes rcs1-5 por adición de hierro al

medio de cultivo

Tal como se ha descrito anteriormente (Fig. 9), la cinética de crecimiento de

una cepa (CML126) portadora de la delección rcs1-5 en medio SD-glucosa es más

lenta que la de la cepa salvaje (CML128) y el número final de células que alcanza un

cultivo de la cepa muíante es menor que en el caso de la cepa salvaje. Con el fin de

averiguar si estas diferencias desaparecían cuando el mutante se crecía sobre el

mismo medio suplementario con hierro, se prepararon seis cultivos en paralelo de

ambas cepas en medio SD-glucosa con cantidades crecientes de Fe2SO4 y de

ferrocina [agente quelante del Fe(ll)] en las siguientes proporciones mM Fe/mM Fz:

O/O, 0.04/0.1, 0.1/0.25, 0.4/1, 1/2.5, 1.5/3.75. El crecimiento de los cultivos se

determinó midiendo tanto el número de células como la DOeoo (cultivos control) o

DO70o (cultivos conteniendo Fe/Fz) al cabo de 48 h. Los resultados (Fig. 15a)

indicaron que la proporción 0.4/1 de Fe/Fz restauraba en el mutante los niveles de
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Figura 15. Efecto del hierro sobre células de la cepa salvaje RCS1 (CML128) (barras
blancas) y del muíante rcs1-5 (CML126) (barras negras). Células creciendo
exponencialmente en medio SD-glucosa se resuspendieron a una concentración de
106 células por mi en el mismo medio (panel A) o en medio SD-etanol/giicerol (panel
B) adicionados con las concentraciones indicadas de hierro (en forma de sulfato
ferroso) y de ferrocina. A las 48 horas de incubación en estas condiciones se midió la
concentración de células. Las barras indican el porcentaje de concentración celular
alcanzado en cada condición relativo a la concentración en el cultivo de la cepa
salvaje sin adición de hierro ni ferrocina.
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crecimiento de la cepa salvaje y que concentraciones superiores a aquellas resultaban

más tóxicas para la cepa salvaje que para el muíante, de lo que se deducía que éste

debía ser deficitario en la captación de hierro. Estos resultados coincidían con los

obtenidos por Yamaguchi-lway et al (1995) para AFT1, lo que confirmaba

definitivamente que se trataba del mismo gen. Se comprobó además que la adición de

ferrocina (1mM) al medio de cultivo inducía la expresión de FRE1 y FRE2 en el caso

de la cepa salvaje pero no en el mutante rcs1-5 (Fig. 16a). Los resultados también

demostraron que ambos genes tienen cinéticas de inducción diferentes, precediendo

la de FRE1 a la de FRE2. Este hecho concuerda con los resultados de Georgatsou y

Alexandraki (1994), según los cuales la actividad reductasa férrica dependiente de

Freí se manifiesta antes que la dependiente de Fre2 en células deficitarias en hierro.

Para comprobar si la adición de hierro suprimía también el crecimiento

deficiente del mutante en etanol/glicerol, células de la cepa salvaje y de la cepa

mutante creciendo exponencialmente en glucosa se transfirieron a un medio con

etanol/glicerol tal como se ha descrito en apartados anteriores. De cada uno de los

cultivos se hicieron seis alícuotas a las que se añadieron las mismas cantidades de

hierro/ferrocina descritas en el experimento previo y el crecimiento se determinó

midiendo la concentración de células al cabo de 48 h como en el caso anterior. Los

resultados se indican en la Fig. 15b. También en este caso el fenotipo de las células

rcs1-5 quedaba suprimido por la adición de Fe/Fz.

Finalmente, quisimos comprobar si la incapacidad de una cepa carente de

Rcs1 para recuperarse después de un proceso oe transformación era debida a la

deficiencia de hierro. Para ello, las cepas salvaje y mutante rcs1-5 se transformaron

con el plásmido YEp13 siguiendo el protocolo de Gietz et al., (1992) y los

transformantes se plaquearon sobre medio SD-glucosa con los aa correspondientes

en presencia de diferentes concentraciones de hierro. Los resultados (Tabla 3) nos

permitieron constatar que mediante este método, que se diferencia del empleado

anteriormente (Hill et al., 1991) básicamente en que acorta el tiempo de exposición de

las células al acetato de litio, la eficiencia de transformación mejoraba (2-3 veces

respecto al método anterior) en la cepa salvaje (2-3 x 104 transformantes/|j.g) y que se

obtenían transformantes con la cepa mutante, aunque con una eficiencia menor

(aproximadamente la mitad respecto a la de la cepa salvaje). La adición de Fe/Fz a las

concentraciones 0.1/0.25, 0.4/1 y 1.0/2.5 mM al medio de cultivo mejoró la eficiencia

de transformación de ambas cepas. Lo anterior nos permitió concluir, que el método

de transformación de Gietz et al., (1992) debe suponer una menor pérdida de hierro

por parte de la célula permitiendo que el mutante rcs1-5 se recupere mejor y que, la
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Tabla 3. Eficiencia de transformación del plásmido YEp13 sobre las cepas CML128 (RCS1) y
CML126 (rcs1-A5) en función de la concentración de hierro en el medio de selección

Transformantes/ng DNA

Fe/Fz (mM) CML128 CML126

O/O

0.1/0.25

0.4/1.0

1.0/2.5

21280

68800

31600

3960

14560

36560

27560

6480

Las placas de selección (SD-glucosa más los aa correspondientes) contenían las cantidades de
hierro y ferrocina indicadas. Para transformar las respectivas cepas se empleó el método de
Gietzeía/. (1992).
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adición de hierro incrementaba el número de transformantes obtenidos llegando a

igualar el muíante la eficiencia del salvaje a concentraciones superiores (0.4/1.0) de

Fe/Fz.

6.2. Expresión de FRE1 y FRE2 en una transición de glucosa a
etanol/glicerol

Se ha descrito (Lesuisse et al., 1987) que el crecimiento en una fuente de

carbono no fermentable incrementa la entrada de hierro en la célula, posiblemente

porque se requiere más hierro en forma de hemo para metabolizar estos nutrientes.

Esta observación, que concordaría con nuestros resultados expuestos en el apartado

anterior sugería la posibilidad de que en la transición de condiciones fermentables a

respirables las células necesitasen inducir la expresión de los genes FRE1 y FRE2.

Dado que esta inducción es dependiente del gen AFT1IRCS1 (Yamaguchi-lwai et al.,

1995, y resultados de nuestro laboratorio), se explicaría el fenotipo del muíante rcs1-5

en presencia de etanol/glicerol como únicas fueníes de carbono.

La comprobación de esía hipóíesis se llevó a cabo medianíe Northern a partir

de muestras de células de la cepa salvaje transferidas de un medio con glucosa a un

medio con etanol/glicerol. Los resultados (Fig. 16b), en contra de lo esperado, no

mosíraron inducción ni de FRE1 ni de FRE2 en ninguno de los Tiempos esíudiados. En

cambio, cuando esíe experimenío se repitió añadiendo ferrocina al culíivo en el

momenío de la transición, se observó inducción de ambos genes a las 24 h (Fig. 16b),

coincidiendo con el momento en que las células reirician el crecimiento.

Los resultados anteriores nos permitieron concluir que el mayor aporte de

hierro requerido por las células cuando crecen en un medio respirable no tiene lugar

mediante el sistema de alta afinidad en el que están implicados los productos de los

genes FRE1 y FRE2 sino medianíe algún oíro mecanismo difereníe que también sería

dependiente de RCS1. Alíernalivameníe, la presencia de Rcs1 en la cepa salvaje

podría comportar la existencia de niveles básales de actividad ferro-reductasa y de

enírada de hierro suficientes para el crecimiento en este medio.

Paralelamente a la realización de este írabajo, nuesíro grupo participó en la

secuenciación de aproximadamente 70 Kpb de la región proximal al telómero

izquierdo del cromosoma XV de S. cerevisiae, dentro del Proyecto de Secuenciación

del Genoma de Levadura financiado por la Unión Europea. En el transcurso de este
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Figura 16. Análisis mediante Northern de los mRNAs de FRE1, FRE2 y AOB629. (a)
Células de la cepa salvaje RCS1 y muíante rcs1-5 creciendo en medio SD-glucosa
fueron privadas de hierro mediante adición de ferrocina (Fz) a tiempo O, tomándose
muestras para el análisis a los tiempos subsiguientes indicados. La ferrocina se
añadió a concentración 1 mM para la cepa salvaje (excepto para AOB629, cuya
expresión también se analizó a concentración 2 mM de ferrocina) y a 2 mM para la
cepa mutante. (b) Células de la cepa salvaje RCS1 creciendo en medio SD-glucosa
se transfirieron a SD-etanol/giicerol a tiempo O y al mismo tiempo parte de los cultivos
fueron tratados con ferrocina a 2 mM. A los tiempos indicados, se tomaron muestras
para el análisis por Northern. Todas las muestras tenían cantidades equivalentes de
RNA.
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Figura 17 (página anterior). Alineamiento de las proteínas codificadas por los genes
FRE1 y FRE2 y la pauta de lectura abierta AOB629 de S. cerevisiae. Las secuencias
correspondientes a FRE1 y FRE2 comienzan en los aa 106 y 130 respectivamente,
mientras que se muestra la secuencia completa de AOB629. Los residuos presentes en
al menos dos de las proteínas están remarcados. Las regiones probablemente
implicadas en la unión a flavina adenina dinuecleótido y a NADPH (Dañéis et al., 1992)
se señalan mediante líneas de trazo continuo y discontinuo respectivamente.
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trabajo se secuenció una pauta de lectura abierta denominada AOB629 (Casamayor

et al., 1995) que presentó homologías significativas con FRE1 y FRE2 (Fig. 17). A la

vista de nuestros resultados previos, nos interesó estudiar si la expresión de AOB629

estaba regulada por hierro, en caso afirmativo analizar si dicha expresión era

dependiente o no de RCS1, y por último estudiar su posible inducción en presencia de

etanol/glicerol como únicas fuentes de carbono. Respecto del primer punto, la adición

de ferrocina 1mM a sendos cultivos de la cepa salvaje y la cepa muíante en SD-

glucosa indujo transitoriamente la expresión de AOB629 (Fig. 16a), en tanto que

cantidades superiores del quelaníe (2mM) mantuvieron constantes los niveles de

expresión (Fig. 16a). Así pues, la expresión de AOB629 respondía a los niveles de

hierro presentes en el medio, pero a diferencia de FRE1 y FRE2 no era dependiente

de RCS1 (Fig. 16a). Cuando se analizó su expresión en una transición a

etanol/glicerol, tampoco mostró inducción, se hubiese (Fig. 16b) o no (datos no

mostrados) añadido ferrocina al cultivo en el momento de la transición. Únicamente se

observó inducción de la expresión de AOB629 cuando se añadió ferrocina (2mM) a un

cultivo de células transferidas 48 h antes a SD-etanol/glicerol, esto es, cuando ya

habían reemprendido el crecimiento (datos no mostrados). Estos resultados sugerían

que AOB629 podría estar implicado en la asimilación del hierro, formando parte de un

sistema no dependiente de Rcs1 que se induciría posiblemente cuando el hierro está

presente en el medio a concentraciones todavía más bajas de las requeridas para

inducir la expresión de FRE1 y FRE2.

Puesto que los experimentos hechos con sistemas reporteros demostraban

que Rcs1 es un activador transcripcional (véase apartado 5 de esta misma Sección),

se comprobó a continuación si la falta de hierro provocada por la adición de ferrocina

al medio inducía la capacidad activadora de Rcs1 sobre el sistema reportero

GAL1p-lacZ. Los resultados (Tabla 4) demostraron que no era así ni sobre células

creciendo en medio SD-glucosa ni sobre células preincubadas durante 42 horas en

medio SD-etanol/glicerol. En estas últimas condiciones, la evolución de la capacidad

transactivadora sobre el sistema reportero en el curso del experimento es semejante a

la del activador viral VP16, por lo que el aumento de actividad de la proteína híbrida

Gal4bd-Rcs1 no puede explicarse en base a la carencia de hierro (dicho aumento sería

consecuencia de la desrepresión del promotor GAL1 al eliminar la glucosa, véase

apartado 5).
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Tabla 4. Actividad transcripcional in vivo de la proteína híbrida Gal4b<rRcs1 sobre un sistema
reportero GAL1-lacZ en condiciones de carencia de hierro

Actividad p-galactosidasa en células transformadas con

pGBT9 pCM86 pCM110

Tiempo de carencia
de hierro (horas)

Etanol/
Glucosa glicerol

Etanol/
Glucosa glicerol

Etanol/
Glucosa glicerol

0

4

8

<0,1 <0,1 1,2

<0,1 0,1 0,8

<0,1 0,2 0,9

14,0

18,1 (14,6)

20,0(17,8)

11,1

8,0

11,2

7,2

16,4(11,4)

26,5 (26,6)

Células transformadas con pGBT9 (control), pCM86 (Gal4bd-Rcs1) or pCM110 (Gal4bd-VP16)
creciendo exponencialmente en medio SD-glucosa o SD-etanol/glicerol a una concentración de
5x106 células por mi fueron privadas de hierro mediante adición de ferrocina a 1 mM (tiempo
0). A los tiempos indicados se midió la actividad (3-galactosidasa. Las células en medio SD-
etanol/glicerol habían sido transferidas a este medio desde SD-glucosa 42 horas antes. Los
números entre paréntesis indican la actividad enzimática en células creciendo paralelamente
en medio SD-etanol/glicerol en presencia de hierro
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6.3. Papel de la fosforilación de Rcs1 en la inducción de FRE1 y FRE2

Con la finalidad de estudiar si la fosforilación de Rcs1 era necesaria para la

inducción de FRE1 y FRE2, se partió de un cultivo de la cepa salvaje en SD-glucosa

en fase exponencial al que se añadió ferrocina (1mM). Estudios previos mostraron que

en estas condiciones las células eran capaces de soportar el mismo ritmo de

crecimiento que el correspondiente control sin ferrocina durante casi cinco

generaciones, transcurridas las cuales el efecto de la ferrocina provocaba una

detención del crecimiento del cultivo. En este experimento, era importante no

superponer el efecto de la eliminación del hierro con la parada transitoria del

crecimiento del cultivo durante el shift diaúxico, que como se ha descrito

anteriormente provoca la fosforilación de Rcs1. Pora ello, el cultivo se mantenía en

condiciones exponenciales durante todo el intervalo del experimento, mediante

diluciones sucesivas en el mismo medio, y se tomaron muestras a intervalos durante

10 h de tratamiento con el quelante. Los resultados (Fig. 18) mostraron que la

expresión de FRE1 y FRE2 se inducía con anterioridad a la aparición de la forma

fosforilada de Rcs1, dato que nos permitía constatar que esta modificación no era

requerida para la función de Rcs1 hasta aquí descrita como elemento activador de la

entrada de hierro.

6.4. Inducción de FREÍ en una cepa portadora de una delección parcial del

gen RCS1

Dado que se disponía de una cepa portadora de una delección parcial rcs1-1

(ver apartado 2.1 de Resultados) que produce una proteína truncada en el aminoácido

440, se estudió si la ausencia de la región carboxi-terminal rica en glutaminas, que

podía contituir un posible dominio transactivador, era importante para el papel de Rcs1

en la inducción de de los genes FRE como respuesta a la carencia de hierro. Para

ello, cultivos exponenciales en SD-glucosa de la cepa mutante CML12, portadora de

dicha delección y de su correspondiente control, la cepa salvaje OL1, se trataron con

ferrocina (1mM) durante 6 h, al cabo de las cuales se recogieron muestras para

determinar por Northern la expresión de FRE1. Los resultados manifestaron el mismo

patrón de inducción en ambas cepas (datos no mostrados), hecho que permitió

concluir que la ausencia de este posible dominio transactivador no afectaba al papel

de Rcs1 en la respuesta al hierro.
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Figura 18. Análisis mediante Western de Rcs1 en células de la cepa salvaje RCS1
creciendo en medio SD-glucosa y privadas a tiempo O de hierro mediante adición de
ferrocina a 1 mM. Después de 4 horas en estas condiciones, las células se diluían 1:4
en medio fresco con ferrocina con el fin de mantenerlas dividiéndose
exponencialmente. Las flechas inferior y superior corresponden respectivamente a la
forma hipo e hiperfosforilada de Rcs1.
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7. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE fíCS1

El estudio del papel de un gen en la célula puede basarse en el análisis de los

correspondientes mulantes pero también en el efecto que comporta para la célula la

sobreexpresión del mismo. Los efectos fenotípicos de la sobreexpresión de genes

pueden ayudar también a comprender posibles actuaciones simultáneas de un

producto génico sobre diversos procesos celulares (Ramer et al., 1992; Espinet et al,,

1995). En consecuencia, y ante la posibilidad de que la fosforilación de Rcs1 estuviese

relacionada con alguna otra función de esta proteína en la célula, se estudió el

fenotipo causado por la sobreexpresión de RCS1. Para ello, la cepa CML72 se

transformó por un lado con el plásmido pCM49, que lleva dicho gen bajo control del

promotor GAL1, y por otro con el vector YCpGAL como control. La sobreexpresión se

indujo añadiendo galactosa a sendos cultivos exponenciales en SD-rafinosa,

tomándose muestras a sucesivos tiempos. El crecimiento de los cultivos se determinó

midiendo tanto la DO60o como el número de células. Asimismo, se contabilizó el

porcentaje de células gemadas y se analizaron los niveles de mRNA de RCS1 y de

síntesis de la proteína. Los resultados mostraron una inducción rápida del gen que

alcanzó niveles máximos al cabo de tan sólo una hora, manteniéndose en tiempos

posteriores (Fig. 19d). En cuanto a la proteína los niveles máximos se observaron a

partir de las 4 h (Fig. 19d). A nivel fenotípico, la sobreexpresión de RCS1 provocó una

detención de la división celular coincidiendo con el tiempo al cual las células contenían

niveles máximos de Rcs1 (4 h), seguida de un incremento del tamaño de las células

(Fig. 19a). La medición del porcentaje de células gemadas (Fig. 19b) y el análisis

mediante FACS (Fig. 19c) permitieron constatar que la parada del crecimiento se

producía en forma de células no gemadas con un contenido N de DNA, todo ello

indicativo de una parada en la fase G1 del ciclo celular.

Los resultados anteriores llevaron a pensar que si la parada del crecimiento era

consecuencia de la toxicidad por una entrada masiva de hierro a la célula causada por

la sobreproducción de Rcs1, el efecto de la sobreexpresión podría suprimirse

añadiendo ferrocina al cultivo en el momento de la inducción por galactosa. Para

estudiar esta posibilidad, se repitió el experimento anterior y en el momento de la

inducción se hicieron seis alícuotas de cada uno de los cultivos a las que se

adicionaron cantidades crecientes de ferrocina desde O a 3 mM. Los resultados

(Fig.20) mostraron que el hecho de disminuir la cantidad de hierro en el medio de

cultivo disponible para la célula no suprimía la parada inducida por sobreexpresión de

RCS1.
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Figura 19. Efecto de la sobreexpresión de RCS1 sobre el crecimiento celular. Células
de la cepa CML72 transformadas con YCpGAL o con pCM49 (YCpGAL-RCS1)
crecieron exponencialmente en medio líquido SD-rafinosa. A tiempo Ó, se añadió
galactosa al 2% (concentración final) a ambos cultivos y se siguó la densidad óptica a
600 nm y la concentración celular a diferentes tiempos (panel A). En paralelo, se
determinó el porcentaje de células gemadas mediante observación microscópica de
al menos 200 células por muestra (panel B). Después de 24 horas en presencia de
galactosa, se tomaron muestras de la cepa CML72 transformada con YCpGAL
(diluida a diferentes tiempos para mantener las células creciendo exponencialmente)
o con YCpGAL-RCS1 y se determinó el contenido de DNA por citometría de flujo
(panel C). El panel D muestra los niveles de mRNA de RCS1 en ambos cultivos a
diferentes tiempos después de la adición de galactosa, así como la cantidad de
proteína Rcs1 determinada mediante Western. Se corrieron cantidades equivalentes
de RNA o proteína por muestra.
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RCS1) crecieron exponencialmente en medio SD-rafinosa y a continuación se
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medio SD con rafinosa más galactosa (SD-Raf+Gal), los cuales contenían además
las cantidades indicadas de ferrocina. Al cabo de 24 horas a 30°C se midió el número
de células. El histograma representa la concentración celular relativa respecto de la
alcanzada por el cultivo de las células transformadas con YCpGAL en medio SD-Raf.
(Panel inferior) Igual que en el anterior excepto que se añadía simultáneamente
hierro (en forma de sulfato ferroso) y ferrocina a las concentraciones indicadas.
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Cabía también la posibilidad de que la abundancia de proteína Rcs1 en la

célula pudiese titular algún componente necesario para la formación de un complejo

implicado en la asimilación de hierro, con lo cual la detención del crecimiento que

provoca la sobreexpresión de RCS1 se produciría no por un exceso sino por un

defecto de hierro. En tal caso, dicho efecto sería suprimible añadiendo hierro al medio.

El experimento anterior se repitió pero añadiendo en este caso cantidades crecientes

de hierro/ferrocina en el momento de la inducción. Los resultados mostraron (Fig. 20)

que tampoco la adición de hierro suprimía el efecto de la superexpresión de RCS1,

Por el contrario, el hierro añadido incrementaba el efecto inhibitorio de la

sobreexpresión de RCS1 a concentraciones que por otro lado aún no resultaban

tóxicas para células con niveles de expresión normales de RCS1.

8. ESTUDIOS DE RETARDAN IENTO EN GEL

Los estudios descritos en apartados previos revelan que RCS1 es necesario

para que se induzca la expresión de FRE1 y FRE2 en un medio deficitario en hierro, y

también que la proteína Rcs1 transactiva un gen reportero cuando se le confiere

capacidad de unión a su promotor. Por otro lado, resultados de Dancis et al., (1992)

delimitaban con bastante precisión una zona del promotor de FRE1 responsable de su

regulación por hierro. Ello hizo que centrásemos nuestro interés en estudiar la posible

participación de Rcs1 en el complejo responsable de inducir la expresión de FREÍ

Para ello recurrimos a la técnica de ensayos de retardamiento en gel.

Se utilizó un fragmento de DNA presente en el promotor de FRE1 entre las

posiciones -359 a -173 que contiene un sitio de unión a Rap1 (Nieuwint et al., 1989) y

dos secuencias repetidas de 12 pb que constituyen elementos de respuesta al hierro

(Dancis et al., 1992). El proceso de obtención y mareaje de dicho fragmento se

describe en el apartado 10 de Materiales y Métodos. Los extractos proteicos se

obtuvieron a partir de cultivos exponenciales tanto de la cepa salvaje como de la cepa

muíante rcs1-5, tratados o no, previamente a los ensayos de retardamiento, con

ferrocina durante 8 h. Este es un tiempo suficiente para inducir la expresión de FRE1

(Fig. 16a). Los extractos de la cepa salvaje se analizaron mediante Western e

immunodetección. Cabe resaltar que la cantidad de Rcs1 presente en los extractos

obtenidos a partir de células tratadas con ferrocina fue siempre menor que en los

extractos procedentes de células no tratadas, hecho éste indicativo de que en

presencia de ferrocina se producía algún cambio en la proteína o en su
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compartimentalización celular que hacía más difícil su solubilización por el método

empleado para obtener dichos extractos. Cuando la sonda se incubó con extractos

procedentes de la cepa salvaje, se detectaron dos bandas de retardamiento que eran

específicas puesto que desaparecían al competir con sonda no marcada. Estas

mismas bandas aparecían cuando se utilizaron extractos de la cepa salvaje privada de

hierro o de la cepa muíante sin privar, pero en cambio desaparecían cuando los

extractos procedían de un cultivo del muíante rcs1-5 que se había tratado con

ferrocina (Fig. 21). Cabe señalar que en el caso de la cepa salvaje la banda de menor

movilidad era más intensa si no se habían traíado las células con ferrocina. Por oíro

lado, la adición de anticuerpo anti-Rcsl a la mezcla de reacción no alteró la movilidad

de esías bandas (dato no mosírado). Asimismo, la adición de proteína Rcs1

immunoprecipiíada a los ensayos con extractos del mutante rcs1-5 no restauró el

patrón de movilidad característico de la cepa salvaje (dato no mosírado).

Los resulíados aníeriores nos permiíieron concluir que la proteína Rcs1 es

necesaria para la activación y estabilidad del complejo de retardamiento en células

tratadas con ferrocina y por tanto deficitarias en hierro y que probablemente Rcs1 no

forma parte del complejo aunque tampoco se puede descartar su implicación. Para

explicar el hecho de que los complejos de retardamiento que se observan en células

salvajes privadas o no de hierro y en el mutante crecido en presencia de hierro sean

idéníicos se debería acepíar que en la acíivación del complejo iníerviene una

modificación tipo fosforilación o bien la presencia o no de hierro acomplejado, que no

es percepíible en las condiciones uíilizadas y que sería dependienle de Rcs1

(Fig. 22b). Alíernaíivameníe, en ausencia de hierro, Rcs1 podría sustituir algún

elemento del complejo, acíivándolo, sin que ello supusiese cambios en la movilidad del

mismo (Fig. 22a).
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Figura 21. Ensayos de retardamiento en gel con extractos de células de las cepas
salvaje RCS1 y muíante rcs1-5 y un fragmento de 187 pb del promotor de FRE1
utilizado como sonda. Las células crecieron exponencialmente en medio SD-glucosa,
incubándose parte de los cultivos con ferrocina (+Fz) durante 8 horas antes de la
preparación de los extractos. Para cada extracto se llevaron a cabo dos ensayos en
paralelo, uno con sonda marcada radiactivamente y otro que contenía adicionalmente
un exceso molar de 50 veces de sonda no marcada. El contenido de las reacciones
se analizó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y autoradiografía. La
primera calle de la izquierda corresponde a sonda marcada sola. Las flechas indican
las dos bandas específicas de retardamiento más intensas.
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Figura 22. Posibles modelos sobre el papel de la proteína Rcs1 en el complejo
activador de la transcripción del gen FRÉ1. (a) En ausencia de hierro, un componente
X no identificado del complejo transcripcional sería sustituido por Rcs1, con la
consiguiente estabilización y activación del complejo en estas condiciones, (b) Rcs1
actuaría en ausencia de hierro modificando un componente X del complejo
transcripcional, lo que estabilizaría y activaría este complejo. La actuación de Rcs1
sería indirecta, por ejemplo induciendo la expresión de una proteína (¿con actividad
quinasa?) que sería la que directamente modificaría el complejo.
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La entrada de hierro en la célula asociada a la acción de ferro-reductasas de

membrana es un mecanismo generalizado entre las distintas especies de levaduras

(Lesuisse et al., 1995). En S. cerevisiae constituye un mecanismo de alta afinidad que

actúa cuando el hierro está presente en el medio a bajas concentraciones, mientras

que a concentraciones más altas del metal un mecanismo de baja afinidad, no tan

bien caracterizado como el anterior, sería el responsable de la asimilación del hierro

(Dañéis et al., 1992; Eide et al., 1993; Dix et al., 1994). El gen AFT1 de S. cerevisiae

regula la expresión de FRE1 y FRE2, que codifican para las ferro-reductasas, así

como la de FET3, cuyo producto es necesario para la incorporación del hierro al

citoplasma celular (Dañéis et al., 1992; Askwith et ai., 1994; Georgatsou y Alexandraki,

1994; Yamaguchi-lwai et al., 1995). Así pues, AFT1 participaría en la inducción del

sistema de alta afinidad a concentraciones bajas de hierro en el medio (Yamaguchi-

lwai etal., 1995).

En este trabajo se confirma que RCS1 y AFT1 son el mismo gen y se

demuestra, mediante el uso de dos sistemas reporteros (GAL1P-HIS3 y GAL1p-lacZ),

que el producto de este gen, la proteína Rcs1, tiene una capacidad transactivadora

comparable a la del factor transcripcional VP16 del virus del herpex simple en

levaduras. Por otro lado, se demuestra la necesidad de Rcs1 tanto para la asimilación

de hierro en condiciones de bajos niveles de este metal como para el crecimiento

sobre fuentes de carbono respirables como el etanol o glicerol. El hecho de que la

capacidad transactivadora de la proteína de fusión Gal4bd-Rcs1 sobre el sistema

reportero GAL1p-lacZ no muestre inducción en las condiciones en que Rcs1 es

requerido por la célula (es decir, cuando las células se transfieren de un medio con

glucosa a un medio con etanol/glicerol o cuando se privan de hierro) puede ser debido

a que la proteína híbrida Gal4bd-Rcs1 no reproduzca exactamente las propiedades del

producto Rcs1 original, o a que la regulación de la actividad transcripcional de Rcs1

requiera otros elementos que sean incapaces de interaccionar con la proteína híbrida.

Por otro lado, nuestros estudios de retardamiento en gel indican que Rcs1 es

necesaria para la estabilidad del complejo que reconoce el promotor de FRE1

únicamente en condiciones de carencia de hierro. Las bandas de retardamiento

observadas cuando se utilizan en los ensayos extractos procedentes de células

salvajes privadas o no de hierro o del mutante sin privar son similares, lo que nos lleva

a sugerir que la activación de estos complejos en ausencia de hierro debe implicar

cambios que no son detectables en las condiciones utilizadas, tales como la

fosforilación o la presencia o no de hierro acomplejado. En este sentido es remarcable

la presencia a lo largo de Rcs1 de varios dominios potenciales H-XXX-H o H-X-H de

unión a metales (Higaki et al., 1992; Regan, 1995). Otra posibilidad sería que algún
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elemento del complejo sea sustituido por Rcs1 en condiciones de privación de hierro

sin que ello suponga cambios en la movilidad del complejo. El hecho de que con

anticuerpos anti-Rcsl no se consiga variar la movilidad del complejo no permite

descartar la presencia de Rcs1 en el mismo; simplemente podría suceder que

formando parte del complejo no fuese accesible a los citados anticuerpos. Asimismo,

la no restauración del complejo al añadir proteína Rcs1 en los ensayos con extractos

procedentes de la cepa muíante tampoco permite descartar totalmente la presencia de

Rcs1 en dicho complejo. En cualquier caso, Rcs1 sería responsable de la modificación

que activa el complejo en condiciones de carencia de hierro, bien sustituyendo algún

elemento del mismo con la consiguiente estabilización del mismo (Fig. 23a), o bien

introduciendo una modificación que comportaría la estabilización y activación del

complejo en .esas condiciones (Fig. 23b). Aunque Rcs1 es también necesaria para la

expresión de FRE2 y FET3, el promotor de estos genes no contiene una secuencia

responsable de la regulación por hierro similar a la encontrada en FRE1 (Georgatsou y

Alexandraki,1994; Askwith et al,, 1994), lo que demuestra que el mecanismo de

regulación de los genes necesarios para la entrada de hierro a través del sistema de

alta afinidad debe ser complejo. Además, el gen AOB629 (Casamayor et al., 1995),

que también se induce como respuesta a la carencia de hierro, lo hace por una vía

independiente a Rcs1, indicando también la existencia de mecanismos adicionales de

inducción por carencia de hierro independientes de los descritos hasta el momento.

Los mutantes rcs1-5, aunque crecen bien en medio SD-glucosa, lo hacen a

una velocidad inferior a la de la cepa salvaje, siendo este fenotipo suprimible por

hierro. Ello indica que Rcs1 contribuye a la entrada de hierro en estas condiciones, ya

sea manteniendo unos niveles básales de actividad ferro-reductasa y de entrada de

hierro que resultan suficientes en este medio o bien induciendo la expresión de algún

nuevo elemento implicado en la asimilación de hierro, o simplemente participando

también en la entrada de hierro a través del sistema de baja afinidad. Indirectamente,

la ausencia de Rcs1 podría afectar a la regulación positiva ejercida por el hierro sobre

la glucolisis a nivel de fas enzimas triosa fosfato isomerasa (codificada por el gen

TPI1) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenase (producto del gen THD3) (Krieger y

Ernst, 1994). Dicha regulación se ejerce postrancripcionalmente. En condiciones de

carencia de hierro disminuye considerablemente la vida media de los mRNAs para

estas enzimas y consecuentemente los niveles de las mismas, produciéndose una

disminución del flujo glucolítico. La ausencia de esta regulación positiva en la cepa

carente de Rcs1 podría explicar su crecimiento más lento en glucosa.
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Las diferencias entre las cepas RCS1 y rcs1-5 se acentúan durante la fase

postdiaúxica, cuando las células crecen a expensas del etanol producido durante la

fermentación de la glucosa en la fase de crecimiento exponencial (Werner-Washburne

et al., 1993). Ello concuerda con el hecho de que la cepa muíante no crece cuando se

la transfiere de un medio SD-glucosa a un medio SD-etanol/glicerol sin variar los

niveles de hierro, fenotipo que de nuevo se suprime adicionando hierro al medio de

cultivo. Las células incorporan más hierro cuando crecen en presencia de una fuente

de carbono no fermentable (Lesuisse et al., 1987), por lo que cabría esperar que en

estas condiciones la ausencia de crecimiento del mutante se debiese a su incapacidad

de inducir el sistema de alta afinidad para la entrada de hierro. Sin embargo, la cepa

salvaje no induce la expresión de los genes FRE cuando se la transfiere de un medio

con glucosa a otro con etanol/glicerol , lo que indica que la ausencia de expresión de

FRE1 y FRE2 no es la causa que incapacita a la cepa mutante para utilizar fuentes de

carbono respirables. A la vista de estos resultados, se podrían sugerir como posibles

causas de este fenotipo la ausencia de niveles básales de actividad ferro-reductasa y

de entrada de hierro en el mutante, en tanto que, en la cepa salvaje, en presencia de

Rcs1, dichos niveles serían suficientes para el crecimiento en fuentes de carbono

respirables. Si fuese así, significaría que el sistema de baja afinidad, por sí solo, es

insuficiente para suplementar a la célula niveles suficientes de hierro para el

crecimiento respiratorio, o bien que dicho sistema de baja afinidad depende también

en cierta medida de Rcs1. Alternativamente, la entrada de hierro en presencia de

etanol/glicerol podría depender de otros elementos genéticos no descritos cuya

expresión estuviese regulada por Rcsl En este sentido, el producto del gen AOB629

podía haber sido un candidato a priori, pero ni se induce en etanol/glicerol ni su

expresión depende de Rcs1, lo que descarta su implicación.

El gen MAC1 implicado en la asimilación del cobre regula la expresión de

FRE1 como respuesta a dicho metal pero también como respuesta al hierro, lo que

explicaría que casi todos los fenotipos observados en los mutantes mad sean

suprimibles tanto por cobre como por hierro (Jungmann et al., 1993). Al igual que los

mutantes rcs1-5, los mutantes mad tampoco inducen la expresión de FRE1 en

condiciones de carencia de hierro (Hassett y Kosman, 1995), ni crecen en fuentes de

carbono respirables. Este paralelismo entre el cobre y el hierro sugiere la posibilidad

de que MAC1 y RCS1 sean elementos de la misma vía. Sin embargo, mientras que la

incapacidad de los mutantes rcs1-5 para crecer en etanol/glicerol es suprimible por

hierro, en el caso de los mutantes mad dicho fenotipo es únicamente suprimible por

cobre pero no por hierro. Asimismo, los mutantes mad son sensibles al H2O2, al no

poder inducir el gen CTT1 (la otra diana conocida de MAC1) (Jungmann et al., 1993);
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en cambio, los mutantes rcs1-5 crecen perfectamente en medio YPD con H2O2 0,5

mM (datos no mostrados en detalle). De estos resultados podemos inferir que RCS1 y

MAC1 aunque actúen sobre la misma diana (FRE1), deben hacerlo por vías

diferentes.

La posibilidad de que exista una regulación de los genes implicados en la

asimilación del hierro por la fuente de carbono tampoco es descartable. El aislamiento

del gen FUP1 (Eide y Guarente, 1992) a partir de su capacidad de mejorar el

crecimiento de una cepa en un medio deficitario en hierro cuando se halla en múltiples

copias relacionó este gen con la asimilación del hierro. Dicho gen no resulta necesario

para la incorporación de hierro cuando las células crecen en glucosa, pero parece

tener un papel importante cuando las células crecen utilizando la rafinosa como fuente

de carbono (el muíante fupl muestra niveles de incorporación de hierro del orden del

50% de los de la cepa salvaje cuando crece en rafir.osa). El hecho de que este mismo

gen se hubiese aislado previamente como supresor en multicopia de un mutante snf1ts

incapaz de expresar SUC2 (Estruch y Carlson, 1990) indicaría que muy probablemnte

la expresión de FUP1 esté regulada por la proteína Snf1, que tal como se indica en la

Introducción de este trabajo es necesaria para la desrepresión por glucosa. Lo anterior

permitiría sugerir que la utilización de una fuente de carbono y la entrada de hierro

podrían ser procesos coregulados y que genes como FUP1/MSN1 o RCS1 podrían

estar implicados en la relación entre ambos procesos.

La sobreexpresión de RCS1 comporta una detención homogénea del

crecimiento celular en la fase G1. Este efecto no parece ser debido a toxicidad por

entrada masiva de hierro, ni tampoco a un bloqueo en la entrada del mismo, ya que no

es suprimible ni por ferrocina ni por hierro. Dada la implicación de FRE1 en la

reducción y entrada del cobre cabría la posibilidad de que la parada observada se

debiese a toxicidad por este metal. Finalmente, Rcs1 podría estar implicada en otras

funciones celulares diferentes a su papel descrito en la asimilación del hierro y en este

sentido el uso de la genética de dominancia (Espinet et al., 1995; Ramer et al., 1992)

podría dar luz al respecto.

La fosforilación de Rcs1 en condiciones que comportan una detención

transitoria o permanente del crecimiento celular (eliminación de la fuente de carbono,

transición de un metabolismo fermentativo a respiratorio, detención del ciclo celular en

G1 en mutantes cdc) es independiente de las proteína-quinasas producto de los

genes SNF1, TPK1, 2 y 3, o YAK1. Cabe destacar que la parada transitoria en G1

causada por factor alfa (que es reversible y no comporta detención del crecimiento)
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constituye la única condición (de todas las estudiadas) que no induce la fosforilación

de Rcsl Durante una transición a medio con etanol/glicerol (en la cual hay una

parada transitoria del crecimiento en la que Rcs1 aparece temporalmente

hiperfosforilada), la expresión de FRE1 y FRE2 se induce en respuesta a la carencia

de hierro solamente cuando el crecimiento se ha reanudado y la proteína Rcs1 está de

nuevo hipofosforilada. Además, en un experimento independiente en el que células

creciendo exponencialmente en glucosa se privan de hierro se sugiere que es la forma

no fosforilada la responsable de la inducción de los genes FRE Según todo lo

anterior, la fosforilación podría suponer un mecanismo de inactivación de la proteína

en condiciones de detención del crecimiento celular. Rcs1 podría ser una proteína

mediadora de la inducción de la asimilación de hierro sólo en aquellas condiciones en

que las células son capaces de crecer una vez se han adaptado a la fuente de

carbono disponible. La adaptación a la fuente de carbono sería metabólicamente

dominante sobre otras señales nutricionales, en este caso los niveles de hierro.

Resulta bastante lógico que la célula no incorpore un elemento que puede resultarle

tóxico en condiciones en que no le es necesario porque no está creciendo.

Trabajos de Lesuisse et al., (1991) con diferentes mutantes de la vía Ras

asignan un papel esencial al cAMP como inductor de la actividad ferro-reductasa y

proponen la mediación en este efecto de una fosforilación llevada a cabo por la

proteína quinasa A dependiente de cAMP. Por todo lo expuesto anteriormente parece

claro que además de deficiencia de hierro la célula necesita un factor indicativo de que

crece activamente para inducir la entrada del hierro. Dicho factor podría ser el cAMP,

ya que cuando un muíante cdc25fs privado de hierro se pasa a la temperatura

restrictiva los niveles de actividad ferro-reductasa caen drástica y rápidamente, efecto

que se suprime si al mismo tiempo que se hace el cambio de temperatura se

suministra cAMP a las células (Lesuisse et al., 1991). El hecho de que el descenso de

actividad coincida con la fosforilación de Rcs1 lleva immediatamente a ligar ambos

resultados y a plantear la posibilidad de un bloqueo de la fosforilación de Rcs1 por

parte de la proteina quinasa A dependiente de cAMP. En dicho sentido, nuestros

resultados con una cepa portadora de una mutación bcyl que comporta niveles altos

de actividad para esta quinasa (en la cual la fosforilación de Rcs1 no se diferencia de

la observada en la cepa salvaje) descartan esa posibilidad. Estos mismos resultados

permiten sugerir que si la modificación de Rcs1 estuviese bajo control del gen RAS1

(como parece indicar la fosforilación de Rcs1 observada en este mutante cuando

crece exponencialmente en glucosa) dicho control debería ejercerse por una vía

independiente de Tpk. Así pues, en la señalización de crecimiento activo sobre la

actividad de las ferro-reductasas podría intervenir el cAMP afectando el estado de
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fosforilación de Rcs1. Esta situación podría guardar similitud con lo observado en

procariotas, donde la expresión de los genes regulados por hierro está mediada por la

proteína Fur, que actúa como represor de la expresión de los mismos cuando está

unida a hierro. Los niveles de proteína Fur se mantienen aproximadamente

constantes, siendo la presencia o ausencia de hierro lo que determina su efecto

represor. El promotor del gen fur tiene una secuencia de reconocimiento por la

proteína CAP responsable de activar la expresión de este gen cuando se agota la

glucosa del medio y los niveles de cAMP se incrementan (de Lorenzo et al., 1988). En

estas condiciones se induce la expresión de fur, los niveles de proteína Fur aumentan

y se reprime la expresión de los genes implicados en la toma de hierro. Resultados in

vitro apoyan la idea de que cuando los niveles de Fur se incrementan, ésta es capaz

de unirse a los respectivos promotores incluso en presencia de hierro. Así pues,

también en E. coli la expresión de los genes necesarios para la asimilación de hierro

se supedita o se correlaciona con el estado metabólico de las células (de Lorenzo et

al., 1988), tal como se propone en este trabajo que sucedería en levaduras.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1) Se ha completado la secuencia del gen RCS1 de Saccharomyces cerevisiae, cuya

pauta de lectura abierta contiene 2070 nucleótidos y codifica para una proteína

marcadamente básica de 77,4 Kda.

2) El muíante carente por completo del gen RCS1 no presenta alterado el tamaño

celular, ni tiene afectadas su capacidad de esporulación y de germinación de las

esporas, fenotipos estos últimos descritos previamente para los mutantes portadores

de una delección parcial rcs1-1. En cambio, presenta un crecimiento más lento que la

correspondiente cepa salvaje cuando crece en un medio con glucosa como fuente de

carbono y no crece sobre fuentes de carbono no fermentables.

3) La inducción de los genes necesarios para el crecimiento en fuentes de carbono no

fermentables, tales como ADH2 o ICL1, no se ve afectada en las células carentes de

RCS1.

4) El gen RCS1 es necesario para la asimilación del hierro por Saccharomyces.

cerevisiae, siendo requerido para inducir la expresión de los genes implicados en el

sistema de alta afinidad de transporte de hierro. De acuerdo con ello, la incapacidad

de la cepa carente de RCS1 para crecer sobre fuentes de carbono respirables es

suprimible por hierro, lo mismo que su crecimiento más lento sobre fuentes

fermentables de carbono.

5) La baja transformabilidad de los mutantes carentes de RCS1 puede suprimirse

disminuyendo el tiempo de exposición de las células al acetato de litio y/o añadiendo

hierro al medio de selección de los transformantes. Se ha comprobado que la adición

de Fe también mejora la eficiencia de transformación de la cepa salvaje, resultado a

considerar en aquellas situaciones en que se deseen eficiencias de transformación

especialmente altas.

6) La sobreexpresión de RCS1 provoca una detención del crecimiento en la fase G1

del ciclo celular, efecto no suprimible por privación o adición de hierro, por lo que es

posible que RCS1 tenga otras funciones biológicas en Saccharomyces cerevisiae.

7) La proteína Rcs1 es un factor transcripcional. Fusionada al dominio de unión a DNA

de la proteína Gal4 muestra la misma capacidad transactivadora sobre los sistemas
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reporteros GAL1-lacZ y GAL1-HIS3 que el factor transcripcional VP16 del virus del
herpes simple en esas mismas condiciones.

8) Los sistemas reporteros utilizados (GAL1-lacZ y GAL1-HIS3) diseñados para el

estudio de interacciones entre proteínas mediante el sistema del doble híbrido

deberían optimizarse eliminando la secuencia responsable de la represión por glucosa

que opera sobre los mismos. Dicha secuencia debe corresponder a un sitio de

reconocimiento por Mig1 existente entre la región DAS y la caja TATA del promotor

GAL1.

9) Los experimentos in vitro con el promotor de FRE1 han demostrado que la proteína

Rcs1 es necesaria para que se forme el complejo responsable de la inducción de

FRE1 en condiciones de privación de hierro, aunque Rcs1 podría no formar parte de

dicho complejo.

10) El gen RCS1 puede desempeñar un papel adicional al ya citado, puesto que en

condiciones en que el sistema de alta afinidad para la asimilación de hierro no está

inducido (crecimiento exponencial en medio SD-glucosa), la ausencia de RCS1

también afecta al crecimiento celular.

11) La proteína Rcs1 se modifica por fosforilación en condiciones de detención

transitoria o permanente del crecimiento celular. Nuestros resultados muestran que

dicha fosforilación es independiente de las proteína-quinasas producto de los genes

SNF1, y YAK1, asicomo de la proteína quinasa A dependiente de cAMP, aunque

sugieren la posibilidad de que elementos anteriores de la vía Ras puedan estar

implicados.

12) Durante transiciones de crecimiento por cambio de fuente de carbono, la privación

de hierro solamente induce la expresión de FRE1 y FRE2 cuando Rcs1 está en su

forma hipofosforilada, lo que sugiere que la fosforilación de Rcs1 podría constituir un

mecanismo para inactivar su capacidad transactivadora.
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