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RESUMEN

El NH4s* al ser asimilado por Saccharomyces cerevisiae es incorporado
inmediatamente en glutamato y giutamina, el primero ocupa una posicién central
en el metabolismo nitrogenado. En esta levadura se han descrito dos vias para la
biosintesis de glutamato, la enzima glutamato deshidrogepasa (NADP*-GDH1)
cataliza la aminacién reductiva del 2-oxoglutarato para formar glutamato y una
segunda via que consiste en el ciclo GS-GOGAT, donde la glutamato sintasa
(GOGAT) a partir de glutamina forma glutamato. En 1997 se describié una tercera

enzima (Avendano, 1997) NADP*GDH3 con una alta similitud a la NADP*-GDH1.

El objetivo de este trabajo es establecer una metodologia que permita utilizar
a la proteina verde fluorescente para la localizacién subcelular de las proteinas
implicadas en la ésimilacién de amonio y la biosintesis de glutamato en S.
cerevisiae. Las enzimas, NADP'-GDH1 y NADP*-GDH3 no presentan en su
secuencia peptidica senales de localizacién evidentes, a diferencia de la GOGAT
que muestra una preproteina, la cual se ha hipotetizado le serviria como una sefial
de localizacion, procesandose posteriormente para formar la proteina activa. En
este trabajo se estableci® una técnica con la cual se puede fusionar la GFP
(proteina verde fluorescente) a la proteina de interés por estudiar. En los
resultados se muestra la fusion de la GFP al extremo amino terminal de las
enzimas NADP'-GDH1, NADP*-GDH3 y GOGAT. La localizacién parece ser

citoplasmica.



1 INTRODUCCION.
1.1 ANTECEDENTES.

En un primer intento por obtener el principio activo de la luz que emitia la
medusa Aequorea victoria (A.victoria), Shimomura y cols, obtuvieron un exiracto
azul. Fue hasta 1962 cuando Shimomura y cols, logran purificar una sustancia
capaz de emitir luz en presencia de Ca?* (1962), la proteina fue nombrada
aequorina. En un pie de nota describen “una proteina que da una solucién
ligeramente verdosa a la luz del sol pareciendo amarillenta solo a la luz del

tungsteno, y exhibiendo una luz muy brillante, verde fluorescente al ultravioleta™.

En el mismo affo Johnson (1962) publica el espectro de emisién con un
pico a 460 nm para la aequorina y otro a 508 nm para ila proteina que
posteriormente seria conocida como proteina verde fluorescente (GFP, por sus

siglas en inglés "Green Fluorescent Protein”).

En 1967 Ridgway y Ashiey (1967) reportan la primera aplicacion exitosa de
la bioluminescencia de la aequorina, en un estudio donde la microinyectan para
monitorear los cambios en la concentracién de Ca®* en fibras musculares. Este
reporte demostro la importancia del uso de la GFP para la determinacién de calcio

intracelular y despert6 un gran interés por el estudio de las diferentes

propiedades de esta proteina.



Una de las principales interrogantes se encontraba en el hecho de que la
medusa desprendia una luminiscencia verde mientras que la aequorina emitia una
luz azul. En esos dias se pensaba que la GFP absorbia la luz azul de la aequorina
y posteriormente reemitia la luz absorbida como luz verde. Fue hasta 1974 cuando
Morise y cols, publican un estudio donde hablan de la energia de transferencia
que va de la aequorina a la GFP en presencia de Ca®*, (Morise y cols, 1974). Este
grupo encontré que la luminiscencia de la aequorina (maxim;: de emision 460 nm)

era absorbida por la GFP (maximo de absorcion 480 nm); y posteriormente, la

GFP emitia la luminiscencia verde que la caracteriza (maximo de emisién 509

nm.) (fig. 1).
Acquorin Acquorin Acquorin
(inactivo)

(activo) (croméforo excitado)

S09nm

A
|2 |

Figura 1. Aequorina (izquierda) es un complejo de 21.4 kDa, O; y coelenterazina
(triangulo). Este es activado por Ca®* el cual cataliza la oxidacion de coelenterazina a
coelenteramida (triangulo con asterisco), pasando a su estado oxidado. Coelenteramida
regresa a su estado reducido (coelenterazina), emitiendo a 480nm (luz azul generada por
aequorina). In vivo esta energifa sera transferida a la GFP, la cual sera responsable de la

fluorescencia verde observada.



El punto crucial en el estudio (y la posterior aplicacién) de la proteina
verde, fue la clonacién de su gen por Prasher y cols (1992) y la demostraciéon por
Chalfie y cols (1994) e Inouye y Tsuji (1994) de que la expresion de ésta en otros
organismos produce fluorescencia. Por lo anterior, el gen codifica en su secuencia

la informacién necesaria para llevar a cabo la sintesis postraduccional del

cromoforo.

»

1 10
ATG AGT AAA GGA GAA GAA CIT TTC ACT GGA GTT GTCCCA ATTCTT GTT GAA
met ser lys gly glu glu leu phe thr gly val val pro ile leu val glu
20

TTA GAT GGT GAT GTT AAT GGG CAC AAA TTT TCT GTC AGT GGA GAG GGT GAA GGT
lecu asp gly asp val asn gly his lys phe ser wval ser gly glu gly glu gly
40 ‘ 50
GAT GCA ACATAC GGA AAACTT ACCCTT AAATTT| ATT TGC ACT ACT GGA AAA CTA
asp aln thr tyr gly lys leu thr leu lys phelile cys thr fthr gly lys leu
60 70
CCTGTTCCA TGG CCA ACACTT GTC ACT ACT TTC TCT TAT GGT GTT CAATGCTTT
pro val pro trp pro thr leu wval thr thr phe ser tyr gly wval gln cys phe
80
TCA AGA TACCCA GAT CAT ATG AAA CAG CAT GAC TTT TTC AAG AGT GCC ATG CCC
scr arg try pro asp his met lys gin  his asp phe phe lys ser ala met pro
90 100
GAA GGT TAT GTA CAG GAA AGAACT ATATTT TTC AAA GAT GAC GGG AAC TAC AAG
gly gly tyr val gin glu arg thr lle phe phec lys asp asp gly asn tyr lys

110 120
ACA CGT GCT GAA GTC AAG TTT GAA GGT GAT ACC CTT GTT AAT AGA ATC GAG TTA
thr arg ala glu val lys phe glu gly asp thr lcu val asn arg ile glu leu
130 140

AAA GGT ATT GAT TTT AAA GAA GAT GGA AAC ATT CTT GGA CAC AAATTG GAATAC
lys gly ile asp phe lys glu asp gly asn ile leu gly his lys leu glu tyr
150 160
AAC TAT AAC TCA CAC AAT GTA TAC ATC ATG GCA GAC AAA CAA AAG AAT GGA ATC
asn tyr asn ser his asn  val tyr ile mect ala asp lys gin lys asn gly ile
170
AAA GTT AAC TTC AAA ATT AGA CAC AAC ATT GAA GAT GGA AGC GTT CAACTA GCA

lys val asn phe lys ile arg his asn ile glu asp gly ser val gin leu ala
180 90

t
GAC CAT TAT CAA CAA AAT ACTCCA ATT GGC GAT GGC CCT GTCCTT TTACCA GAC

asp his tyr gin giln asn thr pro ile sly asp gly pro val leu leu pro asp
200 210

AAC CAT TAC CTG TCC ACA CAATCT GCC CTT TCG AAA GAT CCC AAC GAA AAG AGA

asn his tyr leu ser thr gin ser ala lecu scr lys asp pro asn glu lys arg
220 230

GAC CAC ATGGTC CTT CTT GAGTTT GTA ACA GCT GCT GGG ATT ACA CAT GGC ATG
asp his met val lcu lcu glu phe val thr ala ala gly ile thr his gly met

GAT GAACTATAC AAA TAATAA
asp glu leu tyr lys stop stop

Figura 2. Secuencia de la proteina verde fluorescente silvestre (GFP-WT).
Originalmente clonada por Prasher y cols (1982). Linea 1, nimero de aminoacidos en la
secuencia, linea 2, secuencia nucleotidica de la GFP-WT, linea 3, secuencia de
aminoacidos. En el recuadro se muestra la secuencia Ser65-Tyr66-Gly67 perteneciente al
croméforo.



El gen de la GFP codifica para una proteina de 238 aminoécidos (aa.) (Fig.
2), correspondientes a 27 kDa, que se localiza en el citoplasma, absorbe la luz
azul procedente de la proteina quimioluminiscente (que se localiza en la medusa
de A. victoria) y 1a emite en forma de luz verde (amplificando la sefal). Ademas de

la luz azul (440-480 nm), la GFP absorbe luz UV (360-400 nm).

1.1.1 El croméforo de la proteina verde fluorescente.

La proteina verde fluorescente es Unica entre las proteinas fluorescentes,
ya que su fluoréforo no es sintetizado en forma independiente de la proteina como
un grupo prostético; este es un residuo de aminoacido modificado en la cadena

polipeptidica.

Figura 3 .Croméforo de GFP. El recuadro representa el p-hidroxibenzilidina-
imidazolinona. El esqueleto carbonado de estos residuos forma el anillo de imidazolidona. El
esqueleto peptidico se muestra en un color mas claro.

El croméforo de la GFP (fig. 3) es un grupo p-hidroxibenzilidina-

imidazolinona (Prasher, y cols, 1992; Heim, y cols, 1994), formado por los residuos



65-67 (Ser-Tyr-Gly) en la proteina nativa. Aunque la secuencia SYG se ha
encontrado en un gran numero de proteinas, ésta no tiende a ciclisarse, lo que nos

indica que la tendencia a formar el anillo no es intrinseca de la secuencia.

La formacidon del croméforo es autocatalitica, necesita sélo de la presencia
de oxigeno. En su estructura terciaria el croméforo queda protegido del oxigeno y

del agua. La figura 4 muestra el mecanismo aceptado de formacién del croméforo

(Heim y cols, 1994, 1995; Reid y Flynn, 1997).

HO, R Tyr66

Ser o Thri65
OH
plegamlento

N .- R2 £ K2

H | ’
HN _ |

H H H
RL, R ciclizacion RL
‘ |
H
deshidratacion

Figura 4. Mecanismo propuesto para la biosintesis intramolecular del cromdforo de
ta GFP-WT. Aceptado también para la biosintesis intramolecular del croméforo de la
mutante sGFP-S65T (Ser 65). En la segunda estructura se muestra el ataque nucleofilico
que sufre el carbonilo de la Ser 65 por Gly 67. En el producto de formacion se resailta con
un circulo el enlace conjugado que se obtiene al formarse el cromdforo. R (H o Me), R1
(residuos 1-81), R2 (residuos 68-238).



El mecanismo de reaccion inicia cuando la GFP se dobla en su forma pre-

nativa, es seguido de un ataque nucleofllico de la amida de la Gly 67 al grupo

carbonilo de la Ser 65 que formara la imidazolidona. Finalmente, el oxigeno

molecular deshidrogenara al enlace a-p del residuo Tyr 66, formando el enlace

doble que se encontrara conjugado con la imidazolina. Solamente en esta

conformacion, la GFP podra absorber y fluorescer. Este mecanismo se encuentra

apoyado por las siguientes observaciones:

La expresidon de GFP recombinante es posible (ej. en Escherichia coli)
(ej. en Escherichia coli), por lo tanto el flouréforo no necesita la
presencia de ninguna enzima especifica de A. victoria.

Se necesita oxigeno molecular para el desarrollo de la fluorescencia
(Reid y Flynn, 1997, louye y Tsuji, 1994).

La proteina no fluorescera en un medio anaerobio (Reid y Flynn,
1997 ,Heim y cols, 1995 ).

La fluorescencia se da de manera exponencial después de que se
permite la entrada de oxigeno (Reid y Flynn, 1997 Heim y cols, 1995),
independientemente de la concentracion de la GFP o de cofactores
celulares ( Niwa y cols, 1996).

La ciclizacion propuesta es isostérica, basada en la tendencia de
sec;.lencias de Asp-Gly por ciclizarce en imidas (Wright, 1991).

La Gly es el mejor nucledfilo en esta ciclizacion debido a su menor
impedimento estérico (la Gly 67 estad conservada en todas las mutantes

que conservan fluorescencia).



e La espectroscopia de masas por electrospray en medio anaerobio,
indica la pérdida de 1+4 Da cuando la proteina se expone a oxigeno, lo
cual es consistente con la pérdida de dos hidrégenos (Heim y cols,

1995).

De la reaccién anterior, se puede predecir que el peréxido de hidrégeno se
libera 1:1 con respecto a la proteina madura, este producto podria ser la

explicacion del efecto téxico (ocasional) de la GFP a altos niveles de expresién

(Roger, 1998).

Otros aspectos mecanisticos en la maduracion del croméforo contintan sin
entenderse, como el significado de ciertas mutaciones que pueden mejorar la

eficiencia estérica.

1.1.2 Estructura tridimensional.

La proteina verde fue cristalizada en 1974 (Morise y cols/, 1974), sus
patrones de difraccion fueron reportados en 1988 (Perrozo y cols, 1998). Yang en
1996 resolvi6 la estructura de la GFP de A. victoria a una resolucién de 1.9 A
(Yang y cols, 1996). La estructura tridimensional de la variante S65T fue resuelta a

una resoluciéh de 1.9 A por Ormo y cols (1996).

La GFP muestra una estructura de barril —-p de 11-hebras, hilado por una a-

hélice que corre hacia arriba del eje. El croméforo se encuentra anclado a la a-



hélice justo en el centro del cilindro. Esta estructura ha sido llamada “beta-can”

(fig. 5).

La estructura de la proteina verde con su croméforo localizado en el centro
de la estructura (protegido de su entorno), nos puede explicar diferentes

caracteristicas de la proteina.

e La GFP es muy resistente a la desnaturalizacion, requiere de
tratamientos con 6M de hidréxido de guanidina a 90°C a pH menor a 4 6

mayor a 12 (Yang y cols, 1996).

Figura 5. Estructura 3D de la proteina verde fluorescente. Su plegamiento fué
nombrado “beta-can” por Yang. En su exterior muestra 11 hebras  antiparalelas formando
un cilindro compacto. En el centro se muestra un a-hélice en la cual se encuentra el
croméforo. El cilindro tiene un didmetro de 30 A y una longitud de 40 A.



e La pérdida de un solo aminoacido en el extremo N-terminal o de mas de
7 en el extremo C-terminal, trae como consecuencia la pérdida de la
fluorescencia. Posiblemente la estructura “beta-can” no se pueda formar

al faltar estos aminoacidos.

e Los extremos N-terminal y C-terminal, pueden ser utilizados para ser
fusionados a otra proteina debido a que se encuentran en la superficie.

Es importante resaltar que el croméforo se encuentra encapsulado,
impidiendo el acceso a enzimas que puedan estar catalizando la formaciéon del
cromoforo, lo que apoya la idea de que su formaciéon es autocatalitica.

1.1.3 Utilizacién de la proteina verde fluorescente.

La GFP ha sido utiizada como marcador en células vivas, para la
identificacion de estructuras celulares, seleccion de tipos celulares, calculo de la
eficiencia de transformacion e identificacion de transformantes, determinacion del
movimiento y distribucion de microorganismos. También ha sido utilizada como
marcador genético, para la identificacion de mutantes, estudio de lineas celulares,
mapeo molecular, caracterizaciéon de fenémenos de recombinacién, transporte y
segregacion génica y finaimente ha sido utilizada como marcador ecolégico,
identificacion de organismos marcados y liberados al medio ambiente, detecciéon
precoz de at'aques de patégenos marcados y el estudio de la dispersion no

controlada de transgenes en el medio ambiente (Rodriguez, 1999y).
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1.1.4 Comparacion de la GFP frente a otros marcadores subcelulares.

Ventajas:

e La formacion del cromoéforo es autocatalitica, no necesita cofactores.

e Su tamano (pequefio) la hace apta para fusiones con otras proteinas.

s Tiene gran estabilidad. Resiste tratamientos con cloruro de guanidina
6M, urea 8M, SDS al 1%, altas temperaturas (65°C), un amplio rango
de pH (5.5 - 12) y la presencia de proteasas.

s Permite la localizacion directa en células vivas.

e La localizacién es precisa.

e No es tdxica.

Desventajas:
¢ Tiene un solo cromoforo por molécula de proteina.

e A pesar de su pequeiio tamafio, puede interferir en la localizacion de
la proteina de fusion.

+« Su elevada estabilidad hace dificil estudiar cambios rapidos.

La GFP se ha clasificado en siete clases, dependiendo de las diferentes
mutaciones en su cromoforo:
i) WT (silvestre).
2) Anién fenolato.

3) Fenol neutro.

1




4)

5)
6)
7)

Anién fenolato con sistema de electrones =n (fluorescencia
amarilla).

Indol (fluorescencia cian).

Imidazol (fluorescencia azul).

Fenil.

En este trabajo se utiliza la sGFP (S65T) la cual cae dentro del segundo

»

grupo. Esta mutante ha sido la mas utilizada ya que combina un alto nivel de

emision, es facil su excitacion y tiene un espectro muy similar a! de la fluoresceina

(el fluoréforo mas pequefio y popular).

1.1.5 Caracteristicas del grupo al que pertenece la mutante S65T.

Es 6 veces mas brillante que la GFP-WT (Roger, 1998).

Es 4 veces mas rapida en obtener su conformacioén activa (Roger
y Tsien, 1998).

No fotoisomeriza (Rodriguez, 1999).

Su fotoatenuacion es practicamente nula (Rodriguez, 1999).

Emite luz verde mas intensa que la que emiten mutantes del

mismo grupo (Rodriguez, 1999).

Tabla 1. Valores de excitacion y emision de la GFP-WT vs S85T.

Cepa Maximo de excitacion (nm). | Maximo de emisién (nm).
GFP-WT 396 |, 475 503 , 508
S65T 488 511

uv azul verde

12




Al igual que la WT, la mutante S65T se dobla eficientemente a
temperatura ambiente, pero a mayores temperaturas tiende a fallar en ila
adquisicion de su estructura terciaria. Entre los 20° y los 37°C, se ha
reportado un decremento en la correcta maduracién de esta proteina (a
78°C se desnaturaliza el 50% de las proteinas), generando productos que

no fluorecen (Roger y.Tsien, 1998).

1.2 Métodos de localizacién subcelular en levadura.
Las técnicas de fraccionamiento celular e inmunoflourescencia, son dos
meétodos que se han utilizado en la localizacion subcelular en levadura, mostrando

de entrada el inconveniente de que son dos métodos que no se trabajan in vivo.

Fraccionamiento Celular. Los esferoplastos se lisan en
amortiguador 0.5 M de sorbitol y se licuan, el extracto celular se centrifuga
y el botéon se resuspende en PBS 1X, la proteina deseada se separa por
una serie de extracciones. | Este procedimiento presenta algunos
inconvenientes: se ha reportado contaminacién con material no mitocondrial
de densidad “virtualmente idéntica™ al de la mitocondria cuando se trata de
separar esta de sus demas componentes (Periman y cols, 1970), se han
reporta'do tres tipos de membrana en la fraccién mitocondrial, asi como una
pérdida de material soluble de la mitocondria en los lavados del botén

mitocondrial (Stoner y cols, 1969).
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inmunofluorescencia. Las células previamente fijadas son
incubadas con el anticuerpo contra la proteina por localizar, un segundo
grupo de anticuerpos (etiquetados con la fluorescencia) reconocera el
primer anticuerpo. El segundo juego de anticuerpos incrementard la
intensidad de la fluorescencia. Este método genera una sefial intensa de
fluorescencia, con la desventaja de que las células deberan ser fijadas y
sus paredes removidas para permitir el acceso de los anticuerpos (Burke y

cols, 2000).

1.3 Metabolismo nitrogenado en S. cerevisiae.

El nitrégeno molecular (N2) es el componente mayoritario de la atmoésfera
de la tierra, constituyendo el 80% de ésta. Ei crecimiento y la reproduccién de
microorganismos procariotas y eucariotas, esta limitado por su capacidad para
utilizar el nitrégeno inorganico. Todos los organismos pueden transformar el
amonio a nitrégeno organico (Mathews, 1990), pero muy pocos pueden utilizar el
nitrégeno atmosférico o el ion nitrato (NOg3’). La reduccién del nitrbgeno a amonio

se conoce como fijacion de nitrédgeno.

Aunque plantas, animales y bacterias obtienen el nitrégeno de diferentes
fuentes, todos los organismos comparten algunas rutas de utilizacion. El Nz, debe
ser reducido a amonio (NH4") para poder ser utilizado por la mayoria de los seres
vivos. Esta reduccion sélo pueden realizarla organismos procariotas, bacterias del
suelo como Klebsiella y Azotobacter, cianobacterias como Nostoc y Anabaena, y

bacterias simbidticas como Rhizobium. El NH,*, al ser asimilado por los
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organismos, es incorporado inmediatamente en dos aminoacidos: el glutamato y la
glutamina, que posteriormente cederdn sus grupos amino y amido,
respectivamente, para la sintesis de aminoacidos, nucleétidos, aminoazucares vy

otros compuestos nitrogenados.

El glutamato ocupa una posicion central en el metabolismo nitrogenado de
los organismos. En el caso de las bacterias entéricas y pres;lmiblemente. también
en levaduras, aproximadamente el 88% de todo el nitrégeno celular proviene del
grupo amino del glutamato y un 12% del grupo amido de la glutamina (Reitzer y

Magasanik, 1987).

Se han descrito dos vias para la biosintesis de glutamato en bacterias,
hongos, algas y plantas superiores (Bastarrachea y cols,1980; Hulmmet y Mora,
1980; Marqués y cols.,1992, Senior, 1975, Tempest y cols,1970). En la primera
via, la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) cataliza la aminacién reductiva
del 2-oxoglutarato para formar glutamato (Holzer y Scheinder, 1975). La segunda
via, cuya existencia demostré Tempest (1970), consiste en el ciclo GS-GOGAT,
donde la glutamato sintetasa (GS), a partir de glutamato y amonio produce
glutamina, el grupo amido de la glutamina, lo toma la glutamato sintasa (GOGAT)
al efectuar la transferencia reductiva a la posicién 2 del 2-oxoglutarato, resultando
en la conversion neta de amonio y 2-oxoglutarato en glutamato (Tempest y

cols,1970).
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En E. coli, se ha propuesto que el ciclo GS-GOGAT puede tener por lo
menos dos funciones que no pueden ser sustituidas por la enzima GDH: la
primera es que GS-GOGAT asimila el amonio en moléculas organicas cuando la
concentracion externa de amonio es baja y la célula no estd en condiciones de
limitacién de energia (Reitzer y cols, 1987, Helling y cols, 1994, Soga y cols,
1996); y la segunda es que regula los niveles intracelulares de glutamina (Reitzer
y cols, 1987). La afinidad por amonio de la enzima GDH es t;aja y la reaccion que
cataliza se desplaza hacia la degradacion de glutamato cuando ia concentraciéon
de amonio es limitante (Miller y cols, 1972). Mientras que la afinidad de GS por
amonio es alta y su reaccidn es practicamente irreversible (Denton y cols, 1970).
El ciclo GS-GOGAT en condiciones de escasez de amonio se encarga de asimilar
este compuesto y sintetizar glutamato; la via GS-GOGAT es mas costosa que la

via GDH porque consume una molécula de ATP en cada ciclo.

Helling (Helling, 1994) sugiere que la via GDH tiene un papel importante en
la sintesis de glutamato, en condiciones de exceso de amonio y limitacién de
energia (y de carbono), al tener un costo energético menor al del ciclo GS-
.GOGAT. Por otro lado, el ciclo GS-GOGAT es el responsable de la sintesis de
glutamato cuando el contenido energético es aito o cuando la concentracion de
amonio es limitante. Los experimentos de Saroja y Gowrishankar (1996)
demostraron que la actividad de GDH aumenta en condiciones de limitacion de
carbono y nitrégeno, y en condiciones de estrés osmoético donde la concentracion
intracelular de glutamato se eleva como mecanismo de proteccion (Csonka, 1989).

A partir de estos resuitados, proponen un papel importante de GDH durante el
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crecimiento y sobrevivencia de E. coli en su habitat natural (intestino grueso de
mamiferos, suelos, sedimentos o agua), donde existe limitacion de carbono y de
nitrégeno y posiblemente estrés por desecacidén. Estos autores extienden la
conclusién de Helling, sugiriendo que E. coli puede asimilar eficientemente el
amonio por via GDH en condiciones de estrés osmético, en condiciones de exceso
de amonio y limitacion de carbono, o bien, si esta limitada simultdneamente de

carbono y nitrégeno.

En plantas, el ciclo GS-GOGAT es la ruta principal de asimilacion de
amonio y sintesis de glutamato (Gregerson y cols, 1993). En plantas leguminosas
se han descrito dos proteinas con actividad de GOGAT: la enzima Fd-GOGAT,
que se encuentra en los cloroplastos y asimila el amonio que se produce por la
reduccion de nitratos dependientes de luz, y el que proviene de la fotorespiracion;
y la enzima NADH-GOGAT que se encuentra principalmente en tejidos no-verdes
como ralces, brotes y nddulos. La actividad de la enzima NADH-GOGAT aumenta
durante el desarrollo de los nodulos y esta involucrada en la asimilacién del
amonio que proviene de la fijacion bacteriana, por lo que se ie ha identificado
como una nodulina (Gregerson y cols, 1993). A diferencia de 10 que ocurre en
bacterias, donde la direccion de la reaccion hacia la sintesis y degradacion de

glutamato de;iende de la actividad de una sola enzima.

Saccharomyces cerevisiae puede utilizar diferentes fuentes de nitrégeno,
siendo amonio, glutamina y asparagina fuentes ricas, a diferencia de prolina y urea

que son fuentes pobres. La levadura tomara el nitrégeno de estas moléculas para
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formar glutamato y glutamina los cuales juegan un papel esencial en el

metabolismo de nitrégeno.

En esta levadura se han descrito dos rutas metabdlicas que llevan a cabo la
asimilacién de amonio y la biosintesis de glutamato, GDH1-NADP* y GOGAT
(Grenson y cols, 1974) (Fig. 6). Roon y cols (1974) detectaron por primera vez en
S. cerevisiae la actividad de GOGAT. En 1972 se obtiené la primera mutante
estructural en la GDH1-NADP* (Drillien y Lacroute, 1972). En 1997 Avendafo
obtiene mutantes estructurales en los genes de GDH1 y GLT1, que codifican para
la GDH1-NADP"* biosintética y la GOGAT de S. cerevisiae, respectivamente,
esperando obtener una cepa auxoétrofa de glutamato (Avendafo et al.,1997). Sin
embargo, ia doble mutante (Agit1, Agdh1), resulté ser apta para crecer en amonio
como unica fuente de nitrégeno, con un tiempo de duplicacion tres veces mayor
que la cepa silvestre. El que esta doble mutante presentara una actividad residual
de GDH-NADP" sugeria la existencia de otra enzima capaz de realizar la misma
reaccion que el producto de GDH1. Al realizar una comparacién de la secuencia
nucleotidica de GDH1 con el genoma completo de S. cerevisiae , se encontré un
marco de lectura abierto, localizado en el brazo izquierdo del cromosoma |, con un
75.9% de identidad con GDH1, previamente denominado GDHJ3. Se realizé la
interrupcién génica de GDH3 en la doble mutante (Aglt1, Agdh1), lo cual resulté en
la obtencién del primer auxétrofo de glutamato en S. cerevisiae (Agit1, Agdh1,

Agdh3).

18 -




Nuestro grupo esta realizando una labor conjunta para estudiar las vias de

asimilacion de amonio y la de biosintesis de glutamato en la levadura S.

cerevisiae. El trabajo de investigacion desarrollado en esta tesis, tiene como

objetivo central el implementar una técnica de localizacién subcelular, que en un

futuro cercano nos sirva para localizar a GDH1, GDH3 y GOGAT. De esta forma

estariamos contribuyendo al estudio y caracterizacion de las diferentes vias de

asimilacién y biosintesis de glutamato en S. cerevisiae.

GDH1 *
GDHI1 **
GDH3* GS*
GDH3** GLN]**
NH4" + 2-oxoglutarato——9 GLUTAMATO + NH," Glutamina
/\ /\
NADPH + H° ATP
NADH + W'
GOGAT*
GLTI **

Figura 6. Vias metabdlicas para la asimilacion de amonio y biosintesis de glutamato en
Saccharomyces cerevisias. *ENZIMA participante. “*gen codificante.
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2 HIPOTESIS.

Se lograra establecer una metodologia general que 'permitiré utilizar a la
GFP en el estudio subcelular de proteinas implicadas en la asimilacién de amonio

y la biosintesis de glutamato en S.cerevisiae.

3 OBJETIVO.

Establecer una metodologia que permita utiizar a la proteina verde
fluorescente para la localizacién subcelular de las proteinas implicadas en la

asimilacion de amonio y la biosintesis de glutamato en S.cerevisiae.

La metodologia tendra variantes, dependiendo de la proteina que se trate

de localizar.
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4 MATERALES Y METODOS.

4.1 Resumen de los vectores y las cepas utilizadas en este estudio.

Tabla 2.VVectores utilizados en este trabaio.

VECTOR FENOTIPO FUENTE
PGFP-MRCy Derivado del plasmido pJR1138(LEU2), Rodriguez, 1999
portando el gen de la GFP (mutante S85T).
PRS316 Derivado del plasmido pRS3086, portando Yeast Genetic Stock
CEN6/ARSHA4: Center
pBluescriptll-SK Derivado del plasmido pUC19, portando una STRATAGENE
regién de clonacion multiple (SK). ’
YCp50 Derivado del plasmido pBR322, portando el Yeast Genetic Stock
gen URA3, CEN4 y ARS1. Center
pGAL Porta el gen URA3, CEN4 y ARS1. Yeast Genetic Stock
Figura 28 Center
pGALO1 Derivado del plasmido pGAL, portando el gen Este trabajo.
de GLT1 de S.cerevisiae.
pGFP-MRCy-M1 Derivado del plasmido de pGFP-MRCy, Este trabajo
portando una regién de clonacién multiple.
pGFP-MRCy-H1 Derivado del plasmido de pGFP-MRCy, Este trabajo
portando el gen de GDH1 de S.cerevisiae.
pGFP-MRCy-H3 Derivado del plasmido de pGFP-MRCy, Este trabajo
portando el gen de GDH3 de S.cerevisiae.
pGFP-MRCy-T1 Derivado del plasmido de pGFP-MRCy, Este trabajo
portando el gen de GLT1 de S.cerevisiae.
pGFP-MRCy-SK1 Derivado del plasmido de pGFP-MRCy, Este trabajo
portando un fragmento de la region de
clonacién mualtipie SK.
pGFP-MRCy-SK2 | Derivado del plasmido de pGFP-MRCy-SK1, Este trabajo
portando un sitio de restriccién Bglil.

En la tabla 2, se muestra la lista de vectores utilizados en este trabajo. En
capitulos posteriores, se describira el método por el cual se construyé cada uno de
los vectores realizados en este trabajo. En la tabla 3 se muestra la lista de cepas
de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo. La cepa CLA3 muestra auxotrofia para
leucina, esta fue transformada con los plasmidos de pGFP-MRCy (portador de la
mutante S65T de la GFP), pGFP-MRCy-H1 (portando el gen de la GDH1 con la
GFP fusionada en su extremo amino), pGFP-MRCy-H3 (portando el gen de Ila
GDHS3 con la GFP fusionada en su extremo amino) y pGFP-MRCy-T1 (portando el

gen de la GLT1 con la GFP fusionada en su extremo amino), dando como
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resultado las cepas CLA3GFP, CLA3H1, CLA3H3 y CLA3T1 (respectivamente),
que complementan la auxotrofia para leucina. La cepa CLA0O4 muestra auxotrofia
para leucina y un fenotipo Ag/t1, ésta fue transformada con los plasmidos pGFP-

MRCy, obteniéndose

pGALO1 y pGFP-MRCy-T1, las cepas CLAO4GFP,
CLAO4GAL y CLAO4T1 (respectivamente), las tres complementan la auxotrofia
para leucina; CLAO4AGAL y CLAO4T1 complementan actividad para GOGAT.
Finalmente la cepa CLAOS5 muestra auxotrofia para leucina y un fenotipo
Agdh1Agdh3, ésta fue transformada con los plasmidos pGFP-MRCy, pGFP-MRCy-
H1 y pGFP-MRCy-H3, obteniéndose las cepas CLAOSGFP, CLAOSH1 y CLAOSH3
(respectivamente), las tres complementan la auxotrofia para leucina; CLAOSH1 y

CLAOSH, complementan actividad para GDH (GDH1 y GDH3, respectivamente).

Tabla 3.Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo.

CEPA GENOTIPO FUENTE
CLA3 MATa GDH1 GDH3 GLT1 URA3::Yip5 leu2 Avendarfio y cols 1997
CLAO4 git1A::URA3 GDH1 GDH3 leu2 Valenzuela y cols 1995
CLAOS GLT1 gdh1A::kanMX4 gdh3A::URA leu2 Valenzuela y cols 1995
CLA3GFP MATa GDH1 GDH3 GLT1 URA3::Yip5 pGFP-MRCy::.LEU2 Este trabajo
CLA3HA1 MATa GDH1 GDH3 GLT1 URA3::Yip5 pGFP-MRCy-H1::LEU2 Este trabajo -
CLA3H3 MATa GDH1 GDH3 GLT1 URA3::Yip5 pGFP-MRCy-H3::LEU2 Este trabajo
CLA3T1 MATa GDH1 GDH3 GLT1 URA3::Yip5 pGFP-MRCy-T1::LEU2 Este trabajo
CLAO4GFP git1A::URA3 GDH1 GDH3 leu2 pGFP-MRCy::LEU2 Este trabajo
CLAO4GAL git1A::URA3 GDH1 GDH3 leu2 pGALO1::LEU2 GLT1 Este trabajo
CLAO4AT1 git1A::URA3 GDH1 GDH3 leu2 pGFP-MRCy-T1::LEU2 GLT1 Este trabajo
CLAO5SGFP GLT1 gdh1A::kanMX4 gdh3A::URA leu2 pGFP-MRCy::LEU2 Este trabajo
CLAOSH1 GLT1 gdh1A::kanMX4 gthAéL[J)m leu2 pGFP-MRCy-H1::.LEU2 Este trabajo
CLAOSH3 | GLT1 gdh1A::kanMX4 gdh3Aéléﬁ/; leu2 pGFP-MRCy-H3::LEU2 Este trabajo
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4.2 Cepas bacterianas utilizadas para transformar.

Tabla 4. Cepas de E. coli utilizadas en las transformaciones.

Cepa Fenotipo Condiciones de | Eficiencia de Fuente.
transformacién | transformacion
TB1 Fara A(lac-proAB) rpsL (Str') 400Q, 25uF y 10’ Biol.abs
[¢$80dlacA(lacZ)M15] thi hsdR(r, mi+) 2.5V.
DHSa F-¢80diacZAM15(lacZY A-argF)U169 Shock térmmico 107 GIBCO BRL
endA1 recA1 hsdR17(rK-rM+) deoR thi- | 2 min a 45°C.
1 phoA supEd44 A\-gyrA96 relA1
DH10B F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) - 40002, 25uF y 10" GIBCO BRL
$80dlacZAM15 AlacX74 endA1 recA1 2.5V.
deoR A(ara, leu)76897 araD139 galU
galK nupG rpsL A-
En la tabla 4, se muestran las cepas de E.coli utilizadas en las

transformaciones que se realizaron en la construccién de los plasmidos mostrados
en la tabla 2. La cepa seleccionada para cada una de las transformaciones, se
basé en la eficiencia de transformacién que se requirié en cada uno de los casos,
cuando la transformacion no dio resultados positivos con TB1 o DH5a, se utilizé la
cepa DH10B, la cual presenta una eficiencia de transformacién de 10'? como se
observa en el columna 4 de la tabla 4. El fenotipo y las condiciones de

transformacion utilizadas, se muestran en las columnas 2 y 3 respectivamente.

4.3. Vector de pGFP-MRCy.

El vector de pGFP-MRCy (mutante S65T), asi como sus mapas de
restriccién, fueron obsequiadas por el Dr. Rodriguez del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Quimica, Universidad de Barcelona
Espafia.
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4.3.1 Mapas de restriccién del pGFP-MRCy.

En la figura 7, se muestran la estrategia utilizada por el grupo del Dr.
Rodriguez en la obtencion del vector pGFP-MRCy. El vector parental pJR1138 fue
digerido Smal-Ncol y rellenado con T4 DNA polimerasa. En la parte inferior se

muestra el mapa de restriccion del vector obtenido.

EcoRI-pJR1138(LEU2)-Sall

l Sacl
BamH1 Sacl

EcoRl1
Smal EcoR1 Bamii
Kpnl Ncol Hinc2

promGPD PGKterm

sGFP

l Smal-Ncol
T4DNApol
l (relleno)
BamH1 EcoR1

BamH1
Hinc2

promGPD’

Sacl Stop
o ATG GTG.............. GAC GAG CTC ACT TAG

POERMRCY

Figura 7. Construccién del vector de pGFP-MRCy. promGPD, promotor de la gliceraldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa-, sGFP, secuencia condificante de la mutante S65T, pGKter, terminador
transcripcional para levadura, LEU2, marcador para levadura. En la parte inferior de la figura se muestra el
mapa de restriccion del vector de pGFP-MRCy, Se observa la secuencia del codén de inicio de la secuencia
que codifica para la proteina mutante S65T y la secuencia de termino de la misma proteina.
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En la figura 8 se muestra la secuencia de la mutante S65T (Gene Bank Acc.
No. U50 963). En recuadro se resalta la secuencia Thr66-Tyr67-Gly68

correspondientes al croméforo.

1 11
ATG GTG AGC AAQ GGC GAG GAG CTG TTC ACC GGG QTG GTG CCC ATCCTG GTC
met val ser lys gly glu glu leu phe thr gly val val pro ile lou val

21 31
GAG CTG GAC GGC GAC GTA AAC GGC CAC AAG TTC AGC GTG TCC GGC GAG GGC GAG
glu leu asp gly asp val asn gly his lys phe scr wval ser gly glu gly glu

41 ¢ 51
GGC GAT GCC ACC TAC GGC AAG CTG ACC CTG AAG TTC ATC TGC ACC ACC GGC AAG
gly asp ala thr tyr gly lys leu thr lew lys phe ile cys thr thr gly lys

61 66 67 68 n
CTG CCC GTG CCC TGG CCC ACC CTC GTG ACC ACC TTC JACC TAC GGQGTG CAG TGC
lecu pro val pro trp pro thr leu val thr thr phe thr__tyr gly {val gin cys

81
TTC AGC CGC TAC CCC GAC CAC ATG AAG CAG CAC GAC TTC TTC AAG TCC GCC ATG
phe ser arg try pro asp his met lys gin his asp phe phe lys sor ala met

91 101
CCC GAA GGC TAC GTC CAG GAG CGC ACC ATC TTC TTC AAG GAC GAC GGC AAC TAC
pro glu gly tyr wvol gln glu arg thr lle  phe phe lys asp asp gly asn tyr

111 121
AAG ACC CGC GCC GAG GTG AAG TTC GAG GGC GAC ACC CTG GTG AAC CGC ATC GAG
lys thr arg ala glu wval lys phe glu gly asp thr leu val asn arg ilc glu

141
CTG AAG GGC ATC GAC TTC AAG GAG GAC GGC AAC ATC CTG GGG CAC AAG CTG GAG
leu lys gly "ilc asp phe lys glu asp gly asn ilc leu gly his lys leu glu

151 161
TAC AAC TAC AAC AGC CAC AAC GTC TAT ATC ATG GCC GAC AAG CAG AAG AAC GGC
tyr asn tyr asn ser his asn  val tyr ilc mct alsa asp lys gln lys asn gly

171
ATC AAG GTG AAC TTC AAG ATC CGC CAC AAC ATC GAG GAC GGC AGC GTG CAGCTC
ile lys val asn, phe lys ile arg his asn ile glu asp gly ser val gin leu

181 191
GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATC GGC GAC GGC CCC GTGCTG CTGCCC
ala asp his tyr gin gin asn thr pro ile gly asp gly pro val leu leu pro

: 201 211
GAC ACC CAC TAC CTG AGC ACC CAG TCC GCC CTG ACG AAA GAC CCC AAC GAG AAG
asp asn his tyr leu ser thr gin ser ala Jeu ser Llys asp pro asn glu lys

221 231
CGC GAT CAC ATG GTC CTG CTG GAG TTC GTG ACC GCC GCC GGG ATC ACT CAC GGC
arg asp his met wval leu leu glu phe val thr  ala ala gly ile thr his gly

ATG GAC GAG CTG TAC AAG TAA
met asp glu leu tyr lys stop

Figura 8. Secuencia de la mutante S65T de la GFP. El primer camil muestra el numero
de aminoacido al que corresponde la secuencia nucleotidica mostrada en el segundo carril,
en el tercer carril se muestra la secuencia de aminoacidos. En recuadro se muestra la
secuencia perteneciente al cromdforo.
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4.4 Construccion de los diferentes vectores.

Todos los desoxioligonucleétidos (oligos) que se utilizan en este trabajo, se

sintetizaron en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular,

UNAM, México DF.

4.4.1. Obtencién de los vectores pGFP-MRCy-H1 Y -H3.
Estos se construyeron con la finalidad de tener a la GFP clonada en el

extremo amino de los genes de GDH1y GDH3.

AMPLIFICACION POR PCR.

Basados en las secuencias de GDH1y GDH3 obtenidas en http://genome-

www?2 stanford.edu/, se disefaron los desoxioligonucleétidos mostrados en la

figura 9, para la amplificacién de los genes correspondientes.

Sacl
Y GCGGAGCTCATGTCAGAGCCAGAATTTCAAY OLIGOS'.
Tm,: 73.33
Tm;: 65.13
. EcoRl1 .
SCGCGAATTCTTAAAATACATCACCTTGGTC? OLIGO3'. GDH 1
Tny: 69.2
Tm;: 63.12

Sacl
SGCGGAGCTCACAACAAGCGAACCAGAGTTT? OLIGOS'.
Tm. 59.51
Tm;y: 75.85

BamHI1 .
SCGCGGATCCCTAAAAAACGTCTCCCTG? OLIGO3'. GDH 3
Tm;: 59.94
Tm,: 73.56

Figura 9. Desoxioligonucle6tidos 5" y 3° que se utilizaron para la amplificacién de GDH7 y
GDH3. En negritas se muestran las secuencias complementarias al gen por amplificar, también se
muestra el sitio de restricciéon agregado.
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Las amplificaciones se hicieron utilizando la técnica de PCR sobre DNA en
los plasmidos pRS316 (para GDH3) y YCP50 (para GDH1). Esta se realizé en un

termociclador RoboCycler 40 (Stratagene) segun el programa mostrado en la tabla

5.

Tabla 5. Programa de amplificacion para GDH1y GDH3.

programa

1 3 min. 95°C

2 1 min. 95°C

3 1.5 min. 60°C 5 ciclos
4 2.5 min. 72°C

5 1 min. 95°C

6 1 min. 65°C 40 ciclos
7 2 min, 72°C

8 10 min. 72°C

9 o 4°C

CLONACION DE GDH1 Y GDH3 EN pGFP-MRCy.
Los productos de PCR de GDH171 y GDH3, se purificaron en un gel de agarosa al
1% segun lo indicado en el protocolo de “QIAEX gel purification”. Estos se
prepararon segun el protocolo A (Apéndice 3). El vector de GFP-MRCy, se
preparé seglin protocolo B (Apéndice 3). Las ligaciones se realizaron en un
equipo BIOCHILLER, a un volumen final de 10ul, a 16°C, durante toda la noche.
Se utilizé 1yl de ligasa (TADNA ligasa de SIGMA) + 1ul de su amortiguador de
ligasa por reaccion. Las ligaciones se hicieron segun las relaciones mostradas en
la tabla 6. Estas se utilizaron para transformar E. coli (tabla 4). De las colonias

obtenidas se hizo extraccion de DNA segun el protocolo de minipreps fenol
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(Apéndice 2). Una vez confirmada la correcta clonacién de los insertos protocolo C

(Apéndice 3), se realizaron las maxipreps (Apéndice 2).

Tabla 6. Relaciones utilizadas en la reacciones de ligacion de pGFP-MRCy con GDH1
y GDH3. Todas las ligaciones se manejaron en un volumen final de 10ul, llevando 1ul ligasa

TA4DNA, 1ul de su amortiguador mas la relacion vector/inserto mencionada en la tabla. La
ligaciones 4-6 son los controles.

No. De ligacién Vector (pGFP-MRCy) Inserto Relacion
1 0.02 pmoles 0.05pmoles 1:25
2 0.012pmoles 0.05pmoles 1:4.2
3 0.006pmoles 0.05pmoles 1.8.4
4 —— 0.05pmoles 0:1
5 0.02pmoles ——— 1.0
6 -—— -——— 0:0

4.4.2 Obtencion del vector pGFP-MRCy-M1.

Este vector se construyé con la finalidad de disponer con un numero mayor
de sitios de clonacioén en el vector de pGFP-MRCy, para las construcciones en que
se clonaron los diferentes genes en el extremo carboxilo de la GFP. EI sitio de
clonacion multiple (“multi cloning site” MCS) se sintetiz6 en la forma de dos oligos,
un forward (representado por la parte superior del MCS, Figura 10) y un reverse
(representado por la parte inferior del MCS, Figura 10), su disefio incluye los
diferentes sitios de restriccién que se pensd podrian ser Utiles durante la

realizacion de este trabajo.
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LIGACION DEL MCS (SITIO DE CLONACION MULTIPLE).

El MCS se sintetizé en la forma de dos desoxioligonucleétidos, un forward
(conc. 2.2 mg/ml) y un reverse (3.2 mg/ml). Estos se mezclaron en
concentraciones equimolares en un tubo eppendorff. La mezcla se llevé a
temperatura de ebullicion por 5 min y se dejé enfriar lentamente (solucién MCS).

El vector de GFP-MRCy se preparé segun el protocolo B (apéndice 3).

Bgl 1l Miul

terminador
) AGATCT CGAGACGCGTCGACATAATAA ‘
3 TCTAGAGCTC TGCGCAGCTGT AT TATT

Sac 1 Xho 1 Sal 1 EcoR 1

Figura 10. Sitio de clonacion muitiple (MCS). En los extremos se resalta con un
sombreado, los sitios Sacl y EcoRlI, por medio de los cuales fué clonado.

Las ligaciones se realizaron en un equipo BIOCHILLER, a un volumen final
de 10ul, a 16°C, durante 12 h segun las relaciones de la tabla 7 (todas las
ligaciones llevan 1ul de ligasa + 1ul del amortiguador de ligasa). Estas se utilizaron
para transformar E.coli (tabla 4). De las colonias obtenidas se hizo extraccién de
DNA segun el protocolo de minipreps fenol (Apéndice 2). Una vez confirmada la

correcta clonacién del MCS (Resultados), se realizaron las maxipreps (Apéndice

2).

Tabla 7. Relaciones vector-inserto usadas en la ligacién del MCS.

No de ligacién | Vector pGFP-MRCy |Solucion MCS | Relacion
1 0.019pmol 4.45pmol 1:230
2 0.019pmol 0.44pmol 1:23
3 0.019pmol 0.04pmol 1:23
4 0.019pmol - 1:0
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4.4.3 Obtencion del vector pGALO1.

Este se construyo con la finalidad de tener al gen de la GOGAT clonado en
el vector de pGAL, con el cual pudiéramos transformar una cepa de S. cerevisiae
Agit1 y de esta forma pudiéramos comprobar si el gen amplificado por PCR
generaba un producto funcional. Recordando que la amplificacion de un gen tan
grande (6.438 Kb) puede generar un error a nivel de secue}tcia nucleotidica que
repercuta en la funcionalidad de la proteina. Una vez obtenida una cepa con
actividad para GOGAT, se proseguiria con la clonacién de esta amplificacién en el

vector de pGFP-MRCy.

AMPLIFICACION POR PCR DE GLT1.
Basandonos en la secuencia de GLT? (Filetici y cols, 1995), se disefiaron

los desoxioligonucledtidos que se muestran en la Figura 11.

BamHl1
S AGAAAAGGATCCATGCCAGTGTTGAAA®Y OLIGOS'.
Tm;: 67.68

Tm,: 52.56 GLTI
BamH1

SGCCGGGATCCTTAGACTTGACTAGCTAATT? OLIGO3.
Tmy: 71.96
Tmsy: 56.8

Figura 11. Desoxioligonucleétidos 5' y 3' que se utilizaron para la amplificacion de GLT1.
En negritas se muestran las secuencias complementarias al gen por amplificar. También se
muestra el sitio de restriccion agregado.
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La amplificacion se hizo utilizando la técnica de PCR sobre DNA gendmico
aislado (en una cepa CLA3), en un termociclador RoboCycler 40 (Stratagene),

segln el programa mostrado en la tabla 8.

Tabla 8. Programa de amplificacién para GLT/.

Ciclo programa
1 1 min. 94°C
2 1 min. 94°C
3 50 seg. 50°C 10 ciclos
4 7 min. 68°C
5 1 min. 94°C
6 50 seg. 50°C 20 ciclos
7 7 min. 68°C
en el paso “7” se incrementan 20 seg. por ciclo.
8 7 min. 72°C
9 o 4°C

CLONACION DEL GEN DE GLT1 EN EL VECTOR pGAL.

El producto de PCR de GLTT se limpié en un gel de agarosa al 1% segun
lo indicado en el protocolo de “QIAEX gel purification” y se preparé de acuerdo a lo
indicado en el protocolo A. El vector pGAL se prepararé segun lo indicado en el
protocolo B. Las ligaciones se realizaron en un equipo BIOCHILLER, a un
voltfnmen final de 10 ul, a 16°C, durante toda la noche. Se utilizé 1ul de ligasa + 1pl
de émortigua&or de ligasa por reacciéon. Las ligaciones se hicieron segun las
relaciones de la tabla 9. Estas se utilizaron para transformar E.coli (tabla 4). De las

colonias obtenidas se hizo extraccion de DNA segun el protocolo de minipreps
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fenol (Apéndice 2). Una vez confirmada la correcta clonaciéon del gen GLT71 segin

protocolo C (Apéndice 3), se realizé la maxiprep (Apéndice 2).

Tabla 9. Relaciones vector- inserto en la ligacién de GLT1 en p

GAL.

Ligacion | Vector (pGFP-MRCy) Inserto Relacién
1 0.0019pmol 0.011pmol 1:5.7
2 0.0028pmol 0.011pmol 1:4
3 0.0047pmol 0.011pmol 1.2.3
4 0.0095pmol 0.011pmol 1:1.1

4.4.4 Obtencién del vector pGFP-MRCy-T1.

Del vector pGALO7 se obtuvo el gen de GLTT por digestion con BamHl
durante 2 horas a 37°C en un volumen final de 100ul. El producto de interés, se
purifico en un gel de agarosa al 1%, segun lo indicado en el protocolo de “QIAEX
gel purification”. El vector de pGFP-MRCy-M1 se digirié con BgAl durante 3 horas
a 37°C. Se desfosforilé con fofatasa de camarén (Roche 1758250) segun lo
indicado por la empresa. El producto se limpié en un gel de agarosa al 1%, segun
lo indicado en el protocolo de “QIAEX gel purification” y se resuspendi6é en 20ul de
H20. Las ligaciones se realizaron en un equipo BIOCHILLER a un volumen final
de 10ul, a 16°C, durante 12 h segun las relaciones de la Tabla 10 (todas las
ligaciones llevan 1ul de ligasa + 1ul del amortiguador de ligasa). Estas se utilizaron
para transformar E.coli (tabla 4). De las colonias obtenidas se hizo extraccién de

DNA segun el protocolo de minipreps fenol (Apéndice 2). Una vez confirmada la
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correcta clonacién del gen GLT7 segln protocolo C (Apéndice 3), se realizd la

maxiprep (Apéndice 2).

Tabla 10. Relaciones vector- inserto en la ligacion del gen de GLT1 en el vector
__pGFP-MRCy-M1.

No de ligacion__ | Vector GFP-MRCy-M1 GLT1 relacion
1 0.019pmol 0.045pmol 1:.2.4
2 0.013pmol 0.056pmol 1:4.3
3 0.046pmol 0.011pmol . 4.2:1
4 0.019pmol -~ 1.0
5 -- 0.045pmol 0:1

4.4.5 Obtencion del vector pGFP-MRCy-SK1.

Este vector se construyé con la finalidad de disponer con un nimero mayor
de sitios de clonacidn en el vector pGFP-MRCy y como un paso previo a la

construccioén del vector pGFP-MRCy-SK2.

Se digirié el vector pBluescript-lII-SK con EcoRIi-Sacl (de tal forma que se
pugiera extraer la region del MCS: Sacl, BstXl, Sstil, Notl, Eagl, Xbal, Spel,
BamHI, Smal, Pstl, EcoRl) por 2 horas a 37°C. De la misma forma, se digirié el
vector de GFP-MRCy. Los productos de digestion se limpiaron en un gel de
agarosa al 2% segun lo indicado en el protocolo de “QIAEX gel purification®, y se
resuspendié en 20pl de H20. E! vector de GFP-MRCy se desfosforilé con 1ul de
fosfatasa de camardon en un volumen final de 12ul por 1 hora a 37°C y 20 minutos
a 65°C (para desactivar la enzima). Las ligaciones se realizaron en un equipo

BIOCHILLER a un volumen final de 20ul, a 16°C, durante 12 h, segun las
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relaciones de la Tabla 11 (todas las ligaciones llevan 1ul de ligasa + 2ul de
amortiguador de ligasa). Estas se utilizaron para transformar E. coli (tabla 4). De
las colonias obtenidas se hizo extraccién de DNA segun el protocolo de minipreps
fenol (Apéndice 2). Una vez confirmada la correcta clonacion del sitio de clonacion

multipie SK segun protocolo C (Apéndice 3), se realiz6 la maxiprep (Apéndice 2).

Tabla 11. Relaciones vector- inserto en la ligacién de SK en el vector de pGFP-MRCy.

No de ligacién Vector GFP-MRCy SK relacion
1 0.015pmol Spmol 1:300
2 0.015pmol —— 1:0

4.4.6 Obtencién del vector pGFP-MRCy-SK2.

Este vector se construyé con la finalidad de agregar un sitio de restriccion
en el vector de pGFP-MRCy en el extremo carboxilo de la GFP, de esta forma se
facilitara el trabajo cuando en un futuro se desee realizar las construcciones con la

proteina clonada del lado amino de los genes por estudiar.

Basandonos en las secuencia del promotor de GPD (Fig. 23), se disefiaron
los desoxioligonucledétidos que se muestran en la Figura 12, con el fin de agregar

un sitio de restriccién Bglll en el extremo 5’ de la secuencia de la GFP.
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Hindl11
SCATGATTACGCCAAGCTTGGCTGC® OLIGOS'.

Tm,;: 70.87

Bglll Ncol
YCGGATCCAGATCTCCCATGGTGAGCAAGGGC?Y OLIGO3'.
Tm,: 78.5
Tmy: 77.38

Figura 12. Desoxioligonucleétidos (oligo) 5'y 3' que se utilizaron para la amplificacion del
promotor de GPD en la que se afladi6é el sitio Bgll. Oligo §' es 100% idéntico a la secuencia
correspondiente en el extremo 5 del promotor de GPD. Oligo 3' que muestra ia secuencia
correspondiente al extremo 5’ de la secuencia codificante para la GFP, se muestra el sitio Bg/ 11 el
cual fué agregado.

La amplificacidon se hizo utilizando la técnica de PCR sobre DNA en el
plasmido de GFP-MRCy. Esta se realizé en un termociclador GeneAmp PCR
system 2400 (Perkin Elmer) segun el programa de amplificacion mostrado en la

Tabla 5.

CLONACION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION EN pGFP-MRCy.

El producto de PCR del promotor de GPD se limpié en un gel de agarosa al
1%, segun lo indicado en el protocolo de “QIAEX gel purification™. Se prepararon
segun el protocolo A (digiriendo Hindlll-Ncol). Las ligaciones se realizaron en un
equipo BIOCHILLER, a un volumen final de 10ul, a 16°C durante toda la noche. Se
utilizé 1 ul de ligasa + 1 ul del amortiguador de ligasa, por reaccién. Las ligaciones
se realizaron segun las relaciones de la tabla 12. Estas se utilizaron para
transformar E.coli (tabla 4). De las colonias obtenidas se hizo extraccién de DNA
segun el protocolo de minipreps fenol (Apéndice 2). Una vez confirmada la

correcta clonacidn del inserto segun protocolo C (Apéndice 3), se realizo la

maxiprep (Apéndice 2).
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Tabla 12. Relaciones vector- inserto en la ligacion del promotor GPD+8gll1
en pGFP-MRCy.

Ligacion | Vector (pGFP-MRCy) Inserto Relacién
1 0.0263 pmoles 0.0242pmoles 1:1
2 0.0263 pmoles 0.0484pmoles 1:2
3 0.0263 pmoles 0.1212pmoles 1:4.5
4 0.0263 pmoles -— 1:0

4.5 Secuenciacion de la regién 5’ de sGFP del vector de pGFP-MRCy.

Basandonos en la secuencia del promotor de GPD obtenida en
http://genome-www2.stanford.edu/, se diseiié el desoxioligonucledtido 3' uno (Fig.
15); basandonos en la secuencia del vector de la mutante S65T (Figura 8), se
diseilé el desoxioligonucleétido 3' dos (Figura 15). La secuenciacion se mando a

hacer en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologfa Celular, UNAM,

México DF.

STCGAAACTAAGTTCTTGGTG® OLIGO3'uno
Tm:60.9

5GCATCGCCCTCGCCCTCGCC® OLIGO3'dos
Tm:77.3

Figura 15. Desoxioligonucleétidos que fueron utilizados para secuenciar la region
comprendida entre el vector de GPD y sGFP.
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4.6 Transformacién de levadura.

Los vectores construidos en este trabajo, se utilizaron para transformar

levadura, se realizaron las combinatorias indicadas en la Tabla 14.

Tabla 14. Transformacién de levadura con los plasmidos construidos en este trabajo

plasmido pGFP- | sin | sin DNA
____\ pGFP-MRCy-H1 | pGFP-MRCy-H3 |pGFP-MRCy-T1
cepa

MRCy |DNA|enMMLeu

CLA3 X X X X X X
CLAO4 X
CLAOS X X X X X

En la primera fila se muestran los vectores construidos en este trabajo y dos
controles (transformaciéon sin DNA y transformacién sin DNA en MM
complementado con leucina), que fueron utilizados para transformar las cepas de

levadura que se muestran en la primera columna. Con cruces se muestran las

combinatorias realizadas.

4.7 Condiciones de crecimiento.

Cada una de las cepas se crecid6 en 100 mi de MM en matraces con
capacidad para 250 ml. En el caso de las tres cepas auxétrofas de leucina (leu2’),
se agregod 0.2 mM de leucina a cada cultivo. Los cultivos fueron inoculados a una
densidad Optica de 0.03-0.04 a 600 nm, e incubados a 30°C con agitacion
constante (a 250 rpm). Se siguié una curva de crecimiento cada dos horas hasta
las 48 h, de donde se determinaron las velocidades de duplicacién. Un cultivo

puesto en paralelo de cada cepa se centrifugé a 3,000 rpm por 5§ min cuando las
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células alcanzaron una densidad 6ptica de 0.3-0.4 a 600 nm. Se lavaron con H20

bidestilada, y se guardaron a —20°C.

4.8 Determinacion de la actividad enzimatica de GOGAT-NAD' y GDH-
NADP".

Para realizar los ensayos enzimaticos, se descongelaron los botones
celulares preparados como se describe en 4.7 y se resusﬁendieron en 1ml de
buffer de extraccién (Apendice 1), se rompieron mecanicamente con perias de
vidrio (trabajando siempre a 4°C), dando 5 ciclos de 1 min. en vortex por uno 1
min. en hielo. Las suspensiones obtenidas se centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C

por 20 min, recuperando el sobrenadante.

La actividad enzimatica de GDH-NADP* se determiné por el método de
Doherty (1970). La concentraciéon de sustratos en la reaccion fue: 2-oxoglutarato
5mM, NH4Cl 50mM y NADPH 0.14 mM, disueltos en amortiguador de Tris-Cl 1M,
pH=8 y ajustado a pH=7.2 con HCI. La actividad para esta reaccién se determina
por medio de dos testigos negativos, uno sin 2-oxoglutarato (m) y uno sin NHCI
(m3), las pendientes de los dos controles (a 340 nm) se suman y restan al ensayo

completo (m4, Figura 16), quedando:
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Myea) Abs min?' = m; — (M3 + m3)
Actividad Especifica = AE

AE = ((McatAbs min™')(6.22uM "' min))(alicuota en ml)(mg 'ml de proteina)

Figura 18. Férmulas utilizadas en la determinacion de la actividad especifica de GDH-
NADP’.

La actividad enzimatica de GOGAT-NAD' se determin6é por el método
descrito por Roon y cols (1974). La concentracién de sustratos en la reaccién fue:
2-oxoglutarato 5.5 mM, glutamina 5.5 mM y NADH 0.18 mM, disueltos en
amortiguador de Tris-Cl 1 M, pH=8 y ajustado a pH=7.2 con HCI. Se trabaja con
un testigo negativo, un inhibidor no competitivo de amidotransferasas que se
adiciona a ia mezcla (100ul, de azaserina 5 mM). La actividad especifica se
determina de la resta de la pendiente del testigo negativo (m) al tubo de ensayo

(m4)( fig.17) a 340 nm.

Myeal(Abs/min) = Il — My

AE = ((myca1Abs min')(6.22uM ' min))(alicuota en ml)(mg'ml de proteina)

Figura.17 Férmulas utilizadas en la determinacién de la actividad especifica de GLT-NAD",

4.9 Determinacion de proteina.
La determinacion se hizo segun la técnica descrita por Lowry (1951), se

usé como estandar albumina de suero bovino.
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4.10 Microscopia.

Las muestras se fijaron en una capa de agarosa al 1% y se observaron en
un equipo BioRad 1024 con laser de Kr-Ar, con lineas en 488, 568 y 647 nm y
microscopio invertido Nikon TMD 300.

5 DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS.

El vector de pGFP-MRCy, muestra algunas inconsistencias entre las
secuencias de restriccion obtenidas experimentalmente y las observadas en los
mapas de restriccion que nos proporciondé el Dr Rodriguez C. (fig. 18), por lo
anterior se decidid realizar un estudio bibliografico de este vector, capltulo 5.1.1 y
un estudio experimental, capitulo 6.5.2. Dentro de las inconsistencias observadas
(las cuales seran discutidas a detalle posteriormente) encontramos:

s EIl analisis con enzimas de restriccion no coincidié con el reportado (cap.

5.1.2).

¢ El vector de pGFP-MRCy (fig. 20) muestra un tamano distinto al esperado
tedricamente (analisis bibliografico, cap. 5.1.1) y el obtenido

experimentalmente (cap. 5.1.2).

Dado lo anterior, se decidi6é hacer una recaracterizacién del vector.
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5.1 Estudio del vector de pGFP-MRCy.

5.1.1 Revisién bibliografica del vector pGFP-MRCy.

El vector pGFP-MRCy es derivado del vector pJR1138 (LEU2), portando el
gen de ta GFP mutante S65T (Rodriguez, 1999).

En 1999, el Dr. Rodriguez C. publica: “el plasmido pJR1138 (no publicado)
es idéntico al pJR1136 (Yalovsky, 1997) pero contiene el mércador LEUZ2 en lugar
de TRP1" (Rodriguez ,1999).

En 1988, Gietz y Prakash publicaron: “el vector multicopia pJR1136 de
expresion para levadura, fué construido al ligar un fragmento de 3.4 Kb Hindlli-
Xbal del vector pG-3 (Schedena M,), con el vector parental YEplac112. Los sitios

BamHI-EcoRI pertenecientes al MCS fueron destruidos” (Gietz y Prakash 1988).

El gen de la GFP fue insertado EcoRI-Sal en el vector pJR1138
(Rodriguez, 1999y).

De lo anterior se extrapola que el vector pJR1138 de expresién para
levadura, fué construido por la ligaciéon de un fragmento de 3.4 Kb Hindili-Xbal del
vector pG-3, en el vector parental YEplac181 (Gietz y Prakash, 1988) (fig. 18) de
tal forma que se obtuvo el promotor GPD y el terminador PGK. Los sitios BamHI-
EcoRI pertenecientes al MCS fueron destruidos, dando como resultado el vector

pJR1138 (fig. 19).
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3.4Kb

L ]
1

I
Hindl11 EcoRl Sall
gamllll Sacl  Stop Xbal
Sma Kpni |Stop MCS
Kpni Srlnal Stop St
EcoRl BamH1 |Bamtil

YEplac 181
S741bp

oR ¥ 2569

Figura 18. Construccion del vector pJR1138. Se muestra el vector pG-3 del cual fue
extraido el fragmento de 3.4 Kb (promotor GPD y terminador PGK) comprendido entre Hindlll-Xbal.
También, se muestra el vector parental YEplac181 en el cual fue insertado el fragmento de 3.4 Kb
de pG-3, en la regién del MCS (este tiene los sitios de restriccion-Hindill, Sphl, Pstl, Saf, Xbal,
BamH\, Smal, Kpnl, Ssti, EcoRl).

La secuencia que codifica para la proteina verde no se sabe de donde se
obtuvo. El alineamiento de la regién §' de la secuencia de la mutante S65T de la
GFP (fig. 8), con la regién 3’ del resultado obtenido en la secuenciacién de ia
region comprendida entre el promGPD y la sGFP (cap. 5.1.3), nos indica que el
vector de pGFP-MRCy tiene la secuencia perteneciente a la mutante S65T de la
GFP. Esta secuencia se inserté en EcoRI-Safl (fig. 7), en el vector de pJR1138,

obteniéndose como resultado el vector pGFP-MRCy* (fig. 19).
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EcoR1 Sall

+ sGFP (mutante S65T) .

D

pGFP-MRCy*

Figura 19. Construccion del vector pGFP-MRCy*. Se muestra el vector pJR1138. A este se
le agreg6 la secuencia sGFP (secuencia codificante de la mutante S65T), en los sitios EcoRI-Sall,
dando como resultado el vector de pGFP-MRCy*.

En la figura 20 (péneles A y B, respectivamente), se muestra un analisis
comparativo entre el vector de pGFP-MRCy* (fig. 19) y el vector de pGFP-MRCy
(fig. 7). En el se puede ver la diferencia en tamafnos, el obtenido para pGFP-
MRCy* coincide mejor con lo observado experimentalmente (cap. 5.2). Para la
replicacion en levadura es necesario un origen de replicaciéon, el origen de
replicacién 2p que se observa en el vector de pGFP-MRCy*, podria ser el que
tiene el vector de pGFP-MRCy. Finalmente cabe resaltar que la region
comprendida entre el promGPD y sGFP, muestra una gran inconsistencia entre los

dos vectores con respecto a los sitios de restriccion sefialados. Dado lo anterior,
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se decidié hacer un analisis experimental del vector obtenido en el curso impartido

por el Dr. Rodriguez (1999,).

EcoR1

i BamH]1
A Neol Sall B BamHi Famt

sGFP promGPD} L. SGFP
Sacl Stop Sacl Stop
W ATG GTG.. e GAC GAG CTC ACT TAG ....ATG GTG.............. GAC GAG CTC ACT TAG
pGFP-MRCy* pGFP-MRCy
(~8.2Kb) (~7Kb)
2u lacZ AmpR

Figura 20. Comparacion entre el mapa del vector obtenido por el andlisis bibliografico (A) y
el mapa obtenido del grupo del Dr. Rodriguez (B).

5.1.2 Analisis de restriccién del vector de pGFP-MRCy.

Con el fin de conocer los diferentes sitios de restriccion con que contaba el

vector de pGFP-MRCy, se realizé un analisis con enzimas de restriccion.

En la figura 21, se puede observar que la digestion con las enzimas Ncol y
EcoRl linearizan el vector de pGFP-MRCy (carriles A y B, respectivamente). La
digestion Ncol-EcoRlI (carril D) muestra un fragmento de 750 pb aproximadamente
perteneciente a la secuencia de sGFP. De lo anterior se demuestra la existencia
del sitio Ncol mostrado en el vector pPGFP-MRCy" y del sitio EcoRl mostrado en

el vector pGFP-MRCy.




XABCDT;"dpb

Figura 21. Andlisis de restriccion del vector de pGFP-MRCy. A
(fragmentos A/Hindlll, GIBCO), esc. 100pb (escalera 100pb), A
(digestién con Ncol), B (digestion con EcoRl), C (digestién con Xhol) y
D (digestion Ncol-EcoRlI). En el recuadro se muestra una banda entre
700 y 800pb.

En la figura 22 panel B se muestra como con la digestién Ncol-EcoRl| (carril
1) se obtiene el mismo resultado que en la figura 21, carril D. Las digestiones
Ncoi-Bglll y Ncol-Sacl (carriles 2 y 3) nos muestran un fragmento de 750pb, lo
cual nos indica la existencia de los sitios Bg/ll y Sacl en el extremo carboxilo de 1a
secuencia sGFP. Por el tamafio obtenido de cada banda, se puede concluir que el
orden de Ios.sitios de restriccién en el vector de pGFP-MRCy es Sacl, Bgiil y
EcoRl| . En esta figura también se puede observar que las enzimas Smal y Kpnl
(carriles 7 y 8) no digieren al vector. En el panel A carril “a”, se puede ver que la

enzima de restriccidon Xhol no digiere. En el carril “b" la digestion Ncol-Spel
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lineariza el vector, en base a la digestién con Ncol mostrada en la figura 21 carril
A, donde vemos que esta enzima lineariza, podemos concluir que Spel no digiere,

finalmente en el carril “c”, se muestra que Bg/ll digiere este vector.

A A a b oo © d

B 1234 5L6789

IN

Figura 22, Anadlisis de restriccién del vector de pGFP-MRCy. A (fragmentos A/HindIlI), 100pb
(escalera 100pb). lzquierda, “a” (digestion con Xhol), “b” (digestién con Ncol-Spel), “c” (digestion con
Bglil), “d” (vector sin digerir). Derecha, 1 (digestién Ncol-EcoRl), 2 (digestion Ncol-Bgll), 3 (digestiéon
Ncol-Sacl), 4 (digestion Sacl-Smal), 5 (digestién Sacl-Kpnl), 6 (digestion Sacl), 7 (digestion Smal) , 8
(digestion Kpnl) y 9 (control sin digerir).

En la tabla 15 se muestra un resumen de las digestiones con una sola
enzima que se le practicaron al vector de pGFP-MRCy. En la figura 25 carril C, se

puede ver como con la digestion BamH| se obtiene una banda a 750pb, con lo
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cual se demuestra la existencia de estos dos sitios, como se muestra en el vector

de pGFP-MRCy (fig.20).

Tubla 15. Resumen del andlisis de restriccion con una sola
enzima que se le practicé al vector de pGFP-MRCy.

Enzima Patrén de digestién (aproximado)
Neol lineariza
EcoRl lincariza
Xhol Z s
Bglll lincariza
Sacl lincariza
Smal Z
Kpnl p4
Dral 3 bandas (5.5, 1.8 y 0.7 Kb)
Bsml Z
Pyull 2 bandas (5.5 y 2.5 Kb)
BamHI 2 bandas (7.2 y 0.75 Kb)
Xbal Lineariza
Miul Z
Clal 2 bandas (4.2 y 3.8 Kb)
Sall Z
Spel £

5.1.3 Secuenciacion de la regién comprendida entre el promGPD y la
sGFP.

Al existir duda acerca en la secuencia comprendida entre el promGPD y
sGFP, se secuencid esta region (figura 23). Se puede observar la existencia de
los sitios de restriccion BamH! (su isoesquisdmero Bstl) y Ncol, los cuales se
encuentran separados por una base. En la tabla 16, se muestra un resumen del

andlisis de restriccion que se le practicé a esta secuencia por medio del programa

DNAMANT1.
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1 Sspl
CCG CTT TTT AAG CTG GCA TCC AGA AAA AAA AAG AAT CCC AGC ACC AAAATA TTG TTT TCT
61

TCA CCA ACC ATC AGT TCA TAG GTC CAT TCT CTT AGC GCA ACT ACA GAG AAC AGG GGC ACA
121

AAC AGG CAA AAA ACG GGC ACA ACC TCA ATG GAG TCA TGC AAC CTG CCT GGA GTA AAT GAT

181 Muni

GAC ACA AGG CAA TTG ACC CAC GCA TGT ATC TAT CTC ATT TTC TTACACCTT CTA TTACCT
241 s

TCT GCT CTC TCT GAT TTG GAA AAA GCT GAA AAA AAA GGT TGA AAC CAG TTC CCT GAA ATT
301

ATT CCC CTACTT GAC TAA TAA GTA TAT AAA GAC GTG AGG TAT TGATTG TAA TTC TGT AAA

361 Drai

TCT ATT TCT TAA ACT TCT TAA ATTCTACTT TTATAG TTA TGCTTT TTT TTA GTITTA AAA
BamH1 A

421

Bstl Ncol
CAC CAAGAACTTAGT TTC GAC GGA TCC CCC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG TTC ACC
481

GGG GTG GTG CCC ATC CTG GTC GAG CTG GAC GGC GAC GTA AAC

Figura 23. Resultado de la secuenciacion de la region comprendida entre el promGPD y
sGFP. Se seflalan los sitios de restriccion comprendidos en esta region. Dentro del sitio de

restriccién Ncol, se puede observar el codén de inicio de la GFP.

Tabla 16. Andlisis de restriccion en DNAMAN1.

Enzima No de cortes sitio corte
BamHi 1 442 GOGATCC
Bsti 1 442 GBGATCC
Dral 1 414 TTTDAAA
Munl 1 190 CHAATTG
Ncol 1 449 COCATGG
Sspl 1 48 AATDATT
Enzimas Apal Bcml Bglll EcoRl EcoRV  Hindlll
que no Kpnl  Miut Psti Sacl Saif Smatl
cortan .

5.1.4 Conclusién en la caracterizacion del vector de pGFP-MRCy.

e La secuencia perteneciente al promotor de la gliceraldehido-3-fosfato-

dehidrogenasa de S. cerevisiae (http://gennome-www2.stanford.edu/), alinea
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con la secuencia (region 5’) mostrada en la figura 23, de lo anterior se
reconfirma que; el vector de pGFP-MRCy, contiene el promotor de la
gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenasa de S. cerevisiae.

La secuencia perteneciente a la mutante S65T (fig. 8), alinea en su extremo 5’,
con la secuencia mostrada (regiéon 3') en la figura 23, de lo anterior se concluye
que; el vector de pGFP-MRCy contiene la secuencia de Ia‘a mutante S65T de la
GFP. |

En las transformaciones de E.coli (DH10B, TB1 y DH5a), se utilizé como medio
de seleccién LB+carbenicilina, de aqui se puede concluir que; el vector de
pGFP-MRCy tiene la caja de resistencia para ampicilina.

Para que el vector con que se transformoé se duplique, se necesita de un origen
de replicaciéon, en base a lo anterior y al analisis bibliografico, se puede concluir
que el vector de pGFP-MRCy es portador del origen de replicacion 2u para
levadura.

Al realizar las transformaciones con las diferentes construcciones que portan el
vector de pGFP-MRCy en cepas con un genotipo leu2’, se observo que la
auxotrofia para leucina se estd complementando (cap. 5.4), de lo anterior se
concluye; el vector de pGFP-MRCy es portador del gen de LEU2.

Finalmentg. el estudio con enzimas de restriccion muestra que el vector de

pGFP-MRCy, posee los sitios de restriccion indicados en la figura 24.
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Sacl

) Sspl BamHl1 Bglll

Hindlll pq,,..1 (Bst]) EcoRl

Dral Ncol BamHI
promGP sGFP PGKiterm \

pGFP-MRCy
(~8.2Kb)

N AmpR LEU2 2p |

Figura 24. Vector conclusion.

Al encontrar que el numero de sitios de restriccion disponibles en este
vector para introducir cualquier secuencia de DNA era reducido, se decidié
construir los vectores pGFP-MRCy-M1 (para las construcciones con ia GFP
clonada en el extremo amino) , GFP-MRCy-SK1 y GFP-MRCy-SK2 (para las

construcciones con la GFP clonada en el extremo carboxilo).

5.2 CQNSTRUCCION DE LOS VECTORES.

La sintesis de todas las proteinas inicia con los ribosomas que se
encuentran libres en el citosol. En la ausencia de alguna sefial particular de
localizacioén, las proteinas seran liberadas en el citosol cuando la sintesis sea

terminada. La sefal mas comun de localizacion la encontramos en el extremo N-
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terminal, esta sefal no es parte de la proteina madura. En el extremo C-carboxilo
también tenemos sefales de localizacion (Lewin B, 2000). Dado lo anterior es
importante realizar la construccion con la GFP fusionada en el extremo amino de
la proteina de interés y la construccion con la GFP fusionada en el extremo
carboxilo. A continuacién se muestran la metodologia que se llevo a cabo para

fusionar la GFP en el extremo amino de la GDH1, GDH3 y GOGAT.

5.2.1 Fusion de GDH1 a la GFP (vector pGFP-MRCy-H1).

El la figura 25, se puede ver el mapa del vector de pGFP-MRCy-H1 y la
comprobacién de su correcta construccidn, en el carrii A se observa que la
digestion con BamHI, produce un fragmento de 2.1 Kb aprox. pertenecientes al
fragmento sGFP-GDH1. En el carril B, la digestion Sacl-EcoRI| produce una banda
de 1.36 Kb pertenecientes al gen de GDH1, también se puede ver la presencia de
otras 2 bandas, mismas que se ven en el control que se muestra en el carril D,
estas bandas podrian ser producto de una digestion parcial o por la actividad
estrella de alguna de las dos enzimas utilizadas. En el carril C, se presenta la
digestion con BamHi del vector de pGFP-MRCy (control), que muestra un
fragmento de 750 pb perteneciente solamente al fragmento de sGFP. En el carril
E, la digestion Sacl-EcoRI del vector de pGFP-MRCy no muestra ia banda de 1.36

Kb perteneciénte al gen de GDH1 (control).

51



2.1Kb
A — ~ B

1.36 Kb i

BamHI1 Sacli

EcoRl1

BamHl 7 A2 ABCDE

G
pGFP-MRCy-H1
~9.6 Kb

Figura 25. Vector de pGFP-MRCy-H1. Izquierda, se muestra el sitio donde fué cionado el
gen de GDH1 en los sitios Sacl-EcoR| del vector de pGFP-MRCy. Derecha, se muestra un gel de
agarosa al 1% con las diferentes digestiones por las cuales se comprobd la comrecta construccion
de este vector. Carril A, digestion con BamHI. Carril B, digestion Sacl-EcoRl. Carril C, digestién
con BamHl del vector de pGFP-MRCy (control). Carril D, digestion Saci-EcoRl del vector de pGFP-
MRCy (control). Carril E vector pGFP-MRCy sin digerir.

5.2.2 Fusién de GDH3 a la GFP (vector pGFP-MRCy-H3).

En la figura 26 se puede ver el mapa del vector de pGFP-MRCy-H3. Del
lado derecho en el carril 1, se observa que la digestion con BamHI, se obtiene un
fragmento de 2.1 Kb aproximadamente pertenecientes al fragmento sGFP-GDH3.
En el carril 2 la digestion Sacl lineariza el vector. En el carril 3, se puede ver como

la banda de 2.1 Kb que se muestra en el carril 1 perteneciente a la digestion

52



BamHI, es dividida por el sitio de restriccion Sacl que se muestra en el mapa del

lado izquierdo.

pGFP-MRCy-H3
~9.6 Kb

Figura 26. Vector de pGFP-MRCy-H3. lzquierda, se muestra el sitio donde fue ligado el
gen de GDH3 en los sitios Sacl-Bamiil del vector de pGFP-MRCy. Derecha, se muestra un gel de
agarosa al 1% con las diferentes digestiones por las cuales se comprobé la correcta construcciéon
de este vector. Carril 1, digestion con BamHI. Carril 2, digestién Sacl. Carril 3, digestion con Sacl-
BamHl\. Carril 4, control sin digerir.

5.2.3 Fusion de un sitio de clonacion miltiple al vector pGFP-MRCy.
Al vector de pGFP-MRCy, se le agregd un sitio de clonacién mulitiple
(materiales y métodos), con la finalidad incrementar el numero de sitios posibles

para la clonacién de las proteinas, en el lado amino de la GFP.
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En la figura 27, se puede observar en el panel A el mapa del vector pGFP-
MRCy-M1, en el panel B se muestra por una digestion Ncol-Xhol (tres carriles de
la derecha), la obtencién de una banda de 750 pb aprox. perteneciente al
fragmento de sGFP. Cabe mencionar que el sitio Xhol se encuentra dentro del

MCS.

1oopp A MCS

.. GFP-MRCy-MCS
~8.2Kb

Apr

Figura 27. Vector de GFP-MRCy-MCS. A, se muestra el sitio donde fue ligado el sitio de
clonacion multiple y el mapa de restriccion de la zona sGFP-MCS. B, se muestra un gel de agarosa
al 1% con la digestion Ncol-Xhol del vector de GFP-MRCy-MCS (tres carriles de la derecha). Carril
1 escalera 100pb. Carril 2 marcador de peso molecular A/ Hindlll.

5.2.4 Fusion de GLT71 a pGAL (vector pGALO1).

Como ya se explicd, la amplificacién por PCR de un gen tan grande como el
de GLT1 (6.438 Kb), puede provocar uno o mas errores en la secuencia del gen,
este error podria resultar en la pérdida de funcién de la GOGAT, por otro lado, en

estudios previos (no publicados) con la GOGAT, se tiene el antecedente de que la
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clonacion del gen de GLT1, necesita concentraciones altas del inserto. Por lo
anterior se decidi6 clonar este gen en un principio en el vector de pGAL, con el
cual pudiéramos complementar una Ag/t1 y asegurarnos de que el gen fuera
funcional. Los sitios de restriccién con que se cloné GLT1 en pGAL, nos servirian
para clonarlo posteriormente en pGFP-MRCy. De esta forma nos aseguramos de
que el producto de amplificacién fuera funcionalmente activo y al mismo tiempo se
estaba aumentando la concentracién y pureza de nuestro iﬁserto para la ligacion

en pGFP-MRCy-M1.

Dado que clonamos el gen en los sitios BamHl / BamHI , fué necesario
seleccionar la colonia que presentara la orientacién correcta del gen de GL717. En
la figura 28 se puede observar, en el panel A, el mapa del vector pGAL+GLT1,
panel B, se muestra el analisis de digestiébn con la enzima de restricciéon EcoRI en
los carriles 1,1'.3 y' 3’ encontramos el patron de digestion esperado, con bandas a
9.692, 4.255, 0.605 y 0.328 Kb. Por el contrario en los carriles 2 y 2' se puede
observar una banda extra a 1.255 Kb, este ultimo patrén se obtiene de la

orientacion incorrecta del gen de GLT1 en el vector de pGAL.
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A1 23 A 123

pGAL+ GLTI
14.8 Kb

Figura 28. Vector de pGAL-GLTT1. A, se muestran los sitios BamHi/BamHl donde fue
insertado GLT1. Los sitos EcoRl representan los cortes esperados en el andlisis de restriccion del
vector. B, se muestra un gel de agarosa al 1% con la digestion EcoRI del vector de pGAL+GLT1.
Carril 1 y 3 muestran la orientacién correcta del inserto de GLT1 (perteneciente al mapa de
laizquierda). Carril 2, muestran la orientacion inversa del inserto. En nimeros primos se muestra el
mismo ge!l pero modificado con PhotoShop para resaltar la bandas menores a las 1000pb.
Marcador de peso molecular A Hindlll.

Se seleccioné la construccion obtenida de la colonia 1 para transformar
levadura y ver si el gen de GLT17 era funcional. En la tabla 17, se muestran las
actividades de GOGAT obtenidas con esta construccion. Se puede ver que la
actividad para GOGAT se esta complementando (fila 2, CLAO4GAL), lo que nos
dice que nuestra proteina es funcional. En la ultima fila se puede ver que la

actividad especifica de GOGAT para la cepa sin complementar (CLAO4) en cero.
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Tabla 17. Actividad e: ifica de GOGAT del vector pGALO1 en la cepa CLAO4.

cepa ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3
CLAOAGAL 0.1 0.1 0.09
CLAO4 0.0 0.0 -

5.2.5 Fusién de GLT1 a la GFP (vector pGFP-MRCy:Tﬂ.

Una vez obtenido el vector de pGALO1 y después de haber comprobado
que la proteina codificante era funcional, se construyé el vector de pGFP-MRCy-
T1, el inserto se obtuvo del vector de pGALO1, por una digestion BamHI| / BamHl.
El la figura 29, se puede ver el mapa del vector de GFP-MRCy-T1 y su
correspondiente comprobacién. En el carril A se observa la digestion con BamHl|,
con la cual se obtiene 4 fragmentos de 8.420, 4.255, 1.420 y 0.605 Kb. En el carril
B, la digestién con Xbal, se esperaba obtener 4 fragmentos de 2.418 Kb, 1.119 Kb
y dos de los cuales no se conocia el tamafo, lo anterior debido a que no se
conoce la posicion exacta de corte de Xbal en el vector de pGFP-MRCy-M1, pero
solo se observaron 3 fragmentos de 10 Kb (aprox), 3.5 Kb (aprox.) y 1.119 Kb. La
explicacion se podria encontrar en la pérdida del sitio de restricciéon localizado en
2916 pb del gen de GLT1, si lo anterior fuera cierto, nos daria un fragmento de
3.537 Kb (de 498 pb a 4035 pb, fig. 30), que parece ser lo observado. En el carril
C se muestra como control la digestion del vector de pGFP-MRCy-M1 con la
enzima de restriccion Xbal, en esta digestion se puede confirmar la existencia del

sitio de restriccion en el vector.
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A A B C

GPD
pGFP-MRCy-T1
~14.7 Kb

ori

Figura 29. Vector de GFP-MRCy-T1. A, se muestra el MCS del vector pGFP-MRCy-M1,
donde fue insertado el gen de GLT1, en un sitio Bgfll que fue destruido al ligarse el inserto con
extremos BamH|. B, se muestra un gel de agarosa al 1% las diferentes digestiones por las cuales
se comprob6 la correcta construccion de este vector. Carril A, digestién con EcoRI. Carril B,
digestion Xbal. Carril C, vector pGFP-MRCy-M1 digerido con Xbal (control).

En la figura 30, se observa un diagrama que representa los diferentes
patrones de digestién esperados y los obtenidos. Como se puede ver en el panel
A, el gen de GLT1 cuenta con 3 sitios de restriccién EcoRl y el vector de pGFP-
MRCy-M1 cuenta con un sitio EcoRl en el costado 3' del sitio de clonacion de

GLT1.En el panel B, se muestra la pérdida del sitio de restriccién Xbal a 2916 pb.
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A

digestion fragmentos (pb)

EcoRl 8420, 605, 4255, 1420
B

digestién fragmentos (pb)

Xbal 3537,1119

4815‘!}%m338 EcoR]
i il |

Wﬂ—{ sGFP__ | GLTI_ Q1
GFP-MRCv-T1

49 035
promapD sGFP LT

GFP-MRCV-T]

Figura 30. Esquema con los sitios de restriccién del vector de pGFP-MRCy-T1 observados
en la figura 29. Se muestran dos tablas con lo tamafios aproximados de las bandas observadas
por las restricciones que se muestran en la derecha. A, EcoRt B, Xbal .

5.2.6 Fusion del sitio SK al vector pGFP-MRCy (vector pGFP-MRCy-

SK1).

Al vector de pGFP-MRCY se le agregé la region comprendida entre los

sitios Sacl-EcoRl del sitio de clonacién miiltiple del vector pBluescriptliISK, con la

finalidad de eliminar el sitio de restriccion Bgfll localizado rio abajo de la secuencia

sGFP y de esta forma poder construir el vector de pGFP-MRCy-SK2 el cual

portara un sitio Bgftl rio arriba de la secuencia sGFP, este vector, permitira en un

futuro realizar las construcciones del lado carboxilo.
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Figura 31. Vector de GFP-MRCy-SK. A, se muestra el lugar donde fué clonado el sitio de
clonacién multiple SK y el mapa de restriccion de la zona. B, se muestra un gel de agarosa al 1%
con las diferentes digestiones por las cuales fue comprobada la correcta construccién del vector.

Carriles 1-3 digestion Bglll. Carriles 4-6 digestion Smal.

En la figura 31 se muestra el mapa de restriccion del vector de pGFP-
MRCy-SK1, en el panel B, se puede observar en los carriles 1-3 la pérdida del sitio
de restriccion Bg/ll. En los carriles 4-6 se puede observar la linearizacion del
vector con la enzima Smal, la cual corta en la region agregada del sitio de
clonacion mulfiple SK. Una vez eliminado el sitio de restriccion BgAll, se procedié a

la construccién del vector de pGFP-MRCy-SK2.



5.2.7 Construccién del vector pGFP-MRCy-SK2.
Al vector de pGFP-MRCy-SK1, se le agregd un sitio de restriccion Bg/ll en
la region comprendida entre el promGPD y la secuencia sGFP, con la finalidad de

facilitar las construcciones del lado carboxilo que se podrian realizar en un futuro.

Hindlll

Bglll Ncol Sacl EcoRl

A A B C D E

sGFP

PGFP-MRCy-SK2

B

Figura 32. Vector de GFP-MRCy-SK2. A, se muestra la region que comprende el sitio de
restriccion agregado en el vector pGFP-MRCy-SK2. B, se muestra un gel de agarosa al 1% con las
diferentes digestiones con las que se comprobd la correcta construccion del vector. Carril A,
digestion Bgh-Hindlll del vector de pGFP-MRCy (control). Carril B, digestion BgM-Hindill del vector
de pGFP-MRCy-SK1 (control). Carril C, digestion Bgiil-Hindlll del vector de pGFP-MRCy-SK2.
Carril D, digestion Bglll-EcoRI del vector de pGFP-MRCy-SK2. Carril E, digestion EcoRi-Hindi del
vector de pGFP-MRCy-SK2,

En la figura 32, se puede observar en el panel A, el mapa de restriccion del
vector de pGFP-MRCy-SK2, en el panel B se muestra con diferentes digestiones,

la correcta construccién de este vector. En el carril A se puede observar que con la
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digestion Bgli-Hindlli del vector de pGFP-MRCy, obtenemos un fragmento de 1.4
Kb (aprox.), que comprende el promGPD y la secuencia sGFP. En el carril B se
puede observar la misma digestion que en A, pero en el vector de pGFP-MRCy-
SK1, al haber eliminado el sitio de restriccion Bglll, ahora solo lineariza. En el carril
C, se muestra nuevamente la misma digestion que en A y B pero ahora en el
vector de pGFP-MRCy-SK2, al haber insertado un sitio de restriccion Bg/ll en la
regién que se encuentra entre el promGPD y sGFP, se obse&a una banda de 650
pb perteneciente al promGPD. En el carrit D, por una digestion Bgl-EcoRI| se
obtiene la regién de sGFP y en el carril E por la digestion EcoRI-Hindlll, se
observé un fragmento de 1.4 Kb aproximadamente, que incluye el promGDP-

sGFP-SK.

5.3 TRANSFORMACION LEVADURA.

Con las construcciones antes descritas, se transformd levadura. La
transformacién de levadura nos permitird visualizar in-vivo, la localizacién
subcelular de las enzimas deseadas. En el primer renglon de la tabla 18, se
muestran las construcciones con la proteina verde del lado amino, el vector de la
GFP-MRCy y dos controles que se utilizaron para transformar las tres cepas de
levadura que se muestran en la columna de la izquierda. En esta tabla, se puede
ver por el numero de colonias obtenidas que la eficiencia de transformaciéon es

baja, pero suficiente para tener material para examinar al microscopio.
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Tabla 18. Transformaciones de levadura. Con nimeros se muestra el nomero de colonias

positivas obtenidas. Con una cruz (£) se muestran las combinatorias que no dieron colonias y con
una palomita (¥') las combinatorias que dieron mas de 100 colonias.

cConstrucciones
GFP-MRCy- | GFP-MRCy- GFP-MRCy- | GFP- sin ADN sin| en
GDH1a GDH3a GLT1a MRCy acarreador |MMLeu
Cepas
CLA3 15, 12 2,3 2 3,3 Z v
CLAG4 1,2 14, 11 7 v
CLAO5 6,8 3,8 9,8 Z v

Una vez obtenidas las transformaciones de levadura, es necesario medir la
actividad de GDH y GOGAT (segun el caso), para comprobar la obtencién de

productos funcionales.

5.4 Actividades de GDH Y GOGAT.

En la tabla 19 se muestran las actividades para GDH y GOGAT que fueron
determinadas para cada una de las transformantes de levadura que a continuacion
se mencionan. Este ensayo enzimatico se realizé con el fin de determinar si las

construcciones con que se transformoé levadura, generan productos funcionales.

En la ‘primera fila (misma tabla) se puede ver la actividad de GDH y
GOGAT, asi como el tiempo de duplicaciéon de la cepa CLA3 (leu2’), ésta fue
transformada con el vector de pGFP-MRCy, asi como con las construcciones que
incluyen los genes de GDH1, GDH3 y GLT1 (carriles 3-5, respectivamente). Las

transformantes se crecieron en MM. Podemos concluir que la auxotrofia para
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leucina se esta complementando; se puede observar que la utilizacién de las
quimeras de GFP, aparentemente no esta causando un efecto téxico (carriles 1-5).
Una vez confirmado lo anterior, se procedié a transformar las cepas que

presentaban la interrupcion de los genes de interés por estudiar.

Tabla 19. Actividad especifica (AE) de GDH y GOGAT. En la segunda columna se muestran las
cepas a las que se les determiné la AE de GDH y GOGAT (columnas 3 y 4, respectivamente) En la

columna de la derecha se muestran los tiempos de duplicacién.

tiempo de
Cepas AE GDH AE GOGAT duplicacion.
1 CLA3 1.641 0.047 254 h
2 CLA3GFP 1.895 0.062 2.15h
3 CLA3H1 1.945 0.0515 193 h
4 CLA3H3 1.897 0.0568 2.67 h
5 CLA3T1 1.462 0.0693 2.96 h
7 CLA3GFP 2.035 0.0533 267 h
8 CLAO4 1.61 0.00 278 h
9 CLAO4T1 1.47 0.0418 4.05h
10 CLAO4GFP 1.56 00 3.33 h
11 CLAOS 00 0.047 3.95h
12 CLAOSGFP 00 0.051 3.57 h
13 CLAOS5H1 0.49 0.064 297 h
14 CLAOSH3 0.46 ND 3.09 h

En el renglén 8 (tabla 19) se puede ver la actividad de GDH y GOGAT, asi
como el tiempo de duplicacién de ia cepa CLAO4, ésta presenta auxotrofia para
leucina y un genotipo Agit1. Como era de esperarse no presenta actividad para
GOGAT. En los renglones 9 y 10 se muestran los productos de transformacién de
CLAO4 con lé construccién que incluye el gen de GLT1 y el vector pGFP-MRCy,
respectivamente. Como era de esperarse CLAO4GFP no presenta actividad para
GOGAT. La cepa CLAO4T1 muestra actividad para GOGAT, lo anterior significa

que el producto del vector pGTF-MRCy-T1, el cual codifica para la quimera GFP-



GOGAT, con la proteina verde fusionada en su extremo amino terminal, es
funcional. El fenotipo de las cepas CLA04T1 y CLAO4GFP con respecto a CLAO4,
se puede deber a que la cepa CLAQ4 es auxdtrofa para leucina, por lo anterior se
crece en MM complementado con dicho aminoacido, por el otro lado las cepas
CLA04T1 y CLAOAGFP, las cuales se crecen en un medio MM, deben producir su

propia leucina.

En el renglon 11 misma tabla, se puede ver la actividad de GDH y
GOGAT, asi como el tiempo de duplicacién de la cepa CLAOS5, ésta presenta
auxotrofia para leucina y un genotipo Agdh1Agdh3. Como era de esperarse, no
presenta actividad para GDH, presenta un tiempo de duplicacibn mayor con
respecto a CLA3, lo anterior puede deberse a la interrupcion de la via de las
GDH's, en especial a la interrupciéon del gen de GDH1, la cual ya se habla
mencionado presenta fenotipo. En el renglon 12, se puede ver el producto de
transformaciéon de la cepa CLAOS con el vector pGFP-MRCy, en este caso no se
esta complementando actividad para GDH, el tiempo de duplicacién no varia
mucho con respecto a CLAOS. En los renglones 13 y 14 se esta complementando
actividad para GDH al transformar la cepa CLAOS con las construcciones que
incluyen al gen de GDH1 y GDH3, respectivamente. Se puede observar una
recuperacién'del fenotipo con respecto a CLA3, esta recuperacion era de
esperarse en la cepa CLAOS5H1, en la cepa CLAOSH3 la explicacion a la
recuperacion en el fenotipo puede encontrarse en el cambio de promotor, hay que

recordar que en estas dos construcciones las dos enzimas tienen el promotor de la
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gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenasa, el cual es un promotor fuerte y la sobre

expresion de las enzimas podria estar ayudando a ia recuperacion del fenotipo.

5.5. Observaciones al microscopio.

Con el objetivo de confirmar que las diferentes construcciones presentaran
fluorescencia y tratando de hacer una primera aproximacion en la determinacion
de la localizacion subcelular de las enzimas GDH1, GDHé y GLT1, las cepas

CLAO04T1, CLAOSH1 y CLAOSH3 se observaron al microscopio confocal y 6ptico.

En los tres casos se observa fluorescencia (fig. 33-35), las tres proteinas
parecen tener una localizacién citosdlica, sin embargo, es importante recordar que
este trabajo no puede dar resultados concluyentes sobre la localizacion subcelular
de las enzimas, para poder concluir con respecto a la localizacién, hacen faita las

construcciones con la proteina verde fusionada al extremo carboxilo.

En la figura 33, podemos ver tres imagenes de la cepa CLAOSH1, del lado
izquierdo se muestra una imagen del campo visible de las células observadas, en
las siguientes dos imagenes se muestran dos planos distintos del mismo campo
irradiados con el laser de luz azul (longitud de onda 480-560 nm). En estos dos se

puede observar que la proteina verde parece localizarse en el citosol.
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CLAO5HI1

visble "~ plano inferior plano medio

Figura 33. imégenes al microecopio confocal de la cepa CLAOSH1, obtenida por la
transformacion de la cepa CLAOS con el vector pGFP-MRCy-H1, el cual porta la secuencia que
codifica para el gen de GD#H1 con la GFP fusionada en ol extremo amino terminal.

CLAOSH3

A o
visible fluorescente

Figura 34. Imtgumdniuu‘eouoowcodoheipacma obtenida por
transformacion de la cepa CLAOS con el vector pGFP-MRCy-H3, dadpuhhmqn

codifica para el gen de GDH3 con la GFP fusionada en ol extremo amino terminal.




En la figura 34 podemos ver dos imagenes de la cepa CLAOSH3, del lado
izquierdo se muestra una imagen del campo visible de las células observadas, del
lado derecho se ve el mismo campo irradiado con el laser de luz azul (longitud de
onda 480-560 nm). En esta imagen, la proteina verde parece localizarse en el

citosol.

En la figura 35 podemos ver cuatro imagenes de la cepa CLAOST1, del lado
izquierdo se muestra una imagen del campo visible de las células observadas, en
las siguientes tres imagenes se muestran planos distintos del mismo campo
irradiados con el laser de luz azul (longitud de onda 480-560 nm). En estos se

puede observar que la proteina verde parece estar localizada en el citosol.

CLAO4T1

—
P

visible plano 1 plano 2 plano 3

Figura 35. Imagenes al microscopio confocal de la cepa CLAO4T1, obtenida por la
transformacion de la cepa CLAO4 con el vector pGFP-MRCy-T1, el cual porta la secuencia que
codifica para el gen de GLT7 con la GFP fusionada en el extremo amino terminal.
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6.CONSIDERACIONES FINALES.

En 1997 se reporta en S.cerevisiae la existencia de tres enzimas (GDH1,
GDH3 y GLTT1) que realizan la biosintesis del mismo aminoacido (glutamato),
realizando (al parecer) las dos GDH's la misma funcién (Avendafio y cols, 1997);
este parece ser un caso de redundancia genética tal como lo definen Howak y
cols, la redundancia genética es un proceso en el que dos 0 mas genes realizan la
misma funcién, y donde la inactivacion de uno de esos genes tiene un efecto nulo
o casi nulo sobre el fenotipo silvestre del organismo. La ausencia de GDH3 o
GLT1 por sl solos no causa auxotrofia por glutamato, siendo la mutante en GDH1
la unica que presenta fenotipo, pareciendo GDH3 ser redundante a GDH1. Este
antecedente trajo como consecuencia la necesidad por conocer la localizacién
subcelular de las proteinas implicadas en la biosintesis de glutamato. Una
localizacién subcelular diferencial podria dar una explicacion citolégica a la
rédundancia genética encontrada en S. cerevisiae, de aqui surge la necesidad por
implementar en el laboratorio, una metodologia que permita utilizar a la proteina
verde fluorescente para la localizacién subcelular de proteinas implicadas en la

biosintesis de glutamato en S.cerevisiae.

En este trabajo se presenta una descripcion detallada de la metodologia a
seguir para poder lograr una localizacién subcelular de proteinas en S.cerevisiae.

Esta incluye los diferentes pasos por los cuales se podra fusionar la GFP a la



proteina de interés por localizar. En la descripcion se incluyen los siguientes

puntos:

¢ Una descripcion del disefio que deberan tener los oligos con los cuales
se podra amplificar los genes de interés (secuencia complementaria al
gen de interés, sitio de restriccién y secuencia que complementara el

sitio de restriccidn).

+ Dos programas que podran ser utilizados para amplificar por la técnica

de PCR sobre DNA, los genes de interés (tablas 5 y 6).

» La técnica por la cual podran clonar los genes de interés en el vector

de GFP-MRCy.
¢ Tres opciones (TB1, DH10B y DH5a) para transformar bacterias.

s Un técnica por ia cual podran verificarse las diferentes clonas

bacterianas (minipreps fenol).

e Latécnica por la cual se podra determinar actividad de GDH y GOGAT.

e Las condiciones en que se deberan hacer las observaciones al

microscopio confocal.

Con lo anterior se cubre el objetivo planteado en este trabajo.
Adicionalmente se presenta una caracterizacion del vector de pGFP-MRCy, la cual

era absolutamente necesaria para su utilizaciéon. Se realiza la construccion de los
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vectores de pGFP-MRCy-M1, pGFP-MRCy-SK1 y pGFP-MRCy-SK2, que

facilitaran la obtencién de posteriores construcciones.

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos para las proteinas
GDH1, GDH3 y GLT1, con la proteina verde fluorescente fusionada en su extremo
amino terminal, desafortunadamente las observaciones realizadas al microscopio
confocal, no son concluyentes, para poder definir ia lo.calizaciOn subcelular
utilizando a la proteina verde fluorescente, en el caso en que se desconoce la
secuencia de localizacidn subcelular, es necesario realizar la fusion de la GFP en
el extremo amino y carboxilo terminal, de la proteina por localizar. En este trabajo
se comprobd que las construcciones con la GFP fusionada en el extremo amino
terminal complementan actividad de GDH y GOGAT. En estas se vié que la
proteina verde se expresa, pero cabe sefalar que si se quiere obtener resultados
concluyentes de localizacion subcelular, falta:

e En el caso de las enzimas GDH, no sabemos si la seflal de localizacion
se presenta en el extremo carboxilo terminal o en el extremo amino
terminal de la proteina (si es que la hay), con la construcciones que se
incluyen en este trabajo, podriamos estar interfiriendo la sefial se
localizacién y como consecuencia, con la localizacion normal de la

proieina.

o En el caso de la GOGAT, codifica en su secuencia nucleotidica para una
preproteina que estaria fusionada en el extremo amino terminal de la

GOGAT, se sospecha que esta preproteina podria estar dando un senal
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de localizacion, posteriormente seria procesada y la GOGAT podria
adquirir su conformacion activa. En este trabajo, no sabemos si lo que
estamos viendo es la localizacién de la preproteina o de la GLT7 con

todo y preproteina.

7. CONCLUSIONES.

e Se implementd en el laboratorio donde se reali'zé este trabajo, una
técnica para poder localizar subcelularmente, las proteinas implicadas
en la asimilacion de amonio y la biosintesis de glutamato en
S.ceravisiae.

e Se realizaron las construcciones que llevan a la GFP fusionada en su
extremo amino, de las enzimas que participan en la biosintesis de
glutamato.

e Las construcciones producen productos enzimaticamente funcionales.

e Las construcciones producen productos fluorescentes..

» Se caracteriz6 el vector de pGFP-MRCy.

8. PERSPECTIVAS.

Para realizar la correcta localizacién de las proteina mencionadas en este
trabajo, falta r;.ealizar las construcciones con la GFP fusionada al extremo carboxilo
terminal. Para realizar ese trabajo, se han construido el vector pGFP-MRCy-SK2,

al cual se le ha agregado un sitio de restriccién Bg/ll. Se recomienda utilizar este
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sitio (y posiblemente el sitio Ncol localizado 5’ de la GFP), para la clonacion de los

genes de GDH1, GDH3y GLT1.

ABREVIATURAS.

A.victoria Aequorea victoria

OTT D, L-ditiotreitol ‘

EDTA acido etilendiaminotetraacético .‘

E.coli Escherichia.coli

GDH glutamato deshidrogenasa

gdh1t mutante en GDH1

gdh3 mutante en GDH3

GFP green flourescent protein (proteina verde fluorescente)
GOGAT glutamina amida 2-oxoglutarato amidotransferasa / glutamato
GPD gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenasa.

GLT1 gen de la GOGAT

git1 mutante en GLT1

GS glutamino sintetasa

leu2 mutante en LEU2 auxotréficas para leucina

MM medio minimo para levadura

MM leu medio minimo para levadura complementado con leucina
MCS Sitio de clonacién multiple

NAD* adenina B-nicotinamida dinucleotido

NADP* adenina B-nicotinamida dinucleotido 3'-fosfato
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nm nandmetro

pb par de bases nucleotidicas

PCR polymerasa Chalin reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
promGPD promotor de la gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenasa.

S.cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

I origen de replicacién para levadura.

APENDICE 1.

Medio SOC.
Glucosa 20mM
Bacto tryptone 2%
Bacto yeast extract 0.5%
NacCl 10mM
KClI 2.5mM
MgSO, + MgCl, 10mM

Ajustar a un pH finalde 6.8 a 7.0

Medio LB.
Tryptona
Extracto de levadura
NaCl!

Medio MM.

Este medio consiste en una mezcla de sales, elementos y vitaminas segun la
férmula de la base nitrogenada para levadura (Laboratorios Difco, Detroit. Michigan) como
fuente de carbono se utiliz6 glucosa al 2% (p/v) y como fuente de nitrégeno se agrego
sulfato de amonio

Amortiguador de extraccién.

Fosfato de potasio 100 mM
EDTA 1mM
DTT 1/1000

ajustado a pH=7.5 con KOH
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APENDICE 2.
Minipreps fenol.
(Método de lisis alcalina).

La noche anterior poner un precultivo en 4 mi de medio Lb+carbenicilina.
Centrifugar a 3,000 rpm durante 5-8 min. (falcon).

Resuspender en 100 mi de solucion 1 , transferir a eppendorf y dejar 5 min. a
temperatura ambiente.

Agregar 200 m! de la soluciébn 2 fresca (recién preparada). Mezclar por
inversion y dejar 5 min. en hielo.

Agregar 150 ml de solucion 3 fria, mezclar por inversién y dejar 10 min. en
hielo.

centrifugar 10 min. a 14,000 rpm a 4°C y transferir el sobrenadante a un tubo
nuevo.

Agregar 1/10 de 1M Tris-HCI pH 8.0.

Agregar 1 volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (24:24:1).

Agitar en vortex por 15 segundos.

10. Centrifugar 2min. a 12,000 rpm.

11. Agregar 2.5 volimenes de EtOH 100% frio. Mezclar por invercion,

12. Incubar 10min. a temperatura ambiente.

13. Centrifugar 10min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar.

14. Lavar con EtOH 70% frio.

15. Centrifugar 10min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar.

16. Dejar secar a temperatura ambiente.

17. Resuspender en 40ul de H:0.

LN o O h b=

Solucion 1 Solucién 2 Soluciéon 3

50 mM glucosa 0.2N NaOH 5 M Acetato de potasio 60 mi

2 mM Tris-HCI (pH 8.0) 1% SDS Acido acetico glacial 11.5 ml

10 mM EDTA (pH 8.0) H.0 28.5
mi

Maxipreps.

(QIAGEN)

Cotejar el protocolo especificado por la compaiifa.

APENDICE 3.

1. Todas las digestiones de este trabajo se realizaron con enzimas de la
compafiia SIGMA, de acuerdo a lo indicado en sus protocolos.

Protocolo A. Preparacién de productos de PCR. .

1. Se digieren los extremos de las PCR segun los sitios de restriccion agregados
en los oligos con los que se amplifico.

2. Se precipita con 2.5 volumenes de ETOH y 1/10 del volumen final de NaAc 3 M
pH=5.2.
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3. Se resuspende en un volumen de H.O suficiente para que la concentraciéon
final de ADN este entre los 50y 100 ng.

Protocolo B. Preparaciéon de vectores.

El vector se digiere segun el sitio (6 sitios) en que se vaya a meter el inserto.
Se desfosforila con defosfatasa segun lo indicado en su protocolo.

Se precipita con 2.5 volimenes de ETOH y 1/10 del volumen final de NaAc 3M
pH=5.2.

Se resuspende en un volumen de H.O suficiente para que ia concentracion
final de ADN se encuentre entre los 50 y 100 ng.

> wno

Protocolo C. Verificacién de la correcta construccién ciocacion.

Una vez obtenido el DNA segun la técnica minipreps fenolo.

Hacer digestiones con enzimas de restriccion que permitan verificar la
existencia del inserto y su correcta clonacién.

Para verificar la existencia del inserto, se recomienda digerir con las enzimas
de restriccibn que se agregaron a los oligos.

Para verificar la correcta orientaciéon, se recomienda digerir con una enzima
que digiera dentro y fuera del inserto.

Correr en un gel de agarosa.

o A L b2
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