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i. RESUMEN 

i. RESUMEN 

En la levadura Saccharomyces cerevisiae dos isoenzimas glutamato deshidrogenasas 

NADP dependientes codificadas por GDH1 y GDH3 catalizan la síntesis de glutamato a 

partir de amonio y a-cetoglutarato. Aunque las vías de asimilación de amonio han sido 

estudiadas por muchos años, se conoce poco sobre la regulación transcripcional de los 

genes implicados en éstas. El objetivo de este trabajo fue analizar la regulación 

transcripcional de GDH1 con el fin de tratar de entender su papel en la biosíntesis de 

glutamato. Se construyeron fusiones GDH1-lacZ y se determinó la actividad de ¡3-

galactosidasa en células crecidas en glucosa o etanol en diferentes fuentes de nitrógeno. Se 

utilizaron cepas con mutaciones sencillas en GCN4, GLN3, GAT1, DALBO, M/G1,2, HAP2, 

HAP3, HAP4, GCN5, ADA2, ADA3, SPT3 y SNF2 para determinar el posible papel de cada 

uno de estos factores sobre la expresión de GDH1. Se observó que: 1) la expresión de 

GDH1 en etanol se encuentra controlada por un mayor número de factores, 2) la expresión 

de GDH1 está regulada por activadores transcripcionales que se habían considerado como 

exclusivos del metabolismo de nitrógeno (Gln3p y Gcn4p) o del metabolismo de carbono 

(complejo HAP), y 3) los complejos de remodelamiento de la cromatina juegan un papel en 

la expresión de GDH1. Este control de la expresión de GDH1 da como resultado un 

mecanismo de regulación fina que coordina la utilización de carbono como de nitrógeno. 
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ii. ABSTRACT 

ii. ABSTRACT 

In the yeast Saccharomyces cerevisiae, two NADP•-dependent glutamate dehydrogenase 

isoenzymes encoded by GDH1 and GDH3 catalyze the synthesis of glutamate from 

ammonium and a-ketoglutarate. Although the nitrogen assimilation pathways have been 

studied for many years, few things are kown about the transcriptional regulation of their 

genes. The main goal of the present study was to analyze GDH1 transcriptional regulation, in 

arder to understand its role in glutamate biosynthesis. Plasmid GDH1-/acZ fusions were 

constructed and ¡3-galactosidase activity was determinad in the cells grown on glucosa or 

ethanol and various nitrogen sources. Strains carrying null mutations in either GCN4, GLN3, 

GAT1, DALBO, M/G1,2, HAP2, HAP3, HAP4, GCN5, ADA2, ADA3, SPT3 y SNF2 were 

examinad for the possible role of these factors in GDH1 expression. Our results indicate 

that: 1) GDH1 expression is controlled by more transcriptional factors in ethanol-grown 

cultures, ii) GDH1 expression is controlled by transcriptional activators that have been 

considerad as exclusive of either nitrogen (Gln3p and Gcn4p) or carbon metabolism (HAP 

complex), and (iii) chromatin remodeling complexas play a role in GDH1 expression. The 

above described combinatorial control results in a refinad mechanism that coordinates 

carbon and nitrogen utilization. 
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1. La asimilación de amonio y la biosintesis de glutamato. 

El amonio y el nitrato son dos de las fuentes de nitrógeno más comunes para la mayoría de 

los microorganismos de vida libre. A pesar de que la mayor parte del nitrógeno presente en 

la biosfera se encuentra en estado gaseoso (N2), que es la forma más estable de este 

elemento, pocos microorganismos son capaces de asimilar el nitrógeno molecular en 

compuestos orgánicos. En todos los sistemas biológicos, la asimilación de nitrógeno en 

macromoléculas es esencial para el crecimiento, siendo el glutamato y la glutamina los 

donadores de nitrógeno para las reacciones biosintéticas. Así pues, la mayoría de los 

organismos procariotes y eucariotes tienen mecanismos de control específicos que les 

permiten obtener un suministro constante de nitrógeno. 

En el hábitat natural de la levadura Saccharomyces cerevisiae se pueden encontrar 

una gran variedad de fuentes de nitrógeno (Cooper, 1982); sin embargo, no todas éstas 

permiten un crecimiento óptimo. El amonio, la glutamina y la asparagina son buenas fuentes 

de nitrógeno mientras que la prolina, la alantoína, el ácido gamma-aminobutírico y la urea 

resultan pobres como fuentes de nitrógeno. Para que un compuesto sea usado como fuente 

de nitrógeno, la levadura tiene que convertir la molécula en glutamato y glutamina; ya que 

estos dos amino ácidos sirven como donadores de nitrógeno para la síntesis de todos los 

demás compuestos que contienen nitrógeno en la célula (Magasanik, 1992). Tanto el 

glutamato como la glutamina pueden sintetizarse en forma directa usando el amonio como 

grupo donador de amino. La glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP+ (NADP­

GDH) convierte el amonio y el a.-cetoglutarato en glutamato (~ol~er y Schneider, 1957); por 

su parte, la glutamino sintetasa (GS) produce glutamina a partir de amonio y glutamato 

(Mitchell y Magasanik, 1983) (Figura 1). Por lo anterior se entiende que todas las fuentes 

nitrogenadas se degradan para dar finalmente amonio o glutamato, este último es 

eventualmente convertido en amonio y a.-cetoglutarato por acción de la glutamato 

deshidrogenasa dependiente de NAO+ (NAD-GDH) (Cooper, 1982; Magasanik, 1992). 

Durante el crecimiento en glutamato, la GS produce glutamina usando el amonio generado 

por la NAD-GDH (Magasanik, 1992). Cuando la glutamina es la única fuente de nitrógeno, el 

glutamato es producido por acción de la glutamato sintasa (GOGAT) o la NADP-GDH (Roon 

et al., 1974; Magasanik, 1992; Cogoni et al., 1995). 
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NAOPH ATP 

NH/ GDH1, GDH3 NAOP+ NH/ AOP+Pi 

~ 
a.-cetoglutarat~ glutamato 

,í~\ 
glutamina 

GLN1 

NH4 + GDH2 NAO+ 
NAOH 

GOGAT 

NAO+ GLT1 NAOH 

Figura 1. Metabolismo central de nitrógeno en Saccharomyces cerevisiae. 

En S. cerevisiae, además de la NADP-GDH codificada por GDH1 y la GOGAT, que 

es producto del gen GL T1, existe una tercera ruta para la biosíntesis de glutamato 

constituida por una isoenzima de NADP-GDH codificada por el gen GDH3 (Avendaño et al., 

1997). Por lo tanto, para obtener un auxótrofo total de glutamato es necesario inactivar 

simultáneamente a GDH1, GDH3 y GL T1. 

La existencia de la GOGAT como una ruta alternativa para la biosíntesis de 

glutamato fue demostrada por Tempest et al. (1970). Desde entonces se propuso que el 

papel del ciclo GS/GOGAT podria ser la asimilación de amonio y la biosíntesis de glutamato 

en condiciones de limitación de amonio, debido a que la afinidad de la GS por amonio es 1 O 

veces mayor que aquella que exhiben las GDHs de varios organismos. Lo anterior resultó 

ser cierto para el caso de Klebsiella aerogenes (Senior, 1975). Sin embargo, en otros 

microorganismos como S. cerevisiae y Neurospora crassa, la NADP-GDH se usa para la 

incorporación de amonio tanto en condiciones de exceso como de limitación de nitrógeno 

(Folch et al., 1989; Lomnitz et al., 1987). 

En Escherichia coli se ha propuesto que el ciclo GS/GOGAT puede tener por lo 

menos dos funciones, que no pueden ser sustituidas por la vía GDH. La primera es que el 

ciclo GS/GOGAT asimila el amonio en moléculas orgánicas cuando la concentración externa 
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de amonio es baja y la célula no está en condiciones de limitación de energía (Reitzer y 

Magasanik, 1987; Helling, 1994), mientras que la segunda consiste en que el ciclo regula las 

cantidades intracelulares de glutamina (Reitzer y Magasanik, 1987). El trabajo de Helling 

(1994) en Escherichia co/i sugiere que la vía GDH tiene un papel importante en la síntesis 

de glutamato en condiciones de exceso de amonio y limitación de energía, al tener un costo 

energético menor al del ciclo GS/GOGAT; mientras que éste es responsable de la síntesis 

de glutamato cuando el contenido energético es alto o cuando la concentración de amonio 

es limitante. 

2. Control transcripcional del metabolismo de nitrógeno en Saccharomyces 

cerevisiae 

2.1. Represión catabólica nitrogenada 

La levadura S. cerevisiae utiliza selectivamente las fuentes de nitrógeno que le permiten un 

mejor crecimiento por medio de un mecanismo llamado represión catabólica nitrogenada. 

Cuando se adicionan buenas fuentes de nitrógeno como la glutamina, la asparagina o el 

amonio a un cultivo de levaduras que crecen con alguna fuente de nitrógeno pobre, la 

transcripción de algunos de los genes responsables de la utilización de estas fuentes pobres 

se reprime, a la vez que sus productos correspondientes se inactivan y se degradan (Wiame 

et al., 1985; Magasanik, 1992). A la respuesta fisiológica de inactivar la expresión génica 

como respuesta a la presencia de una buena fuente de nitrógeno en el medio se le conoce 

como represión catabólica nitrogenada (NCR:"nitrogen ~atabolite repression") (Cooper y 

Sumrada, 1983). La respuesta NCR es característica de genes catabólicos; sin embargo, no 

se observa en genes biosintéticos o en aquellos que se requieren independientemente de la 

fuente de nitrógeno (Cooper, 1982). 

2.2. Regulación por nitrógeno: las secuencias blanco y los factores transcripcionales 

La regulación del metabolismo nitrogenado está mediada, principalmente, por factores 

transcripcionales que reconocen sitios en el DNA denominados UASNTR (UAS: ''!,~pstream 

ªctivating §equence", NTR: "ni1rogen regulated") o secuencias GATA, cuya secuencia 

consenso es 5'-GAT(T/A)A-3'. Estos blancos son necesarios y suficientes para la regulación 

por NCR (Cooper et al., 1989). Un sitio UASNTR en combinación con otro elemento en cis 

puede también mediar la respuesta NCR. Además, cuando un sitio UASNTR funciona en 
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combinación con otro sitio presente en el DNA, las respuestas regulatorias observadas son 

una combinación de las características derivadas tanto del sitio UASNrn como del sitio no 

relacionado (Rai et al., 1995). 

Hasta el momento, existen cuatro factores transcripcionales que se unen a estas 

secuencias UASNrn: Gln3p y Gat1/Nil1p son dos factores que se han identificado como 

activadores (Blinder y Magasanik, 1995; Coffman et al., 1996; Minehart y Magasanik, 1991 ), 

mientras que para Dal80p/Uga43p y Deh1p/Gzf3p se ha visto una función represora 

(Cunningham y Cooper, 1991; Daugherty et al., 1993; Cunningham et al., 1994). La 

mutagénesis a saturación del sitio UASNrn del gen que codifica para la permeasa de 

alantoato ha demostrado que existe una gran flexibilidad en cuanto a las posibles 

secuencias nucleotídicas que pueden llevar al cabo su activación (Bysani et al., 1991 ). En 

una secuencia de 15 pb, 37 de las 60 mutaciones posibles permiten una actividad 

transcripcional alta. Este resultado va de acuerdo con la gran variedad de secuencias 

UASNrR homólogas que se han encontrado en los promotores de los genes del metabolismo 

de nitrógeno. Además, la secuencia auxiliar 5'-TTG(T/G)T-3' localizada inmediatamente río 

arriba del sitio UASNrn es importante para la activación transcripcional de los genes GAP1, 

GLN1 y GDH2, mediada por Gln3p (Rai et al., 1995; Stanbrough et al., 1995). 

2.2.1. Los activadores: Gln3p y Gat1p 

Gln3p fue el primer regulador transcripcional de los genes del metabolismo de nitrógeno que 

fue clonado y se secuenciado (Minehart y Magasanik, 1991 ). La secuencia deducida es de 

730 aminoácidos y contiene un solo dedo de zinc Cys2/Cys2 en la región 306-330 que tiene 

homología con el producto del gen NIT2 de N. crassa, AreA de Aspergil/us nidulans y el 

factor de transcripción eritroide específico GATA-1 (Minehart y Magasanik, 1991). Gln3p se 

une a las UASNrR de GLN1, GDH2, PUT1, UGA4, DAL3 y CAN1 en S. cerevisiae (Minehart y 

Magasanik, 1991; Blinder y Magasanik, 1995; Cunningham et al., 1996). 

Gat1p es un activador transcripcional de 510 aminoácidos, homólogo de Gln3p. La 

expresión de GA T1 es dependiente de Gln3p, regulada por DalBOp y sensible a represión 

catabólica nitrogenada. La actividad de Gat1 p sólo es evidente en un fondo genético ure2" y 

hasta el momento no se ha detectado ninguna ventaja regulatoria en una célula que expresa 

tanto Gln3p como Gat1 p. La expresión total, independiente del inductor de los genes NCR, 

requiere de ambos activadores; sin embargo, la contribución específica de cada factor en la 

activación transcripcional depende del gen que esté siendo regulado (Coffman et al., 1996). 

Por ejemplo, para activar la expresión de GAP1, Gln3p y Gat1 p usan los mismos sitios 5'-
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GATAAG-3', aunque la sensibilidad de los elementos UASNTR de GLN1, GDH2 y GAP1 por 

uno u otro activador varía considerablemente (Stanbrough et al., 1995). Los tres genes 

responden a la activación por Gln3p, pero la UASNTR de GDH2 es insensible a Gat1 p. 

Además, la UASNrn de GLN1 no responde tan bien a Gat1p como las dos secuencias 5'­

GATAAG-3' que se encuentran en el promotor de GAP1. 

2.2.2. Los represores: DalBOp y Deh1p 

Gln3p y Gat1 p no son los únicos factores de transcripción que pueden unirse a los 

elementos que contienen la secuencia 5'-GAT(T/A)A-3'; se ha demostrado que la proteína 

Dal80p también puede unirse a estas zonas (Cunningham y Cooper, 1993). Como en Gln3p, 

la estructura primaria de Dal80p contiene un motivo de dedo de zinc, además de un "zipper" 

de leucinas putativo, y se ha demostrado que la proteína dimeriza en ensayos de doble 

híbrido. Aún más, para que Da180p reconozca los sitios URSGATA (URS: "ypstream 

repressing §.equence") y pueda unirse, requiere de la presencia de dos elementos GATA 

separados por 15-35 pb y orientados cola con cola o cabeza con cola, lo cual sugiere que la 

dimerización es un proceso importante para este factor transcripcional (Cunningham y 

Cooper, 1991; 1993). La expresión del gen DALBO es sensible a represión por nitrógeno y su 

promotor contiene 12 secuencias homólogas a las UASNTR· A su vez, la proteina codificada 

por DALBO reprime a una serie de genes del metabolismo de nitrógeno dependientes de un 

cierto inductor. No todos los genes dependientes de Gln3p se regulan por el producto de 

DALBO, tampoco el caso contrario resulta completamente cierto (Daugherty et al., 1993). 

Estas diferencias en la regulación pueden deberse a constantes de asociación distintas, o 

bien a la espaciación de los distintos elementos GATAA (Cunningham y Cooper, 1993). 

DEH1 es el cuarto gen cuyo producto es homólogo de Dal80p, Gat1 p y Gln3p. La 

mayor similitud se presenta entre Deh1 p y Dal80p, los cuales conservan el dedo de zinc de 

la familia GATA y el "zipper" de leucinas. Además, la región promotora de DEH1 contiene 

once secuencias GATA y puede, por lo tanto, estar regulada por otros miembros de esta 

familia (Coffman y Cooper, 1997). Estos datos sugieren que Deh1p puede funcionar como 

un regulador negativo adicional de los genes sensibles a NCR, y a su vez ser controlado a si 

mismo por los factores de la familia GATA. Se piensa que DEH1 antagoniza la función de 

GAT1, compitiendo por los mismos sitios de unión al DNA (Stanbrough et al., 1995). Tanto 

Deh1p como Dal80p carecen de la región acídica de activación transcripcional presente en 

Gln3p y Gat1 p. 
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2.3. La vía TOR y la regulación de la expresión génica en respuesta a los nutrientes 

El crecimiento normal de una célula requiere que ésta ajuste su actividad metabólica en 

respuesta a la disponibilidad de nutrientes y a otras señales ambientales. Existen 

mecanismos específicos de transducción de señales que permiten a las células percibir e 

integrar estas señales y establecer o mantener niveles apropiados de expresión. Una vía de 

transducción de señales que es usada en todos los organismos eucariotes es fa vía de fa 

cinasa blanco de rapamicina (TOR: "Iarget Qf Bapamycin kinase pathway"). S. cerevisiae 

presenta dos genes TOR, TOR1 y TOR2, y los productos de ambos son inhibidos por el 

complejo FKBP/rapamicina. El tratar fas células con rapamicina da lugar a una serie de 

efectos parecidos a los que se observan durante fa privación de nutrientes. Estos efectos 

incluyen la inhibición de fa síntesis de proteínas, la acumulación de glucógeno, el arresto en 

la etapa G1/S del ciclo celular, el inicio de la autofagia y fa inhibición de fa biogénesis 

ribosomal (Schmelzle y Hall, 2000; Raught et al., 2001 ). 

La expresión de cientos de genes se ve afectada cuando la función de TOR es 

inhibida por rapamicina. Entre ellos se encuentran los genes que participan en la biosíntesis 

de proteínas, en la glucólisis, en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y en el metabolismo de 

nitrógeno (Cardenas et al., 1999; Hardwick et al., 1999). Por lo tanto, una función importante 

de TOR parece ser la de coordinar la transcripción de genes implicados en distintas vías de 

respuesta celular a nutrientes. 

El mecanismo molecular mediante el cual la vía de TOR controla la expresión de 

varios genes del metabolismo de nitrógeno se basa en cambios en la localización subcelular 

de Gln3p y Gat1p (Beck y Hall, 1999) (Figura 2). En presencia de una buena fuente de 

nitrógeno, Gln3p se encuentra secuestrado en el citoplasma por la asociación con la 

proteína Ure2p, la cual ha sido previamente identificada como un regulador negativo de la 

función de Gln3p (Courchesne y Magasanik, 1988). La formación del complejo Gln3p-Ure2p 

depende de la inhibición de la fosfatasa Sit4p y requiere de la proteína Tap42, que es 

regulada por TOR (Jiang y Broach, 1999; Beck y Hall, 1999). Al tratar las células de levadura 

con rapamicina, o con un medio pobre de nitrógeno, Gln3p se desfosforila y disocia de 

Ure2p, por lo que puede traslocarse al núcleo donde activa a sus genes blanco (Beck y Hall, 

1999). 
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Figura 2. Modelo de regulación de Gln3p via TOR. En respuesta a nutrientes (buenas 

fUentes de nitrógeno), TOR promueve la formación del complejo GLN3-URE2 por medio de 

la fosforilación de Gln3p y la inhibición mediada por TAP42 de la fosfatasa SIT4. De esta 

manera se previene la acumulación de GLN3 en el núcleo y, por lo tanto, la transcripción de 

los genes que participan en el catabolismo de fuentes de nitrógeno pobres (Modificado de 

Beck y Hall, 1999). 
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3. La vía del control general de la biosíntesis de aminoácidos. 

En la levadura S. cerevisiae, la privación de un sólo aminoácido es suficiente para inducir la 

transcripción de más de 50 genes que codifican para: 1) las enzimas de varias de las vfas de 

biosíntesis de aminoácidos, il) las aminoacil tRNAs sintetasas, y iil) las enzimas de la 

biosíntesis de purinas. Dado que la respuesta que se observa no es específica de la vía del 

aminoácido limitante, este sistema de regulación genética lleva el nombre de control general 

de la biosíntesis de aminoácidos (Hinnebusch, 1992). 

La limitación de aminoácidos tiene como resultado la síntesis del factor de 

transcripción Gcn4p, que induce de 2 a 1 O veces la transcripción de los genes cuya 

expresión regula (Hope y Struhl, 1986). Por medio de un análisis de mutagénesis de 

saturación en la región blanco para Gcn4p del promotor de HIS3, se ha identificado la 

secuencia consenso 5'-ATGA(C/G)TCAT-3' que es necesaria para la respuesta a este 

sistema general de control (Hill et al., 1986). Mientras que algunos genes tales como HIS3 o 

TRP4 se regulan por la presencia de varios elementos GCN4 en su promotor, la presencia 

de una sola caja GCN4 es esencial y suficiente para la regulación de AR04 por Gcn4p 

(Hinnebusch, 1992). 

La expresión de GCN4 está regulada a nivel del inicio de su traducción, ya que la 

presencia de cuatro uORFs en la región líder del mRNA previenen que la traducción 

empiece en el codón de inicio de GCN4 (Figura 3). Cuando las células crecen en presencia 

de todos los aminoácidos, los ribosomas traducen el primer uORF, reinician en los uORFs 2 

a 4 y no pueden reconocer del codón de inicio de traducción de GCN4. En células privadas 

de algún aminoácido, los ribosomas que ya han traducido el primer uORF reinician en el sitio 

de inicio de traducción de GCN4, dando como resultado una alta expresión de la proteína. 

La inactivación por deleción de los cuatro uORFs o la mutación de los cuatro codones de 

inicio presentes en la región líder del mRNA de GCN4 tienen como resultado una alta 

expresión de Gcn4p en condiciones de no privación de aminoácidos (Hinnebusch, 1997). 
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Figura 3. Modelo del control traduccional de GCN4 por medio de la fosforilación de 

e1F-2a por la proteína cinasa GCN2. Los uORF1 y uORF4 y la secuencia codificadora se 

muestran sobre el mRNA de GCN4, encerrados en recuadros. Por simplicidad en el 

esquema no se esquematizan los uORF2 y uORF3. Las subunidades ribosomales 408 se 

presentan en gris cuando están asociadas con el complejo ternario compuesto por elF-2, 

GTP y Met-tRNA;Met, y por lo tanto están listas para reiniciar la traducción. Se muestran en 

blanco las subunidades ribosomales 405 que carecen del complejo ternario y que, por lo 

tanto, no pueden reiniciar la traducción. En los ribosomas 805 que estan traduciendo el 

uORF1, uORF4, o a GCN4, se representa la síntesis peptidica por medio de una cola que 

sobresale de la subunidad 605. En el panel de la izquierda, se ejemplifican las subunidades 

ribosomales 408 y 605 que se disocian del mRNA después del terminador del uORF4. 

También se señalan los genes que codifican para las subunidades que componen los 

complejos elF-2a y elF-28. GCN1 y GCN20 son reguladores positivos de la actividad de 

cinasa de GCN2 (Modificado de Hinnebusch, 1997). 
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La regulación traduccional de GCN4 depende de la cinasa Gcn2p, la cual contiene el 

dominio de cinasa en su extremo amino terminal y en su extremo carboxilo terminal el 

dominio de aminoacil tRNA sintetasa (Roussou et al., 1988; Wek et al., 1989). En 

condiciones de privación de aminoácidos, los tRNAs no cargados se unen al dominio de 

aminoacil tRNA sintetasa de Gcn2p, activando el dominio de cinasa de esta proteína. 

Gcn2p responde fosforilando la subunidad a del factor elF-2 de inicio de traducción. El elF-2 

fosforilado inhibe la traducción de la mayor parte de los mRNAs por medio de la inhibición 

de la actividad de intercambio de guanina de elF-28, que cataliza el intercambio de GDP por 

GTP de elF-2 después de cada ronda de inicio. Dado que sólo la forma de elF-2 que lleva 

unido el GTP puede llevar al tRNAMat al ribosoma, una modificación de la actividad de elF-28 

da como resultado una menor cantidad de elF-2 activo (Wek et al., 1995). La reducción de 

los niveles de actividad de elF-2 es lo que permite que los ribosomas pasen a través de los 

uORFs presentes en la región 5' no traducida de GCN4 sin volver a unir un tRNAM•• iniciador 

cargado. Por lo tanto, el reinicio en estos uORFs no se presenta, lo que permite que el 

codón de inicio de GCN4 sea reconocido y traducido (Figura 3). 

Existen por lo menos 12 genes más que participan en la transmisión de la señal de 

falta de aminoácidos que pasa a través de Gcn2p y que tiene como resultado la regulación 

de la traducción de GCN4. Por ejemplo, las mutaciones que inactivan a las proteinas 

codificadas por GCN1 y GCN20 resultan en una reducción (GCN20) o ausencia (GCN1) de 

la fosforilación de elF-2a por Gcn2p. Se sabe que Gen 1 p y Gcn20p se encuentran 

físicamente asociados entre ellos y que ca-sedimentan con los polisomas y con los 

ribosomas SOS. Ambas proteínas presentan similitud con el factor de elongación EF3, una 

proteína esencial que estimula la unión del complejo ternario EF1 a.-GTP-aminoacil tRNA al 

sitio A del ribosoma y libera el tRNA del sitio E del ribosoma (Hinnebusch, 1997). Tanto 

Gcn1 p como Gcn20p se requieren para mediar e incrementar la actividad de cinasa de 

Gcn2p en presencia de tRNAs no cargados. 

4. Consideraciones acerca de la regulación por carbono en levadura. 

La levadura S. cerevisiae es un organismo anaerobio facultativo, lo que significa que puede 

crecer bajo condiciones tanto aerobias como anaerobias. Puede utilizar una gran variedad 

de mono-, di-, y oligosacáridos, etanol, acetato, glicerol, piruvato y lactato como fuentes de 

carbono. La glucosa es la fuente de carbono preferida, ésta se metaboliza 

fermentativamente mediante la via Embden-Meyerhof, resultando en la formación de etanol. 

En presencia de glucosa, independientemente de la concentración de oxigeno, se encuentra 
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reprimida la síntesis de las enzimas necesarias para la utilización de disacáridos (sacarosa y 

maltosa) o galactosa, para el crecimiento en fuentes de carbono no fermentables (etanol, 

acetato, glicerol, piruvato y lactato) y para el desarrollo mitocondrial. Tan pronto como la 

glucosa se consume, ocurre la inducción de las enzimas necesarias para la respiración, así 

como de los componentes de la cadena de transporte de electrones. Este cambio 

metabólico ocurre, en presencia de oxígeno, cuando la levadura empieza a utilizar el etanol 

producido con anterioridad. La completa oxidación del etanol a dióxido de carbono y agua 

requiere de la participación del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) y del ciclo del 

glioxilato (Dickinson, 1999). 

S. cerevisiae posee una serie de mecanismos que le permiten utilizar de manera 

eficiente la glucosa sobre cualquier otra fuente de carbono presente en el medio. Uno de 

estos mecanismos consiste en la represión de la transcripción de aquellos genes cuyos 

productos no son necesarios en las células que crecen en presencia de glucosa. A este 

mecanismo de represión de algunos genes en presencia de una mejor fuente de carbono, 

como la glucosa, se le conoce como represión catabólica por carbono o represión por 

glucosa. 

4.1. Algunos de los elementos del sistema de regulación por carbono 

4. 1. 1. Los represores 

La represión de la expresión de los genes en presencia de glucosa se ejerce principalmente 

a través de Mig1 p y Mig2p. Estos factores transcripcionales reconocen en el DNA una 

secuencia rica en GCs (Lutfiyya y Johnston, 1996). Mig1 p y Mig2p reprimen la expresión de 

sus genes blanco por medio del reclutamiento de dos represores generales de la 

transcripción: Ssn6p y Tup1p (Treitel y Carlson, 1995). 

La función de Mig1 p está regulada por su localización intracelular; en ausencia de 

glucosa este factor transcripcional se localiza en el citoplasma, mientras que la presencia de 

glucosa provoca que la proteína se mueva hacia el núcleo (DeVit et al., 1997). La 

localización diferencial de Mig 1 p parece estar regulada por Snf1 p, una proteína cinasa que 

se requiere para la expresión de una gran cantidad de genes reprimidos por glucosa. 

Ensayos de fosforilación realizados in vitro han demostrado que Snf1p fosforila a Mig1p y, 

por lo tanto, se ha concluido que la fosforilación de Mig1 p en ausencia de glucosa haría que 

este factor se mueva del núcleo hacia el citoplasma (Smith et al., 1999). Por el contrario, 
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Snf1 p no afecta la localización subcelular de Mig2p, dado que este factor transcripcional se 

encuentra siempre en el núcleo, idependientemente de la fuente de carbono en la cual se 

cultive a las células (Lutfiyya et al., 1998). 

4. 1.2. Los activadores 

En eucariotes, la utilización de fUentes de carbono no fermentables requiere del ciclo TCA y 

de la cadena de transporte de electrones, ambas vías se encuentran localizadas en la 

mitocondria. En la levadura S. cerevisiae, la mayor parte de las proteínas que se requieren 

para las funciones celulares antes mencionadas son codificadas por genes nucleares. 

Durante la utilización fermentativa de la glucosa, la expresión de los genes que codifican 

para muchas de estas protelnas se encuentra reducida. Se ha demostrado que la 

transcripción de varios de estos genes nucleares está determinada por mecanismos de 

control global, como lo son la regulación por hemo y HAP1 (Forsburg y Guarente, 1990) o la 

inducción efectuada, en ausencia de glucosa, por el complejo activador HAP2/3/4/5 (Olesen 

et al., 1987; Hahn y Guarente, 1988; Forsburg y Guarente, 1989; McNabb et al., 1995). 

El complejo HAP consiste en por lo menos cuatro subunidades: Hap2p, Hap3p y 

Hap5p forman un complejo heterotrimérico que es esencial para su actividad de unión al 

DNA, mientras que Hap4 es una proteína acídica que actúa como el dominio de activación 

transcripcional del complejo. Las mutaciones en cualquiera de estos genes HAP resultan en 

la incapacidad de las células de levadura de crecer en presencia de fuentes de carbono no 

fermentables como el lactato, el glicerol o el etanol (Gancedo, 1998). El complejo HAP se 

une al DNA reconociendo la secuencia consenso 5'-ACCAA(T/C)NA-3', conocida como la 

caja CCAAT (Olesen et al., 1987). Se ha propuesto que Hap5p interactúa tanto con Hap2p 

como con Hap3p, sirviendo de puente entre estas protefnas y permitiendo la interacción 

entre los dominios de unión al DNA de Hap2 y Hap3 (McNabb et al., 1995). 

Poco se sabe acerca de la regulación transcripcional de los genes HAP. Se ha 

reportado que la presencia de glucosa disminuye la expresión de HAP2 (Pinkham y 

Guarente, 1985). Un trabajo posterior determina que la expresión de HAP4, a diferencia de 

HAP2 y HAP3, se induce cinco veces cuando las células de levadura se transfieren de un 

medio con glucosa a uno con lactato (Forsburg y Guarente, 1989). El efecto que tiene la 

glucosa sobre la regulación de HAP4 es más claro. El promotor de HAP4 presenta un sitio 

consenso de unión para Mig1 p, lo cual sugiere que la represión catabólica por carbono de 

esta subunidad del complej~ HAP se ejercería a través de Mig1p. Sin embargo, la expresión 

de HAP4 se encuentra reprimida aún en ausencia de Mig1p, lo cual sugiere que Mig2p es 
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suficiente para regular la represión de HAP4 en presencia de glucosa (Gancedo, 1998). 

Aunque se sabe que CYC1 o COX6 son regulados por el complejo HAP2/3/4/5 y requieren 

de Snf1 p para la inducción (Wright y Poyton, 1990), no existen reportes sobre el posible 

papel de esta cinasa en la regulación de la expresión de HAP4. 

5. La estructura de la cromatina, los complejos remodeladores y su función en 

la regulación transcripcional. 

En eucariotes, la transcripción mediada por la RNA polimerasa 11 (RNA poi 11) requiere de la 

presencia tanto de factores generales como de aquellos activadores específicos del gen en 

cuestión. Los factores generales de transcripción incluyen a la RNA poi 11, a la proteína de 

unión de la caja TATA (TBP: 'TATA ªinding .Erotein"), a TFllB y otros factores generales que 

se requieren para la formación del complejo de preinicio de la transcripción. Como se 

mencionó con anterioridad, los activadores reconocen y se unen a secuencias específicas 

en el DNA, incrementando así la transcripción por medio del reclutamiento de un 

coactivador, un adaptador o directamente de los complejos que interactúan con la 

maquinaria basal de transcripción (Guarente, 1995). 

Es importante tener en cuenta que, en células eucariotes, el reconocimiento de los 

activadores a sus secuencias blanco y el inicio de la transcripción ocurren en el contexto del 

DNA empaquetado en forma de cromatina. Lo anterior representa un nivel de regulación 

adicional y juega un papel importante en la modulación de la transcripción. 

La cromatina está constituida por nucleosomas, que a su vez están compuestos por 

146 pb de DNA enrolladas 1.65 veces alrededor de un octámero de histonas. El octámero 

de histonas puede a su vez subdividirse en dos heterodímeros de H3/H4 y H2A/H2B (Luger 

et al., 1997). Se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, que la estructura y posición de 

los nucleosomas pueden causar la represión de la transcripción de un gen al impedir que un 

activador reconozca su secuencia blanco (Orphanides y Reinberg, 2000). El estado de 

represión de los nucleosomas puede cambiarse por medio de actividades remodeladoras o 

modificadoras que dan como resultado una estructura accesible para ser reconocida por 

otros componentes de la maquinaria basal de transcripción de la RNA poi 11. 

Los complejos remodeladores de la cromatina pueden clasificarse en dos grandes 

grupos, dependiendo de su forma de acción: 1) Complejos dependientes de ATP, como 

SWl/SNF, ISWI y RSC (Vignali et al., 2000), éstos utilizan la energía proveniente de la 

hidrólisis de ATP para disgregar localmente o alterar la asociación de las histonas con el 

DNA. it) Complejos con actividad de acetiltransferasa de histonas (HAT: "histone 
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ªcetyl!ransferase"), como SAGA y ADA (Roth et al., 2001), los cuales regulan la actividad 

transcripcional de los genes dependiendo de la acetilación de los extremos amino terminal 

de las histonas asociadas a ellos. Estudios in vivo han demostrado que la presencia de 

histonas hiperacetiladas se asocia con regiones cromosómicas transcripcionalmente activas 

mientras que aquellas regiones inactivas o de heterocromatina se encuentran hipoacetiladas 

(Hebbes et al., 1994; Braunstein et al., 1993). A continuación se describirán con mayor 

detalle los complejos remodeladores de la cromatina que se utilizaron en este trabajo. 

El complejo SWl/SNF altera la estructura del nucleosoma por medio de una reacción 

dependiente de ATP, esto puede dar como resultado la liberación de la represión que la 

cromatina ejerce sobre la transcripción. Hasta el momento, este complejo contiene 11 

subunidades conocidas, siendo la subunidad Swi2/Snf2 la que presenta la actividad de 

ATPasa (Laurent et al., 1993). Este complejo puede catalizar el movimiento de las histonas 

en cis a lo largo de la hebra de DNA, así como desplazar las histonas en trans de un sitio a 

otro (Vignali et al., 2000). Se piensa que este complejo es reclutado a su zona de acción por 

medio de los activadores que interactuan específicamente con cada gen (Peterson and 

Logie, 2000). 

El complejo SAGA ("~pt-8da-ºcn5-8cetyltransferase") es un sistema multiprotéico 

que se requiere para la transcripción normal de muchos genes (Lee et al., 2000). SAGA 

contiene diferentes clases de factores como las proteínas Spt, las proteínas Ada, la 

acetiltransferasa de histonas Gcn5, un grupo de los factores asociados a la proteína de 

unión a la caja TATA (TAFs: "IATA-binding-protein 8ssociated .Eactors"), y la proteína Tra1 

(Roth et al., 2001 ). El análisis del fenotipo de mutantes afectadas en los componentes de 

este complejo ha revelado la presencia de tres grupos funcionales: 1) Spt7, Spt20 y Ada1; 2) 

Spt3 y Spt8; y 3) Gcn5, Ada2 y Ada3. El análisis bioquímico de los complejos SAGA 

mutados sugiere que los miembros del grupo 1, Spt7, Spt20 y Ada1, se requieren para la 

integridad del complejo. Por otro lado, Spt3p y Spt8p interactúan directamente con TBP. 

Finalmente, los componentes del tercer grupo funcionan como adaptadores entre el 

complejo de remodelaje y el gen en cuestión, interactuando con los activadores (Ada2p) y 

acetilando las histonas (Gcn5p) (Sterner et al., 1999). Recientemente se ha demostrado 

que no es la subunidad Ada2p la que interactua con los activadores; por el contrario, la 

interacción entre los activadores y el complejo SAGA se lleva a cabo por medio de la 

proteína Tra1 (Brown et al., 2001; Balasubramanian et al., 2002). 

Dado que el complejo ADA está conformado por las proteínas Ada2p, Ada3p y 

Gcn5p, se había considerado que ADA representaba un subcomplejo de SAGA. Sin 
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embargo, la presencia de la subunidad Ahc1 p como parte integral de la estructura del 

complejo ADA ha demostrado que este complejo no es simplemente un subcomplejo, ya que 

contiene elementos únicos que no se encuentran presentes en SAGA (Eberharter et al., 

1999). A pesar de compartir subunidades, ambos complejos presentan diferentes 

propiedades; por ejemplo: 1) muestran diferentes patrones de acetilación en las lisinas 

presentes en el amino terminal de la histona H3 (Grant et al., 1999), i1) ADA no interactua 

con activadores acídicos como Gcn4p in vítro, al contrario de SAGA (Utley et al., 1998), íít) 

una mutante en GCN5 carente de la región del bromodominio reduce significativamente la 

actividad HAT de SAGA, mientras que la habilidad de ADA para acetilar histonas se 

mantiene sin cambio (Sterner et al., 1999). 

Con estos antecedentes, es importante resaltar que la regulación transcripcional en 

eucariotes es un proceso complejo, el cual se encuentra regulado a varios niveles y en 

donde la cromatina es una parte integral, dinámica y activa de la regulación genética. En la 

actualidad, el estudio de la regulación diferencial de un gen eucariote no puede ser 

entendido sin tomar en cuenta el contexto cromosómico en el que se encuentra. 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Como en la mayoría de los organismos de vida libre, la levadura Saccharomyces cerevisiae 

presenta vías de biosíntesis que le permiten usar el amonio como única fuente de nitrógeno. 

La utilización de amonio sólo ocurre a través de su incorporación a glutamato y glutamina 

por medio de la acción de la NADP-GDH y del ciclo GS/GOGAT (Magasanik, 1992). En esta 

levadura existen dos genes (GDH1 y GOH3) cuyos productos codifican para isoenzimas de 

NADP-GDH; cuando la célula se crece en glucosa-amonio, Gdh1p es la vía principal que 

lleva a cabo la biosíntesis de glutamato. La presencia de un gen homólogo, había pasado 

inadvertida dada la represión de GDH3 por glucosa. 

Durante los últimos años, el grupo de la Dra. Alicia González ha estado interesado en 

definir y entender el papel de cada una de las vías que participan en la biosíntesis de 

glutamato en S. cerevisiae (Avendaño et al., 1997; Cogoni et al., 1995; Folch et al., 1989). 

¿Por qué existen diferentes vías para la biosíntesis de glutamato? ¿Qué papel juega cada 

uno de los genes que codifican para las NADP-GDHs? ¿Existen diferencias en la función o 

en la regulación de ambas vías? Para tratar de contestar estas preguntas, se han abordado 

dos estrategias principales: 1) la caracterización bioquímica de los productos de GDH1 y 

GDH3 y, it) el estudio de las regiones promotoras que regulan la expresión de cada uno de 

estos genes. 

La caracterización bioquímica de las isoenzimas permitió determinar que Gdh1 p y 

Gdh3p tienen diferentes propiedades alostéricas y velocidades de utilización de a­

cetoglutarato. El análisis de la expresión relativa de estas proteínas reveló que la expresión 

de GDH1 y GDH3 se encuentra regulada de manera diferente y dependiente de la 

naturaleza y concentración de la fuente de carbono. Los resultados de este estudio indican 

que la regulación coordinada de las enzimas codificadas por GDH1, GDH2 y GDH3 resulta 

en la biosíntesis de glutamato sin comprometer el uso balanceado de a-cetoglutarato, bajo 

condiciones de crecimiento respiratorio (DeLuna et al., 2001 ). 

El presente trabajo se planteó como objetivo estudiar la regulación de la transcripción 

del gen GDH1 con el fin de tratar de entender su papel en la biosíntesis de glutamato. 

Aunque las vías de asimilación de amonio han sido estudiadas por muchos años, se conoce 

poco sobre la regulación transcripcional de los genes implicados en éstas. Trabajos previos 

han demostrado que el promotor de GDH1 presenta varias secuencias homólogas a los 

elementos UASNTR· Cuando las levaduras se cultivan en presencia de glucosa la 
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transcripción de este gen, es dependiente de Gln3p y se encuentra ligeramente reprimida 

por Dal80p (Daugherty et al., 1993). También se localiza en el promotor una secuencia de 

unión para el factor transcripcional Leu3p, el cual activa la expresión de los genes de la vías 

de biosíntesis de los aminoácidos ramificados (Friden, 1988). La activación de Leu3p 

depende de la presencia de a-isopropilmalato y GDH1 requiere para su activación, en parte, 

de la presencia del complejo Leu3-a-isopropilmalato (Hu et al., 1995). La expresión 

transcripcional de GDH1 depende de la naturaleza de la fuente de carbono y requiere para 

su expresión del complejo HAP que reconoce Ja secuencia CCAAT (Dang et al., 1996). 

Los objetivos específicos de este trabajo fueron: 1) la caracterización de la región 

promotora, it) la expresión del gen en distintas fuentes de carbono y de nitrógeno, iit) el 

efecto de algunos factores de transcripción en la regulación de la expresión, y iv) el papel de 

los complejos remodeladores de la cromatina y la organización nucleosomal de la región 

promotora. 

La mayor parte de los resultados de este trabajo de investigación se presentan en el 

ARTICULO 1. Los datos indican que la expresión de GDH1 se encuentra controlada por un 

mayor número de factores transcripcionales en los cultivos de células crecidas en etanol, lo 

que sugiere que la regulación de la expresión en estas condiciones fisiológicas es un 

mecanismo fino de control que determinará la abundancia de los monómeros de Gdh1 p. 

Además, la expresión de GDH1 en etanol está controlada por factores transcripcionales que 

habían sido considerados exclusivos del metabolismo de nitrógeno (Gln3p y Gcn4p) o del 

metabolismo de carbono (complejo HAP). Por último, los complejos remodeladores de la 

cromatina también juegan un papel en la expresión de GDH1. 
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111. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

El objetivo general del trabajo se centró en el estudio de la regulación de GDH1, con el fin 

de analizar su papel en la biosfntesis de glutamato. Para lo anterior, se planteó la siguiente 

estrategia: 

1. Clonar y fusionar el promotor de GDH1 al gen reportero de /acZ. Se obtuvo un 

fragmento de 950 pb que contenía el promotor del gen de GDH1. Este fragmento se fusionó 

con el gen reportero de la [3-galactosidasa en los vectores pertinentes, los cuales se 

utilizaron para medir la actividad transcripcional de este gen. Por medio del análisis de la 

secuencia del promotor, se determinaron los posibles elementos de regulación presentes en 

la región. 

2. Determinar la expresión de GDH1 en distintas condiciones fisiológicas. Se 

transformó una cepa silvestre con los plásmidos de fusión y se determinó la actividad 

transcripcional del promotor de GDH1 proveniente de células cultivadas en presencia de 

distintas fuentes de nitrógeno con glucosa o etanol como fuentes de carbono. Se realizó 

también un ensayo tipo Northern para validar los resultados obtenidos por el ensayo de 13-
galactosidasa. 

3. Determinar la importancia de algunos factores transcripcionales sobre la expresión 

de GDH1. Se determinó la expresión de GDH1 en la cepa silvestre y en las mutantes 

afectadas en algunos de los reguladores transcripcionales que se sabe son importantes para 

la regulación tanto del metabolismo de nitrógeno como del metabolismo de carbono. 

4. Analizar la presencia de regiones adicionales de control en el promotor de este gen. 

Por medio de una serie de deleciones de la región 5' del promotor fusionadas al gen 

reportero lacZ, se intentó identificar algunas regiones adicionales de control que pudiera 

presentar este promotor. La actividad de cada una de las nuevas construcciones fue 

obtenida a partir de cultivos crecidos en presencia de amonio o glutamato como fuentes de 

nitrógeno y glucosa o etanol como fuentes de carbono. 
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5. Determinar el papel de los complejos remodeladores de la cromatina. Se determinó 

Ja expresión de GDH1 en Ja cepa silvestre y en mutantes afectadas en algunos de los 

componentes de los complejos remodeladores ADA, SAGA y SWl/SNF. Se determinó Ja 

dependencia que presenta el promotor de GDH1 para cada uno de estos complejos en 

presencia de amonio como fUente de nitrógeno y glucosa o etanol como fuente de carbono. 

6. Conocer la estructura de la cromatina del promotor de GDH1. Se determinó la 

estructura de la cromatina por medio del análisis de baja resolución con la nucleasa 

micrococal (MNasal) en amonio como fuente de nitrógeno y glucosa o etanol como fuente 

de carbono. 

En el apartado de "Materiales y Métodos" del ARTICULO 1 se describen las características 

de las cepas y plásmidos utilizados en el trabajo experimental, así como la mayor parte de 

las técnicas utilizadas en el presente trabajo. De manera adicional, en el APÉNDICE 1 se 

encuentran los protocolos no contemplados en el articulo. 

21 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Todos los datos y figuras que aparecen en el Articulo 1 se muestran en esta sección junto 

con datos adicionales no publicados que complementan este trabajo de Tesis. 

1. Secuenciación de la región promotora e identificación de las presuntas 

zonas de control transcripcional. 

Por medio de la complementación de la cepa MAR1 (gdh1" ura3") con el banco genómico de 

la levadura S. cerevisiae construido en el vector YCp50 (Rose et al., 1987), se obtuvo un 

plásmido (pCRl1) que complementaba el fenotipo de lento crecimiento de la cepa mutante. 

A partir de este plásmido se realizó la subclonación del gen completo y la posterior 

subclonación de la región promotora de GDH1. 

La clonación del gen de GDH1 ya había sido reportada por dos grupos de manera 

independiente (Moye et al., 1985; Nagasu and Hall, 1985). Se hizo un alineamiento de las 

secuencias reportadas y se encontraron diferencias en la región promotora (dato no 

mostrado), por lo que se decidió obtener el gen completo y secuenciar su región promotora. 

Se utilizó la secuencia de GDH1 reportada en la base de datos del genoma completo de 

levadura (SGD: "§.accharomyces ~enome Qatabase") para obtener un mapa de restricción 

del gen y de sus secuencias aledañas. Tomando como guía ese mapa, se digirió el plásmido 

pCRl1 con las enzimas de restricción Pvul-Clal, obteniéndose un fragmento de 

aproximadamente 3.3 kb que se subclonó en el plásmido YCp50 (pRR1 ). Este fragmento 

contenía 1.7 kb de la región 5', 1.4 kb de la región codificante y 0.2 kb de la región 3'. 

Posteriormente se digirió el plásmido pRR1 con la enzima de restricción Hindlll con el fin de 

obtener la parte correspondiente al promotor del gen (0.95 kb). Este fragmento se fusionó al 

gen reportero lacZ presente en los plásmidos YEp353 (URA3) y YEp363 (LEU2). 

Se realizó la secuenciación completa del promotor de GDH1, en el cual se 

encontraron 3 cambios de base comparando la secuencia obtenida con las secuencias del 

promotor previamente reportadas. Estos tres cambios de base parecen no ser relevantes ya 

que se localizan fuera de los sitios de unión para factores de transcripción. Los posibles 

sitios de unión para factores de transcripción que aparecen señalados en la Figura 4, fueron 

identificados usando el programa RSA-tools (http://embnet.cifn.unam.mx/rsa-tools). 
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-870 . . . . . . 
AAOCTTCGAAAACTJ'CTCM'AATGATOGACTC'rl'COACAOTAACAAACTAOCACACCGAA 
TTCGMOC'l"M"'TTACTACCTGAGAA!JCTG'l'CA'ITG'MTaATCGTG'I'GGCTr 

-no GCN.f- 11 

oCTCcC:aA~roAAcrTc.-rrr~CGCTi..AACTCTAC~T 
CQAGGQC"l'O'ITC"n'Cc:rcTAC'M'GAAOAAATCCAAOTI'CAGGCGATI'TGAGATGTCACTA 

-750 

TCrcrréCAGCA~TTA-rrciAGCGGOCl'OTooCCAGTATA.CCAA 
AilAcAoorcGTAACCGAAAAAAAGAAC"M'AATAAGATCGCCCGACACCGO'TCATA'I'GGTt' 

-640 . . . . . . 
CCGAGCCAAACCATA'I"I'AGTAACTCCA'ITCAGTATAAAGTGGCAC'TGC'ITCATGOGGCTa 
GGCTCGO'M'TCCrATAATCATTGAGGTMOTCATA'ITI'CACCGTGACGAAOTACCCCOAC 

GATA111 -sao 

CaATAMcwrrccr~CCATGCOTrCGA0TCGATCTOOGCACCAcrccoCATcroo 
O~TCTI'CTGGTACGCAAGCTCAGCTAGACCCGTGGTGAGGCGTAGACC 

MIGI GATAUI 

OCATAiCCTGAA'M'ATACAACAAT....ACOTOOOCX1AGacCATCOfflACGATTGGcToQ& 
CGTATI'GOACTTAATATGTro'ITATI'GCACCCCCTCCCGTAGC'AAATGCTAACCGACCTA 

-510 GC.\'·IOI -460 

~TTTCATAA~TATGA-r0CTACATC~GTCATi-ATrCTCTAG'iurAT 
Tl'CTC'CTAAAGTATTCCTI'ATACTACGATGT~CCAOTAATAAGAGATCACATA 

-450 GCN4111 GATA111 

cAOOcTccCCTTATGi:AoorrcCATG;;:c;:cCATGGiuCGGGCcrGA.TCTI'AATMcro­
GTCCGAGQOOAATACGTCCAAGGTACTOAGGTACCTI'TGCCCGGACTAGAATTA'M'GQM. 

-390 llAP111 GATA1' 1 llAJ>Cll LEUJ 

~CCATCTGA~TGGCCTCoATA'ITCI'TA_TCGCA~C~CC 
'tMlA~AGACZAACCTACCGGAGCTAT~A~ 
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Figura 4. Secuencia del promotor de GDH1. Se muestran, resaltados y numerados a partir 

del extremo 5' de la secuencia, los sitios putativos de unión para Gcn4p (GCN4), Gln3p, 

Gat1p y Dal80p (GATA), el complejo HAP (HAP) y Leu3p (LEU3). Se resalta también la caja 

TATA putativa y los tres sitios de inicio de la transcripción en las posiciones +1, +5, y +15. 

Se utilizaron los sitios de restricción Hindlll para clonar el promotor en el plásmido YEp363 

(2µ LEU2 facZ) y YEp353 (2µ URA3 lacZ), generándose así los plásmidos pLIN1 y pLIN10, 

respectivamente. 
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1.1. Determinación del inicio de transcripción del gen 

Por medio de la técnica de "Primer Extension", se identificaron los sitios de inicio de 

transcripción del gen GDH1. Para ello se utilizó el RNA total de una cepa silvestre y el RNA 

total de una cepa silvestre transformada con el plásmido pLIN1, crecidas en amonio como 

fuente de nitrógeno y glucosa como fuente de carbono, así como oligonucleótidos 

específicos para la secuencia cromosoma! del gen GDH1 y para el gen Jaez (APÉNDICE 1). 

Se determinó el inicio de transcripción para la secuencia cromosoma! del promotor de GDH1 

y para la secuencia del promotor fusionada al plásmido. En ambos casos se observaron tres 

inicios de transcripción localizados a +1, +5 y +15 (Figura 5), encontrándose el codón de 

inicio de traducción (ATG) a +60 pb. Se realizó el experimento con una cepa gdh3!!.. cultivada 

en glucosa-amonio, observándose el mismo resultado que en la cepa silvestre (datos no 

mostrados). En secciones posteriores se discutirán las posibles implicaciones de estos tres 

sitios de inicio de la transcripción en la regulación de la expresión de GDH1. 
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Figura 5. Inicio de transcripción de GDH1. Se muestran los resultados representativos del 

análisis de inicio de transcripción de GDH1 por medio de "Primer Extension". Se obtuvo el 

RNA total de las cepas CLA1 (silvestre) y CLA1-1 (silvestre/pLIN1) crecidas en glucosa, sólo 

se muestra el inicio de transcripción obtenido a partir de la cepa CLA1-1 (Ca"il 1). Para la 

reacción de secuencia se emplearon los mismos desoxioligonucleótidos usados en la 

reacción de "Primer Extension" (Apéndice 1). 
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2. Regulación de la expresión de GDH1 por fuentes de carbono y de nitrógeno 

La levadura S. cerevisiae puede utilizar una gran variedad de fuentes de carbono para su 

crecimiento, en condiciones fermentativas o respiratorias. La aminación reductiva del a­

cetoglutarato por la NADP-GDH no sólo es un paso importante para la utilización de amonio 

sino también es un punto de conexión fundamental entre el metabolismo de nitrógeno y el 

metabolismo de carbono. se sabe por estudios previos que la expresión de GDH1 se 

incrementa en presencia de fuentes de carbono no fermentables (Dang et al., 1996), y que 

para su expresión requiere de la presencia de factores de transcripción característicos tanto 

del metabolismo de nitrógeno como del metabolismo de carbono. como primer paso en el 

presente trabajo se decidió caracterizar la regulación transcripcional de este promotor bajo 

diferentes fuentes de nitrógeno y de carbono. 

2.1. Efecto de la fuente de carbono 

La expresión de GDH1 en una cepa silvestre se incrementa tres veces en presencia de 

etanol comparada con aquella observada en glucosa como fuente de carbono y amonio 

como fuente de nitrógeno (Figuras 6 y 7). Sin embargo, aunque la expresión del gen 

aumenta en etanol, este incremento no se refleja en una mayor actividad enzimática (De 

Luna et al., 2001). El incremento en la expresión de GDH1 en presencia de una fuente de 

carbono no fermentable, como el etanol, ya había sido reportado, aunque tampoco se había 

observado una correlación entre el incremento en expresión y la actividad enzimática. Dado 

que la actividad enzimática se determinó en una cepa silvestre, ese efecto había sido 

atribuido a una expresión diferencial entre GDH1 y GDH3 (Dang et al., 1996). Sin embargo, 

la actividad de NADP-GDH en una cepa gdh3D. crecida en glucosa o etanol es similar a la 

observada en una cepa silvestre en las mismas condiciones (DeLuna et al., 2001). Estos 

resultados confirman que aunque la expresión de GDH1 aumenta en etanol, esta inducción 

no tiene como consecuencia una mayor actividad enzimática, y sugiere además la existencia 

de un mecanismo de regulación postranscripcional. 

Los posibles mecanismos de regulación postranscripcional podrian tener que ver 

con: 1) una menor estabilidad del mensajero, il) una menor traducibilidad del mismo o ii1) la 

formación de una enzima menos estable. Estos mecanismos de regulación podrían estar 

actuando en conjunto para darnos como resultado la misma actividad enzimática en una 

fuente de carbono que en otra. A este respecto cabe mencionar que, cuando el mismo 

promotor regula la expresión tanto de GDH1 como de GDH3, la actividad de Gdh1 p en 

glucosa es 5 veces mayor que la de Gdh3p; mientras que en etanol esta diferencia es de 
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sólo dos veces (De Luna et al., 2001 ). De manera adicional, en un ensayo tipo Northern se 

observan dos bandas de distintos tamaños cuando las muestras provienen de células 

cultivadas en etanol-amonio (Figura 7). Una de las bandas corresponde al tamaño esperado 

para el gen completo mientras que la banda más pequeña parece ser un producto de 

degradación que no se encuentra presente en la muestra proveniente de glucosa. Estos 

resultados sugieren que el mensajero de GDH1 podría ser menos estable cuando la 

levadura se cultiva en presencia de etanol como fuente de carbono. En este sentido y 

teniendo en cuenta que se observaron tres inicios de transcripción de GDH1 cuando las 

células se cultivaron en glucosa como fuente de crabono, resulta importante determinar: 1) 

cuáles son los sitios de inicio de la transcripción de GDH1 cuando las células se cultivan en 

presencia de etanol y il) si en estas condiciones existe un uso preferencial de alguno de los 

tres inicios de transcripción. 

Se puede decir que la expresión GDH1 se encuentra reprimida en glucosa y 

mayormente activa en presencia de etanol. No obstante, el aumento en actividad 

transcripcional no se ve reflejado en un incremento en actividad enzimática debido, 

probablemente, a una regulación postranscripcional cuyo mecanismo desconocemos. 
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Figura 6. Efecto de diferentes fuentes de carbono y de nitrógeno sobre la expresión de 

GDH1. Se obtuvieron extractos de la cepa silvestre CLA 1 crecidas en glucosa (barras 

negras) o etanol (barras blancas) como fuente de carbono, y en amonio (NH4+), prolina 

(Pro), glutamato (Glu), o glutamina (Gin) como fuente de nitrógeno. Las levaduras se 

cosecharon durante la fase exponencial de crecimiento. Los promedios de las actividades de 

p-galactosidasa reportadas representan el resultado de tres experimentos independientes. 
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A B 

GDH1 

1 3.7X 

ACT1 

Figura 7. Efecto de la fuente de carbono sobre la expresión de GDH1. Se obtuvo el RNA 

total de la cepa CLA1 crecida medio mínimo con glucosa (carril A) o etanol (carril 8). Para 

realizar un expreimento tipo Northern se utilizó como sonda el gen completo de GDH1 

(1,365 pb) así como un fragmento de 1, 100 pb del gen ACT1. Se cuantificó la señal en cada 

condición y se usó el valor obtenido con la sonda de ACT1 para normalizar. La flecha señala 

una banda de menor tamaño que se observa sólo en la condición con etanol. 
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2.2. Efecto de la fuente de nitrógeno 

En presencia de etanol en el medio, cualquiera de los aminoácidos usados como fuente de 

nitrógeno disminuyen la expresión de GDH1. Este gen no está sujeto a represión catabólica 

nitrogenada (NCR) dado que la represión que observamos en etanol es en realidad llevada 

a cabo por cualquier aminoácido, sin importar si se trata de una fuente de nitrógeno rica o 

pobre. 

En glucosa, no obstante, la represión por carbono se impone al efecto de la fuente de 

nitrógeno ya que no se observó una disminución adicional en la actividad transcripcional por 

la presencia de prolina, glutámico o glutamina como fuentes de nitrógeno (Figura 6). Lo 

anterior contrasta con trabajos previos en donde se disminuye tanto la expresión de GDH1 

como la actividad de NADP-GDH en presencia de cualquier fuente de nitrógeno, distinta de 

amonio (Hu et al., 1995; Roan and Even, 1973). Es importante hacer notar que los 

experimentos de Hu et a/.(1995) se realizaron usando glucosa al 1% a diferencia de 2% que 

se utilizó en este trabajo, lo cual sugeriría que el efecto de los aminoácidos sobre la 

expresión transcripcional de GDH1 depende de la cantidad de glucosa presente en el medio 

de cultivo. ¿Qué ocurre con la represión ejercida por los aminoácidos sobre este promotor 

en el caso de etanol? En una cepa silvestre en presencia de etanol no se puede definir si el 

efecto de los aminoácidos se lleva a cabo directamente sobre la expresión del gen, sobre la 

actividad enzimática o si es una mezcla de ambos efectos, ya que la actividad NADP-GDH 

no está únicamente codificada por GDH1. La expresión del gen GDH3, que codifica para la 

isoenzima de NADP-GDH, se encuentra reprimida en glucosa y se induce alrededor de 70 

veces en etanol; a diferencia de GDH1, este gen sí se regula por NCR (Avendaño A., 

comunicación personal). 

3. Efecto de los factores de transcripción. 

Nuestros resultados muestran que GDH1 es un gen regulado principalmente por la 

naturaleza de la fuente de carbono y no por NCR. Además, la regulación transcripcional 

observada en el apartado anterior concuerda con las observaciones que muestran que este 

gen se encuentra bajo el control de sistemas regulatorios generales tanto del metabolismo 

de nitrógeno como del metabolismo de carbono (Oang et al., 1996; Daugherty et al., 1993). 

Con estos antecedentes, resulta importante saber cuáles son los factores que regulan la 

expresión de GDH1 y en qué condiciones lo hacen. 
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:~·~-· .f'.actores del metabolismo de nitrógeno 

3.1 .. 1. _Efecto de G/n3p, Gat1p!Nil1p y Da/80p 

El promotor de GDH1 presenta cinco sitios GATAA (Figura 4), los cuales pueden constituir 

los elementos en cis para la unión de dos activadores transcripcionales, Gln3p y 

Gat1 p/Nil1 p, que regulan la expresión de genes modulados por la fuente de nitrógeno 

(Blindar y Magasanik, 1995; Coffman et al., 1997; Courchesne y Magasanik, 1988; Minehart 

y Magasanik, 1991; Stranbrough y Magasanik, 1995). Estos sitios también pueden ser 

reconocidos por otro miembro de la familia GATA, Dal80p/Uga43p, que actuaría como 

represor (Coornaert et al., 1992; Cunningham y Cooper, 1993). 

La falta de Gln3p disminuye la expresión de GDH1 en glucosa y tiene un efecto aún 

mayor en presencia de etanol. Por el contrario, la falta de Gat1 p o de DalBOp no tiene efecto 

sobre la expresión de GDH1 (Figura 8). Aunque se sabe que Gln3p activa la expresión de 

_GDH1 cuando las células se cultivan en glucosa como fuente de carbono (Daugherty et al., 

1993), nuestros resultados muestran que Gln3p, un activador transcripcional que se 

pensaba regulaba a sus genes blanco únicamente en respuesta a fuentes nitrógeno, 

también regula la expresión dependiente de carbono. 

Se ha propuesto que las protelnas de la vía TOR se comunican con los factores de 

transcripción de la familia GATA como parte de un mecanismo de respuesta a nutrientes. 

Gln3p y Gat1p/Nil1 p son activados por distintas señales nutricionales como la baja calidad 

de la fuente de nitrógeno y la baja calidad de la fuente de carbono, respectivamente 

(Kuruvilla et al., 2001 ). El hecho de que la mayor expresión de GDH1 en etanol sea 

dependiente de Gln3p y no de Gat1p (Figura 8), sugiere que ambos factores GATA podrían 

tener funciones que se traslapan. Según el modelo propuesto por Kuruvilla y cols. (2001 ), 

las células responden a una baja calidad en la fuente de carbono (etanol) haciendo 

intermediarios, como el u-cetoglutarato y el succinato, que puedan servir de substratos para 

el ciclo TCA y reduciendo la concentración de glutamato. Nuestros datos no coinciden con 

esta hipótesis, ya que tanto la expresión de GDH1 como la expresión de GDH3 (Avendaño 

A., comunicación personal) aumentan cuando se crece a Ja levadura en etanol (Figuras 6 y 

7). Aunque el incremento en la expresión de estos genes no se refleje en un aumento en la 

actividad enzimática (ver Articulo 2), la presencia de ambas lsoenzimas permite el 

funcionamiento de un sistema regulatorio en el cual la abundancia relativa de cada isoterma 

modula la velocidad bajo Ja cual el u-cetoglutarato es utilizado para la biosíntesis de 

glutamato (Deluna et al., 2001 ). 
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Figura 8. Expresión de GDH1 en las mutantes afectadas en los factores 

transcripcionales de la familia GATA y en Gcn4p. A, Esquema del promotor de GDH1, se 

señalan los sitios de unión presuntos para Gcn4p (O), Gln3p (I>, <!), Mig1 p ( •) y el complejo 

HAP (•). la caja TATA presunta (*), los sitios de inicio de transcripción (-) y las URRs 

putativas (-----). S, Las cepas fueron crecidas en medio mfnimo suplementado con glucosa 

(barras negras) o etanol (barras blancas), y cosechadas en fase exponencial de crecimiento. 

Cepas: CLA 1-1 (silvestre/pLIN 1 ), CLA 102-1 (gat1MpLIN1 ), CLA302-0-1 (g/n3MpLIN 1 ), 

CLA 100-1 (gcn4AfpLIN1 ), 27034b-10 (silvestre/pLIN1 O), 30078c-10 (da/80AfpLIN10). Los 

promedios de las actividades de f3-galactosidasa reportadas representan el resultado de tres 

experimentos independientes. 
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En presencia de una buena fuente de nitrógeno, la fosforilación de Gln3p vía TOR es 

un mecanismo que impide la entrada de este factor al núcleo (Beck y Hall, 1999; Bertram et 

al., 2002). Recientemente se ha visto que Gln3p también se encuentra fosforilado cuando 

las levaduras se cultivan en presencia de etanol, rafinosa, galactosa, de una baja 

concentración de glucosa (0.05%) y en condiciones de falta de glucosa en el medio. La 

fosforilación de Gln3p en condiciones de privación de glucosa es dependiente de Snf1 p 

(Bertram et al., 2002). Tanto TOR como Snf1 p son cinasas citoplásmicas que controlan la 

fosforilación de Gln3p en respuesta a diferentes nutrientes; sin embargo, ambas cinasas en 

este caso tienen efectos opuestos. La fosforilación dependiente de TOR mantiene a Gln3p 

en el citoplasma mientras que la fosforilación dependiente de Snf1 p podría permitir la 

importación de Gln3p al núcleo o inhibir su exportación (Bertram et al., 2002). La 

fosforilación, además de regular la localización intracelular de Gln3p, podría modular la 

habilidad de este factor transcripcional para activar a sus genes blanco. 

Hasta el momento no se conoce con precisión la gama de fosforilación u otras 

modificaciones que puede presentar Gln3p en respuesta a distintos nutrientes como por 

ejemplo, la calidad de la fuente de carbono en el medio ni como estas modificaciones 

determinan la interacción con sus genes blanco. El caso de la regulación de GDH2 por este 

factor transcripcional es un buen ejemplo de lo mencionado con anterioridad. La expresión 

de este gen es baja en células creciendo en glucosa y aumenta en presencia de etanol. Se 

sabe que en glucosa GDH2 requiere para su expresión de la presencia de Gln3p y que el 

incremento observado en etanol es independiente de este activador transcripcional 

(Coschigano et al., 1991 ). En cambio, en condiciones de privación de glucosa el aumento en 

la expresión de GDH2, sí depende de Gln3p (Bertram et al., 2002). En este caso faltaría 

definir con precisión cuáles y cuántos son los sitios de fosforilación en cada una de las 

condiciones y si la fosforilación de Gln3p en etanol depende también de Snf1 p. El hecho de 

que un factor transcripcional como Gln3p esté regulado por distintas señales nutricionales 

abre un panorama aún mas complejo de la regulación fina que podrían presentar otros 

factores transcripcionales y por lo tanto sus genes blanco. Al parecer, el reconocimiento de 

las secuencias blanco y la activación transcripcional de los genes, así como las 

interacciones que puedan establecer estos factores con otros elementos de regulación 

dependerán de las modificaciones que presenten en respuesta a cada una de las 

condiciones de crecimiento. 

32 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1.2. Efecto de Gcn4p 

La secuencia del promotor de GDH1 presenta cuatro sitios probables para la unión de 

Gcn4p. Como se observa en la Figura 8, la falta de Gcn4p no tiene efecto sobre la 

expresión basal de GDH1 en glucosa; sin embargo, si afecta la expresión en etanol. 

Dado que Gcn4p es un activador transcripcional que regula la expresión de genes 

biosintéticos cuando falta algún aminoácido en la célula (Hinnebusch, 1992), determinamos 

la actividad p-galactosidasa de una cepa silvestre transformada con el plásmido pLIN1 en 

presencia o ausencia de 3-AminoTriazol (3-AT). El 3-AT, al ser un inhibidor competitivo de la 

enzima codificada por HIS3, crea una falta de histidina en el medio. La expresión de GDH1 

no respondió a la privación de histidina en ninguna de las condiciones ensayadas. En las 

células crecidas en glucosa y tratadas con 3-AT, la actividad de ¡3-galactosidasa fue menor 

en comparación con la obtenida en ausencia del análogo. Para el caso de las células 

crecidas en etanol, la expresión de GDH1 fue similar en presencia o ausencia de 3-AT 

(Figura 9A). 

El hecho de que Gcn4p regule la expresión de GDH1 únicamente en presencia de 

etanol y no en condiciones de privación de aminoácidos podría deberse a que exista una 

mayor cantidad de este activador transcripcional en una condición que en otra. Este no 

resultó ser el caso ya que la cantidad de Gcn4p fue similar en glucosa+3AT comparado con 

etanol (Figura 98). De manera adicional, la presencia simultánea de etanol y de 3AT no 

incrementó la cantidad de Gcn4p observada en etanol, lo cual indica que existe un umbral 

máximo de activación que puede alcanzar este factor. 

En condiciones de privación de aminoácidos, la presencia de tRNAs no cargados 

cerca de los ribosomas induce la fosforilación de elF-2a por Gcn2p. Gcn1 p y Gcn20p forman 

un complejo que se asocia con los ribosomas y podría mediar la activación de la proteína 

cinasa Gcn2 en respuesta a los niveles elevados de estos tRNAs no cargados (Hinnebusch, 

1997). Aunque la privación por glucosa también induce la fosforilación de elF-2a por Gcn2p, 

lo cual estimula la expresión traduccional de GCN4, existen algunas diferencias entre el 

mecanismo de regulación en respuesta a la privación de aminoácidos y el de limitación de 

glucosa (Yang et al., 2000). En limitación de glucosa, tanto la región de Gcn2p que 

interactúa con los ribosomas asi como la proteina Gcn20p no se requieren para el control 

traduccional de GCN4, mientras que en condiciones de privación de aminoácidos estos 

elementos resultan esenciales para la respuesta (Yang et al., 2000). 
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A 

Amonio Amonio+3AT 

B 

Amonio Amonio+3AT 
Figura 9. Actividad específica de ¡3-Galactosidasa en condiciones basales o de 

privación de aminoácidos. Las cepas fueron crecidas en medio mínimo suplementado con 

glucosa (barras negras) o etanol (barras blancas), en presencia o ausencia de 10mM de 

3AT, y cosechadas durante la fase exponencial de crecimiento. A, CLA1-1 (silvestre/pLIN1): 

cepa silvestre transformada con el promotor de GDH1. B, CLA-300 (silvestre/p180): cepa 

silvestre transformada con el plásmido que lleva la fusión traduccional de GCN4. 
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Cabe preguntarse entonces cuál es el mecanismo que permite que Gcn4p sólo 

regule la expresión de GDH1 en etanol y no en otras condiciones. Al respecto, podrían 

existir varias posibilidades: 1) que la acción de GCN4 sobre el promotor de GDH1 sea 

indirecta y que en realidad este factor transcripcional regule a otro que a su vez active la 

expresión de GDH1, il) que la vía de transducción de señales que opera en el caso de la 

privación de aminoácidos sea distinta de la que s~ activa en presencia de etanol y por lo 

tanto, en estas condiciones Gcn4p tenga alguna modificación que le permita reconocer e 

interactuar con las secuencias blanco del promotor de GDH1. 

3.2. Factores del metabolismo de carbono 

Tomando en cuenta que la expresión de GDH1 resultó estar regulada por la fuente de 

carbono presente en el medio y que la represión de la expresión de los genes en glucosa se 

ejerce principalmente a través de Mig1 p y Mig2p, se decidió determinar la actividad 

transcripcional de GDH1 en una doble mutante mig1ó. mig2ó.. Aunque el promotor presenta 

una zona rica en Ges muy parecida a la que requieren estos activadores transcripcionales 

para actuar, la represión en Ja expresión de GDH1 que se observa en glucosa no mostró 

depender de la presencia de Mig1p/Mig2p. Contrario a lo esperado, en etanol la falta de 

estos represores disminuye la actividad transcripcional de GDH1 (Figura 10). Parece que 

estos factores transcripcionales estarían actuando como activadores de Ja transcripción de 

GDH1 en presencia de etanol. 

El promotor de GDH1 presenta tres elementos CCAAT que pueden ser reconocidos 

por el complejo HAP (Figura 4). En glucosa, la falta de las subunidades Hap2p y Hap3p 

disminuyeron la expresión de GDH1 mientras que la ausencia de la subunidad activadora 

Hap4p no tuvo efecto (Figura 10), confirmando así las observaciones de Dang et al. (1996). 

En etanol, la inactivación de cualquiera de las subunidades Hap2p, Hap3p o Hap4p 

disminuyeron la actividad transcripcional de GDH1 (Figura 10). No obstante, la falta de la 

subunidad Hap4p tiene un efecto menor en la transcripción de este gen que cualquiera de 

las otras dos subunidades del complejo. Aunque Hap4p parece ser la subunidad 

responsable de la activación transcripcional en respuesta a la fuente de carbono (Forsburg y 

Guarente, 1989), es muy probable que, por lo menos en este promotor, la activación 

transcripcional opere en parte de una manera Hap4p independiente. 
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Figura 10. Expresión de GDH1 en mutantes afectadas en factores transcripcionales 

del metabolismo de carbono. A, Esquema del promotor de GDH1, se señalan los sitios de 

unión presuntos para Gcn4p (O), Gln3p (I>, <l), Mig1 p ( •) y el complejo HAP (•), la caja 

TATA presunta(*), los sitios de inicio de transcripción(-) y las URRs putativas(-----). Slas 

cepas fueron crecidas en medio mínimo suplementado con glucosa (barras negras) y 

cosechadas durante la fase exponencial de crecimiento. Para el caso de los cultivos en 

etanol, las células se crecieron en glucosa hasta alcanzar 0.3 de O.O., se lavaron y se 

incubaron en medio mínimo suplementado con etanol (barras blancas) durante 16 horas. 

Cepas: BWG1-7a-1 (silvestre/pLIN1), LWG1-1 (hap2AfpLIN1), JP40-1 (hap3AfpLIN1), 

Y0000-1 (silvestre/pLIN 1 ), Y04959-1 (hap4AfpLIN 1 ), YM4 797-10 (silvestre/pLIN 1 O), 

YM4968-10 (migM, mig21!t. /pLIN10). Los promedios de las actividades de ¡3-galactosidasa 

reportadas representan el resultado de tres experimentos independientes. 
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El fenómeno de que la mutante hap4LJ.. no disminuya la expresión de GDH1 en 

glucosa y que en etanol no afecte la actividad transcripcional de la misma manera que 

cuando faltan las otras subunidades del complejo, ya habla sido observado en otros genes 

como es el caso de CYC1 y SDH3 (Daignan-Fornier et al., 1994). Aún más, el gen ASN1 se 

regula de manera positiva por el complejo Hap2p/3p/5p, independientemente de la 

presencia de la subunidad Hap4p. Estas observaciones podrían sugerir más de una función 

para el complejo Hap2p/3p/4p/5p, tales como el remodelamiento de la cromatina, la cual no 

requerirla de la subunidad Hap4p, y la activación directa de la RNA polimerasa, en la cual 

Hap4p sería importante (Gancedo, 1998). Existen evidencias claras en ambos sentidos: el 

factor general TFllB de S. cerevisiae presenta una hélice anfipática que se require para la 

activación de la transcripción por medio del complejo Hap2p/3p/4p/5p (Shaw et al., 1996). 

Por otra parte, el complejo NF-Y de Xenopus, homólogo al complejo HAP de S. cerevisae, 

preestablece una estructura apropiada en la cromatina, la cual permite la transcripción del 

gen HSP70 por medio del reclutamiento de la acetiltransferasa de histonas p300 (Li et al., 

1998). 

3.3. Otros factores de transcripción que regulan a GDH1 

Además de los factores de transcripción anteriormente mencionados, la activación de GDH1 

depende de la presencia Leu3p (Hu et al., 1995). Este activador transcripcional está 

implicado en el control de la biosíntesis de los aminoácidos ramificados. Leu3p activa la 

transcripción de sus genes blanco sólo cuando el a-isopropilmalato (a-IPM), el producto del 

primer paso en la bioslntesis de leucina, se encuentra presente. Por lo tanto, la activación 

transcripcional por Leu3p está relacionada con la producción de a-IPM por la a-IPM sintasa, 

la cual se inhibe retroactivamente por leucina. La importancia que tiene la regulación de 

GDH1 por Leu3p podría radicar en que la trasaminación del glutamato es el paso final de la 

bioslntesis de cada uno de los tres aminoácidos ramificados. Si la leucina se encuentra en 

exceso y su biosíntesis se reprime a través de la inactivación de Leu3p, la transcripción de 

GDH1 necesita disminuir dado que se requiere menos glutamato (Dickinson, 1999). 
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4. Análisis de deleción de la región 5' del promotor 

4.1. Fuentes de carbono 

El promotor de GDH1 se encuentra reprimido en glucosa, se induce en presencia de etanol 

y esta inducción depende de la acción de Gln3p, Gcn4p y de Hap2p/3p/4. Dado que 

Mig1 p/Mig2p no tienen efecto sobre el promotor de GDH1, no conocemos cuáles son los 

elementos que podrían estar regulando la menor expresión de GDH1 en glucosa. Para tratar 

de abordar esta pregunta, se realizaron una serie de deleciones sistemáticas de la región 5' 

del promotor de GDH1 con el fin de identificar otros elementos de regulación que pudieran 

estar determinando la expresión de este gen en diferentes condiciones de cultivo (Figura 

11 ). Este análisis nos permitió determinar la existencia de dos regiones de regulación 

negativa (URR1 Y URR2) que al ser eliminadas incrementaron la expresión de GDH1. El 

incremento fue más evidente en los cultivos crecidos en etanol-amonio que en aquellos 

provenientes de glucosa-amonio (Figura 11, pLIN2 y pLIN4 ). Es importante resaltar que en 

la zona denominada URR2 se localiza la caja que podría ser reconocida por Mig1 p/Mig2p; 

sin embargo, estos factores no tuvieron ningún efecto sobre la transcripción del gen GDH1 

(Figura 10). En este sentido puede pensarse que en la URR2 se encuentren otros 

elementos mediante los cuales se esté ejerciendo la represión de la transcripción, o que 

otros factores de transcripción repriman la expresión de GDH1 a través de la caja Mig. 

Entre las dos regiones de represión se encuentra la caja GATA(1), que resultó 

importante para la expresión de este gen tanto en glucosa como en etanol, ya que al 

removerla, la actividad transcripcional de GDH1 en ambas fuentes de carbono fue menor 

(Figura 11, pLIN3). La pérdida de la caja GATAC2
> y la caja GCN4C2

> también disminuyó la 

transcripción de GDH1 tanto en glucosa como en etanol (Figura 11, pLIN5). En la 

construcción pLIN7, la expresión de GDH1 en ambas condiciones de cultivo se encuentra 

disminuida; no obstante, el incremento en los valores de 13-galactosidasa cuando las células 

provenían de etanol se mantuvo. Ninguna de las construcciones realizadas nos permitió 

determinar cual es el elemento necesario para la inducción de la expresión de GDH1 en 

etanol. La presencia de las cajas GATAC5l y GCN4<4> en la región de 268pb contenida en la 

construcción pLIN7 podría sugerir que éstas serían las responsables de la regulación por la 

fuente de carbono. 

38 



pLIN1 

URRI URR2 +l 

-874 bpr ...... ,i"" ..... _1>:-.·:1> o (Kl<I • <J tolTh , 
URR2 

pLIN2 -648 bp I> .•. I> () (Kl<I 1 <J to 
URR2 

pLIN3 -588 bpl• l> () (Kl<I 1 <J to 
pLIN4 -528 bpjl) o (RJ<J 1 <I to 
pLIN5 -466 bp 1 (Kl<I 1 <J to 
pLIN6 -393 bp 11<1 1 <J fo 
pLIN7 -268 bp 1 <1 to 

P-Galactosidasa 
(unidades mg-1) 

glucosa glucosa etanol etanol 
glutamato NH4 + glutamato NH4 + 

2.55 3.60 5.78 9.90 

2.80 5.17 7.20 22.34 

2.13 3.66 4.56 12.50 

4.10 6.23 9.43 20.46 

3.00 3.56 10.50 13.77 

3.50 4.00 10.00 11.72 

ND 1.44 ND 5.88 

Figura 11. Análisis de deleción del promotor de GDH1. El promotor completo así como las deleciones fueron 
clonadas en el vector YEp363 (2µ LEU2 lacl) dando lugar a los plásmidos pLIN1 a pLIN7. La cepa silvestre se 
transformó con la colección de plásmidos y se determinó la actividad de p-galactosidasa de los cultivos crecidos en 
amonio o glutamato como fuentes de nitrógeno y glucosa o etanol como fuentes de carbono. Los valores de p­
galactosidasa son un promedio de tres experimentos independientes con una variación ~ 15%. Se esquematizan los 
sitios de unión presuntos para Gcn4p (O), Gln3p (t>,<I), Mig1p (+)y el complejo HAP (i), la caja TATA presunta(*), 
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4.2. Glutamato y fuentes de carbono 

Los estudios realizados con el promotor completo mostraron que en presencia de glucosa, la 

represión por carbono es mayor a la ejercida por la fuente de nitrógeno, mientras que el 

efecto de la fuente de nitrógeno sólo es evidente en presencia de etanol (Figura 6). Aunque 

no se pudieron identificar los elementos en cis que regulan la inducción de GDH1 en etanol 

por medio del análisis de deleción, se quiso identificar una región del promotor que 

respondiera a la represión por nitrógeno. Dado que este promotor no se regula por NCR, se 

utilizó glutamato como la fuente de nitrógeno represora. Las cepas que llevan las 

construcciones pLIN1 a pLIN4 mostraron una menor actividad de (3-galactosidasa en 

presencia de glutamato como fuente de nitrógeno. La expresión de GDH1 en estas 

construcciones se encontró en su nivel más bajo en presencia de glucosa-glutamato y se 

incrementó gradualmente al liberarse la represión por carbono y por nitrógeno, obteniéndose 

la máxima expresión en etanol-amonio (Figura 11 ). De manera adicional, se observó que 

las construcciones pLIN5 y pLIN6 no se reprimen por la presencia de glutamato. Aunque en 

esta región de 62 pb se encuentran presentes la caja GATA<2> y la caja GCN4<2>, se requiere 

de un análisis fino de la zona para poder identificar con precisión las secuencias en cis que 

podrían estar regulando la represión por glutamato. 

4.3. Factores de los cuales dependen las distintas construcciones del promotor 

Cuando las células fueron cultivadas en presencia de etanol, se observó un incremento neto 

en actividad de 13-galactosidasa en todas las construcciones. Este efecto puede deberse a 

los elementos en cis GATA<5
> y GCN4<4

> o a otros elementos no identificados que se 

encuentren presentes en la construcción pLIN7 (Figura 11). Por lo anterior, se estudió el 

efecto que tienen los factores Gln3p y Gcn4p sobre la expresión de las distintas 

construcciones tanto en glucosa como en etanol (Figura 12). Se observó que la falta de 

Gln3p disminuye la expresión de GDH1 en todos los casos, con excepción de la 

construcción pLIN7 en presencia de glucosa, en donde el valor de 13-galactosidasa 

observado parece representar la actividad basal de este promotor. La expresión inducida del 

promotor de GDH1 en etanol depende por completo de Gln3p. Estos datos sugieren que el 

elemento en cis GATA<5>, presente en la construcción pLIN7, pudiera tener un papel en la 

activación de GDH1 mediada por Gln3p cuando las células se cultivan en etanol. Tratando 

de contestar esta pregunta se realizó una mutagénesis sitio dirigida sobre la caja GATA<5
> en 

el plásmido pLIN7, obteniéndose la construcción pLIN7mut (Apéndice 1). Aún cuando Gln3p 

regula la inducción de la construcción pLIN7 en etanol la caja GATA<5> a la cual podría unirse 
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este factor no resultó importante para la regulación de la actividad transcripcional de GDH1 

(Figura 12, pLIN7mut). Aunque en este caso Gln3p parece ser importante para la inducción 

de la expresión de GDH1, esta activación tendría que llevarse al cabo sin la unión directa del 

factor con su secuencia blanco. Para resolver esta discrepancia es necesario realizar otro 

tipo de análisis tal como un retardo en gel, con el fin de definir si Gln3p se une de manera 

directa a esta región. 

Por otra parte, la expresión del promotor de GDH1 en las distintas contrucciones no 

se modificó en una mutante gcn4ti crecida en presencia de glucosa como fuente de 

carbono (Figura 12). En cambio, la falta de Gcn4p en las distintas construcciones disminuyó 

la actividad transcripcional de GDH1 de dos a seis veces en presencia de etanol. Este 

resultado confirmó que Gcn4p regula de manera positiva la expresión de GDH1 en etanol. El 

hecho de que la expresión de ¡3-galactosidasa disminuyera a la mitad en la cepa gcn4tt. 

transformada con la construcción pLIN7, sugiere que la caja GCN4<4
> podrfa ser importante 

para la inducción de la expresión de GDH1 en presencia de etanol. 
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5. Complejos remodeladores de la cromatina y determinación de la 

organización nucleosomal. 

La estructura de la cromatina tiene un papel central y dinámico en la regulación de la 

expresión de un gen. Dado que la cromatina parece tener una capacidad represora 

intrfnseca, el cambio en la organización nucleosomal de un promotor, que puede ocurrir 

antes o durante la activación, facilitaría la función de la maquinaria basal de transcripción. 

Por lo tanto, resulta adecuado pensar que la diferencia de expresión entre glucosa y etanol 

que presenta el promotor de GDH1 sea producto de la acción conjunta entre la regulación 

diferencial de los activadores, como se demostró en los apartados previos, y la 

remodelación de la estructura de la cromatina a través de un arreglo nucleosomal distinto. 

Para abordar esta hipótesis, estudiamos el efecto que tienen algunos de los 

complejos de remodelaje de la cromatina en la regulación de la expresión de GDH1. El 

complejo SWl/SNF remodela la cromatina in vivo y estimula la unión de los activadores y los 

factores basales de transcripción en el DNA nucleosomado (Peterson and Logie, 2000). La 

Figura 13 muestra que GDH1 requiere para su expresión de la subunidad SNF2 de este 

complejo tanto en glucosa como en etanol. El incremento en la expresión de GDH1 que se 

observa en etanol fue completamente dependiente del complejo SWl/SNF. Es importante 

hacer notar que la actividad transcripcional residual que queda en la mutante snf2L1 en 

ambas condiciones de cultivo es muy similar a la que se presenta en la construcción pLIN7 

en glucosa (Figura 11), sugiriendo que este valor de [3-galactosidasa corresponde a la 

expresión basal del promotor de GDH1 dada por la maquinaria general de transcripción. 

Resulta interesante que la expresión de GDH1 dependa del complejo SWl/SNF, dado que 

los estudios realizados por medio de microarreglos de DNA muestran que solo el 1 % de los 

6, 104 genes ensayados presentan un cambio en la expresión del mRNA de más de tres 

veces comparando una cepa silvestre y la cepa snf26. (Sudarsanam et al., 2000). 
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Figura 13. Expresión de GDH1 en mutantes afectadas en las subunidades de los 

complejos de remodelaje. Las cepas fueron crecidas en medio mínimo suplementado con 

glucosa (barras negras) y cosechadas durante la fase exponencial de crecimiento. Para el 

caso de los cultivos en etanol, las células se crecieron en glucosa hasta alcanzar 0.3 de 

O.O., se lavaron y se incubaron en medio mínimo suplementado con etanol (barras blancas) 

durante 16 horas. Cepas: PSY316-1 (silvestre/pLIN1), PSY316-gcn5-1 (gnc5AfpLIN1), 

PSY316-ada2-1 (ada2AfpLIN1 ), PSY316-ada3-1 (ada3AfpLIN1 ), FY2-10 (silvestre/pLIN10), 

FY293-10 (spt3AfpLIN10), FY1656-10 (snf2~/pLIN10). Los promedios de las actividades de 

f3-galactosidasa reportadas representan el resultado de tres experimentos independientes. 
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Por otra parte, estudios in vitro han demostrado que la acetilación de histonas 

incrementa la unión de los factores de transcripción con sus secuencias blanco presentes en 

un DNA nucleosomado. En S. cerevisiae, se han descrito dos tipos de complejos con 

actividad de acetiltransferasa de histonas: el complejo SAGA y el complejo ADA (Eberharter 

et al., 1999). La actividad transcripcional del promotor completo de GDH1 fue determinada 

en cepas gcn5!1., ada2!1., ada3!1. y spt3!1.. Tanto en glucosa como en etanol, la expresión de 

GDH1 se vió afectada por la falta de Ada3p o Spt3p (Figura 13). La subunidad Ada2p sólo 

disminuyó la expresión de este promotor en presencia de etanol, mientras que Gcn5p no 

tuvo efecto alguno en ambas fuentes de carbono. Estos resultados indican que el complejo 

SAGA, o por lo menos una parte de éste, regula la expresión de GDH1 tanto en glucosa 

como en etanol. Aunque se ha pensado que el complejo SAGA incluye a GCN5, no todos 

los promotores dependen para su actividad de la acetilación de histonas (Lee et al., 2000). 

La expresión de GDH1 es independiente de la presencia de GCN5, lo cual nos sugiere que 

este promotor no está regulado por acetilación o que existen otras proteínas con actividad 

de acetilasa de histonas, como TAF11 145, que podrían estar actuando sobre la actividad 

transcripcional de este promotor. Ya que SAGA es un complejo multimérico formado por al 

menos 15 subunidades, podrían existir diferentes subcomplejos, hasta ahora no 

caracterizados, que regulen de manera diferencial la expresión de los genes dependiendo 

de las condiciones de crecimiento. Dado que Ada2p, Ada3p y Gcn5p también se encuentran 

presentes en el complejo ADA, sería necesario definir si la subunidad Ahc1 p, componente 

exclusivo de este complejo (Roth eta/., 2001), regula la expresión de GDH1. 

El hecho de que la expresión de GDH1 se encuentre regulada por un mayor número 

de factores en etanol y que en esta condición exista un requerimiento diferencial de las 

subunidades que forman parte de los complejos remodeladores de cromatina sugiere que 

podría existir una diferencia importante en el arreglo nucleosomal entre las células 

cultivadas en glucosa y aquellas provenientes de etanol. Por medio del análisis de la 

cromatina a baja resolución utilizando el método de digestión in vivo por MNasal, la enzima 

capaz de digerir el DNA en regiones internucleosomales (Apéndice 1), se observó que el 

promotor de GDH1 no presentó un posicionamiento nucleosomal definido tanto en glucosa 

como en etanol (Figuras 14 y 15). El no encontrar un posicionamiento nucleosomal claro 

sugiere que, en este promotor, la mayor parte de la población presenta una estructura 

nucleosomal móvil, como si la regulación de la expresión de GDH1 estuviera definida por los 

factores transcripcionales que interactúan con sus secuencias blanco en las distintas 

condiciones de crecimiento y no por una estructura cromatínica en sí. 
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Si se compara el patrón de bandas obtenido en glucosa con aquel de cultivos con 

etanol, usando la sonda cercana al ATG, podemos distinguir la pérdida de una banda en 

etanol que se encontraba en la región de 450 pb (zona de la GATA<3
> y HAP<1l) y el 

incremento en una banda localizada alrededor de 650 pb (zona de la GATA<1
> y URR2). 

Cuando se usó la sonda localizada en el extremo 5' del promotor de GDH1, se observó un 

aumento en la sensibilidad de la región comprendida entre las 350 pb y las 450 pb GCN4<2
· 

3
> 

y GATA<2
> en etanol (Figuras 14 y 15). Esta técnica de baja resolución no resulta lo 

suficientemente sensible para definir si los pequeños cambios observados son reales o no. 

Para ello serla necesario realizar un análisis de sensibilidad a DNasal, con el fin de 

determinar si el patrón de bandas observado se debe a la presencia o ausencia de 

activadores. Además, un análisis fino de la región usando un mapeo por LM-PCR y MNasal 

podría ser de utilidad para definir con precisión si existen diferencias entre la organización 

nucleosomal de células crecidas en ambas fuentes de carbono. 

En general, los trabajos reportados sobre la estructura de los nucleosomas de un 

promotor dado presentan ejemplos en donde la transcripción del gen en cuestión depende 

de que la organización nucleosomal se modifique en diferentes condiciones de cultivo. A 

este respecto, la organización nucleosomal del promotor del gen a,-anti-tripsina de humano 

(a1-AT) es el segundo reporte hasta el momento, en que la posición de los nucleosomas no 

cambia en respuesta a diferentes condiciones de cultivo (Soutoglou y Talianidis, 2002). 

Recientemente se ha hecho extensivo el uso de los microarreglos de DNA para 

estudiar la expresión genética de manera global. Esta técnica es de gran ayuda para 

identificar los cambios que ocurren en la expresión del genoma completo de S. cerevisae en 

respuesta a condiciones del medio de cultivo, estados fisiológicos o en cepas mutadas. 

Aunque los microarreglos son una herramienta poderosa, se han observado diferencias 

considerables entre los datos obtenidos de manera global y el estudio de la regulación de un 

gen de manera fina (Sudarsanam et al., 2000). Por lo tanto si se quiere estudiar en detalle la 

regulación transcripcional de un gen dado, es recomendable emplear el enfoque que se 

utilizó en este trabajo de tesis. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6. Panorama general de la regulación de los genes de la biosíntesls de glutamato. 

En general, la expresión de los genes presentes en la vía de biosíntesis de un aminoácido 

se encuentra regulada por un factor de transcripción común. Aunque algunos activadores se 

comparten, la regulación particular de cada gen estará determinada por las interacciones 

específicas que se presenten entre los factores generales de una vía y los elementos 

específicos intrínsecos de cada promotor. Las vías de biosíntesis de glutamato son un buen 

ejemplo de ello, ya que Gln3p, un factor transcripcional que activa a los genes del 

metabolismo de nitrógeno, regula de manera diferencial la expresión de GDH1, GDH3, 

GDH2, GLN1 y GL T1 en las distintas condiciones de crecimiento (Articulo 1; Avendaño A, 

comunicación personal; Coschigano et al., 1991; Hofman-Bag, 1999; Valenzuela et al., 

2000). Se ha demostrado, por ejemplo, que la expresión en glucosa tanto de GDH1 como de 

GDH2 depende de la presencia de Gln3p. Aunque ambos genes se inducen, en presencia 

de etanol sólo el aumento en la actividad transcripcional de GDH1 depende de Gln3p 

(Artículo 1; Coschigano et al., 1991 ). 

El complejo HAP también juega un papel importante en el control de la utilización de 

amonio en presencia de etanol, aunque esta regulación se limita a las GDH's anabólicas 

(GDH1 y GDH3) (Artículo 1; Avendaño A., comunicación personal), tomando en cuenta que 

la expresión de GDH2 en etanol (Coschigano et al., 1991) no se afecta por la ausencia de 

este complejo. El hecho de que un complejo regulador del metabolismo de carbono también 

regule a los genes GDH1 y GDH3 del metabolismo de nitrógeno resalta el papel crucial que 

juega la GDH en la conexión entre ambos aspectos del metabolismo. ¿Qué sentido podría 

tener que el complejo HAP regule la expresión de estos genes? El complejo HAP juega un 

papel crítico en el control de la regulación del metabolismo energético (Forsburg and 

Guarente, 1989; McNabb et al., 1995). Bajo estas condiciones, la actividad del ciclo TCA se 

requiere no solo para la producción de energía sino también para la síntesis de hemo y 

aminoácidos, incluyendo el glutamato. Por ello se ha propuesto que el complejo HAP ejerce 

un control general sobre la actividad del ciclo TCA, así como en la síntesis de sus productos 

derivados (hemo, glutamato, etc) (Dang et al., 1996). 

El estudio conjunto de la regulación de la expresión de GDH1 (este trabajo), GDH3 

(Avendaño A., en preparación) y el análisis de sus productos (Deluna et al., 2001) ha 

permitido definir que la expresión de los genes está regulada de manera diferencial y que la 

presencia relativa de estas proteínas en la célula está controlada por la fuente de carbono 

del medio de cultivo. Además, el estudio fisiológico de las mutantes sugiere que cada uno de 

los homólogos tiene una función fisiológica que el otro no puede suplir. 
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V. CONCLUSIONES 

V. CONCLUSIONES 

1.- La expresión de GDH1 de Saccharomyces cerevisiae es regulada por la fuente de 

carbono y no está sujeta a NCR. Este gen es expresado en glucosa y su expresión se 

induce cuando se cultiva a las células en etanol como fuente de carbono. GDH1 no está 

regulado por NCR ya que cualquier fuente de nitrógeno (rica o pobre) hace que la expresión 

disminuya; sin embargo, la represión por carbono es más fuerte que la ejercida por la fuente 

de nitrógeno. 

2.- La regulación de GDH1 está estrictamente controlada en presencia de etanol. Los 

factores transcripcionales que actúan para que GDH1 se exprese en presencia de etanol 

permiten un control fino sobre la regulación de este gen y, por lo tanto, sobre la abundancia 

de los monómeros de Gdh1 p presentes en estas condiciones. 

3.- Los factores de transcripción Gln3p y Gcn4p regulan la expresión de GDH1 en 

etanol. La inducción de la expresión de GDH1 en etanol como fuente de carbono depende 

de la presencia de Gln3p; este factor transcripcional se habla considerado como un 

regulador exclusivo del metabolismo de nitrógeno. Por su parte, Gcn4p regula la expresión 

de GDH1 sólo en etanol y no en condiciones de privación de aminoácidos. Estos datos 

muestran que los factores de transcripción pueden responder a una gama de señales y que 

es necesario modificar el concepto de ciertos reguladores transcripcionales como exclusivos 

de alguna parte del metabolismo. 

4.- Los complejos remodeladores de la cromatina son necesarios para la expresión de 

GDH1. Aunque la estructura de la cromatina es la misma en glucosa que en etanol, tanto el 

complejo SWl/SNF como SAGA participan en la activación transcripcional de GDH1. El 

complejo SAGA necesario para la expresión de GDH1 en glucosa parece ser distinto del 

que se requiere en presencia de etanol. 
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VI. PERSPECTIVAS 

VI. PERSPECTIVAS 

Como se discutió en este trabajo, la expresión transcripcional de GDH1 está regulada 

principalmente por la naturaleza de la fuente de carbono y en esta regulación participan 

factores transcripcionales del metabolismo de nitrógeno (Gln3p y Gcn4p) y del metabolismo 

de carbono (complejo HAP) así como los complejos remodeladores de la cromatina. Este 

estudio nos abrió un panorama fino de regulación de la expresión de GDH1 en donde 

existen varias preguntas por contestar. 

1 ) La transcripción de GDH1 aumenta en presencia de etanol comparado con glucosa pero 

la actividad enzimática no se modifica, por lo que parecería existir un mecanismo de 

regulación postranscripcional. ¿Es el mensajero de GDH1 menos estable o se traduce 

menos en etanol? A este respecto resulta primordial conocer el inicio de transcripción de 

GDH1 en etanol y ver si se observan diferencias con respecto a los inicios de transcripción 

determinados en presencia de glucosa. 

2) Gln3p se había considerado como un factor transcripcional que responde a diferentes 

fuentes de nitrógeno y no a la fuente de carbono; sin embargo, la expresión de GDH1 tanto 

en glucosa como en etanol se encuentra regulada por este factor transcripcional. Aunque se 

ha demostrado que Gln3p se fosforila de manera Snf1 p dependiente y se mueve hacia el 

núcleo en condiciones de falta de fuente de carbono en el medio, la regulación de que ejerce 

Gln3p sobre algunos de sus genes blanco parece ser distinta en etanol que en ausencia de 

fuente de carbono. Por lo tanto, sería importante determinar la localización intracelular de 

Gln3p en etanol y si esta localización depende de Snf1 p. Además, el saber cuáles y cuántos 

son los sitios de fosforilación de Gln3p ayudaría a entender el mecanismo de acción de este 

factor sobre sus genes blanco. 

3) ¿Cuál es el mecanismo que permite que Gcn4p solo regule la expresión de GDH1 en 

presencia de etanol y no en otras condiciones de cultivo? Primero habría que determinar por 

medio de un retardo en gel que existe una interacción directa de Gcn4p sobre el promotor 

de GDH1 cuando las células se cultivan en etanol. Si existe esta interacción, habría que 

estudiar la vía de transducción de señales que opera en el caso de etanol y que estaría 

regulando la actividad de Gcn4p y determinar si este factor transcripcional presenta o no 

alguna modificación postraduccional. 
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VI. PERSPECTIVAS 

En este sentido, el reconocimiento de las secuencias blanco y la activación transcripcional 

de los genes, así como las interacciones que puedan establecer estos factores con otros 

elementos de regulación dependerán de las modificaciones que presenten en respuesta a 

cada una de las condiciones de crecimiento. 
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VII. RESULTADOS PUBLICADOS 

VII. RESULTADOS PUBLICADOS 

El artículo que enseguida se presenta constituye una parte sustancial de los resultados 

discutidos en esta Tesis. En este trabajo se reporta el análisis de la regulación 

transcripcional de GDH1. Los resultados de este estudio indican que la expresión de GDH1 

se incrementa en etanol y depende de un mayor número de factores, por lo que el control 

transcripcional que se ejerce en estas condiciones es mas estricto que en presencia de 

glucosa. Este control tiene como resultado un mecanismo de regulación fino que coordina la 

utilización tanto de carbono como de nitrógeno. 
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GDHJ expression is regulated by GLN.3, GCN4, and HAP4 
under respiratory growth * 
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and Alicia Gonzálcz• 
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Abstract 

In tite yeast Saccharomyces cerevisiae, two NADP+-dcpcndent glutamate dehydrogcnasc isocnzymcs cncoded by GDHI and 
GDH3 catalyze the synthesis of glutamate from ammonium and a-ketoglutarate. In this work we analyzed GDHI transcriptional 
rcgulation, in order to deepcn the studies in regard to its physiological role. Our results indica te that: (i) GDH I cxprcssion is strictly 
controlled in cthanol-grown cultures, constituting a finc-tuning mechanism that modulates tite abundance of Gdhlp monomers 
under this condition, (ii) GDHI expression is controlled by transcriptional activators that have been considered as exclusive ofeither 
nitrogen (Gln3p and Gcn4p) or carbon mctabolism (l IAP complex), and (iii) chromatin remodcling complexes play a role in GDH J 
exprcssion; ADA2 and ADA3 up-rcgulated GDJJI exprcssion on etbanol. while that on glucose was ADAJ-depcndent. SPT3 and 
SNF2 activated GDHI expression on either carbon source whereas GCN5 played no role in any condition tested. Tite above de­
scribed combinatoria! control rcsults in a rcfined mechanism that coordinates carbon and nitrogen utilizations. © 2002 Elsevicr 
Sciencc (USA). Ali rights rescrvcd. 

Kt•yH'ord\·: NADP-glutamatc dehydrogcnasc; Glutamatc hiosyntlicsis: Carbon mctabolism; Nitrogcu mctabolism 

In most microorganisms, glutamate biosynthesis can 
be achicvcd through thc action of two biosynthctic 
pathways. The first onc is mcdiatcd by thc NADP­
gl utamatc dchydrogcnasc [16]. Thc sccond onc dcpcnds 
on thc conccrtcd action of glutaminc synthctasc (OS) 
and glutamate synthase (GOGAT), respectively, en­
coded by GLNI and GLTI (29]. In Saccharomyces ce­
re11isiae, thcre is a third routc for glutamate biosynthcsis 
constitutcd by thc GDHJ-cncodcd isocnzymc (I]. Thus, 
in this microorganism, mutations inactivating GDHI, 
GLTI, and GDHJ are needed to attain full glutamate 
auxotrophy [J]. 

Tite purification and charactcrization of GDllJ- and 
GD/JJ-cncodcd cnzymcs and hctcromcrs of thcsc two, 
showed that thcsc cnzymcs havc distinct mctabolic roles, 

"'Abbrevit11iuns: GDH. glulamate dchydrogcnase; GS, glu1ami11e 
synthctasc; GOGAT, glutamatc synthasc; jl-Gal, jl-g-Jlactosidasc; 
3-A T, 3-aminotriazolc. 

• Corrcsponding author. Fax: +52-55-56225630. 
E-mail address: amanjarr@ifisiol.unam.mx (A. Gonzálcz). 

dilTerent allosteric properties, and rates of a-ketogluta­
ratc utilization (10]. It was also shown that the expres­
sion of GDHJ, GDHJ, and GDH2 (cncoding thc 
catabolic NAD-GDH) is coordinatcly rcgulatcd by thc 
carbon sourcc [6,IO]. Thcsc findings indicatc that 
glutamate biosynthesis and catabolism could provide a 
mechanism that modulates the utilization of a-keto­
glutaratc undcr fcrmcntativc and rcspiratory conditions 
without impairing thc intcgrity ofthc conncctcd cncrgy­
providing systcms [JO]. 

Since the GS/GOGAT pathway links a-ketoglutarate 
and glutamine metabolism, it has been suggested to play 
a rcgulatory link bctwccn carbon/cncrgy and nitrogcn 
mctabolisms (12,30]. In Esc/1erichia co/i regulalion ofthc 
GS/GOGA T pathway is crucial to control nitrogcn 
mctabolism and lcvcls of a-kctoglutaralc. Glutaminc 
constitutes the signa! that coordinately regulates carbon 
and nitrogcn metabolisms (26]. Altogether, thcse ob­
scrvations indicate that a mctabolic circuit that includes 
GDHJ-, GDHJ-, GDH2-, GLNI-, and GLTJ-encoded 
cnzymcs plays a fundamental role in detcrmining the 

0006-291X/02/$ - scc fronl matter © 2002 Elsevicr Sciencc (USA). Ali rights rcscrvcd. 
Pll: S0006-29IX(02)00174-2 
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intracellular levels of a variety of cofactors and energy 
yielding molccules [I0, 12,30]. Consequently, inquiries on 
the regulatory mechanisms determining the expression 
of this set of genes must consider this crucial role. 

Tbe GDHJ-encoded NADP-GDH is the main cata­
lyst for glutamate biosynthesis; its expression, mainly 
studied in glucose-grown cultures, is regulated by the 
HAP complex [8], LEUJ- [17], and GLNJ-encoded 
proteins [9]. Considering recent findings on the difTerent 
roles that GDHJ- and GDH3-encoded isoenzymes may 
play under fcrmentative and respiratory conditions [10], 
we undertook a comparative analysis of the transcrip­
tional regulation of GD/l 1 in either glucose- or ethanol­
grown cells. The rcsults hcrein dcscribcd show that 
Gen4p, Gln3p, and the HAP complex regulate GDHJ 
expression in ethanol-grown cultures, and indicate that 
difTerent chromatin remodeling and transcriptional 
complcxcs are involved in GDHI expression in glucose­
and cthanol-grown cells. 

Matcrials and mcthods 

Stru/11s. Thc following strains wcre transformcd accordiug to the 
mclhod dcscribcd by lto et al. (18], with cithcr pLINI (GDl/1-lacZ 2¡1 
LEU2) or pLINIO (GD/11-lttcZ 2¡1 URA3): CLAI, CLA-100, CLA­
I02 (31], CLA-302-0 (32], 27034b. 30078c (5], BWGl-7A, LWGI, JP40 
(13], YOOOO, Y04959 (Euroscarf Collcction), PSY316, PSY316-uda2 
[2], PSY316-gcn5, J>SY316-ada3 (19], FY2, FY293, and FYl656 (28]. 
Construction of strain CLA-300 (MATa uw3 /eu2/plBO GCN4-lucZ 
CEN4 ARSI URA3/pRS315 CEN6 ARS4 UiU2) has bccn prcviously 
rcported (32]. 

Grnw1'1 conditimLY, Strains were routincly grown on minirnul mc­
dium (MM), following thc formula ofycast nitrogen base (Difco). Filler 
slcrili7.Cd glucose (2°1f1) or cthunol (2%) was uscd as thc carbon sourcc 
and 0.2% (NU.),S04 or0.1% glutamate, glutaminc, or proline was uscd 
as the nitrogen source. Amino acids ncedcd to satisfy auxotrophic rc­
quiremenls wcre added at 0.01%. Cclls wcrc incubatcd at 30 ºC with 
shaking (250 rpm). For amino ucid dcprivation c'pcrimcnts, CLA l und 
CLA-300 strains werc treated as previously describcd (31]. Cultures 
were ccntrifugcd und uscd for p-galactosidasc (fl-Gal) dctenninutions. 

Co11str11rtio11 of larZfusiu11s. Complcmentation of a gdh l A (MAR 1) 
mutant (31] with u YCp50 genomic librnl)' led to selc-ct plasmid pCRI 1. 
Sequenciug of thc 8 kb fragment prcsent in pCRll confirmed that 
GDlll gene was carried by this plasmid. In ordcr to construct u Juez 
fusion with thc GDHJ promolcr, wc followcd thc proccdurc described 
by Dang el al. 18). A 964 //ürdll I fragmcnt including thc GD/11 pro­
meter and 27 bp corrcspondiug to thc ninc N-tcrminal codons of 
GD/11 was obtainc-d by digcsting plasmid pCRll (Fig. 1 }. This frug­
mcnl was fuscd in frame lo thc E. cu/i /acZ of YEp363 (2¡1 LEU2) or 
YEp353 (2¡1 UR,13) (25] generating pLIN l und pLIN JO, rcspcctively. 
To obLain a S' GDH 1 promotcr dclction series. Lhc pcrtincnt forward 
dcm:yoligonuclcotidcs wcrc dcsigncd bastad on thc GJ)I// promotcr 
scquencc. Dcoxyoligonuclcotidc RI (5'-GCG CGA AGC TTG TTG 
AAA TTC TGG C-3') was uscd as the reverse deoxyoligonucleotide in 
ordcr to amplify the six individual dcletions. Qiagen purified pLINI 
DNA was used as a tcmplatc for PCR amplification. carricd out in a 
Stralagcne Robocyclcr 40 with the following progmm: one dcnaturing 
cyclc for 3 min at 95 ºC. followcd by livc cycles of 1 min denatumtion 
at 95 "C. l min anncaling at 52 ºC and 2 min cxtcnsion at 72 "C and 25 
cyclcs of 1 min denaturution at 95 ºC, 1 min anncaling nt 68 ºC and 2 
min cxtcnsion ul 72 "C. finally S min extcnsion at 72 "C. Thc cntirc 
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UOCTÍcc;AAAA.cTTi:TC'M'AATGATGGACTCTTCGACAGTAAC>.ÁACTAGCACACcGAA 
'T"l'CGA&OCT't'TTGAAGA(';AATTACTACCTGAGMCCTGTCATTGTTTGATCGTGTGGCTT 

-BlO GCN~º . . . . . . 
GCTCCCGACJ\AGAAGGAGATGAACTTCTTTAGGT1'CMGTCCGCTAAACTCTACA~ 
CGAGCCCTGTTCTTCCTCTACTTGAAliMATCCAACTTCAGCCGATTTGAGATGTCACTJ\ 

-750 -700 
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l\riACAGGTCGTAACCGA.AAAAAAGJ\.ACTTAATAAGATCGCCCGACACCGGTCATATGGTT 
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CCGAGécAAACCATAITAUTMCTcé.ATTcAGTATi-.Mc;;rcocAcTocncATGGGcCTc 
GGCTCGCTTTGc."TATAATCATTGAGGTMGTCATl\TrTCACCGTCACGAAGTACCCCGAC 

GATA 111 -seo 

CQa~J\GTCCTAGAAGAccATcCctTCGMiTCGATCTGGGCN:.cACTCCGCATctGG 
cCTATTTctcACGATCTTCTGGTACCCMGCTCAliCTAGACCCGTGC."TGAGGCG'fAGACC 

-~10 GATAm 

GCATAAccTGMTTATAcMCAATAÁcGTGGGGGAGGr.cATCG'I'"rfAcaATTGOCTc;Giio 
ccrATTCGACTI'AATATGTTCTTATTGCl\CCCCCTCCCGTAOCAAATGCTAACCGACCTi 

-510 -460 

iiGAGCiATTTCATMGcAATATGATGctACATCCM:tcAGGTCAT.fATTCTCTAGTctAT 
TTCTCCTAMGTATTCCTTATACTl\CGATGTAGGTOMJTCCAGTAATAAGAGATCACATA 

·4>0 GCN,;." GATA lll 

CAGGCTccccTTATGÍ:.AGt."TTCCA~TGoAMcccGCCTGATCTTMTMcctT 
GTCCGACGGGMTACGTCCMGGTACTGl\GGTAC:CTTTGCCCGGACTAGAATTATT~ 

·390 HAr' 11 GATA 1' 1 HAr'" LEUJ 

~·rG~CATCTGAT'Í-Gc;ATGGCCT~GATATTE_.TTATcüCAG~~ 
TMACTOOTAGJ\CDlili:e'fACCGGAGCTATAA~CTTGGTTAC~ 

·330 11Ar"1 

OQCccATGCAT"TTTCAGTGCCGTGGGccAATAAAAÁAGAAATAC°rÁ.ccACCCCACGTc::ca. 
~CTACGTAAMCTCACGCCACCCCCTTATTTTTTCTTTATCATGCTGGGGTGCACGT 

-210 GATA isi -220 

~AGCAGACJ\GMce,.GTTATCA0CTCCTGCCCCGTTTrCTTTT'icATCAOGTACcATA 
TAGTCUICTCl'CTl'C~GACGACGCGGCAMAGl\AAMGTAGTCCATGGTAT 

-ZlO -160 . . . . . . 
ATGMMTCAOCACTGAAAAA:rTCCGGAACAAGAMGCGTAAGMGTAGCAGCMACGCC 
TAL-rrTTAt.-rCGTGACTTTTTl'.ACCCCTTCTTCTTTCGCATTCTTCATCGTCGTTTCCGC 

-150 -100 . . . . . . 
GCCTTCTTGTTAMGCAl\AGTATACGTAATCTAAGTMGAGAAGATTGG.l\AAATT'TTCTG 
CCGAAGJ\ACAATT't'CGTTTCATATGCATTAGATTCATTCTCTTCTAACCTTTTAAMGAC 

-YO l"ATA -•o 
TTTTTC1tTA~·~~TATACGAGAGrTACAMTcC:CTTTACCCATTTTATATTC-ÍCTCA 
AMMGTATl\TATTTTATATGCTCTCl\ATGTTTACGCl\AATGGGTAMATATAAGAGl\GT 

-JO GCN#'> •1 ..,5 •15 •;?O 

CTCT1"ÍAAATaaC'ft"Í'-rCT't'ATAGC.ATTGAAAt:::h~TACGTAc+TCGCiTTATT 
GAGAAA1"1'TA'CTGA.AMGAATATr;GTAACTTTC~~ATGCATG4GTAATAA 

5 GD»l •RNA1 
•JO •60 

CTAA..fAtAACAGTT~GGAGACcAAWGAAAAAG~TTTé.aacaa 
GATTATATTGTCAATC:CTCTC".GlrTTTCTTTTTC~~'ftO'rr 

"'bifnl • • • 0 0 

"""" .--r Hindlll 

Fig. l. GD/11 promoter sequcncc. Putative binding sites for Gcn4p 
(GCN4), Gln3p. and Gatlp (GATA). HAP comple., (UAP), and 
Lcu3p (LEU3) are boxed nnd numbercd staning from the most 5'. A 
puta ti ve TATA box as well as thc thrcc transcription initiation si tes, at 
positions + 1, +5, and + 15 are indicated. /lbrdll 1 siles were used to 
clouc thi• fragment into YEp363 (2µ LEU2 J"cZ) and YEp353 (2µ 
URAJ lacZ), generating plusmids pLINI and pLINIO, respectively. 

family of PCR products was fused in-frame to !he H. co/i lttcZ gene of 
YEp363 (2¡• LEU2} (25), generating six fusion plasmids, pLIN2 
through pLIN7. Ali fusion plasmids wcre sequenccd with an ABI 
PRISM Genetic Anulyzcr, using thc ABI PRISM Big Dyc Tcnninator 
Cyclc Sequencing Ready Rcaction Kit from Applicd Biosystcms. 

Determina/ion of (1-Ga/ actitoities. Soluble cxtracts were preparcd 
and Jl-Gal activities werc dctcrmiucd as previously dcscribcd (31 J. Oue 
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unil oí (3-galaclosidase corresponds to 1 µmol oí o-nitrophcnol pro­
duccd per minute. Protein was measured by lhe mclhod of Lowry et al. 
[23), with bovine serwn albumin as the standard. 

Results and discussloo 

Reg11lation of GDHI expressio11 by 11itroge11 a11d carbo11 
sources 

Dctermination of 13-Gal activily in a wild type slrain 
harboring plasmid pLINl, conlaining the GDlll pro­
motcr fuscd lo thc complete 13-Gal coding region, 
showcd that in the presence of glucose as carbon source, 
GDHJ transcriptional activity was similar in ali the 
lested nilrogen sources (Fig. 2). Howcvcr, when ethanol 
was used as carbon source, maximal lranscriptional 
activily was found when ammonium was used as sote 
nitrogen sourcc; on proline, glutamate, or glutamine. 13-
Gal activity decreased (Fig. 2). These results indicate 
that carbon repression is overimposed to that exerted by 
amino acids. The fact that GDlll transcriptional activ­
ity is repressed in the prescnce of amino acids is con­
sistent with the role of GDHI as the main pathway 
involved in glutamate biosynthesis (l]. which is the do-

12 
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Fig. 2. Effcct oí difTcrcnt carbon and nitrogcn sources on GDlll cx­
pression. JJ·Gal activity was determincd in cxtracts obtaincd from the 
CLA 1 wild type strnin harvcstcd during cxponential growth on cither 
glucosc (black /Jt1rs) or cthanol (ll'hite bars) as thc carbon sourcc and 
ummonium sulíate (Nll.1">. proline (Pro), glutamate (Glu). or ~luta­
mine (Gin) as thc nitrogen sourcc. The reponed ¡>.Gal activities are 
uvcragcs ofvulucs obtuincd from thn.-c indcpcnt.lcnt cxperimcnts:l:SD. 

nor of the amino nitrogen utilizcd for the biosynlhesis of 
most nitrogcnous compounds. 

In extracts of ethanol-grown cells, 13-Gal activity 
fostered by GD/11 (Fig. 2) was threefold higher, com­
pared to that found on ammonium/glucose cultures. 
Northern analysis showed similar results. using the 
complete GDHI coding sequence as probe (data not 
shown). However, ethanol-increased expression did not 
correspond toan equivalent increment of NADP-GDH 
activity [8]. Extracts prepared from a gdh3 null mutant 
grown on glucosc or ethanol showed similar NADP­
GDH activity (data not shown), indicating that the 
discrepancy between GDlll expression and NADP­
GDH aetivity found in the wild type slrain could nol be 
attributed to a dilTerential expression patlern of GDHI 
and GDJJ3. These results confinncd that cthanol-in­
duced GDHJ exprcssion does not result in higher en­
zymalic activity ami suggcsts the existence of a 
postlranscriptional rcgulatory mechanism, which re­
mains to be identificd. In this regard, it has bcen found 
thal when GDHJ or GDH3 expression is fostcred by tite 
same promotcr in glueose-grown cultures, Gdhlp ac­
tivity is fivefold higher to that of Gdh3p. while in eth­
anol-grown cultures Gdh 1 p aetivity is only twofold 
highcr compared to that of Gdh3p [10]. This supports 
the possibility thal GDHJ and GDH3 transcripls could 
have a dilTerential stability or translation ratc in ethanol 
versus glucose. This would allow the organization of a 
NADP-GDH (Gdhlp/Gdh3p) isoenzyme with an ap­
propriate rate of cx-kctoglutarate utilization [ 1 O]. 

E:flect of Gcn4p, Gl113p, cmd /JAP complexes 011 GDJ/I 
expressio11 

Primer extension analysis peñormed with total RNA 
extrncted from the CLAl wild type strain harboring 
plasmid pLINI defined thrcc transcription initiation 
siles (data not shown), which grossly corresponded to 
those previously detcnnined [24) (Fig. 1). 

Examination of the GDHJ promoter sequence re­
vealed a canonical Gcn4p binding site, GCN4<3!. and 
three noncanonical binding sitcs: GCN4(l).(2).anJ(4) (Fig. 
1), suggesting that GDl/J expression could be directly 
controlled by Gcn4p. The impairmcnl of Gcn4p had no 
elTect on GDHI basal expression on glucose, while it 
clearly alTccted GDHI ethanol-induced exprcssion (Fig. 
3A). To address if GDl/J expression was regulatcd 
during amino acid deprivation by thc Gcn4p-mediated 
general amino acid control [15], 13-Gal activity was dc­
termined in extracts from cultures of the wild typc strain 
carrying pLINI. grown in the presence or abscnce of 3-
AT, a competitive inhibitor of His3p. In the presence of 
this analog. cells become deprived of histidine. 13-Gal 
activity was slightly lowcr in cxtracls obtained from 
glucose-grown cultures treated wilh 3-AT, as compared 
to that determined in cclls grown in thc absencc of this 
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Fig. 3. GDHJ cxprcssion in mutants altcrcd in various transcriptional activators and chromatin rcmodcling factors. Jl-Gal activity was dclcrmined in 
extracL' obtaincd from ycast cclls harvcstcd during cxponcntial growth on cithcr glucoso (hlack hars) or othnnol (ll'hitc hars) as curbon sourocs. and 
ammonium sulfate as thc nitrogon sourco. (A) Parental strain CLAI (MATa uraJ /c112) and its isogcnic gcn4LJ, gatlLJ, and g/11JLJ derivatives 
transfonncd with pLIN 1 (GD/1/-/ocZ 2¡• l.EU2). (8) l'arontHI strnin DWGl-7A (MATa atlel lm2 uraJ 11&4) and its isogcnio lmp2-I and lrapJ-1 
derivatives transformed with pLINI, togcther with thc parental strain YOOOO (MATa hl1'3L! 1<"'2Ll mctl5LJ uraJLJ) and its isogcnic lrap4LJ derivativo 
trunsformed with pLINI. (C) Parental strain PSY316 (MA7lx 11ra3 /y.<2 lcu2 atld lrisJLJ) and its isogonic gc1r5-I. ada2-/, and mfaJ-1 derivativos 
transformcd with pLINI. (D) Parental FY2 (MATa umJ) and its isogcnie spt311 and .t1¡f.!L! dcrivativcs transformcd with pLINIO (GDHl-lucZ 2¡l 
URA3). Thc rcportl"'ll (\-Gal uctivitics are avcrngcs ofvalucs obtuinet.1 from thn .. ~ indcpcndcnt cxpcrimcnts±SD. 

analog (2.64 versus 3.60 units mg- 1 ). These results in­
dicate that GDHJ is not regulated by the general amino 
acid control during amino acid deprivation on glucose. 
GDH J expression of ethanol-grown cells in the prescnce 
of 3-A T was similar to that found on ethanol alonc ( I0.0 
versus 9.90 units mg- 1), showing that GDHJ transcrip­
tion did not respond to histidine deprivation on ethanol. 
Aeeordingly, 13-Gal aetivity fostcrcd by thc translational 
GCN4-/acZ gene fusion [14] in glucosc-grown cultures 
(0.039 units mg- 1) incrcascd 10-fold in cthanol-grown 
cultures (0.370 units mg-t ), or after 3-AT trcatmcnt 
(0.460 units mg- 1), indicating that translation of GCN4 
mRNA is equally increased in the presence of either 3-
A T or cthanol. Thcsc rcsults demonstratc that Gcn4p 
plays a crucial role in GD/11 rcgulation on cthanol­
grown cultures, and are in agrccmcnt with prcvious 
observations showing that glucose starvation stimulates 
GCN4 translational expression through a different 

mechanism to that elicited by amino acid limitation [33). 
The fact that GCN4 translation is similarly increased in 
cthanol and 3-AT (0.37 versus 0.46 units mg- 1 ), but that 
GDHI cxprcssion is only induced by cthanol, possesses 
an intcrcsting question in rcgard to thc mechanisms 
dctcnnining thc sclcctivc induction of GDHJ by Gcn4p, 
which remains unsolved. 

Thc GDHI promotcr contains five GATAA sc­
qucnccs, four or which havc bccn prcviously dcscribcd [9] 
(Fig. 1). Thcsc scqucnces can constitutc thc cis-acting 
clcmcnts, UASNrR. acting as binding sitc(s) for two 
transcriptional activators, Gln3p and Gatlp/Nillp, 
known to regula te the expression of nitrogen-modulated 
genes [4]. These sites could also have a role in down 
rcgulation ofnitrogcn-controlled gene cxprcssion excrtcd 
by thc GATA family membcr Dal80p/Uga43p [5,7]. The 
lack of Dal80p/U ga43p (data not shown) or Gat 1 p/Nill p 
(Fig. 3A), had no effect on GDHI expression in either 
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glucose- or ethanol-grown cclls. The impainnent of 
Gln3p diminished f3-Gal activity in extracts obtained 
from glucose-grown cclls. However, it had a more severe 
clfcct on GD/11 cxpression in ethanol-grown cclls, in 
which a 10-fold lower ~-Gal activity was obtaincd com­
pared to that found in the wild typc strain (Fig. JA). 
Recent findings obtained from the study of whole-ge­
nome transcription profiling, led to the proposition that 
proteins of thc TOR signaling pathway communicate 
with transcription factors as part of a nutricnt-rcsponsc 
network (20). It was considered that Gln3p was mainly 
involved in the nitrogen discrimination pathway, while 
Gatlp played this role in the carbon discrimination 
pathway. Our rcsults show that Gln3p and Gal 1 p could 
havc ovcrlapping functions, since GDHJ carbon-induccd 
cxprcssion is Gln3p-depcndcnt, whilc Gat 1 p plays no 
role in this regulation. To our knowlcdge, GDHJ is the 
first example ofa gene whosecarbon regulation is GLNJ­
dependcnt. Thcsc findings strcngthen thc notion that 
ammonium assimilation constitutes the link between 
carbon and nitrogen regulations. 

lt has becn prcviously shown that GDHJ cxprcssion is 
glucose-repressed and highly induced in the presence of 
nonfennentable carbon sources (8). Our results 
confinncd that impairmcnt of cithcr llAP2 or l/AP3, 
rcsultcd in a decrcased j}-Gal aetivity fostered by GDHJ­
/acZ gene fusion in extracts obtained from glucose­
grown cells, while the lwp4 null mutant showed no effect 
on ~-Gal activity. However, impairment ofeither HAP2, 
llAP3, or HAP4 diminishcd GDllJ-dependcnt 13-Gal 
activity in ethanol-grown cells (Fig. 38). These results 
show that Hap4p is not involved in glucosc-dependent 
regulation, but that it does play a role in GDHJ expres­
sion in ethanol-grown cultures. Thus, in glucose-grown 
cells, the HAP complex operates in a Hap4p independcnt 
manner, while in ethanol the tliree subunits are involved 
in GDHJ expression; supporting previous obscrvations 
indicating that under respiratory metabolism, thc a­
ketoglutarate yielding enzymes are HAP-controlled [22]. 
The GD/11-encoded enzyme, being regulated by the 
HAP complex, could form part of a HAP-dependent 
network detennining synthesis and utili7.ation of a-keto­
glutarate. 

The above results show that GDHJ transcription of 
yeast cells grown on glucose is regulated by Gln3p, 
Hap2p, and Hap3p; howcvcr, thc lack of thcsc effcctors 
has a more dramatie elfcct on ethanol-grown cclls. Fur­
thennore, results show that Gcn4p- and Hap4p-mediated 
rcgulation is only obscrved in ethanol-grown yeast cells. 

Regulation ofGDHl expression by cltromatin remodeling 
factors 

Two distinct Gcn5p-dependcnt histone acetyltrans­
fcrase complexcs (11]: tbe SAGA (Spt-ADA-Gcn5-
acctyltransferase) and ADA (ADA-Gcn5-acetyltrans-

fcrase), and tbe Swi-Snf complex [27) bave been shown 
to remodel chromatin in vivo and to stimulate thc 
binding of activators and basal factors to nucleosomal 
DNA. 

To learn if the SAGA, ADA, or the Swi-Snf com­
plexes were involved in GDHJ expression, j}-Gal activity 
was determined in a wild type strain and in gc115, ada2, 
ada3, spt3, and snfl mutants transforn1ed with either 
plasmid pLTNI or pLTNIO. The lack of Spt3p or Ada3p 
alfectcd GDHI cxprcssion in extracts obtained from 
eithcr glucose or ethanol cultures (Figs. 3C and D), 
showing that the SAGA complex participates in GDHJ 
transcriptional regulation. Lack of Ada2p affected etha­
nol-induccd GD/11 expression, indicating that depcnding 
on the carbon source, different membcrs of the SAGA 
rcmodcling complcx regulatc GD/11 cxpression. A gcn5 
null mutation had no effect on GDHJ expression on ei­
thcr glucosc or ethanol. Even though the SAGA complex 
includcs Gcn5p, apparcntly not all SAGA-depcndent 
promotcrs are alfectcd by Gcn5p-depcndent acetylation 
[21). In this regard, it has bcen rccently shown that in 
strains lacking GCN5, GAL/ transcription ocurred al 
wild type levels [3]. These data indicate that individual 
SAGA components are differentially required for the 
transcription ofa givcn gene. Our rcsults also suggest that 
either GDH/ exprcssion is not regulatcd by acctylation or 
that the TAF11 J45 histone acctylase present in the TFllD 
transcription complex could play this role [21]. 

13-Gal activity was several-fold lower in the s1if2 mu­
tant comparcd to that found in the wild type strain in 
extracts from both glucose- and cthanol-grown cclls 
(Fig. 3D). These results show that the Swi-Snf complex 
is readily involved in GDHI transcriptional regulation. 

De/et ion analysis of GDH 1 promoter 

A collection of 5' dclctions of increasing size alfccting 
the GDHJ promoter was constructed as described in 
Materials and methods. When a wild type strain har­
boring pLIN2, which lacks the most 5' 226 bp of the 
GDHJ promoter, was grown on ammonium-glucose 13-
Gal activity was higher than tbat obtained with the wild 
typc strain carrying plasmid pLIN 1 (Fig. 4). This in­
crement was more evident in yeasts grown on ammo­
nium with ethanol as carbon source, a condition in 
which 13-Gal activity was 2.2-fold higher than that found 
in the wild type strain carrying pLINl. These results 
suggest that a target for negative regulation (upstream 
rcpressing region 1 [URR 1)) was missing in pLIN2. Loss 
of the ncighboring 60 bp (pLIN3) resulted in a twofold 
decrease in j}-Gal activity on both glucose and ethanol 
compared to that fostered by pLIN2, suggesting that the 
GATACll box lost in pLIN3 may play a role in GDHI 
expr"ssion. The loss of a second URR l\)Calized between 
-588 and -528 (pLIN4), doublcd f3-Gal activity (Fig. 4). 
Enzymatic activity fostercd by pLIN~ was decreased 

58 

1 



VII. RESULTADOS PUBLICADOS-ARTfCULO 1 

84 L. Riego et uf. f Blocfiemlcul ami Biophyslcul Re>eurcf1 Communicutions 293 ( 2002) 79-85 

l\-C'aalactn.ida.11e 
(unitsmg· 1) 

CLA 1 CLA 100 CLA 302-0 

GCN4Gl.NJ gcn4AGl.NJ GCN4glnJA 

gluc:ooe s:lucoac ctlwlol cthanol glucme elhanol g!UC<Me ethanol 
gl .. ama1e NH,- glutamaic NH -. NH,• NH,.• NH4 ... NH .. 

URRI llMR2 ~I 
pLINI -874 bp j'"''.'ff""""'1>'"""' f> (} (K(~ __ ._ 3'.'.1 :r ___ ! 2.SS 3.60 S.78 9.90 4.00 2.16 1.00 1.00 

URM2 :······: 
~~l pLIN2 -648bp 1 12 ¡¡ !Kl<ll 1 2.80 S.17 7.20 22.34 S.61 7.64 0.59 1.00 

UMR2 

pLIN3 -588 bp E1>_aCRJ<1-1~-To--:---; 2.13 3.66 4.S6 12.SO 4.SO s.oo o.so 0.6S 

pLIN4 -528 bp ll>ITTRl<l-.-~ro----i 4.10 6.23 9.43 20.46 s.so 3.26 0.75 1.77 

pLINS -466 bp : (Kl<ll 1 ~Í!l 3.00 3.56 10.50 ll.77 3.50 3.00 0.65 1.45 

pLIN6 -393 bp il<ll 1 ~ro l.50 4.00 I0.00 11.72 5.17 4.00 0.70 1.50 

pLIN7 -26R hp 1 ~ Ill NO 1.44 ND S.88 2.40 2.92 1.12 1.41 

Fig. 4. IJ-Gal specific uctivitics of 5' delctions of thc GIJ/11 promoler. The GD/11 full promotcr and 5' delctions were cloned in to thc 2¡• Lt."U2 lacZ 
vector YEp363. geuerating plasmids pLINl through pLIN7. These plasmids were lrausformed into the wild type strain CLAJ aud ils isogeuic 
derivativcs CLA 100 (gc114il) and CLA 101 (g/113Ll). The 5' rcgion carri .. 'tl in cach plasmid is indicat .. '<I in rows pLINI to pLIN7. Activity wus de­
lcnnined in cxtracts obtaincd from cclls grown on cilhcr arnmonium sulfate or glutamale as nitrogcn sources. wilh glucose or ethanol as carbon 
sources. The rcportcd P-Gal aclivitics are averagcs ofvalucs oblaincd from thrcc indcpcndcnt cxpcriments; variation was Rlways ~15o/o. ND. not 
determined. Diagrams dcpict putative hinding siles for Gcn4p (()), Gln3p (t>,<l), and l!AP complcx <•J. putative TATA box (•). transcriplion 
initialion siles(-), and pututivc URRs (- · · · · ·). 

twofold compared to that sustained by pLIN4, sug­
gesting that the GATA 121 and the GCN4<2> cis-acting 
sites could also play a role in GDHI transcriptional 
activation. A further 5' extended dcletion construct 
(pLIN7) fostcred [3-Gal activity which was half-fold 
lowcr to that found with thc full promoter (pLIN 1 ), 
suggesling that thc GATA<5> and GCN4<4

> sites could be 
determining GDHJ expression from this plasmid. 
Strains harboring constructs from pLIN 1 through 
pLIN4 showed lowcst 13-Gal activity in the prcscnce of 
glucose and glutamate, increasing gradually as nitrogen 
and carbon rcprcssions wcrc rclievcd, the highest ex­
pression being attained on ethanol plus ammonium. 
These results show that carbon repression is stronger 
than lhat cxcrtcd by thc nitrogcn sourcc. Most intcr­
esting is the fact that strains harboring plasmids pLIN5 
and pLIN6 failcd to show rcprcssion by glutamate (Fig. 
4). However, sequences that could participate in gluta­
mate repression were not identified and further analysis 
will be needcd to determine these cis-acting clements. 
Thc net incrcasc in P-Gal activity in cthanol-grown 
cultures was cvident in ali delction constructs, suggest­
ing that this clTccl could be dcpendcnt on thc GATA <5> 
and GCN414l cis elements or in a so far unidentified 
ciernen! which was retained in pLIN7 construct. 

Null gcn4 and g/n3 mutants wcre transformed witb 
pLINl through pLIN7. and 13-Gal activity was dctcr-

mincd. As Fig. 4 shows, rcsults obtaincd for [3-Gal ex­
pression confinned that Gcn4p has a role in GDHI 
expression in ethanol-grown cultures, and that although 
Gln3p affects GDlll expression on eithcr glucose or 
ethanol-grown cultures, its effcct is more pronounced in 
ethanol. 

Concluding rem11rks 

Results presented throughout this paper indicate 
that GDHI cxprcssion in ethanol is highly rcgulated, 
and are in agreement with the role that has been pre­
viously assigned to the NADP-glutamate dehydrogen­
asc isocnzymcs [JO]. Gdh 1 p, Gdh3p, and the 
hc1cromeric cnzymc present in cthanol-grown cultures 
show diffcrcnt allosteric properties and rates of cx-keto­
glutarate utilization. This constitutes a pacemaker 
mechanism in which the relative abundances of Gdh 1 p 
and Gdh3p monomers result in a balanced utilization 
of cx-ketoglutaratc undcr rcspiratory conditions [JO]. It 
is tcmpting to spcculatc tbat thc stringcnt rcgulation of 
GDHJ cxprcssion in ethanol-grown cultures determines 
the amount of Gdhlp present in this condition, and 
consequcntly the overall Gdh 1 p/Gdh3p ratio that 
govcrns the rate of cx-ketoglutamte utilization for 
glutamatc biosynthcsis. 
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IX. APÉNDICE 1-INICIO DE TRANSCRIPCIÓN 

IX. APÉNDICE 1-PROTOCOLOS 

1. INICIO DE TRANSCRIPCIÓN POR EL MÉTODO DE "PRIMER EXTENSION" 

Antes de comenzar, asegurarse de tener la muestra del RNA total de la cepa en las 

condiciones deseadas. 

Paso 1: Fosforilación del oligonucleótido 

1.- Mezclar: 

1 µI buffer 10X de la T4 polinucleótido cinasa 

50ng oligonucleótido 

1µ1 (y-32P) ATP de alta actividad específica (>5000 Ci/mmol; 10mCi/ml) 

2.2µ1 HzO 

0.8µ1 T4 polinucleótido cinasa 

Total de la reacción 1 OµI 

2.- Incubar a 37°C por 1 hora. 

3.- lnactivar la enzima 1 O minutos a 68ºC. 

Paso 2: Apareamiento del oligonucleótido 

1.- Mezclar: 

Sµg RNA total 

1.76µ1 NaCI 2.SM 

0.66µ1 TrisHCI 1 M 

2µ1 Oligonucleótido fosforilado 

Llevar a 24.42µ1 con H20+DEPC 

2.- Incubar a 95°C por 3 min. 

3.- Apagar el baño y esperar que llegue a 42 ºC 

4.- Centrifugar 
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Paso 3: Reacción de transcriptasa reversa 

1.- Primero hacer la mezcla de RT, para cada reacción poner: 

0.17µ1 lnhibidor de RNasa 

7.2µ1 Buffer 5X de la transcriptasa reversa 

3.7µ1 DTT 10mM 

1.0µ1 dNTP's 40mM 

Llevar a 12.4µ1 con H20+DEPC 

2.-Agegarle a la muestra los 12.4µ1 de la mezcla de RT recién preparada. 

3.- Agregar 0.5µ1 de RT a cada tubo. 

4.- Incubar a 42°C por una hora. 

Paso 4: Precipitación 

1.- Después de la reacción de RT, precipitar la muestra con 10µ1 de AcNa 10M y 

100µ1 de ETOH al 100%. 

2.- Incubar a -20 ºC mínimo una hora. 

3.- Centrifugar 10-15 min, eliminar el etanol. 

4.- Lavar con 100µ1 de ETOH al 70%. 

5.- Centrifugar 3-5 min, eliminar el etanol. 

6.- Repetir desde el paso 4 dos veces más. 

7.- Secar el pelleta temperatura ambiente por 10 min. 

8.- Resuspender en 6µ1 de H20 y después adicionar 4µ1 de solución stop. 

9.- Cargar las muestras en un gel de secuencia. 
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2. EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL DE LEVADURA 

1. Cuando los cultivos alcancen la O.O. deseada, recuperar las células centrifugando 5 

min a 3,000rpm. Hacer 2 lavados con H20+DEPC fría. 

2. Resuspender las células en 1 mi de H20+DEPC fría. Transferir a eppendorf de 1.5 mi. 

Centrifugar 2 min. a 14,000rpm. Quitar el sobrenadante con tip. 

3. Resuspender las células en 470µ1 de BUFFER DE LISIS. Mezclar con el tip. 

BUFFER DE LISIS 

1 OOmM Acetato de Na O. 1 M pH 5 

5mM MgCl2 

Tomar del stock para 1 O mi 

0.33ml Acetato de Na 3M pH 5 

0.5 mi MgCl2 100mM 

9.17ml H20 

4. Agregar rápidamente 25µ1 de SOS al 20% y 5µ1 de DEPC. Mezclar con el tip. 

5. Agregar 500µ1 de fenol-cloroformo-isoamílico (24:24: 1 ). Dar vortex 1 min. 

Para 15 mi 

Fenol 

Cloroformo 

Alcohol lsoamílico 

7.5ml 

7.2ml 

0.3 mi 

6. Poner los tubos destapados 2 min a 65ºC y después taparlos. Dejarlos 3 min más, 

para un total de 5 min. 

7. Congelar las muestras en un baño de hielo seco-etanol, aproximadamente 1 min. 

8. Centrifugar 8 mina 14,000 rpm. 

9. Recuperar la fase acuosa , aprox. 600µ1, y repetir los pasos del 5 al 8, 2 veces más. 

Total 3 extracciones de FCI. 

1 O. Recuperar la fase acuosa y transferirla a un eppendorf de 1.5ml, al que previamente se 

le han puesto 5µ1 de MgCl2 1 OOmM. 

11. Extraer una vez con 500µ1 de cloroformo:isoamílico (24:1 ). Dar vortex 1 min. 

Para 10 mi 

Cloroformo 

Alcohol lsoamílico 

9.6 mi 

0.4ml 

12. Centrifugar 5min a 14,000rpm. Recuperar la fase superior en un nuevo eppendorf, 

aprox. 400µ1. 

13. Agregar 40µ1 de Acetato de Na 3M pH 5, (1110 del volumen total). Mezclar con el tip. 

Agregar 1000µ1 de etanol (2 1/ 2 volúmenes) de una botella exclusiva para RNA. 
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14. Poner los tubos en un baño de hielo seco-etanol hasta que se congelen. Tardan aprox. 

15min. 

15. Centrifugar 15min a 14,000 rpm. 

16. Decantar el sobrenadante. Lavar el botón (sin resuspenderlo) en 500µ1 de etanol al 

80% (preparado con H20+DEPC). Centrifugar 5min a 14,000rpm. El botón se 

desprende del tubo con mucha facilidad, lo mejor es decantar la mayor cantidad de 

etanol y quitar lo restante con el tip. 

17. Quitar todo el sobrenadante y secar el pellet al aire. Antes de que esté transparente 

resuspenderlo en 50µ1 de H20+DEPC. Almacenar a -80ºC. 

PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA CORRER GELES DE RNA 

Para el gel de agarosa al 1 % 

H20 

Agarosa 

MAE 10X 

84ml 

1 g 

10ml 

Se funde la garasoa y una vez tibia se agrega: 

Formaldehído 6ml 

Tratamiento de la cámara de corrida 

Lavar la cámara, el peine y demás aditamentos de electroforesis con SOS al 1%. Enjuagar 

con H20+DEPC. Dejar secar y después vaciar la agarosa previamente fundida. 

BUFFER DE CORRIDA 

MAE10X 80ml 

Formaldehído 24ml 

Aforar a 800ml con H20 
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Preparación de las muestras 

SOLUCIÓN TAMPÓN 

Formamida desionizada 

Formaldehido 

MAE10X 

Glicerol al 80% 

Azul de bromofenol al 2% 

Aforar a 4ml con H20+DEPC 

Para cargar la muestra agregar: 

Muestra 3µ1 

Solución tampón 40µ1 

Bromuro de etidio (10mg/ml) 2µ1 

2.2ml 

0.Bml 

0.Sml 

0.4ml 

100µ1 

Calentar las muestras 1 O min a 65ºC e inmediatamente después cargarlas en el gel. 

ANÁLISIS TIPO NORTHERN 

A. Sondas empleadas 

Se utilizó el gen completo de GDH1 (1,365 pb) así como un fragmento del gen de ACT1 

(1, 1 OOpb ). Las sondas se marcaron por "Random Primer". 

B. Condiciones de hibridización 

El filtro se prehibrido durante 1 hora a 65ºC y se hibridó con la sonda correspondiente 

durante toda la noche a la misma temperatura en BUFFER DE HIBRIDACIÓN. 

BUFFER DE HIBRIDACIÓN 

Para 10 mi 

3.0ml 

10 µI 

7.0ml 

Na2HP04 1M pH7.4 

EDTA0.5M 

sos 10% 
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3. PROTOCOLO PARA LA PREPARACIÓN DE CROMATINA DE 

Saccharomyces cerevisiae. 

DIGESTIÓN IN VIVO CON MNasal 

1. Preparar 200ml de cultivo a una densidad óptica de 0.3-0.4 en MM o YPD. 

2. Centrifugar el cultivo 5 min a 3,000 rpm. Desechar el sobrenadante. 

3. Resuspender la pastilla en 5ml de BUFFER 1 recién preparado. Resuspender primero 

en el sorbitol y después agregar los demás reactivos. 

BUFFER 1 

- 5ml Sorbitol 1 M 

- 200µ1 EDTA O.SM (25mM) 

Agregar en la campana de extracción: 

- 200µ1 ¡3-mercaptoetanol 14M (600mM) 

4. Incubar Smin con agitación a temperatura ambiente. 

5. Centrifugar 5min a 3,000 rpm. Quitar el sobrenadante. 

6. Lavar 1 vez con 5ml de Sorbitol 1 M. Centrifugar 5min a 3,000 rpm. 

7. Resuspender la pastilla en 5ml de BUFFER 11. Resuspender primero en sorbitol y 

después agregar los demás reactivos. 

BUFFER 11 

- 4ml Sorbitol 1 M 

Agregar en la campana de extracción: 

- 2µ1 J3-mercaptoetanol 

- 40mg de J3-glucoronidasa previamente resuspendida en 1 mi de 

Sorbitol 1M 

8. Incubar 10-20 min a 30ºC con agitación. Tener mucho cuidado a partir de este 

momento ya que las levaduras tienen digerida la pared celular. 

9. Centrifugar a 2,000 rpm durante 5 min. 

1 O. Lavar con 5ml de Sorbitol 1 M. Centrifugar a 2,000 rpm durante 5 min. 

11. Resuspender la pastilla en 5ml de BUFFER DE NISTATINA 1X. Primero resuspender 

la pastilla y agregar al final la Nistatina. 
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BUFFER DE NISTATINA 1X 

SOmM NaCI 

1.5mM CaCl2 

20mM Tris HCI pH 8.0 

1M Sorbitol 

200µg/ml Nistatina 

Tomar del stock para Sml 

0.25ml NaCI 1 M 

0.25mlCaCl2 50mM 

0.1 mi Tris-HCI 1 M 

2.5ml 

1.9ml 

Sorbitol 2M 

H20 

12. Incubar en el BUFFER DE NISTATINA 1X por 5 min. 

13. Tomar alícuotas de 500µ1 en tubos eppendorf de 2.0 mi. 

14. Adicionar MNasa 1 (Nucleasa Micrococal) en diferentes concentraciones. Mezclar 

suavemente. 

BUFFER DE DILUCIÓN DE MNasal 

SOmM Tris HCI pH 8.0 

SOmM NaCI 

10mM MgCl2 

50% Glicerol 

15. Incubar 20 min a 37ºC. 

Tomar del stock para 1 Oml 

O.Sml Tris-HCI 1 M 

O.Sml NaCI 1 M 

1.0ml 

5.0ml 

3.0ml 

MgCl2 100mM 

Glicerol 100% 

H20 

16. Adicionar 50µ1 de STOP MIX. Mezclar suavemente. 

STOP MIX (1 Oml) 

9ml SDS10% 

1 mi EDTA 0.5M 

17. Adicionar a cada muestra 10µ1 de la solución de PROTEINASA K (20mg/ml) recién 

preparada. 

BUFFER DE RECONSTITUCIÓN DE LA PROTEINASA K 

Tomar del stock para 1 Oml 

50mM Tris-HCI pH 8.0 0.Sml Tris-HCI 1 M 

3mM CaCl2 0.6ml CaCl2 SOmM 

8.9ml H20 

Para preparar 200µ1 de solución de Proteinasa K: 

200µ1 Buffer de reconstitución 

0.004g Proteinasa K 
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18. Incubar 45 min a 56ºC. 

19. Extraer 1 vez con 500µ1 de fenal-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24: 1 ). Dar vortex de 

1 min y centrifugar durante 3 mina 14,000 rpm. 

20. Precipitar con 50µ1 de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 1.5 mi de etanol al 100%. 30 min a 

-80ºC y 1 h a -20ºC ó toda la noche a -20ºC. 

21. Centrifugar 15 mina 14,000 rpm. 

22. Resuspender en 200µ1 de TE 1X y agregar 20µ1 RNAsa A (10mg/ml). Incubar 1 ó 2 

horas a 37°C. 

23. Hacer 1 extracción con 200µ1 de fenal-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24: 1 ). 

24. Hacer 1 extracción con 200µ1 de cloroformo-alcohol isoamílico. 

25. Precipitar con 20µ1 de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 500µ1 de etanol al 100%. 

26. Dejar toda la noche a -20ºC. 

27. Centrifugar 15 mina 14,000 rpm. 

28. Lavar el pellet con 300µ1 de etanol al 70%. Dejar secar. 

29. Resuspender el pellet en 50µ1 de H20 bidestilada estéril. 

30. Cargar un gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X con 5µ1 de la muestra para ver la 

digestión y la cantidad de DNA. 

31. Una vez cuantificado el DNA, digerir cada muestra con 100U de la enzima de 

restricción apropiada. Incubar toda la noche a 37ºC. 

32. Hacer una extracción con 200µ1 de fenal-cloroformo-alcohol isoamilico. 

33. Precipitar con 20µ1 de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 500µ1 de etanol al 100%. Dejar 

toda la noche a -20ºC. 

34. Centrifugar 15 min a 14,000 rpm. Lavar el pellet con 200µ1 de etanol al 70%. Dejar 

secar. 

35. Resuspender el botón en 20µ1 de agua. 

36. Cargar las muestras en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 0.5X. Utilizar marcadores de 

peso molecular radioactivos. 

37. Correr a 70V durante 16h. Transferir a la membrana de nylon Hybond N+ por el método 

alcalino. 

38. Transferir durante 6-8 horas, después lavar la membrana con SSC 1X por unos 

segundos y esperar hasta que se seque. 

ESTA TESIS NO SAL;.: 

DE LA BlBLlOTEf'_,A 
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DIGESTIÓN DE DNA DESNUDO IN VITRO CON MNasa 1 

1. Tomar un tubo sin digerir de cada condición y agregarle 44µ1 de H20. 

2. Agregar a cada tubo 10µ1 del BUFFER DE DIGESTIÓN 10X y 0.1U de MNasa l. Digerir 

de 2-5 min. 

BUFFER DE DIGESTIÓN 10X 

Tomar del stock para 1 Oml 

20mM Tris HCI pH 8.0 2.0ml Tris-HCI 1 M 

50mM NaCI 5.0ml NaCI 1 M 

1.5mMCaCl2 0.16ml CaCl2 900mM 

2.84ml H20 

3. Extraer con 100µ1 de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico. 

4. Extraer con 100µ1 de cloroformo-alcohol isoamílico. 

5. Precipitar con 10µ1 de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 300µ1 de etanol al 100%. Dejar 

toda la noche a -20ºC. 

6. Resuspender en 30µ1 de H20. 

7. Cargar un gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X con 3µ1 de la muestra para ver la 

digestión y la cantidad de DNA. 

8. Una vez cuantificado el DNA, digerir cada muestra con 1 OOU de la enzima de 

restricción apropiada. Incubar toda la noche a 37°C. 

9. Hacer una extracción con 200µ1 de fenal-cloroformo-alcohol isoamllico. 

1 O. Precipitar con 20µ1 de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 500µ1 de etanol al 100%. Dejar 

toda la noche a -20ºC. 

11. Centrifugar 15 min a 14,000 rpm. Lavar el pelle! con 200µ1 de etanol al 70%. Dejar 

secar. 

12. Resuspender el botón en 20µ1 de agua. Cargar las muestras del DNA desnudo un gel 

de agaraosa al 1.5% en TBE 0.5X junto con las muestras previamente digeridas in vivo. 
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ANÁLISIS TIPO SOUTHERN 

C. Desoxioligonuc/eótidos empleados 

5F (5'- AAG CTT CGA AAA CTT CTC TTA ATG -3') 

5R (5'- CTG GAC AGA TCA ACT GTA GAG -3') 

3F (5'- CTC TCA CTC TTT AAA TGA CTT -3') 

3R (5'- GCG CGA AGC TTG TTG AAA TTC TGG C -3') 

D. Condiciones del PCR radioactivo 

Para obtener las sondas específicas necesarias para la hibridización con las cromatinas 

digeridas con MNasal, se diseñaron 2 pares de desoxioligonucleótidos con base en la 

secuencia del promotor de GDH1. El primer par de desoxioligonucleótidos (5F y 5R) se 

diseñó en el extremo 5' del promotor del gen y amplifica un producto de 127pb (SONDA 5'). 

El segundo par de desoxioligonucleótidos (3F y 3R) se diseñó en el extremo 3' del promotor 

y amplifica un producto de 130 pb (SONDA ATG). 

Al inicio de cada reacción de PCR se adicionaron 5µ1 de dCTP P32 (3000 Ci/mmol). Para la 

amplificación por PCR de la SONDA 5' se utilizó como templado el plásmido pLIN1 con el 

siguiente programa: un ciclo a 95ºC por 3 min, seguido de 26 ciclos de 1 min a 95ºC, 1 min 

a 52ºC y 2 min a 72ºC, y un último ciclo de 5 min a 72ºC. Para la amplificación por PCR de 

la SONDA ATG se utilizó el programa mencionado anteriormente pero la temperatura de 

alineamiento de los desoxioligonucleótidos fue de 55ºC. 

E. Condiciones de hibridización 

El filtro se prehibrido durante 1 hora a 65ºC y se hibridó con la sonda correspondiente 

durante toda la noche a la misma temperatura en BUFFER DE DENHART'S SX. 

BUFFER DE DENHART'S SX 

Tomar del stock para 150 mi 

6X SSC 45 mi SSC 20X 

5X Denhart's 15 mi Denhart's 50X 

0.5% SDS 7.5ml SDS 10% 

82.5mlH20 

Adicionar 600µ1 de DNA de esperma de salmón previamente hervido durante 10 min. 
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X. APÉNDICE 11 

Artículo 2 

DeLuna A., Avendaño A., Riego L., and González A. (2001) NADP-Glutamate 

Dehydrogenase lsoenzymes of Saccharomyces cerevisiae. J. Bio/. Chem. 276:43775-

43783. 

En el articulo, se reporta la caracterización bioquimica y fisiológica de las isoenzimas 

NADP-GDH de S. cerevisiae, codificadas por GDH1 y GDH3. Las proteinas purificadas 

mostraron diferencias en sus propiedades alostéricas y en sus velocidades de consumo de 

a-cetoglutarato. El análisis de la expresión relativa de estas proteinas, reveló que la 

expresión de GDH1 y GDH3 se encuentra regulada de manera diferente y dependiente de 

la naturaleza y concentración de la fuente de carbono. Más aún, el estudio fisiológico de las 

mutantes que carecen o que expresan GDH1 o GDH3 en multicopia sugirió que estos 

genes juegan papeles no redundantes. 
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In the yeast Saccharomyces cerevisiae, two NADP+ -de­
pendent glutamate dehydrogenases (NADP-GDHs) en­
coded by GDHJ and GDH3 catalyze the synthesis of glu­
tamate from ammonium and a-ketoglutarate, The 
GDil2-encoded NAD+ -dependent glutamate dehydro­
genase degrades glutamate producing ammonium and 
a-kctoglutarate. Until very recently, it was considcred 
that only one biosynthetie NADP-GDH was present in S. 
cerevisiae. This fact hindered understanding the physi­
ological role of each isoenzyme and the mechanisms 
involved in a-ketoglutarate channeling for glutamate 
biosynthesis. In this study, we purified and character­
ized the GDHJ- and GDH.'J-encoded NADP-GDHs; they 
showed different allosteric properties and rutes of a-ke­
toglutarate utilization. Analysis of the relative levels of 
these proteins revealed that the expression ofGDHl and 
GDH3 is differentially regulated and depends on the 
nature ofthe carbon source. Moreover, the physiological 
study of mutants lacking or overexpressing GDHJ or 
GDll3 suggested that these genes play nonredundant 
physiological roles. Our results indicate that the coordi­
nated regulation of GDHl-, GDH3·, and GDH2-encoded 
enzymes results in glutamate biosynthesis and balanced 
utilization of a·ketoglutarate under fermentative and 
respiratory conditions. The possible relevance of the 
duplicated NADP-GDH pathway in the adaptation to 
facultative metabolism is discussed. 

Like most free living microorganisms, the yeast Saccharo­
myces cerevisiae possesses amino acid biosynthetic pathways 
that allow the cell to use ammonium as sole nitrogen source. 
Ammonium utilization occurs exclusively via its incorporation 
into glutamate and glutamine (1), a process that can be 
achieved by two metabolic routes. One ofthem is constituted by 
the concerted action of glutamine synthetase and the GLTJ­
cncoded glutamate synthase (2, 3). The other pathway is me­
diated by the NADP+ -dependent glutamate dehydrogenase 
(NADP-GDH)1 (EC 1.4.1.4), a broadly distributed enzyme that 
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1 The nbbrevintions used nre: NADP-GDH, NADP' -dependent glutn­
mnte dehydrogennse; NAD-GDH, NAD'-dependent glutnmnte dehy-

catalyzes the reductive amination of a-ketoglutarate to form 
glutnmate (4, 5). In S. cerevisiae, two genes (GDH 1 and GDH3) 
have been described whose products constitute NADP-GDH 
isoenzymes (6). Glutamate catabolism is achieved through a 
reaction catalyzed by a different but related enzyme, the 
GDH2-encoded NAD+ -dependent glutamate dehydrogenase 
(NAD-GDH) (EC 1.4.1.2), which determines glutamate degra­
dation to ammonium and a-ketoglutarate (4, 7, 8). 

S. cerevisiae is the first microorganism described in which 
the NADP·GDH activity is encoded by two genes (6); the phys· 
iological significance of this apparent redundancy is not clear. 
When this yeast is grown on glucose and ammonium as carbon 
and nitrogen sources, Gdhlp is the primary pathway for glu· 
tamate biosynthesis (6, 9, 10). It has also been shown that 
GDlll expression is regulated by the HAP system (11), which is 
known to control expression of genes involved in carbon me· 
tabolism and respiratory function (12). Null gdh3t:i. mutants 
show no evident growth phenotype on glucose, and GDH3-de· 
pendent activity is negligible on this carbon source. Neverthe· 
less, a biosynthetic role was established for GDH3 in a double 
gdhlt:i. gltlt:i. mutant that grows on ammonium sulfate as sole 
nitrogen source by means ofGdh3p (6). Morcover, global anal­
ysis of transcription suggests that GDH3 expression is influ· 
enced by the general nitrogen control system (13). 

S. cerevisiae is able to grow using a variety of carbon sources 
under fermentativo and respiratory conditions. This fact has 
stimulated discussion as to which specific mcchanism allows 
a-ketoglutarate utilization for glutamate biosynthesis without 
impairing the integrity of the tricarboxylic acid cyclc as an 
energy-providing system. In this regard, it has been shown that 
Klebsiella aerogenes strains overexpressing their gdhA gene 
coding for the biosynthetic NADP-GDH display an auxotrophy 
that is interpreted as a limitation for a-ketoglutarate and suc­
cinyl-coenzyme A (14). Accordingly, a-ketoglutarate modulates 
NADP-GDH activity so that fluctuations in the intracellular 
levels of tricarboxylic acid cycle intermedintes would regulate 
glutamate biosynthesis. Indeed, it has becn shown that the 
signa! that coordinately regulates carbon and nitrogen metab­
olism in Escherichia coli dependa on the intracellular levels of 
a-ketoglutarate and glutamine (15). Interestingly, the presence 
of Gdh3p has been found to be increased during diauxic tran· 
sition in S. cerevisiae (16), suggesting a particular role of this 
enzyme in respiratory metabolism. 

To understand the function of the duplicated NADP-GDH 
pathway present in S. cerevisiae, we purified both isoenzymes 
and studied their biochemic'al properties. Our results revealed 

drogennse; MM, minimnl medium; YPD, yeost-peptone-dextrose; PCR, 
polyn1ernse chnin renction; TLCK, N"'·p-tosyl-L-lysine chloromethyl ke· 
tone; MES, 4-morpholineethnnesulfonic ncid; bp, bnse pnir(s). 83 
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TABLE I 
S. cereuisiae strains used in this work 

Strain. Relovenl. gonotypo So urce 

CLAl 
CLA4 
CLA6 
CLA7 
CLAlO 
CLAll 
CLA12 
CLA13 
CLA14 

MATa GDHJ GDH3 ura3 leu2 Ref. 6 
Ref. 6 
Ref. 6 
Ref. 6 
Ref. 6 

MATa GDHJ GDH3 URA3::Ylp5 LEU2::Ylp351 
MATa gdh1A::URA3 GDH3 LEU2::Ylp351 
MATa GDHJ gdh3A::LEU2 URA3::Ylp5 
MATagdhJA::URA3 gdh3A::LEU2 
MATa GDHJ GDH3 LEU2::Ylp351 ura3 Thls study 

This study 
This study 
Thls study 

MATa GDHJ gdh3A::LEU2 ura3 
MATagdhJA::kanMX4 GDH3 LEU2::Ylp351 ura3 
MATa gdhJA::kanMX4 gdh3A::LEU2 ura3 

that Gdhlp and Gdh3p have different allosteric properties and 
rates of ar-ketoglutarate utilization. The construction of chimer­
ical plasmids harboring combinations of the GDHJ and GDH3 
promoter and coding regions allowed us to determine that 
expression ofthese two genes is differentially modulated by the 
carbon source. Finally, physiological analysis of mutants lack­
ing or overexpressing GDHJ or GDH3 showed that expression 
of both genes is required to achieve wild-type growth on etha· 
nol. Our resulta indica te that existence ofdifferent NADP-GDH 
isoenzymes allows the functioning of a regulatory system in 
which the relative abundance of each isoform modulates the 
rate at which a-ketoglutarate is channeled to glutamate 
biosynthesis. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Strains 

Table 1 describes thc chnrocteristics ofthe strains used in the present 
work. Ali strnins constructcd for this study werc LEU2 dcrivatives of 
CLAl (ura3 leu2) nnd thus suited for URA3 selection. To obtnin agdh3A 
mutnnt, CLAl wns transformed with the Bglil-linenrized plnsmid pLV6 
(6) hnrboring a 760-bp GDH3 frngment nnd thc yenst LEU2 gene, 
gcnernting strnin CLA12 CGDHI gdh3A ura3). A gdhJA gdh3A ura3 
mutnnt was obtnincd from CLA12, using the PCR-hnscd gene replnce­
ment protocol described by Wnch et al. Cl 7), with kanMX4 ns a mnrker. 
Two deoxyoligonucleotides were designed bnsed on the GDH 1 nucleo­
tidc sequcnce nnd thnt ofthe multiplc cloning aitc prescnt in the pFA6n 
vector (17). The deoxyoligonucleotide Dl (5'-CAG AAT TTC AAC AAG 
CTT ACG AAG AAG TTG TCT CCT CTT TGG AAG CGT ACG CTG 
CAG GTC GAC-3') comprised 45 bp of the 5' region of the GDHJ 
coding sequence ( + 11 to +55), nnd 18 bp (in boldfnce typc) ofthc pFA6n 
multiple cloning site. The deoxyoligonucleotide D2 (5'-AAC ACC GAT 
ATC ACC AGC TGG CAC GTC AGT GTC TTG ACC AAT GTG ATC 
GAT GAA TTC GAG CTC G-3') contnined 45 bp corresponding toan 
internnl GDHI gene fragment (+451 to +495) nnd 19 bp (in boldfnce 
typc) from the pFA6n multiple cloning si te. Qingen purified pFA6n DNA 
wus uscd ns templntc for PCR nmplificntion in n Strntngenc Robocycler 
40 with the following progrnm: onc dennturing cycle for 3-min nt 94 ªC, 
followed by 26 cycles of 30-s dennturntion at 94 •e, 1-min nnnenling at 
50 •e, nnd 1-min extension nt 72 ºC. The 522-bp PCR product obtnined 
wns gcl-purificd nnd used to trnnsform strnin CLA12, gencrnting strnin 
CLA14. A CLAl LEU2 derivntive wns obtnined by trnnsforming this 
struin with plnsmid Ylp351, gencrnting strnin CLAll. To obtnin n 
gdhld GD/13 ura3 mutnnt, thc CLAll struin wns trnnsforn1ed with thc 
nbove mentioned 522-bp PCR product, thus genernting CLA13. 

Yenst wns trnnsformed by the method describcd by lto el al. (18). 
Trnnsformnnts were selectcd for either lcucinc prototrophy on minimnl 
medium CMMJ, or G418 resistnnce (200 mg/liter) (Lifc Technologies, 
Inc.J on yeast extrnct-peptone-dextrose CYPDJ-rich mediunt. 

Growth Conditions 

Strnins wcre routinely grown on MM containing snlts, trace cle­
ments, and vitamina following thc formula of yeast nitrogcn base 
(Difco). Filter-sterilized glucose (2%, w/v) or ethnnol (2%, w/v) wns used 
as n cnrbon sourcc1 nnd 40 mM nmmonium sulfate wns used as n 
nitrogcn source. Supplcmcnts nccdcd to sntisfy nuxolrophic requirc­
n1cnts wcre ndded nt 0.1 mg/ml. Cells wcre incubnted nt 30 ªC with 
shaking (250 rpm). 

Construction o{ Low Copy Number and High Copy Number 
Plasmids Bearing GDHJ or GDH3 Genes 

Ali standard molecular biology techniques were followed ns prcvi­
ously described ( 19). GDH 1 or GDH3 were PCR-nmplified together with 

A 
kDa 1 2 3 

'fl 205+ .'''.'' 

116 .. 
~ 97+ 

66+ ~ - -
45+ -
29+ ..... 

B 
1 2 3 4 

Fto. l. Purification and elcctrophorctic characterization of 
yeost NADP·GDHs. A, 808-PAGE showing proteins purified to elec­
trophoretic homogeneity from ethanol-grown yenst cultures (sce "Ex­
perimental Procedurcs" for purificntion strntcgy). Lane 1, Gdhlp (from 
CLA14-ll); la11e 2, Gdh3p (from CLA14-22J; lane 3, wild-type NADP· 
GDH (from CLA4J. B, purified proteins (2 µg) were subjected to nntive 
gel clectrophorcsis (6%) nnd Coomnssie-stnincd. Lane 1, Gdhlp (from 
CLA14-11J; la11e 2, Gdh3p Cfrom CLA14-22J; /a11e 3, wild-type NADP­
GDH (from CLA4J; la11e 4, Gdhlp plus Gdh3p. 

their 5' prometer scquencc and cloncd into either thc pRS316 (CEN6 
ARSH4 URA3) low copy number or pRS426 (2µ ori URA3) high copy 
number yenst shuttle vectors (20, 21). For GDH 1, the 2596-bp region 
between -952 from the start codon and +285 from the stop codon was 
considered to comprisc the full GDH 1 prometer nnd coding sequenccs 
(11). For GDH3, a 2646-bp frngment was PCR-nmplified, contnining the 
putative regulntory region (-1213 from the stnrt codonJ plus the full 
coding sequcnce nnd +48 from the cnd codon, ns reported in the nucle­
otidc sequcncc of chromosomc 1 from S. cerevisiac (22). Deoxyoligo­
nucleotidcs used for this purpose were 81 (5'-CGC GGG ATC CAG TAG 
TTC AGC GAC AGA AG-3'), 82 (5'-CGC GCG GAT CCC GAG TAA 
GGT CAT CAA TAA G-3'), 83 (5'-CGC GGG ATC CTG CGG TTA TAT 
GAT CTT C-3'), nnd 84 (5'-CGC GCG GAT CCT ACT ACA TAC ACA 
GAT AG-3'), generating plnsmids pLAMl (GDHJ CEN URA3), 
pLAMU (GDHJ 2µ URA3), pLAM2 CGDH3 CEN URA3), and pLAM22 
(GDH3 2µ URA3). DNA sequencing wns cnrried out, using the T3tr7 
priming si tes of pRS316 and pRS426, at the Unidad de Biología Malee-
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Fm. 2. Comparativc kinctic analysis of two NADP·GDH isocnzymcs. Plots show the dcpendence of the relative rate of the reductive 
amination reaction on thc concentration of a-kctoglutnrnte (A), NADPH (8), and ammonium (C). Renctions were corried out in 100 mM Tris buffer 
(pH 7.2) nt 25 ºC (see "Experimental Procedures"). •. Gdhlp enzymc; e, Gdh3p enzyme. l11sets rcprcsent double reciprocol plots. 

ulnr, Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional Autónoma 
de México CUNAMJ. 

Plnsmids werc subsequently trnnsformed into CLA14 double mu­
tant, and uracil prototrophs wcrc sclccted, thus generating strnins 
CLA14-1, CLA14-11, CLA14-2, nnd CLA14-22. Control strnins hnrbor­
ing the 2µ. pRS426 plosmid were constructed by trnnsforming CLAll, 
CLA12, CLA13, nnd CLA14, genernting strnins CLAll-00, CLA12-00, 
CLA13-00, nnd CLA14-00, respectivcly. 

Co11struction ofGDHl and GDH3 Chimerical Fusion Plasmids 

Fusions contnining cither thc GDH 1 promotcr nnd the GDH3 coding 
sequence or the GDH3 promoter nnd the GDHl coding scquencc were 
gcncrntcd by overlnpping PCR nmplificntion. For this purposc, primera 
Sl nnd 85 (5'-CTC TGG 'ITC GCT TGT CAT TTC TI'T TTC TIT TTG 
G-3') were used to obtoin n 980-bp product corresponding to thc GDHJ 
5' cognntc sequence nnd the first 19 bp ofthe GDH3 coding sequence (in 
boldfnce type); this wns overlnppcd with the 1431-bp product of primers 
84 nnd SS (5'-GAC AAG CGA ACC AGA GTT TC-3'), which included 
the complete GDH3 coding sequcncc. Similnrly, prin1ers S2 nnd S9 
(5'-GAA A'IT CTG GCT CTG ACA TIT TI'A CTI' TIT ACC-3') were 
used to obtnin n 1244-bp product corresponding to the GDH3 5' cognnte 
sequence, togethcr with thc first 17 bp of the GDHJ coding sequcncc (in 
boldfuce type), nnd overlnpped with thc 1632-bp product of primera 83 
nnd 810 (5'-GTC AGA GCC AGA ATT TCA AC-3'), which included the 
complete GD/11 coding scqucnce. Thc wholc proccdurc led to thc gen· 
erntion ofthe following plnsmids: pLAM3C5'GDH3-GDH1 CEN URA3), 
pLAM33 (5'GDH3-GDH1 2µ. URA3), pLAM4 (5'GDH1-GDH3 CEN 
UR.A3), nnd pLAM44 (5'GDHJ-GDH3 2µ. URA3). Constructs were vcr­
ified by DNA sequcncing ns dcscribcd nbove. 

Plnsmids were subscquently trnnsformcd into the CLA14 double 
mutnnt, nnd uracil prototrophs were selccted, gcnerating strains 
CLA14-3, CLA14·33, CLA14-4, nnd CLA14-44. 

NADP-GDH Purifícatio11 

NADP-GDH octivity wns purified from ethnnol-grown cultures of 
CLA 14-11 (gdhlti. gdh3MpLAMll !GDHJ 2µ. UR.A3)), CLA 14-22 
(gdhlil gd"3MpLAM22 !GDH3 2µ. URA3)), nnd the CLA4 wild-type 
strain. Strnins were grown in 10 litera of MM supplcmented with 
cthnnol nnd nmmonium sulfate, in n fermcntor nt the Unidad de Escaª 
lamicnto, Instituto de Investigaciones Biontédicns, UNAM. Cultures 
werc incubnted nt 30 'C nnd 300 rpm nnd nernted with 7 litera of 
oxygen/min. Cells were hnrvested nt nn opticnl density of0.8-1.0 nt 600 
nm nnd stored nt -70 'C until used. NADP-GDH wns purificd by n 
modified version of the method of Doherty (23). Ali steps were cnrried 
out at 5 ºC. 

Step 1: \Vlw/e Cel/ Soluble Protein Extract-Cells werc thnwed and 
resuspended in 1 mi of buffer A (100 mM Tris (pH 7.5), 1 n1M EDTA, 1 
mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl íluoride, nnd 50 µg of 

N"·p-tosyl·L-lysinc chloromethyl ketone CTLCKJ/ml)/g of cella. Crude 
extracta werc obtained nfter mechanical disruption of cella with a 
Bend-Bentcr (8 cycles of 1 min). After centrifugntion nt 30,000 X g far 30 
min, protein extracta wcre rcsuspended in buffer A and diluted to -25 
mg/ml. 

Step 2: Ammonium Sulfate Fractionation-Proteins that precipi­
tatcd betwecn 40 and 65% saturation of ammonium sulfate werc resus­
pended in buffer A. Mixtures wcrc dinlyzed twice ngninst 4 litera of 
buffer B (20 mM Tris (pH 7.5), 1 mM EDTAJ. 

Step 3: DEAE Bio-Gel A Chromatography-Dinlyzcd frnctions were 
npplied to n DEAE Bio-Gel A column (23 by 2.8 cm) equilibrnted with 
buffer C (20 mM Tris CpH 7.5), 1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, nnd 50 mg of TLCK/liter). After snntplc applicntion, the colª 
umn was wnshcd with 5 column volumcs ofbuffer B. NADP·GDH was 
subsequently eluted with a linear NaCl gradicnt of 10 column volumcs 
!0-0.5 M). Frnctions with NADP-GDH nctivity were pooled nnd dinlyzed 
agninst 4 litcrs of buffer B. 

Step ./: Af{inity Chromatography-A Reactive Red-agnrose column 
(13 by 1.2 cm) wns equilibrnted with buffer A. Afler npplicntion of the 
snmple from the prcvious step, the column wns washcd with 10 volumes 
of buffer A. NADP-GDH wns eluted with buffer A contnining 0.1 mM 
NADPH. Frnctions with NADP-GDH nctivity werc pooled, dinlyzed 
ngninst buffer B, conccntrnted by ultrafiltrntion to -1 mg/ml with an 
Amicon YM30 mentbrnnc, and stored at -70 ºC until used. 

Enzyme Assay and Protein Determination 

Wholc cell soluble protein cxtracts were prepnrcd by glnss bead lysis 
of cell pellets hnrvested during exponential growth, ns described (24). 
NADP-GDH and NAD-GDH were nssnyed by the method of Doherty 
(23). One unit of nctivity is defined ns the oxidntion of 1.0 µmol of 
NADPH ar NADH/min. Protein wns mensurcd by the method ofLowry 
et al. (25), using bovinc serum albumin ns a standard. 

Preparation of Anti-NADP-GDH A11tibodies 

Antibodies wcrc rnised in rnbbits injected with purified yenst GDHl­
encoded NADP-GDH nnd pnrtinlly purified by nmmonium sulfate pre­
cipitntion nccording to the method of González-Hnlphcn et al. (26). 

Electroplwresis and Imrnunoblotting 

SDS-polyncrylnmide gel electrophoresis (PAGEJ nnd nntive PAGE 
were performed with 10 and 6% slab gcls, respectivcly. Protcins on 
polyacrylamide gels wcre visualized with Coomassie Blue. Immunoblot 
nnnlysis of SDS-electrophoresed crude extrnct ar pure NADP-GDH wns 
cnrried out ns described by Towbin et al. (27). Immunoblot signnling 
was optimizcd by analyzing a number of combinations of antigcn and 
antibody concentrations in thc linear range of detectability. Scanned 
blots were subjccted to densitometric analysis using the program lm· 
ngeQunNT 4.2 !Moleculnr Dynnmics, Inc., Sunnyvnle, CA). Datn were 
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F10. 3. NADP0 GDH lsoenzymcs show dlffcrent ollostcrlc prop· 
crties dcpcnding on thc conccntration of a-kctoglutaratc. Plots 
show the dependence of1111 <Al ond S0 .5 (8) on the pH ofthe reaction. C, 
at pH 5.8, the relative rutes of the NADP-GDH purified from the 
wild-typc strnin dcpcnd on the rclntivc nbundnncc of cach isocnzyme. 
Assnys wcrc cnrricd out in 25 mM ncctic ncid, 25 mM MES, 50 mM Tris 
buffer, at 25 ºC. Purificd samplcs used in this expcriment wcrc the 
sume os those shown in Fig. lB. •. Gdhlp enzymc; e, Gdh3p cnzymc; 
&, wild-type NADP-GDH; '''. Gdhlp plus Gdh3p (3:1 mixture). 

normalizcd to thc immunoblot signnls of thc corrcsponding purified 
protein. 

Molecular Mass Determ.ination 

Nntivc molecular masa wns dctermincd on a Sephacryl S-300 gel 
filtration column (2.6 by 90 cm) cquilibrated with 50 mM Tris (pH 7.5), 
150 mM NaCJ, nnd 1 mM dithiothreitol. The column wns cnlibrated with 
molecular mnss standnrds (29-700 kDal from Sigmn. Purificd NADP­
GDH was dilutcd in the snme buffer, loadcd into the column, and eluted 
at u rute of6 mllh. Molecular mass wns determincd from a plot ofthc lag 
molecular mnss ngninst elution volume pcr void volumc. 

The apparent molecular mnsscs of dennturcd subunits were dctcr­
mined by SDS-PAGE with molcculnr mnss stnndnrds (29-205 kDn) 
from Sigma. 

Amino-terminal Sequencillg 

The isolntion of polypcptidcs far amino-terminal scqucncing wns 
carricd out ns describcd prcviously (28). Edmnn degradntion was cnr­
ried on nn Applicd Biosystems Scqucncer ut the Luborntoirc de Micro­
séquen~nge des Protéines Clnstitut Pnsteur, París, Frnncc). 

E11zyme Kinetics a11d A11alysis of Kinetic Data 

NADP-GDH activity was nssnyed far the reductive aminntion renc­
tion at differcnt concentrntions of a-ketoglutarntc, NADPH, or ammo­
nium chloride nnd nt snturating concentrations of thc remaining sub­
strates (8 nut a-ketoglutnrntc, 200 µM NADPH, and 50 mM ammonium 
chloride). For the oxidntivc dcnmination rcnction, diffcrcnt conccntrn­
tions of glutamnte or NADP+ and saturnting concentrntion of thc re­
mnining substrate (100 mM glutnmnte nnd 300 µM NADP') were used. 
Thc progresa ofthe rcnction was nlways kcpt bclow 5o/o convcrsion ofthe 
initinl substrnte. Mcnsurcmcnts wcrc mndc nt 25 ºC in 100 mM Tris nt 
pH 7.2 or B.O far thc rcductivc nminntion or oxidntive dcnminntion 
rcnction, rcspcctivcly. For experimenta in which pH wns vnried, 25 mM 
acetic acid, 25 mM MES, 50 mM Tris wns used ns buffer. This buffer 

A 

NAOP·GDH 0.96 
(units mg·1) 

' .. . : ~ 

B ,-..,: 

2 3 4 

0.02 121 <0005 

NADP·GDH 082 0.38 1.34 <0.005 
(units mg") 

-Gdh1p 

-Gdh3p 

-Gdhlp 

-Gdh3p 

Fm. 4. Lcvels orGdhlp and Gdh3p are dlfferentlally regulated 
by carbon source. Cella were grown on MM supplementcd with glu· 
cose (A) or ethnnol (B) nnd subjected to immunoblot nnnlysis using 
Gdh lp ontiserum. Cclls wcrc hnrvested during logarithmic growth, nnd 
protein cxtracts were nssnyed far NADP-GDH activity nnd electro­
phorescd (SDS·l0% PAGE, 20 µg of protein/Jane). Lane 1, CLA4 (wild 
type); /ane 2, CLA6 (gd"1Al; lane 3, CLA7 (gdh3Al; lane 4, CLAlO 
(gdhlA gdli3Al. 

minimizes the chnngc of ionic strength with pH (29). K.inetic dota were 
nnalyzed by nonlinenr regrcssion using the progrnm Origin 4.1 (Micro­
Cnl Software, Inc,}. 

Extractio11 a11d Determinatio11 of ll!tracellu/ar a-Ketoglutarate 
Protein-frce cell extracta werc prepnred as dcscribed by Kang et al. 

(30). Thc intraccllulnr conccntrntion of a-ketoglutnrate rclative to pro­
tein conccntrntion wns dctcrmined with beef glutnmnte dchydrogenase 
(Sigma) by following NADH oxidation (31). 

Determination o{ Extracellular Glucose Concentration 

Cella were filtered through 0.22-µm Millipore membranes. Extrncel­
lulnr glucosc conccntrntion wns detcrmined in thc filtralc with the 
Glucose IHKI kit from Sigma. 

RESULTS 

NADP-GDH Purifícation from Mutant and Wild-type 
Straitls-S. cereuisiae is the first microorganism in which the 
cxistcnce oftwo NADP-GDH isoenzymcs has been rcported (6). 
Although ycast NADP-GDH has bcen prcviously purified and 
characterized (32), the properties dcscribcd could be ascribcd to 
either ar both isocnzymcs. Therefore, wc purificd the Gdhlp 
and Gdh3p enzymes to electrophoretic homogeneity to study 
their individual biochemical properties. Gdhlp was 36-fold pu­
rified from the CLA14-11 mutant strain harboring plasmid 
pLAMll, whcrcas Gdh3p was 49-fold purified from strain 
CLA14·22 bcaring plasmid pLAM22. Additionally, NADP­
GDH was 252-fold purified from the wild-typc strain CLA4 
grown on ethanol, a condition in which both isoenzymes are 
rcadily cxpressed (see bclow). Apparent molecular masses of 
the monomers wcrc 51 and 46 kDa for Gdhlp and Gdh3p, 
rcspcctivcly (Fig. !A). The observed molecular mass of the 
latter was at variance with the expected value dcduced from its 
amino acid scqucnce, which is 49.6 kDa. This suggested the 
existence of a post-translational modification of Gdh3p, which 
rcmains to be idcntified. Amino-terminal scquencing was not 
possiblc, bccause both Gdhlp and Gdh3p purified polypeptides 
were blocked. 

Thc active oligomeric structures of thc purificd samples ob· 
tained from the wild-typc and mutant strains were hcxameric, 
as revealed by gel filtration experiments (dato not shown). This 
is in agrcement with resulta obtained for ali members of the 
small glutamate dehydrogenase subfamily, which show an a 6 
50-kDa oligomeric structure (33) and whose three·dimensional 
crystal structure has been reported (34, 35). Native PAGE 
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Fm. 5. Relntivc levels of Gdhlp and GdhSp changc depending 
on growth phasc. A, ycnst wcre cultured by extended growth in 
YPD-rich mcdium. Aliquots wcrc withdrnwn nt difTercnt times, and 
protein extracta wcre nssnycd for NADP-GDH nctivity. Extrnccllular 
glucose conccntrntion wns detcrmincd in pnrnllel; n dark arrow indi­
cntes the time at which glucosc wns cxhaustcd from the medium. •. 
CLA7 lgdh3tJ.); e, CLA6 lgdhltJ.); •· CLA4 (wild typc). B, thc nbun­
dnnce of each isoenzymc rcintivc to thc total NADP-GDH of thc wiid­
type strnin wns cnlculatcd from the normnlized densitometric annlysis 
of immunoblot signnls obtnined for electrophorcsed protein extracta of 
strain CLA4. Black bars, Gdhlp; white bars, Gdh3p. 

nnalysis of the protein purified from the wild-type strnin 
showed a smeared pattern (Fig. IB, lane 3), compared with the 
sharp bands observed when n mixture of equivalent amounls of 
purified homomeric proteins was electrophoresed (Fig. lB, lane 
4). Hence, lhe enzyme purified from the wild-lype slrain wns 
most probably a natural mixture of severa! isoforms built up by 
the o!igomerization of the two different monomers encoded by 
GDHJ and GDH3. In SDS-PAGE electrophorcsis, the NADP­
GDI-1 purified from the wild-type strnin grown on ethanol 
showed two bands corresponding to Gdhlp and Gdh3p mono­
mers Wig. lA). Densitomelric annlysis of Coomassie-stained 
gels rcvealed thnl 73% of the total NADP-GDH was composed 
of Gdhlp; lhe remnining 27% corresponded to Gdh3p. 

Kinctic Analysis of NADP-GDH /soenzymes-Enzymological 
properlies werc separalely dctermined for the Gdhlp and 
Gdh3p homomeric NADP-GDHs. Activities were measured in 
Tris-MES-ncetic ncid buffer nt pH vnlues ranging from 4.5 to 
9.5 (dala not shown); maximum activity wns obtained nt pH 6.8 
for both enzymes. Wc exnmined the dependence ofNADP-GDH 
activily on a-keloglutaratc, NADPH, or nmmonium, using snt­
urating concentralions ofthe lwo remaining subslrates (Fig. 2). 
Both isoenzymes showed hyperbolic behnvior at increasing 
NADPH and ammonium conccntrntions but sigmoidal re­
sponses to increasing a-ketoglularate concentrntions (Fig. 2A). 

NADP-GDH isoenzymes showed Vm•x values that were sim­
ilar in ali experiments (130-150 units mg- 1 ). Ali substrates 
caused inhibition of enzyme nctivity above a given threshold 
concentration (data not shown). NADPH began to inhibit the 
nctivity of both enzymes at n concentration of 300 µM (10% 
inhibition); with 100 mM ammonium chloride, we observed a 

similar effect. A 5% inhibition of the maximal activity was 
observed with 10 mM a-ketoglutarate for the Gdhlp enzyme, 
whereas n 25 mM substrato concentration was needed to gen­
erate the snme inhibition of the Gdh3p enzyme. 

For the Gdhlp enzyme assayed in both directions of the 
NADP-GDH reaction, the K,., values for NADPI-1, nmmonium, 
NADP+, and glutamate were 11.3 µM, 5.96 mM, 14.1 µM, and 
9. 79 mM, respeclively. Values of 33.1 µM, 5.00 mM, 10.5 µM, and 
6.36 mM, respectively, were obtained far the Gdh3p isoenzyme. 
Phosphate competitivo inhibition on NADPH binding has been 
previously described far yeast NADP-GDH (36). We confirmed 
that with respect to NADPH concentration, phosphnle compet­
itively inhibited both isoenzymes at various concentrations 
(0-250 mM sodium phosphate) (dnta not shown). However, 
Gdh3p wns more sensitive lo this effecl, wilh a K, vnlue far 
phosphate of 9.3 mM, compared with 72.5 mM far the Gdhlp 
enzyme. 

Differences were also faund between the two isoenzymes in 
their kinetics for a-ketoglutnrate. At pH 7.2, substrnte concen­
trations at which ratea were equal to hnlf the V mux (80 ,5 ) were 
0.29 and 1.27 mM far the Gdhlp nnd Gdh3p enzyme, respec­
tively. Hill coefficients (n 11 ) in the same experimenta were 1.3 
nnd 1.5 far the Gdhlp and Gdh3p enzyme, respectively. In this 
regard, hexameric glutamnte dehydrogenases from other or­
ganisms are known to be allosteric enzymes activated by dif­
ferent molecules (AMP, ADP, GTP, ATP, NADP•, succinnte, 
nspnrtate, nnd nsparngine) (33, 37-39). The effecl of these 
compounds wns nssnyed far the yenst NADP-GDH isoenzymes, 
but none of them behnvcd as an nllosteric cffector (dnta not 
shown). Howevcr, sigmoidal kinetics could most likely reflect a 
phenomenon ofcooperativity, since n11 vaiues strictly depended 
on the pH nt which the kinetics for a-ketoglutarate was ns­
snyed (Fig. 3A). The n 11 plot for the Gdh3p isoenzyme ngninst 
pH showed an inflection point at pH 6.2. Near optimum pH, 
Gdh3p exhibited n higher 8 0 .5 value compared with its homo­
logue; this difference was higher nt low pH (Fig. 38). Con­
versely, the Gdhlp isoenzyme showed no considerable changes 
in sigmoidicity nnd had higher affinity for a-ketoglutarate in 
terma of So.o· Thus, the overnll dnln indicate that the NADP­
GDH isoenzymes differ in their allosteric properties and rntes 
at which they use a-ketoglutnrate. 

We determined a-ketoglutarate kinetics far the NADP-GDH 
purified from the wild-type strain and compnred them with 
those of the homomeric Gdhlp and Gdh3p isoenzymes. Since 
the mnximum kinetic differences between the two isoenzymes 
were observed nt pH 5.8, we annlyzed the bchavior of the 
wild-type enzyme nt this pH. The wild-type enzyme exhibited 
kinelic parnmeters (S0 .0 , 0.90 mM; 11 11 , 1.6) similar lo those of a 
prepnrntion contnining 75% Gdhlp nnd 25% Gdh3p homomeric 
isoenzymes (Fig. 3C). This indicates that kinetics townrd a-ke­
toglutnrate depends on the relative nbundnnce of the GDHJ­
nnd GDH3-encoded monomers, whether or not these proteins 
associate in heteromcric structu!'es. 

Relatiue Leuels of Gdhlp and Gdh3p Are Carbo11-depend­
ent-To compare the relative levels of the two NADP-GDHs 
under different conditions, extracta were prepared from the 
wild-type or the pertinent null mutant strains grown on glu-
cose or ethnnol ns carbon sources. The specific activities nnd 
immunochemically detected levels of Gdhlp were similar in 
extracta obtained from the gdh3A strain grown on glucose or 
ethanol (Fig. 4, lane 3). For Gdh3p, low levels of NADP-GDH 
activity were observed, and no signa! in immunoblots could be 
detected when glucose was the carbon source. However, when 
extracts were prepnred from ethanol-grown cells, Gdh3p enzy­
matic nctivity incrensed 20-fald, andan immunoblot signnl was 87 
clearly observed (Fig. 4, lane 2). Normalized densitometric 
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. :'':<i . . . , . TABLE II 
NADP-GDH aelivity of MM-grown strains harboring recombinant p/asmids constructed in this study 

CLA14-0 (gdhlA gdh3MpRS316 CCEN URA3)) 
CLA14-l (gdhlA gdh3MpLAMl CGDHl CEN URA3)) 
CLA14-2 (gdhlA gdh3MpLAM2 CGDH3 CEN URA3)) 
CLA14-3 (gdhlA gdh3MpLAM3 C5'GDH3-GDH1 CEN URA3)) 
CLA14-4 (gdhlA gdh3MpLAM4 (5'GDHI-GDH3 CEN URA3)) 
CLA14-00 (gdhlA gdh3MpRS426 (2µ URA3)) 
CLA14-ll (gdh1Agdh3MpLAMll CGDHI 2µ URA3)) 
CLA14-22 (gdhIA gdlt3MpLAM22 CGDH3 2µ URA3)) 
CLA14-33 (gdh1Agdh3MpLAM33 (5'GDH3-GDH1 2µ URA3)) 
CLA14-44 (gd/iIAgdh3MpLAM44 (5'GDHI -GDH3 2µ URA3)) 

Glucosa 

<0.005 
3.26 :!: 0 .220 
0.03 :!: 0.007 
0.12 :!: 0.015 
0.60 :!: 0.066 

<0.005 
9.01 :!: 0.85 
0.17 :!: 0.013 
0.86 :!: 0.069 
2.41 :!: 0.311 

Specific activity" 

µmol min- 1 m¡¡- 1 

Et.hanol 

<0.005 
1.36 :!: 0 .099 
0.51 :!: 0.042 
0.97 :!: 0.076 
0.62 :!: 0.031 

<0.005 
10.6 :!: 1.02 
8.65 :!: 0.77 
11.4 :!: 0.94 
9.90 :!: 0 .86 

º Volues ore presented ns meona from three independent experimenta : ·s.D. 
TABLE 111 . 

Growth phenotypes a11d glutamate dehydrogenase aclivities of straiÍts /acking or overexpressing GDHl or GDH3 in MM 

Slrain 
Rolol.ivo gn)wth11 . NADP-GDH 'peclfic 

acUvit. NAD·!::R~ 1~nc 
Glucoso Et.hanOI Olucoao Et.hanol Olucoao Elhnnol 

7o 7o 

CLAll-00 CGDHl GDH3/pRS426 (2µ URA3)) 100 100 0.884 0.718 0.038 0.055 
CLA12-00 (gd/1lA GDH3/pRS426 C2µ URA3)) 63 55 0.019 0.459 0.032 0.063 
CLA13-00 CGDHI gdh3MpRS426 (2µ URA3)) 105 67 1.34 0.940 0.043 0.156 
CLA14-00 (gdhl A gdh3MpRS426 C2µ URA3)) 58 45 <0.005 <0.005 0.033 0.041 
CLA14-ll (gd/i1Agdh3MpLAMU (GDHl 2µ URA3)) 92 51 10.5 8.98 0.098 0.160 
CLA14-12 (gdh1Agdh3MpLAM12 CGDH3 2µ URA3)) 75 82 0.234 7.87 0.035 0.123 

ª Volues are shown rc]ativc to doublinc: timo or the wild-type strnin (2.3 ond 9 .5 h on glucose nnd ethnnol, respectively) and are prescntcd 08 
meona from three independent experimenta (vnriotion wns nlwoys S10%). 

b Volues are given in µmoVmin/mg of protein nnd ore presentcd 08 meona from three independent experimenta (vnrintion wns nlwnys s 10%). 

analysis of immunoblots showed that 25% of the wild-type 
NADP-GDH from ethanol-grown yeasts corresponded to 
Gdh3p. 

In light of the previous resulta, it was rclevant to determine 
whether NADP-GDHs containing dilferent Gdhlp/Gdh3p ra­
tios could be found in long term ycast cultures. In YPD-rich 
medium, S. cerevisiae grows by fcrmentation; diauxic shift 
occurs after glucose is exhausted from the medium and cells 
adapt to respiratory metabolism using the ethanol produccd 
during glucose fermentation (40). In fcrmcntative growth, with 
glucose as the only carbon source, NADP-GDH activity was 
solely due to Gdhlp (Fig. 5, A and 8). However, as cells pro­
ceeded through postdiauxic growth, dilferent Gdhlp/Gdh3p ra­
tios wcre observed, and after 5 days of incubation, 70% of the 
total NADP-GDH activity in thc wild-typc strain corres ponded 
to Gdh3p (Fig. 58). Within this context, it is rclevant that 
NADP-GDH protcolysis has beco obscrvcd aller glucosc star­
vation (41); this could account for the spccific inactivation of 
Gdhlp allcr glucose was cxhausted from the mcdium. Taken 
togethcr, these resulta indicate that the rclative abundance of 
Gdhlp or Gdh3p depends on thc carbon source. 

GDH3 Expression Is Transcriptionally R egulated by the Na­
ture ofthe Garban So11rce-To determine whetherGDH3 carbon­
dependent regulation was exerted at the transcriptional leve!, 
severa! recombinant plasmids were constructed (see "Experi­
mental Procedures"). NADP-GDH activitics were determined 
for strains derived from the CLA14 mutant strain transformed 
with these plasmids (Table !!). Cells bearing low copy numbcr 
constructs showed difTerences in enzymatic activity, which 
could be mainly attributed to the difTerent levels of expression 
allowed by the cognate 5' promoter scquences of either GDHJ 
or GDH3. In glucose·grown cells, Gdhlp-depcndent NADP­
GDH activity was 27-fold higher when expressed from its own 
prometer as campa red with that fostered by the 5'GDH3-GDH 1 
fusion. Likewise, Gdh3p-dependent activity was 20-fold higher 
when this gene was under the regulation of the GDHJ pro-

meter sequence (5'GDHI-GDH3) than when expressed from its 
cognate promoter. Similar resulta were obtained using cella 
harboring high copy number plasmids. Whcn NADP-GDH ne· 
tivity was monitored in extracta obtained from ethanol-grown 
cells, high levels were observed for either Gdhlp or Gdh3p, 
regardless of which prometer fostered expression. These re­
sulta confirmed that GDH3 expression was repressed by glu· 
cose at the transcriptional leve!. 

It is worth mentioning that in extracts prepared from glu· 
cose·grown cultures, Gdhlp activity was at least 5·fold higher 
than that ofGdh3p when the genes were expressed from either 
promoter; this efTect was barely obscrved in ethanol (Table Ill. 
Considering that Vmux values are similar for both isoenzymes, 
this dilferential leve! of expression could be attributed to a 
post-transcriptional leve! of regulation. In fnct, it could be 
considered that the codon bias difTerence of these genes (0. 75 
and 0.19 for GDHJ and GDH3, respectively) may account for 
difTerent translation rates of their transcripts . 

NADP-GDH Isoenzymes Mod11late a-Ketoglutarate Utiliza­
tion far Glutamate Biosynthesis-Gdhlp enzyme is the primary 
pathway for glutamate biosynthesis in glucose-grown cells (6). 
Doublegdhlt:.gdh3A mutants lacking NADP-GDH activity are 
not full glutamate auxotrophs; this strain grows with a 2-fold 
higher doubling time than that observed in the wild-type 
strain. This growth is achieved through the action ofthe GLTI­
encoded glutamate synthase, which constitutes an ancillary 
pathway for glutamate biosynthesis (42). GDH3 expressed 
from a high copy number plasmid conferred only a partía! 
recovery of the slow growth phenotype of a gdh l A gdh3ti. strain 
(Table Ill), as expected from the observed repression of the 
GDH3 gene by glucose. Conversely, GDHJ expressed from a 
high copy number plasmid completely restored wild-type 
growth to a gdhIA gdh3A strain. 

lt is relevant that in cells grown on ethanol, single disrup­
tions ofeither GDHJ ar GDH3 resulted in a slower growth with 88 
respect to the wild-type strain. Furthermore, iliegdhlti.gdh3A 
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wild-type 

gdh1!i 

gdh3!i 

gdh1!'.gdh3!i 

gdh fa gdh3!i 
IGDH12ft F10. 6. In vivo, NADP-GDHs con­

sume a-ketoglutarate et dlfferent rcl­
otivc vclocities. Yeast cella werc grown 
on MM supplemcnted with glucose CA) ar 
ethonol (B) ond hnrvested during logo­
rithmic growth. Protein-frcc extracte nnd 
soluble protein extracta wcre prepnred ns 
dcscribcd under .. Experimental Proce­
dures." Valucs of intrnccllulnr a-kctoglut­
nrutc relntivc to protcin concentration are 
presented as meaos from threc independ .. 
ent experimenta ::!: S.D. Strnins uscd wcre 
CLAl 1-00 Cwild-type), CLA12-00 (gdhlt;.), 
CLA13·00 (gdh3t;.), CLA14-00 (gdhJt;. 
gdh3t;.), CLA14-11 (gdhJA gdh3t;.J 
pLAMll (GDHl 2µ)), ond CLA14-22 
(gdhl A gdh3t;./pLAM22 (GDH3 2µ)). 

gdh1D. gdh3l'J. 
IGDH32µ 

o 2 4 6 8 10 

wild-type B 
gdhfa 

gdh3!i 

gdh1!'. gdh3!i 

gdhft; gdh3L\ 
/GDH12ft 

gdh1!'. gdh3l'J. 
/GOH32ft 

double mutant strain overexpressing GDHI from a plasmid 
grew considerably slower on ethanol than the one bearing the 
GDH3 high copy number construct. Thus, it can be concluded 
that wild-type growth on ethanol depends on both Gdhlp and 
Gdh3p and that overexpression of GDHI could result in a 
deleterious effect. 

Beca use of the differences in the rates of a-ketoglutarate in 
uitro utilization by the NADP-GDH isoenzymes, we explored if 
these differences could be observed in uiuo. To this end, we 
measured a-ketoglutarate intracellular pools in cells !acking or 
overexpressing GDHJ or GDH3. We also determined the NAD­
GDH-specific activities in the various strains, since this cata­
bolic enzyme would be expected to increase a-ketoglutarate 
conccntration. In yeast cells grown on glucose, the only cvident 
phenotype was duc to the lack ofGDHI; either single (gdhl!:l) 
or doublc (gdhl!i gdh3!i) mutants exhibited a significant accu­
mulation of a-ketoglutarate. A lack of GDH3 did not affect 
cither the intracellular concentration of this intcrmediate or 
NAD-GDH activity (Fig. 6A, Table III). These results are in 
consonance with the growth phenotypes observed for the same 
strains on glucose. When GDH J was overexpressed, NAD-GDH 
activity exhibited a 2-fold increase, suggesting that this activ­
ity increascd as a result of glutamate accumulation (3, 43). As 

o 2 4 6 8 10 12 14 16 

a-Ketoglutarate (nmol mg protein ·1) 

expected, GDH3 overexpression did not result in increascd 
NAD-GDH activity (Table III). 

When grown on ethanol, the single gdhl!:l mutant did not 
show a net increase in a-ketoglutarate concentration, whereas 
the gdh3!:> single mutant exhibited a 2-fold lower a-ketoglut­
arate pool size as compared with that of the wild-type strain. 
However, the gdhlt;. gdh3A strain had a-ketoglutarate levels 
similar to those found in thegdhl!i mutant; this suggested thnt 
the a-ketoglutarate dep!etion observed in agdh3A mutant was 
due to a Gdhlp-dependent consumption of this compound in 
the absence ofthe Gdh3p enzyme (Fig. 6B). These resulta are in 
ngreement with the fact that Gdhlp enzyme has a higher rate 
of a-ketog!utarate utilization than the heteromeric enzyme 
that exista in ethanol-grown cells. Moreover, NAD-GDH spe­
cific activity was induced 3-fold in ethanol-grown cells lacking 
the Gdh3p enzyme (Table lll), indicating that under this con­
dition glutamatc accumulated, resulting in induced GDH2 ex­
pression (43). 

Overexpression of either GDHJ or GDH3 in ethanol-grown 
cella caused an increase in the specific activity of NAD-GDH. 
However, the effect on a-ketoglutarate concentration wns con­
trasting. Cella overexpressing GDHI showed a reduced a-ke- 89 
toglutarate pool size, whereas GDH3 high copy number expres-
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sion caused its sccumulation. Thus, it can be concluded that 
GDHl overexpression causes a drain ofthe intracellular a-ke­
toglutarate pool, suggesting that ill uivo Gdhlp uses this com­
pound at a higher rate than Gdh3p. 

OISCUSSION 

This study addresses the question of whether GDHJ and 
GDH3 play overlapping or distinct roles and whether these 
roles are involved in the inherent capacity of S. cereuisiac to 
grow under fermenta ti ve or respiratory conditions. The resulta 
presented in this paper indicate that the existence of different 
NADP-GDH isoforms resulta in glutamate biosynthesis and 
balanced a-ketoglutarate utilization. The main observations 
that support this assertion are the following: (a) NADP-GDHs 
showed differences in their allosteric properties and ratea of 
a-ketoglutarate utilization; (b) the relative abundance of both 
isoenzymes depended on the nature of the carbon source; (e) a 
gdh3ti. mutant grew slowly on ethanol, although it had wild­
type NADP-GDH activity levels (this mutant showed reduced 
a-ketoglutarate pools and high activity levels of the catabolic 
NAD-GDH, indicating an abnormal high glutamate production 
rate); and (d) GDHJ overexpression from a plasmid did not 
suppress slow growth or the reduced a-ketoglutarate pool 
phenotypes of a gdhl ti. gdh3ti. strain; in contrast, overex­
pression of GDH3 resulted in faster growth and a-ketoglut­
nrnte accumulation. 

It has been recently shown that the regulated expression of 
yeast tricarboxylic acid cycle genes is governed by two tran­
scriptional complexes thnt function nlternatively, depending on 
the integrity ofthe respiratory function (44). The HAP system 
regula tes the expression of genes thnt lead to the synthesis of 
a-ketoglutnrate during rcspiratory metabolism (12), whcrcas 
expression ofthese genes is controlled by the RTG system when 
respirntory function is dnmpened or lost. This model considers 
that glutamate playa a central role by repressing RTG-depend­
ent expression of genes lending to a-ketoglutnrate (44), thus 
indicating that NADP-GDH nctivity should be controlled ac­
cordingly. A yeast NADP-GDH activity was previously purified 
(32) ata time when the existence oftwo isoenzymes was not yet 
recognized; tllUs, the kinetic properties and regulation of each 
isoenzyme could not possibly be discerned. In this study, puri­
fication and independent characterization ofGdhlp and Gdh3p 
enzymes shows that yeast possesses NADP-GDH isoforms that 
differ in their biochemical properties. 

Even after the two NADP-GDHs were recognized, induction 
of GDH3 could not be observed in genome-wide transcription 
analysis of ethanol-grown yeast, probably because of detect­
ability limitations (45, 46). The resulta presented here differ 
from those mentioned above and show unequivocnlly that 
GDH3 expression is ethanol-induced and glucose-repressed 
nnd that GDHJ expression is high on both carbon sources. This 
brings into accountability the role ofthe differcnt NADP-GDH 
isoenzymes in either glucose or ethanol-grown cella. Our re­
sults also consider the allosteric regulation of the GDH3-en­
coded enzyme, which suggests particular regulntory properties 
for this activity in uiuo. This would mediate a more relaxed 
distribution of a-ketoglutarate to either glutamnte biosynthe­
sis or energy-yielding metabolism when cells grow on a nonfer­
mentable or limiting carbon source. During fermentative 
growth, glutamate biosynthesis would be afforded by the 
Gdhlp isoenzyme thnt uses a-ketoglutarate nt n faster rate. 
Accordingly, the existence of multiple isoforms of NADP-GDH 
activity would provide the pacemaker mechanism thnt nssures 
optimum glutamate biosynthesis in either fermentative or res­
pirntory conditions without compromising the energy-yielding 
metabolism. Within this context, it is relevnnt that the nonfac­
ultative yeast Kluyueromyces lactis, closely related to S. cercui-

siae, bears a single homomeric NADP-GDH enzyme (47). 
It has been recognized that the expression ofthe NAD-GDH 

catabolic enzyme is induced in the presence of ethanol (43). 
However, the physiological significance of this observation has 
remained obscure, since gdh2ti. mutants show no evident phe­
notype in ethnnol-grown cultures. Considering the results pre­
sented in this paper, it can be suggested that the coordinated 
action ofGDHJ., GDH3-, and GDH2-encoded enzymes allows 
growth on ethanol, equilibrating the production and utilization 
of a-ketoglutarate. This study further confirms that nitrogen 
and carbon metabolisms are coordinately modulated far ammo­
nium assimilntion (11, 48) and that the genetic and metabolic 
regulation of genes involved in nitrogen metabolism can be 
influenced by the nature of the carbon source. 

Finally nnd worth mentioning is the existence of other du­
plicated yeast genes, such as COX5AICOX5B, l-IYP2/ANB1, 
CYCJ/CYC7, nnd AAC2/AAC3, whose regulation has diverged 
and which are differentially expressed under aerobic or anaer­
obic conditions (49). Thus, the described duplication and fur­
ther diversificntion of an NADP-GDH gene may be represent­
ative of a general mechnnism through which S. cereuisiae 
ncquired fncultntive metnbolic properties (50). 
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