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I. ABREVIATURAS 
 

NCR (Nitrogen Catabolite Repression)-Represión catabólica de nitrógeno 

WGD (Wide Genome Duplication)-Duplicación de genoma completo 

DDC (Duplication Degeneration Complementation)-Modelo de duplicación degeneración 

complementación 

EAC (Escape from Adaptive Conflict)-Modelo de escape del conflicto adaptativo 

PLP- Piridoxal-5-fosfato 

ALT-Alanino aminotransferasa 

AlaAT-Alanino aminotransferasa 

LDH-Lactato deshidrogenasa 

VIL-Valina Isoleucina Leucina 

MM-Medio mínimo 

ChIP (Chromatin Immunoprecipitation)- Inmunoprecipitación de la cromatina 

yEC (Yecitrine)- Variante de la proteína amarilla fluorescente YFP 
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II. RESUMEN 
 

El genoma de la levadura del pan Saccharomyces cerevisiae está compuesto por cerca de 5500 

genes, de los cuales 1102 forman 551 pares duplicados. Esta última cifra representa un alto 

porcentaje del genoma, por lo que se ha propuesto que la duplicación ha jugado un papel 

importante en la evolución de dicha levadura. En el presente trabajo se estudió el par de genes 

duplicados ALT1 y ALT2; en un trabajo previo a éste se demostró que el gen ALT1 participa en el 

metabolismo de la alanina, un aminoácido muy abundante en la célula. Siendo ALT1 y ALT2 

genes muy parecidos (67% idénticos) se predijo que realizarían la misma función de alanino 

aminotransferasas. El objetivo de este trabajo fue contestar si tal predicción era correcta. Para 

ello se realizaron pruebas fisiológicas con mutantes para ambos genes, así como estudios de la 

regulación de la expresión genética; también se analizó la presencia de las proteínas 

correspondientes Alt1 y Alt2 y su actividad enzimática. Se concluyó que ALT1 y ALT2 tienen un 

perfil de expresión opuesto en las condiciones estudiadas; que ALT2 es un gen que se traduce en 

una proteína, aunque ha perdido por completo la función original de alanino aminotransferasa, 

así que sólo ALT1 realiza tal función en la levadura. La conservación de ALT2 en el genoma 

pudiera obedecer a que desempeña otra función no relacionada al metabolismo de la alanina. 
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III. INTRODUCCIÓN 

a. Generalidades del metabolismo de carbono y de nitrógeno en Saccharomyces 

cerevisiae 

 
La levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de detectar cambios ambientales con alta 

sensibilidad; está provista de una maquinaria celular muy especializada que le permite adaptarse 

rápidamente a estos cambios. Este organismo es capaz de evaluar la disponibilidad y la calidad 

de los nutrientes, optimizando su crecimiento y metabolismo a través de respuestas 

transcripcionales específicas. Las cepas silvestres pueden ser aisladas de ambientes diversos, 

como suelos desérticos, robles, viñedos y flores3, lo que refleja una gran plasticidad metabólica. 

S.cerevisiae puede utilizar una amplia variedad de fuentes de carbono. Si bien los monosacáridos 

como glucosa y fructosa, que son fácilmente fermentables por la vía glicolítica son las fuentes 

preferidas, también utiliza otros azúcares como galactosa, trealosa, maltosa y sacarosa, aunque 

para ello requiere de otras enzimas que le permiten metabolizarlos. Como producto de la 

fermentación se producen etanol y glicerol, fuentes de carbono no fermentables que también 

pueden ser utilizadas para obtener energía. Existe una compleja jerarquía regulatoria que 

controla los genes necesarios para metabolizar múltiples fuentes de carbono4,5. 

Crecer en presencia de glucosa representa una oportunidad para la rápida acumulación de 

biomasa, así como para sintetizar precursores metabólicos. Más del 40% de los genes de la 

levadura alteran su expresión en cuestión de minutos después de la adición de glucosa. La 

expresión de los genes de biogénesis ribosomal aumenta, mientras que se reprimen los genes 

implicados en la fosforilación oxidativa, así como otros genes mitocondriales; también se 

silencian genes necesarios para utilizar fuentes alternativas de carbono. Los represores 

transcripcionales Nrg1 y Nrg2, de los que se habla más adelante, participan en esta respuesta, y 

son responsables de la represión de los genes que tienen que ver con funciones mitocondriales, 

utilización de fuentes de carbono secundarias, transporte de nutrientes, genes de respuesta a 

estrés, etc6-8.  
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Este patrón de expresión génica cambia cuando se agota la glucosa en el medio y se empieza a 

consumir el etanol, utilizando la fosforilación oxidativa5. Se induce la entrada de factores 

transcripcionales al núcleo, que promueven la expresión de genes del ciclo de Krebs, 

gluconeogénesis, fosforilación oxidativa y de respuesta a estrés, entre otros. En presencia de 

glucosa, algunos de estos factores transcripcionales se encuentran secuestrados en el citosol 9.   

Por otro lado, la levadura también tiene la capacidad de discriminar la calidad y la cantidad de la 

fuente de nitrógeno en el medio5; puede utilizar casi 30 diferentes fuentes de nitrógeno, entre 

las que se encuentran aminoácidos, urea, amonio, bases nitrogenadas y derivados de purinas. 

Estos compuestos entran a la célula vía permeasas y son utilizados para procesos anabólicos, o 

bien se pueden catabolizar para liberar nitrógeno en forma de amonio o glutamato10. Todos los 

compuestos nitrogenados de la célula se sintetizan a partir del grupo amino del glutamato o de la 

glutamina11.   

El amonio, el glutamato y la glutamina se interrelacionan por medio de sistemas enzimáticos 

específicos y constituyen el núcleo del metabolismo de nitrógeno. El grupo amino del glutamato 

sirve como fuente para el 85% del nitrógeno celular; la glutamina es el otro 15% 11. La síntesis de 

glutamina dependiente de ATP, a partir de glutamato y amonio, es catalizada por la glutamino 

sintetasa, codificada por el gen GLN1. La glutamato sintasa (GOGAT), codificada por el gen GLT1, 

forma dos moléculas de glutamato a partir de glutamina y de 2-oxoglutarato. El glutamato 

también se puede sintetizar a partir de 2-oxoglutarato y amonio, por medio de glutamato 

deshidrogenasas dependientes de NADP (Gdh1/Gdh3); se cataboliza por medio de la Gdh 

catabólica (Gdh2), que produce amonio y 2-oxoglutarato10.   

El metabolismo de los aminoácidos está regulado por varios mecanismos. Uno de ellos es el 

control general de la biosíntesis de aminoácidos (GAAC por sus siglas en inglés), mediado por el 

factor transcripcional Gcn412. Éste induce la expresión de genes involucrados en la biosíntesis, 

sobre todo en condiciones de privación de aminoácidos, pero también es necesario para la 

expresión de algunos genes en condiciones basales. Aun cuando algunos genes cuyos productos 

están implicados en la biosíntesis de aminoácidos, se regulan por represión: (arginina, lisina, 
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metionina, cisteína y los aminoácidos de cadena ramificada), no se conocen  mecanismos 

globales de regulación por represión transcripcional específicos para genes anabólicos10. 

Por lo que respecta al catabolismo de aminoácidos, se conoce un sistema de regulación global y 

mecanismos específicos. La presencia en el medio de fuentes de nitrógeno secundarias como 

arginina, prolina, serina, treonina, alantoína, urea, GABA, o los aminoácidos aromáticos, induce 

la expresión de genes cuyos productos determinan el catabolismo de cada uno de ellos. Por otro 

lado, cuando al medio se adiciona una fuente de nitrógeno primaria, se activa la represión 

catabólica de nitrógeno (NCR, Nitrogen Catabolite Repression), un mecanismo global que evita o 

disminuye la expresión de una gran cantidad de genes asociados a la utilización de fuentes de 

nitrógeno secundarias: permeasas y enzimas catabólicas. El NCR actúa impidiendo que  los 

factores transcripcionales GATA, Gln3 y Gat1, ingresen al núcleo 13. 

S.cerevisiae es un organismo cuyo metabolismo responde y se adapta rápidamente a la cantidad 

y a la calidad de los nutrientes. Esta plasticidad es producto de su robustez genética. 

b. Robustez genética, duplicaciones y evolución 

 

La robustez genética implica la dispensabilidad de una gran cantidad de genes. En S. cervisiae se 

pueden eliminar la mayoría de los genes sin ninguna consecuencia  aparente, en condiciones de 

laboratorio sólo el 19% son indispensables14. Diferentes autores han propuesto explicaciones 

para esta dispensabillidad. (1) Redundancia. La función de un gen se puede amortiguar o sustituir 

por la de un gen parálogo, o bien, por la existencia de otro gen con el que haya un traslape 

funcional o molecular15,16. (2) Complementación funcional. La función de un gen puede ser 

sustituida por una vía metabólica alternativa17. (3) Un gen puede ser requerido sólo en 

condiciones ambientales particulares que no se han probado18. 

La robustez facilita la aparición de variación y de novedades evolutivas. En un organismo robusto, 

pocas mutaciones producen un efecto adverso. Esto favorece el surgimiento de múltiples 

genotipos en la población, los cuales eventualmente facilitan la emergencia de nuevos 

fenotipos19. Las duplicaciones génicas contribuyen con la robustez y facilitan la aparición de 

novedades evolutivas20.   
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La robustez de S. cerevisiae puede atribuirse a que el 60% de los genes del metabolismo central 

de carbono y el 40% de los genes del metabolismo de nitrógeno se encuentran por duplicado21. 

Casi la mitad de ellos proviene de una duplicación ancestral de genoma completo (WGD, Wide 

Genome Duplication)22. Se ha sugerido que la evolución del metabolismo facultativo en algunos 

hemiascomicetos es consecuencia de tal evento22-25. Las especies del complejo Saccharomyces 

que divergieron después de la duplicación del genoma completo (Figura 1) tienen tres 

características, que no tienen la mayoría de las especies que divergieron antes: La capacidad (1) 

de degradar glucosa o fructosa a etanol, aun en presencia de oxígeno (Efecto Crabtree), (2) de 

crecer en ausencia de oxígeno y (3) de generar espontáneamente mutantes mitocondriales petit, 

deficientes en respiración. Al final del período Cretácico, hubo una apertura masiva de nuevos 

nichos ecológicos, generados por la diversificación de las plantas con flores; muchos de ellos 

fueron conquistados por las levaduras favorecidas con estas tres características metabólicas26. 

c. El origen de los genes duplicados en Saccharomyces cerevisiae 

 

Después de un evento de duplicación, en la mayoría de los casos, alguno de los genes parálogos 

se pierde aleatoriamente, por mutaciones o deleciones locales. Pero cuando la presencia de dos 

o más copias de un gen representa una ventaja adaptativa, aun en condiciones muy particulares, 

se favorece su preservación2. 

El genoma de S.cerevisiae está formado por cerca de 5700 genes, de los cuales 1102 forman 551 

pares duplicados, lo cual sugiere que la duplicación ha jugado un papel importante en la 

evolución27. Se pueden distinguir tres tipos de duplicaciones en el genoma de la levadura. (1) 

Duplicaciones de regiones amplias del genoma, bloques de genes que conservan sintenia, es 

decir, la misma orientación y el mismo orden con respecto a los ancestros de S.cerevisiae. (2) 

Duplicaciones de segmentos, que corresponden a miembros de familias multigénicas, que tienen 

varias copias distribuidas en el genoma. (3) Duplicaciones subteloméricas28.   

El descubrimiento de los grandes bloques de genes duplicados, sinténicos (1), dio origen a la 

propuesta de un evento de poliploidización en el linaje de Saccharomyces 2,22 (Figura 2). Las 

evidencias señalan que la arquitectura actual del genoma de S.cerevisiae es un reflejo de aquel 
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suceso, acompañado de una pérdida masiva genes. La diploidía se recuperó tras la eliminación 

gradual de cerca del 90% de los genes duplicados, preservándose por lo menos una copia de 

cada gen del conjunto ancestral2,29. La huella residual de dos regiones que surgieron por 

duplicación genómica es la presencia de genes parálogos en el mismo orden y orientación 

(sintenia), inmersos entre otros genes no relacionados. 

 

 

Figura 1. Relaciones filogenéticas del complejo Saccharomyces. El clado de levaduras que divergieron después del 
evento de duplicación está indicado con las siglas WGD. También se indica qué especies pertenecen al grupo de 
Saccharomyces sensu stricto. Figura tomada de Scanell, et.al. 2007

29
. 

 

Se ha calculado que el evento de WGD ocurrió en el linaje de Saccharomyces hace 

aproximadamente 100 millones de años, después de la divergencia entre el linaje de 

Kluyveromyces y el de Saccharomyces. Kluyveromyces waltii desciende de un ancestro común a 

ambos linajes, pero divergió antes del evento de poliploidización. Saccharomyces cerevisiae 

surgió después de dicho evento (Figura 2). La comparación del genoma de K.waltii y S. cerevisiae 

arroja pruebas claras acerca de la duplicación genómica ancestral, pues (1) los bloques de genes 

duplicados en S.cerevisiae conservan sintenia con respecto a los genes de K. waltii (2) el mapeo 

de la mayoría de las regiones de K. waltii está en una relación 1:2 con respecto a S. cerevisiae (3) 

por cada centrómero en K. waltii, hay dos en S. cerevisiae 2. (Figura 2) 
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d. La preservación de dos copias de un mismo gen 

 

Un evento de duplicación ocurre en un solo individuo y posteriormente puede o no fijarse en la 

población. El destino más frecuente de los genes duplicados es la desaparición de una de las 

copias, aunque la preservación puede verse favorecida ya sea por deriva génica o por selección 

purificadora30. Se han propuesto algunos modelos que explican los procesos que pueden sufrir 

los genes duplicados para ser conservados en la población. Se considera que un alelo se fija en la 

población cuando está presente en el 100% de los individuos. 

Figura 2. Esquematización del evento de duplicación de genoma completo (WGD). a Después de la divergencia de K. 
waltii, el linaje de Saccharomyces sufrió un evento de duplicación de genoma completo, creando dos copias de cada 
gen y de cada cromosoma. b Posteriormente la gran mayoría de los genes duplicados sufrieron mutaciones o se 
perdieron. c Los segmentos hermanos retuvieron diferentes subconjuntos de genes del conjunto original, 
manteniendo dos copias sólo de una pequeña minoría. d Dentro de S.cerevisiae la única evidencia de este proceso es 
la conservación del orden de los genes duplicados a lo largo de los segmentos cromosómicos. e La comparación con 
K.waltii revela la naturaleza del genoma de S.cerevisiae, los genes duplicados se encuentran intercalados entre los 
segmentos hermanos, siguiendo el orden del genoma ancestral. 

Los bloques de genes duplicados en S.cerevisiae conservan sintenia y guardan una relación 2:1 con respecto a los 
genes de Kluyveromyces waltii. Figura tomada y modificada de Kellis, et.al.

2
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Neofuncionalización. Este modelo propone que después de la duplicación puede aparecer una 

nueva función en el gen duplicado, la cual favorece su preservación por selección purificadora. La 

duplicación puede fijarse antes o después de la aparición de la nueva función30-32. 

Subfuncionalización. Propone que las funciones de un gen multifuncional se han repartido 

neutralmente entre los dos genes parálogos. Existen dos modelos, el de Duplicación 

Degeneración Complementación (DDC) y el de Escape del Conflicto Adaptativo (EAC). En el 

primero, el gen bifuncional se duplica. Posteriormente ocurren mutaciones en ambos genes, que 

van en detrimento de una de las funciones. El efecto de las mutaciones se neutraliza porque el 

otro gen complementa la función afectada. La deriva génica es responsable de la fijación de la 

duplicación y de la división de las funciones ancestrales30,33. En el modelo EAC la fijación de la 

duplicación depende de mutaciones adaptativas, no de mutaciones neutrales como en el DDC. El 

EAC ocurre cuando una mutación en una de las copias optimiza una función, pero en detrimento 

de la otra. De este modo, cada una de las copias puede especializarse en una de las funciones 

ancestrales34. Aun después de estos procesos evolutivos, la aparición de una nueva función 

(neofuncionalización) en cualquiera de las copias no se puede descartar. 

Dosis génica. Desde el nacimiento de un duplicado el aumento en la dosis génica puede 

representar una ventaja adaptativa, por lo que se preserva por selección positiva y no por deriva 

génica35. Un cambio en el ambiente puede volver ventajosa la aparición de una copia de un gen.   

Después de la fijación los genes duplicados siguen evolucionando, y siempre es posible que surja 

una nueva función. Se han descrito estos modelos y algunas variaciones de ellos, aunque es muy 

difícil reconstruir la historia evolutiva tratando de ajustarse a uno solo de ellos.   

e.  Los genes duplicados ALT1 y ALT2  

 

ALT1 y ALT2 (YLR089c y YLR111c respectivamente) pertenecen al bloque de genes duplicados 

que provienen de la duplicación de genoma completo, descritos por Wolfe y Shields22. Se sabe 

que ALT1 codifica para una alanino aminotransferasa1; comparte una identidad de 67% en 

secuencia de aminoácidos con ALT2, por lo cual se predice que ambos genes realizan la misma 

función. Ambas proteínas conservan los 11 residuos invariables para las aminotransferasas tipo I  
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36, entre las que se encuentran las de alanina, las de aspartato y las de aminoácidos aromáticos37 

(Figura 3). Entre esos 11 residuos se encuentran tanto los de unión del sustrato, como los que 

forman el enlace covalente con la coenzima, piridoxal-5-fosfato (PLP)36. ALT1 tiene en el N-

terminal una secuencia de 80 aminoácidos que no tiene ALT2, que el programa Mitoprot38 

predice como una presecuencia mitocondrial. Aunque no se sabe si los 80 aminoácidos 

Figura 3. Alineamiento de secuencia de aminoácidos de ALT1 y ALT2. Estos genes tienen una identidad del 67%.  En 
rojo están encerrados los 11 aminoácidos invariables en las aminotransferasas tipo I. Estos residuos están 
involucrados en la unión del PLP y de los sustratos. 
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participan en la importación, se ha reportado la presencia de Alt1 en mitocondrias altamente 

purificadas39. 

El gen ALT1 tiene alrededor de 2749pb, se encuentra en el cromosoma XII y su producto es de 

592 aminoácidos. ALT2 se localiza en el cromosoma IV, tiene alrededor de 1524pb y codifica para 

una proteína de 507 aminoácidos. 

Los genes ortólogos en los hemiascomicetos que divergieron antes de la duplicación genómica 

ancestral tienen más parecido a ALT1 que a ALT2 40. Esto podría indicar que ALT1 es más 

parecido al gen ancestral y que ALT2 pudo haber divergido en función. ALT2 en cambio, sólo 

tiene homólogos dentro del grupo de Saccharomyces sensu stricto (Figura 1); con algunos guarda 

un porcentaje alto de identidad, como con S. paradoxus el 94%; 85% con S. bayanus y 88% con S. 

mikatae. 

f. Las alanino aminotransferasas 

 

Las aminotransferasas realizan la transferencia de un grupo amino de un aminoácido a un 2-

oxoácido. La reacción catalizada por las aminotransferasas es libremente reversible, teniendo 

una constante de equilibrio de 1.0 (G  0KJ mol-1). Todas las aminotransferasas tienen el 

mismo grupo prostético, que es PLP, un derivado de la vitamina B6. Este compuesto funciona 

como un acarreador intermediario de grupos amino en el sitio activo de las aminotransferasas. El 

PLP está unido covalentemente a la enzima a través de una aldimina (base de Schiff) que forma 

con el -amino de un residuo de Lys en el sitio activo. Las aminotransferasas son un ejemplo 

clásico del mecanismo catalítico conocido como Bi-bi Ping-pong, en el que el primer sustrato 

reacciona y el producto debe abandonar el sitio activo antes de que se una el segundo sustrato. 

En este caso el aminoácido se une al sitio activo, dona el grupo amino al PLP y parte en forma de 

cetoácido. Posteriormente entra al sitio activo el cetoácido aceptor, que recibe el grupo amino 

de la piridoxamina fosfato y sale en forma de aminoácido41. 

Las alanino aminotransferasas (ALTs) o transaminasas de glutamato-piruvato (GPT) (KEGG, 

EC 2.6.1.2 ) son enzimas ampliamente distribuidas en los dominios de la vida, se han descrito en 

bacterias, arqueas37, protistas42, hongos43, plantas44, aves, mamíferos45, peces46. Las ALTs 
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catalizan la reacción reversible que involucra la transferencia del grupo amino del L-glutamato al 

piruvato, para formar L-alanina y 2-oxoglutarato (Figura 4). 

 

 

 

g. Función de las  alanino aminotransferasas en plantas y animales 

 

Mamíferos. Se ha estudiado bien el papel de estas enzimas en los mamíferos. Las ALT tienen un 

papel importante en el metabolismo de los aminoácidos y en la gluconeogénesis. Cuando se 

agota la glucosa y algunos tejidos degradan los aminoácidos para obtener energía, los grupos 

amino son colectados en forma de glutamato por la ALT, que transfiere el grupo amino del 

glutamato al piruvato para formar alanina, que se libera al torrente sanguíneo durante el ayuno. 

La alanina entra al tejido hepático para, luego de transaminar, generar glucosa a partir de 

piruvato por la ALT, que realiza la reacción inversa (catabólica). A este ciclo se le conoce como el 

de alanina-glucosa. Es muy importante durante la fase anaeróbica del ejercicio, ya que en el 

tejido muscular hay degradación de aminoácidos para obtener energía cuando no hay otras 

fuentes disponibles47. En muchos mamíferos como rata, ratón, cerdo, perro, humano, bovinos, se 

ha detectado la presencia de dos isoenzimas, que se expresan de manera diferencial en los 

tejidos y se localizan en la mitocondria o el citosol. 

 

Figura 4. Reacción catalizada por alanino aminotransferasas.    
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En humano, rata y ratón la expresión de ambas isoformas es similar48. ALT1 es más abundante y 

hay una mayor expresión en hígado, músculo, tracto digestivo, tejido adiposo y corazón, 

mientras que ALT2 se encuentra en cerebro, músculo, hígado y tejido adiposo48-50. Esta 

distribución, además de la diferente localización subcelular, obedece a que las isoenzimas 

cumplen con distintos papeles fisiológicos. En los tejidos glucogénicos, como el músculo cardíaco 

o esquelético, la ALT es citosólica y tiene una Km por piruvato muy baja (0.9mM), mientras que 

las concentraciones de alanina son de 30 a 100 veces menores que la Km (34mM). Esto indica 

que in vivo su función principalmente está dirigida hacia la formación de alanina. En cambio, en 

los tejidos gluconeogénicos como hígado y riñón, en donde la ALT es mitocondrial, la Km para la 

alanina es un orden de magnitud menor que para la ALT citosólica, 2mM. Esto sugiere que su 

papel es catabolizar alanina para obtener piruvato45,51. La alanina es sintetizada por la ALT 

citosólica en los tejidos glucogénicos y es transportada al hígado, donde la ALT mitocondrial la 

convierte en piruvato, éste entra a la vía gluconeogénica y la glucosa es enviada a los tejidos que 

la demandan. 

 

Plantas. En las plantas también existen isoenzimas de las alanino aminotransferasas (AlaAT), 

éstas constituyen una parte importante de la respuesta a estrés por hipoxia/anoxia. En tales 

condiciones hay un gran flujo hacia el metabolismo fermentativo, que compensa el bajo 

rendimiento en la producción de ATP, debido a la inactivación de la fosforilación oxidativa. Como 

consecuencia se acumulan productos de la fermentación como lactato, etanol y acetato. Si bien 

éstos permiten la regeneración de NAD+, para que la glucólisis permanezca activa, la 

acumulación excesiva puede resultar desfavorable. El papel de las AlaAT en es competir por el 

piruvato con la piruvato descarboxilasa y lactato deshidrogenasa (LDH) para contender con este 

efecto nocivo. Al competir con la fermentación etanólica se almacenan esqueletos de C3 en 

forma de alanina y se limita la acumulación de acetaldehído, que es tóxico. Por otro lado, la 

acumulación excesiva de lactato produce acidificación de los tejidos; la competencia de la AlaAT 

con la LDH por la utilización del piruvato puede evitar este efecto adverso44. El aumento en la 

concentración de alanina en condiciones de estrés por hipoxia se ha reportado en varias 

especies, como arroz, cebada (Hordeum vulgare), maíz (Zea mays), Panicum miliaceum y la 
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leguminosa Medicago truncatula 52-55. También se sabe de la presencia de AlaAT en las raíces, 

hojas53, así como en los tejidos embrionarios. En éstos las AlaAT son especialmente importantes, 

pues cuando su actividad se ve afectada no se puede desarrollar el embrión ni las plántulas en 

condiciones anóxicas/hipóxicas44. 

h. Metabolismo de la alanina en Saccharomyces cerevisiae 

 

El metabolismo de la alanina en S.cervisiae ha sido poco estudiado. Existen diversas vías descritas 

en varios organismos, en las que interviene la alanina como producto o como sustrato. Sin 

embargo, en Saccharomyces cerevisiae sólo se han descrito algunos genes que podrían estar 

involucrados en el metabolismo de este aminoácido (Figura 5). En nuestro grupo se han anotado 

los genes ALT1 y ALT2 (YLR089c y YDR111c respectivamente)1. Como se detalla más adelante, se 

ha comprobado que Alt1 es capaz de sintetizar y de catabolizar alanina (Figura 4).   

 

Una de las enzimas de S.cerevisiae que podría participar en el metabolismo de la alanina es la 

transaminasa de alanina:glioxilato (EC 2.6.1.44), codificada por el gen AGX1 (YFL030w). 

Únicamente está activa cuando el ciclo de glioxilato es funcional, es decir, cuando la levadura 

crece en fuentes de carbono no fermentables como etanol o acetato. En teoría, en estas 

condiciones podría contribuir con la síntesis de alanina, aunque la disponibilidad de piruvato es 

limitada, lo cual probablemente no permita que la reacción vaya en ese sentido. También es 

posible que transamine L-serina:piruvato, en cuyo caso los productos serían L-alanina e 

hidroxipiruvato (EC 2.6.1.51). (Ver figura 5 la reacción de Agx1). 

 

Otra enzima que puede metabolizar alanina es le kinureninasa (EC 3.7.1.3), codificada por el gen 

BNA5 (YLR231c). Está involucrada en el metabolismo del triptofano; la degradación de triptofano 

vía kinurenina. Junto con los demás genes de la vía está involucrado en la síntesis de novo de 

NAD+. La reacción se muestra en la figura 5. 
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Figura 5. Utilización y producción de alanina en S.cerevisiae. Además de las transaminasas de alanina, las 
enzimas que se muestran están involucradas en alguna medida en el metabolismo de L-alanina. Todas las 
reacciones se pueden asociar a un gen, excepto la transaminasa de glutamina (*), de la cual sólo se ha detectado 
actividad. La información se obtuvo de la base de datos KEGG, los números corresponden a la reacción química 
descrita en esta base de datos. 
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La cisteína desulfurasa (EC 2.8.1.7) puede dar como producto L-alanina. Es un gen esencial 

codificado por NFS1 (YCL017c), pero la función de esta enzima se asocia a la biogénesis de los 

centros Fe/S y de la tio-modificación de los tRNAs mitocondriales y citoplasmáticos. 

 

La transaminasa de aminoácidos aromáticos II (EC 2.6.1.58), codificada por ARO9 (YHR137w) 

también puede producir alanina cuando utiliza L-fenilalanina y piruvato como sustratos 

(RN:00692). La Tyr e His pueden ser sustratos en vez de la Phe; en la reacción reversa Met, Ser y 

Gln pueden reemplazar a la Ala (Figura 5). 

 

Existe otra enzima cuya reacción es irreversible, que podría contribuir a la biosíntesis de alanina; 

está activa en condiciones fermentativas, y aunque no se ha encontrado el gen que codifica para 

ella, se ha detectado su actividad 56,57. Se trata de la transaminasa de glutamina (EC 2.6.1.15), 

que constituye el primer paso de la degradación de glutamina por la vía de la -amidasa. Esta vía 

alternativa de asimilación de glutamina permite obtener glutamato y amonio a partir de 

glutamina. En la primera reacción de la vía se transamina la glutamina con un cetoácido, 

produciéndose un aminoácido y 2-oxoglutaramato. Los cetoácidos aceptores más comunes son 

piruvato y glioxilato, que al transaminarse forman alanina y glicina respectivamente. En la 

segunda reacción el 2-oxoglutaramato es hidrolizado por la -amidasa para obtener 2-

oxoglutarato y amonio; en ausencia de la -amidasa el 2-oxoglutaramato se cicliza y por dicha 

razón este paso es irreversible58,59. (Ver figura 5). 
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IV. ANTECEDENTES 
 

a. El estudio de los genes parálogos del metabolismo de nitrógeno 

 

El 44% de los genes del metabolismo de nitrógeno en S.cerevisiae están duplicados; de ellos, 9 

parejas tuvieron origen en el evento ancestral de poliploidización22. En el laboratorio se han 

estudiado algunas de ellas, implicadas principalmente en el metabolismo de aminoácidos. Lo que 

se ha observado es que la retención de los parálogos representa una ventaja adaptativa bajo 

determinadas condiciones de crecimiento.   

GDH1 y GDH3. Las glutamato deshidrogenasas dependientes de NADP, Gdh1/Gdh3, que 

sintetizan glutamato a partir de amonio y 2-oxoglutarato, son una claro ejemplo de adaptación al 

metabolismo fermento-respiratorio en S.cerevisiae. Durante la fermentación sólo se expresa 

GDH1 y no GDH3. Gdh1 tiene una alta capacidad de utilización de 2-oxoglutarato, por lo que la 

tasa de síntesis de glutamato se vuelve alta en esta condición. A medida que la respiración 

aumenta, GDH3 incrementa su expresión notablemente, volviéndose la proteína predominante 

durante la respiración. La presencia de Gdh3 representa dos formas de modulación negativa; por 

un lado, se forman hetero-oligómeros Gdh1/Gdh3, lo cual dimsinuye la eficiencia de utilización 

de 2-oxoglutarato, pues Gdh3 tiene una menor afinidad por este 2-oxoácido. El efecto que 

provoca la abundancia de Gdh3, en forma de homohexámeros o de heterohexámeros, es una 

reducción en la síntesis de glutamato durante la respiración, favoreciendo la disponibilidad de 

esqueletos de carbono para la obtención de energía a través del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos60. 

LYS20 y LYS21. Estos genes codifican para homocitrato sintasas, que catalizan la primera 

reacción de la vía de síntesis de lisina. En el estudio realizado en nuestro laboratorio se 

demuestra que la permanencia de ambos parálogos constituye una adaptación al metabolismo 

facultativo. Durante la fermentación ambos genes tienen un patrón de expresión similar y las 

proteínas juegan un papel redundante para mantener la poza de lisina, sin embargo las 

propiedades cinéticas de las enzimas son distintas. Lys21 está sujeta a una fuerte inhibición por 

lisina, que induce cooperatividad hacia la unión de 2-oxolgutarato. Mientras que Lys20 tiene una 



 20 

mayor afinidad por el 2-oxoglutarato que Lys21, pero no tiene cooperatividad para la unión de 

este sustrato; y es poco sensible a la inhibición por lisina. Estas características constituyen una 

adaptación al metabolismo respiratorio, pues cuando la levadura crece en etanol, la falta de 

Lys21 se traduce en una disminución del crecimiento, que a diferencia de lo que sucede en el 

metabolismo fermentativo, no puede ser sustituida por Lys20. Se sugiere entonces que Lys21 se 

ha especializado durante el metabolismo respiratorio para limitar la utilización de 2-

oxoglutarato, que es necesario también para la obtención de energía en la fosforilación 

oxidativa61. 

BAT1 y BAT2. Codifican para transaminasas de aminoácidos de cadena ramificada (VIL). El 

principal hallazgo encontrado por nuestro grupo es la distribución de las funciones biosintéticas y 

catabólicas entre ambas copias. BAT1 se expresa más que BAT2 en condiciones en donde se 

favorece la biosíntesis de VIL, mientras que BAT2 tiene una mayor expresión en condiciones 

donde se induce el catabolismo. Además, se propuso que la localización diferencial de las 

proteínas también se asocia a esta distribución de funciones. Bat1 se encuentra en la 

mitocondria, en donde los precursores anabólicos están más disponibles; la localización 

citosólica de Bat2 favorece la especialización de la enzima en el catabolismo de los aminoácidos 

ramificados62. 

b. Los parálogos ALT1 y ALT2  

 
La alanina es uno de los aminoácidos más abundantes; además de formar proteínas, puede 

convertirse en piruvato. El piruvato puede dirigirse al ciclo de los ácidos tricarboxílicos y también 

puede entrar a la vía gluconeogénica. Aunque la vía de síntesis de alanina en los hongos en 

general no se conoce a detalle, se sabe que las alanino aminotransferasas pueden generar este 

aminoácido a partir de glutamato y piruvato, mediante una reacción reversible. En la levadura 

Candida maltosa ya se ha caracterizado una alanino aminotransferasa (AlaAT)43. 

En nuestro laboratorio se anotaron los genes ALT1 y ALT2 que podrían codificar para estas 

enzimas. Se generaron mutantes nulas individuales para ambos genes, así como una doble 

mutante. A partir de éstas, se ha confirmado el papel metabólico de ALT1, mas no se le ha 
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podido atribuir todavía una función a ALT21. A continuación se detallan algunos puntos de esta 

investigación. 

En los datos mostrados en la figura 6, se observa el fenotipo de crecimiento en diferentes 

condiciones, de la cepa silvestre (WT en gris), de la mutante alt1(en verde), de la mutante 

alt2 (en rojo) y de la doble mutante alt1alt2 (en amarillo). En el primer grupo de barras se 

aprecia el crecimiento de las cepas en glucosa como fuente de carbono y amonio como fuente de 

nitrógeno. En esta condición todas las mutantes tienen velocidades de crecimiento muy similares 

a la de la silvestre. El crecimiento casi silvestre de la doble mutante alt1alt2 indica que en 

glucosa-amonio, además de la vía de síntesis de alanina por medio de las transaminasas de 

alanina, existe(n) otra(s) vía(s) que provee(n) la alanina necesaria para sostener este crecimiento.   

 

 

 

 

En el segundo y cuarto grupo de barras, es evidente que cuando falta Alt1 (mutante alt1 y 

alt1alt2) las cepas no pueden catabolizar la alanina para utilizarla como única fuente de 

nitrógeno, en ninguna de las fuentes de carbono (glucosa o etanol), por lo tanto no crecen en 

presencia de alanina. En el tercer grupo de barras se observa que las mutantes 

Figura 6. Velocidad específica de crecimiento () de mutantes en genes ALT en diferentes condiciones de 
crecimiento. El fenotipo de las cepas silvestre (gris) y las mutantes sencillas alt1 (verde), alt2 (rojo) y la doble 
mutante alt1alt2 (amarillo) se analizó utiliando glucosa o etanol como fuente de carbono y amonio o alanina 
como fuente de nitrógeno. Datos de García-Campusano

1
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alt1yalt1alt2 no pueden crecer en etanol-amonio; esto demuestra que Alt1 es 

indispensable para la biosíntesis de alanina en condiciones respiratorias y que no existe una vía 

alternativa que produzca alanina suficiente para sustituir la falta de Alt1. En el quinto grupo de 

barras lo que se observa es que cuando se agrega alanina al medio, las cepas que no pueden 

sintetizar el aminoácido alt1yalt1alt2 pueden crecer, pero no al mismo nivel que la cepa 

silvestre, lo cual se puede interpretar como una necesidad adicional de catabolizar alanina para 

poder crecer adecuadamente. 
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

La función de Alt1 es muy clara; es indispensable para catabolizar y biosintetizar alanina. ALT2 

comparte un alto porcentaje de identidad con ALT1 (67%), por lo que se pensaría que es también 

una alanino aminotransferasa. ALT2 conserva los sitios que son importantes para la unión de la 

coenzima PLP, así como para la unión de los sustratos, y parece tener un marco abierto de 

lectura completo. ALT2 también es muy parecido a sus ortólogos en diversos grupos biológicos. 

Ya que ALT1 y ALT2 no son redundantes, la permanencia de ALT2 en el genoma de S.cerevisiae 

pudiera obedecer a que cumple una función dentro del metabolismo de carbono o de nitrógeno. 

Para ello es necesario averiguar cuál es la función de ALT2 y si dicha función se relaciona con el 

metabolismo de la alanina. 
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VI. HIPÓTESIS 
 

ALT2 codifica para una alanino aminotransferasa, que ha divergido de ALT1, por lo que no son 

enzimas redundantes. 

 

VII. OBJETIVO 
 

Averiguar qué función tiene ALT2 en el metabolismo de la levadura S. cerevisiae. 

 

Objetivos Particulares 

 Determinar en qué condiciones se expresa el mRNA y la proteína de ALT2 y comparar con 

la expresión de ALT1. 

 Encontrar una manera de evaluar si Alt2 efectivamente es una enzima alanino 

aminotransferasa, llevando a cabo la caracterización fisiológica de las mutantes 

pertinentes. 

 Determinación de actividad enzimática de alanino aminotransferasa para Alt2 y comparar 

con la actividad de Alt1. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

Lista de cepas y construcción de mutantes 

 
A continuación se enlistan las cepas utilizadas en este trabajo 

Cepa Genotipo Fuente 

CLA1-2  (WT) MAT ALT1 ALT2 ura3 leu3::LEU2 [8] 

CLA1-2-1  (alt1) MAT alt1::kanMX4 ALT2 ura3 leu3::LEU2 [8] 

CLA1-2-2  (alt2) MAT ALT1 alt2::kanMX4 ura3 leu3::LEU2 [8] 

CLA1-2-D  (alt1 alt2) MAT alt1::kanMX4 alt2::natMX21 ura3 leu3::LEU2 [12] 

CLA 602  (nrg1) MAT ALT1 ALT2 ura3 leu3 nrg1::nat MX21 Este trabajo 

CLA 603  (nrg1alt1) 

CLA 604  (NRG1-myc
13

) 

MAT  ALT2 ura3 leu3 alt1 kan nrg1::nat MX21 

MAT a ALT1ALT2 ura3 leu3 ::LEU2 nrg1 ::myc13-KANMX                        

Este trabajo 

R1158-1 ALT1 ALT2-yECitrine  (ALT2-yEC) MATa his3-1 leu2-0 met15-0  URA3::CMV-tTA ALT1 ALT2-

yECitrine::HIS5  

Este trabajo 

R1158-2 ALT1 tetO7ALT2-yECitrine 

(tetO7ALT2-yEC) 

MATa his3-1 leu2-0 met15-0 URA3::CMV-tTA  ALT1 

tetO7::kantMX4-ALT2-yECitrine::HIS5 

Este trabajo 

R1158-3 alt1ALT2 (alt1R1158) MATa his3-1 leu2-0 met15-0 URA3::CMV-tTA alt1::kanMX4 ALT2 Este trabajo 

R1158-4 alt1 tetO7-ALT2  

(tetO7-ALT2 alt1) 

MATa his3-1 leu2-0 met15-0 URA3::CMV-tTA alt1::kanMX4  

tetO7::natMX21-ALT2  

Este trabajo 

   

Tabla1. Se muestran las cepas utilizadas, el genotipo relevante y la fuente.  En la columna izquierda, en negritas y 
entre paréntesis, está la nomenclatura abreviada que se utiliza a lo largo del texto. 

 

Mutantes alt1 (alt1 R1158, tetO7-ALT2 alt1 y nrg1alt1). Todas las mutantes nulas para 

ALT1 se construyeron interrumpiendo el gen ALT1 con un cassette de resistencia a G418 

(kanMX4), flanqueado por los extremos del gen ALT1. El producto de PCR de 2,612 pb se obtuvo 

a partir de DNA genómico de la mutante alt1CLA1-2. Los desoxioligonucleótidos  utilizados 

fueron ALT1Fo(5´TCTTGCACGGTCGCATCTCTCG3´) y ALT1Re (5´-

GATTAACGGGTGTTCGAACTACGC3´). Las transformantes se seleccionaron por resistencia a 

geneticina (200mg l-1). Se verificaron por PCR con los siguientes desoxioligonucleótidos 

ALT1ConFo (5´-TTCTGAAGGGGTCCAAGCCTAACG-3´) y ALT1ConRe (5´-

GGTGACAACTCAATCCTCTAACCCA-3´). El tamaño del producto de PCR para la mutante alt1 es 
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de 2456pb; el producto del gen silvestre es de 2739pb. Estos fragmentos se distinguen 

fácilmente en una electroforesis de agarosa al 0.8%. 

Mutantes nrg1 y nrg1alt1.  Primero la cepa CLA-1 fue transformada con un módulo de 

resistencia a G418 (kanMX4), que se obtuvo amplificando por PCR el plásmido pRS416 con 

desoxioligonucleótidosNrg1Fo(5’ATGTTTTACCCATATAACTATAGTAACCTCAATGTTTCTACTATGCCC

GCACCGTACGCTGCAGGTCGAC3’)yNrg1Re(5’TTATTGTCCCTTTTTCAAATGTGTTCTATAGTGTTGCAAG

CAATTATCATGATCGATGAATTCGAGCTCG3’)que, además de ser homólogos al cassette de 

resistencia, en los extremos son homólogos al gen NRG1.  De esta manera, por recombinación 

homóloga se sustituyó el gen NRG1 por un gen de resistencia a G418 (geneticina, 200mg l-1).  

Éste después se sustituyó por un cassette de resistencia a nourseotricina (natMX21), que se 

obtuvo a partir de la digestión  del  plásmido p4339 con EcoR1.   Las transformantes fueron 

seleccionadas por resistencia a nourseotricina (100mg l-1) y sensibilidad a G418.  La mutante 

sencilla nrg1 que se obtuvo se verificó por PCR. La doble mutante nrg1alt1 se obtuvo a partir 

de ésta, eliminando el gen ALT1, como se describió anteriormente.  Las mutantes fueron 

seleccionadas por la resistencia a los antibióticos apropiados.  Se verificaron por PCR y por 

hibridación tipo Northern. 

Mutantes tetO7-ALT2 alt1  y tetO7ALT2-yEC.  En ambos casos se insertó el promotor de 

tetraciclina tetO7 en el promotor endógeno de ALT2 en la cepa R1158.  El módulo tetO7 se 

amplificó a partir del plásmido pCM325.  Éste contiene el marcador de selección de resistencia a 

G418.  Se diseñaron un par de desoxioligonucleótidos complementarios tanto a la región del 

promotor de ALT2, como al sitio múltiple de clonación de pCM325. Los desoxioligonucleótidos 

son ALT2F2 (5´-CTATTGTTTCTACTAATGTGCTGCGGGCTGATGTCCTCCACACGTCTTCACGTACGCTGC 

AGGTCGACGG3´) y ALT2R2 (5´-AAATCCTTTGCGGTGAACACACCTTTCAAATCCTGTTGGTGTGTCATT 

GTCATAGGCCACTAGTGGATCTG3´) El producto de PCR de 2.2Kb fue transformado en la cepa 

R1158.  Las mutantes se seleccionaron por resistencia a G418 (geneticina, 200mg l-1).  Se 

verificaron por PCR y por secuenciación.   

Para la mutante  tetO7-ALT2 alt1 después de la inserción del promotor tetO7, el cassette de 

resistencia a G418 (kanMX4) fue reemplazado por un cassette de resistencia al antibiótico 
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nourseotricina (natMX21).  Éste se obtuvo a partir de la digestión del plásmido p4339 con EcoR1.  

Las transformantes se seleccionaron por resistencia a este último antibiótico (100mg l-1) y 

sensibilidad a G418 (200mg l-1).  Posteriormente se eliminó de las mutantes obtenidas el gen 

ALT1 como ya se ha descrito en párrafos anteriores. 

La  mutante etiquetada tetO7ALT2-yEC se obtuvo transformando con el cassette yECitrine::HIS5 , 

que se insertó en extremo 3´ de la región codificante de ALT2, de manera que la etiqueta 

quedara en extremo carboxilo de la proteína.  Dicho cassette se amplificó por PCR a partir del 

plásmido pKT175-HIS5.  Se utilizaron un par de desoxioligonucleótidos ALT2F1 (5´TTCAAGACT 

GGAAAGAATTTCATCAAGATTTCTTCAGCAAGTATCGTAATGGTGACGGTGCTGGTTTA3´) y ALT2R1 

(5´ATGGATGCAAAACAAATAGAAAGCCATTATCATTAGTTTTTTTTTTTCATTCGATGAATTCGAGCTCG3´) 

complementarios al extremo 3´de la región codificante de ALT2, y también complementarios al 

sitio múltiple de clonación de pKT175-HIS5.   El marcador de selección URA3 del plásmido original 

pKT175 fue reemplazado por HIS5.   Las transformantes finalmente se confirmaron por PCR y por 

secuenciación.   

ALT2-yEC.  Se obtuvo transformando la cepa R1158 con el cassette yECitrine::HIS5.  Los 

desoxioligonucleótidos utilizados para amplificar dicho cassette a partir del plásmido pKT175-

HIS5 son ALT2F1 y ALT2R1, descritos arriba.  El procedimiento es esencialmente el mismo que se 

explica en el párrafo anterior. 

ALT1-TAP y ALT2-TAP.  Se obtuvieron de la colección de cepas etiquetadas con TAP de 

Saccaromyces cerevisiae63. 

NRG1-Myc13. Se utilizó la cepa CLA1-2 para etiquetar a la proteína Nrg1 en el C-terminal, con una 

secuencia de 13 péptidos de c-Myc. Se transformó con un fragmento de PCR que se obtuvo a 

partir del plásmido pFA6a-13Myc-KanMX6, descrito por Longtine64. Se amplificó con 

desoxioligonucleótidos FwNRG1MYC y RvNRG1MYC, cuyas partes internas son homólogas al 

plásmido (minúsculas), y las partes externas complementarias a la región correspondiente al C-

terminal de NRG1 (mayúsculas). Las transformantes se seleccionaron por resistencia a G418, la 

cual confiere el módulo KanMX6. Se verificaron por PCR, siendo el tamaño del producto silvestre 
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de 259pb, mientras que la cepa etiquetada tiene 3000pb. También se verificó que la traducción 

de Nrg1-Myc13 quedara en marco, por medio de un Western-blot, en el que se detectó con un 

anticuerpo anti-c-Myc. La secuencia de los desoxioligonucleótidos es 

FwNRG1MYC 

5´GATAATTGCTTGCAACACTATAGAACACATTTGAAAAAGGGACAACGGATCCCCGGGTTAATTAA-3´ y  

RvNRG1MYC 

5´ATAGTAGTACTGCTAATGAGAAAAACACGGGTATACCGTCAATTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3´ 

Cultivos 

 
Todos los cultivos se hicieron en medio mínimo, suplementado con sales, elementos traza y 

vitaminas, siguiendo la fórmula de Difco. Como fuente de carbono se utilizó glucosa (2% w/v) y 

como fuente de nitrógeno sulfato de amonio (40mM) o bien alanina (7mM). Dependiendo de las 

auxotrofías de cada cepa se suplementó el medio con uracilo(20mg l-1) leucina (100mg l-1) 

histidina (20mg l-|) metionina (20mg l-1). Los precultivos se hicieron en medio rico (YPD) en todos 

los casos, excepto para la extracción de RNA, que se hicieron en medio mínimo. Los cultivos se 

mantuvieron a 30°C con una agitación de 250 rpm. 

Caracterización de fenotipo 

 
Las cinéticas de crecimiento se realizaron en un crecinómetro. Se trabajó con tres colonias 

aisladas para cada cepa. De cada una de éstas se inocularon 5mL de medio mínimo, a una 

densidad óptica (DO 600nm) inicial de 0.04. De este inóculo se utilzaron 300L por pozo, con 3 

repeticiones para cada condición. Se analizó el fenotipo de crecimiento durante 24-36horas, con 

lecturas cada 1.5horas. Con estos datos se obtuvo el tiempo de duplicación y la velocidad 

específica de crecimiento (). 

Hibridación tipo Northern 

 

Se extrajo el RNA total de los cultivos, con el método descrito por Valenzuela65. Se realizó una 

electroforesis en gel de las muestras, que después se transfirieron a una membrana de 
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nitrocelulosa (Amersham Hybond-N+, GE Healthcare). Se hibridaron con sondas específicas para 

ALT1 y ALT2, que se obtuvieron por PCR con los desoxioligonucleótidos descritos previamente en 

el trabajo de García-Campusano1. Como control de carga se utilizó una sonda para un RNA 

ribosomal, SCR1.  Las hibridaciones se analizaron con el programa ImageQuant 5.2 Molecular 

Dynamics. 

SDS-PAGE e inmunodetección 

 
Obtención de extractos de proteína. Se obtuvieron de cultivos en medio mínimo de las cepas 

etiquetadas (TAP y yEC). La pastilla de células se resuspendió con el amortiguador de extracción 

Pronasse (1.4M sorbitol, 25mM Tris-Cl pH 7.5, 2mM MgCl2, 20mM NaN3). Posteriormente se 

agregó 1mM de PMSF y TCA al 85%. Las células se rompieron mecánicamente con perlas de 

vidrio dando 8 ciclos de 1 minuto de vórtex y 1 minuto en hielo. Se recuperó el sobrenadante y se 

centrifugó 10 minutos a 5000rpm. La pastilla se solubilizó en amortiguador Thorner (8M urea, 5% 

SDS, 40mM Tris-Cl pH6.8, 0.1mM EDTA, 0.4mg/mL azul de bromofenol) y se ajustó el pH con Tris 

base no amortiguado, hasta volver al color indicador azul.  Esta suspensión se utilizó 

directamente para cargar en los geles. 

 Inmunodetección. Las electroforesis de proteína (SDS-PAGE) se realizaron en geles al 10%, con 

voltaje constante (120V) durante 2 horas. Las transferencias se hicieron en membranas de  

nitrocelulosa por electroforesis, el amperaje fue constante (200mA) durante 2 horas. Para el caso 

de las cepas etiquetadas con TAP se inmunodetectó con un anticuerpo primario policlonal anti-

TAP de conejo (CAB1001, OPEN Biosystems) en una dilución 1:5,000. El anticuerpo secundario se 

utilizó en una dilución 1:10,000, anti-conejo conjugado a peroxidasa de caballo (Anti-rabbit HRP 

conjugated, Santa Cruz Biotechnology). Para el caso de las cepas etiquetadas con YFP se utilizó 

un anticuerpo primario monoclonal anti-GFP de ratón (11814460001, Roche Applied Science) en 

una dilución 1:5,000. El anticuerpo secundario utilizado anti-ratón (sin marca) conjugado a HRP, 

se utilizó en una dilución 1:10,000. Como control de carga se inmunodetectó con un anticuerpo 

contra las proteínas Lys20/Lys21 hecho en ratón (generoso regalo del Dr. Héctor Quezada), el 

cual se diluyó 1:7,500. El anticuerpo secundario anti-ratón se utilizó en una dilución 1:12,500. 
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Como sustrato de la peroxidasa (HRP) se utilizó Luminata Forte Western HRP Substrate de 

Millipore. Las membranas luminiscentes se expusieron a un film de rayos X.   

Determinación de actividad de alanino aminotransferasa en extractos crudos 

 
Obtención de extractos crudos para actividad de ALT.  El protocolo es esencialmente el que 

reportó García-Campusano1 con algunas modificaciones. Los extractos se obtuvieron de 125mL 

de cultivo en medio mínimo  a una DO de 1.0. Se centrifugaron las células a 3,000 rpm y se 

lavaron con agua fría.  La pastilla se resuspendió en un volumen de amortiguador de extracción 

(50mM HEPES, 1mM PMSF, 1mM DTT y 1mM EDTA) equivalente al 50% del peso húmedo. Se 

agregó alrededor de 1/3 del volumen total de perlas de vidrio. La ruptura mecánica se realizó con 

8-10 ciclos de 1 minuto de vórtex y un minuto en hielo. Esto se centrifugó a 5,000 rpm a 4°C 

durante 10 minutos. Se recuperó el sobrenadante y en seguida se adicionó piridoxal-5-fosfato a 

una concentración final de 100M. Con este extracto se trabajó para medir actividad de Alt. 

Ensayo de actividad de alanino aminotransferasa. El ensayo está acoplado a la enzima lactato 

deshidrogenasa (LDH), que al reducir el piruvato a lactato utiliza NADH. En la reacción se mide 

entonces el cambio en absorbancia del NADH a 340nm. El volumen de la reacción fue de 1mL; se 

utilizó un amortiguador pH8 con 50mM Tris, 4mM MgCl2, 150mM KCl. La reacción completa 

consta de  400mM de alanina, 3mM (Alt2) o 24mM(A1) de 2-oxoglutarato, 250M de NADH, 

40M de piridoxal-5-fosfato y 5U de LDH. La reacción se inició con la adición del extracto. Se 

utilizó como mínimo 4 concentraciones de extracto por cepa (siendo la segunda el doble de la 

primera y la mitad de la tercera, etc.). Por cada condición se utilizó un control correspondiente 

sin alanina. El cambio en absorbancia del control se restó del de la reacción completa. Los 

ensayos se realizaron a 30°C en el espectrofotómetro Varian Cary 50 UV-Vis. Se cuantificó la 

proteína por el método de Lowry. 

Cuantificación de pozas de alanina. La extracción de metabolitos para el análisis de las pozas 

intracelulares de alanina se ensayó con el método previamente descrito por Quezada, et.al. 61,66.

Inmunoprecipitación de Cromatina (ChIP). El entrecruzamiento (cross-linking) con formaldehído 

y la inmunoprecipitación se llevaron a cabo con el procedimiento descrito por Valenzuela65. 
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Cultivos de levadura de 150mL, en las densidades ópticas indicadas (0.3DO600nm y 1.8DO600nm), se 

incubaron en hielo por 15 minutos y después se entrecruzaron durante 60 minutos con 1% de 

formaldehido, a temperatura ambiente.  Posteriormente se agregó 125mM de glicina y se 

incubaron por 5 minutos en agitación suave.  Las células se cosecharon y se lavaron con 

amortiguador Tris salino. La pastilla de células se resuspendió en amortiguador de lisis (140mM 

NaCl, 1mM EDTA, 50mM HEPES/KOH, 1% Triton X-100, 1% desoxicolato), adicionando un coctel 

de inhibidores de proteasas (Complete Mini, ROCHE). Las células se rompieron con perlas de 

vidrio y  se obtuvo el sobrenadante.  Estos extractos se sonicaron para obtener fragmentos de 

cromatina <1000pb, con un promedio <500pb.  Se inmunoprecipitó la cromatina con 1g de 

anticuerpo anti-c-Myc (9E 11, Santa Cruz Biotechnology) durante 3 horas, se lavó y se 

resuspendió en 1X TE/1% SDS. Se incubó toda la noche a 65°C para revertir el entrecruzamiento 

con formaldehído.  Se trató a los inmunoprecipitados con proteinasa K (Roche), seguido de una 

extracción fenol/cloroformo/alcohol isoamílico, la cual se precipitó y se resuspendió en  1X TE.  El 

set de desoxioligonucleótidos utilizados para hacer las reacciones de PCR son los siguientes: 

ALT1ChIPFo 5´-TCGCTACTCAAATCCCGACC-3´ y ALT1ChIPRe 5´-CGAGAAAGCAGTAGTAGTAACG-3´. 

Para ALT2 fueron ALT2ChIPFo 5´-GAGGACTTAGTTACTTAGATCC-3´ y ALT2ChIPRe 5´-

CCTCAAGATACAAGCCGTTTC-3´; para LEU4, LEU4Fw 5´-CTGACTCCTTGGGTAGAG-3´ y LEU4Rv 5´-

CTGTACCTTCAATATCGACG-3´.  Los productos de PCR se resolvieron en geles de 1.5% agarosa, 

teñidos con bromuro de etidio. 
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IX. RESULTADOS  
 

a. Alt1 constituye la vía de principal de síntesis de alanina 

 

Como se menciona en los antecedentes, se observó que la doble mutante alt1alt2 al crecer en 

MM (medio mínimo) glucosa-amonio no tiene un fenotipo de crecimiento muy diferente al de la 

cepa silvestre1 (Ver figura 6, pág 17). Este resultado indica que la vía de síntesis de alanina en 

esta condición no se lleva a cabo exclusivamente por vía de las ALTs, es decir, existe(n) otra(s) 

vía(s) de síntesis de alanina. Si la única vía fuera por las transaminasas de alanina, la doble 

mutante no crecería. Dados estos resultados se decidió determinar cuál era la contribución 

individual de las ALTs, así como la de la(s) otra(s) vía(s) a la síntesis de alanina en condiciones 

fermentativas (glucosa-amonio). Para ello se obtuvieron extractos de metabolitos y se midieron 

las concentraciones intracelulares de alanina en las diferentes cepas: alt1, alt2, alt1alt2 y 

WT. Este experimento se realizó en varios puntos de la curva de crecimiento, para poder conocer 

la distribución de la biosíntesis de alanina en cada punto. 

 

 
Figura 7. Concentración intracelular de alanina, cuando la levadura crece en glucosa-amonio. Se muestran las pozas 
de alanina que producen la cepa silvestre y las mutantes en los genes ALT, en diferentes etapas de crecimiento  Es 
claro que Alt1 contribuye mayoritariamente a la síntesis del aminoácido. N=3. 
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Lo más evidente en este experimento es que Alt1 contribuye mayoritariamente a la síntesis de 

alanina en todos los puntos de la curva de crecimiento. Al comparar las pozas de la cepa silvestre 

(barras negras) y de la cepa alt1 (barras con líneas), se observa que al no estar Alt1, la cantidad 

de alanina disminuye drásticamente. Las barras grises (cepa alt2) constituyen la poza de alanina 

con la que contribuyen Alt1 y la(s) otra(s) vía(s). La contribución exclusiva de Alt2 se obtiene de la 

diferencia entre la cepa alt1 y la doble mutante alt1alt2. Es claro que Alt2 no contribuye con 

la biosíntesis de alanina y que la aportación de la(s) otra(s) vía es mínima, pero suficiente para 

que la doble mutante alt1alt2 tenga un crecimiento casi silvestre.  

Parecería que al pasar la fase diáuxica y al llegar a la estacionaria, Alt2 contribuye con algo de 

alanina. Sin embargo, tomando en cuenta los demás datos obtenidos en este trabajo, pensamos 

que este efecto se debe a que Alt2 podría modular de alguna manera la(s) otra(s) vía(s).  

b. ALT1 y ALT2 se regulan por el mismo represor Nrg1 

 

En los trabajos que anteceden a éste había sido imposible encontrar una condición en la que se 

expresara ALT2. Como una alternativa a este problema, se decidió buscar in silico posibles 

represores transcripcionales en el promotor del gen que pudieran estar impidiendo su expresión. 

Los programas arrojaron que tanto en el promotor de ALT1 como en el de ALT2 había sitios de 

unión a los represores Nrg (Nrg1 y Nrg2).  

Después de repetir varios experimentos de expresión por Northern-blot se observó que 

efectivamente Nrg1 (mas no Nrg2) es un represor de ambos genes, tanto en glucosa amonio, 

como en alanina. Este resultado se muestra en la figura 8, en donde se compara la expresión de 

la cepa silvestre con la de la mutante nrg1.  El aumento en la expresión de ALT1 o de ALT2 en la 

mutante nrg1 significa que el regulador efectivamente ejerce una represión transcripcional 

sobre estos genes. 

En glucosa amonio (Figura 8-A), sobre todo después de la fase exponencial (0.3, 0.6 DO600nm), se 

observa que en ausencia del represor, ALT1 aumenta su expresión. En presencia de alanina, hay 

una inducción de la expresión de ALT1(Figura 8-B), y sólo se ve el efecto de Nrg1 hasta la fase 

estacionaria (1.5 DO600nm), en donde reprime a ALT1.   
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Para ALT2 observamos que sólo se expresa de durante la fase exponencial (0.3 y 0.6DO) en 

glucosa amonio (Figura 8-A), y después de esta etapa del cultivo su expresión se reprime por 

completo por Nrg1. En presencia de alanina (Figura 8-B) ALT2 se reprime desde el principio. 

Cuando no está Nrg1 la expresión de ALT2 se mantiene todo el tiempo. 

 

 

 

Es muy interesante que el mismo represor regule los dos genes al mismo tiempo de manera 

opuesta.    

c. La regulación negativa de Nrg1 se debe a la interacción directa con los 

promotores 

 

El efecto de un regulador puede ser directo o indirecto; un experimento de Northern-blot no 

permite hacer esta distinción. Se realizó un ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

para determinar si Nrg1 se asocia directamente a los promotores de ALT1 y ALT2.   

Para ello se escogieron condiciones en donde fuera evidente la represión. Como se aprecia en la 

figura 8-B, en presencia de alanina ALT2 se reprime por Nrg1 en cualquier etapa del crecimiento. 

En cambio ALT1, al crecer en alanina, se reprime por Nrg1 sólo hasta la fase estacionaria tardía, 

mas no en la fase exponencial, donde hay un claro efecto de inducción transcripcional. Los ChIPs 

se realizaron en glucosa-alanina en dos densidades ópticas: en fase exponencial (0.3DO600nm) y en 

fase estacionaria tardía (1.8DO600nm). Con un anticuerpo anti-c-Myc se colectaron todos los 

Figura 8.  Northern-blot en donde se compara la expresión de ALT1 y ALT2 en las cepas silvestre y nrg1 en diferentes 
puntos de la curva de crecimiento.  A) Las células crecieron en glucosa como fuente de carbono y amonio como fuente 
de nitrógeno.  B) Se utilizó alanina como fuente de nitrógeno. Experimento representativo de tres. 
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promotores en donde estuviera unido el represor etiquetado Nrg1-Myc13 (cepa CLA-604). 

Después se buscó si entre estos fragmentos de cromatina estaban los promotores de ALT1 y de 

ALT2, por medio de una reacción de PCR (Figura 9). 

 

 

  

 

Respecto a la figura 9, se muestran los siguientes controles: en el primer carril de cada caso se 

muestra el INPUT, que corresponde a una muestra de cromatina sonicada sin ningún 

tratamiento, aquí deben amplificar ALT1, ALT2 y LEU4. En el tercer carril se muestra la 

amplificación de los promotores inmunoprecipitados con un anticuerpo anti-HA (hemaglutinina), 

que no se asocia ni a ALT1 ni a ALT2; éste es un control negativo así que la amplificación debe ser 

mínima o nula. El último control corresponde a una muestra en donde se llevó a cabo todo el 

tratamiento de inmunoprecipitación de cromatina, pero no se utilizó ningún anticuerpo (no Ab); 

al ser un control negativo la amplificación también debe ser mínima o nula. LEU4 se utilizó como 

un control de una región codificante, y que por tanto no debe unir a Nrg1. El segundo carril (Myc 

Ab) corresponde a la muestra de interés, en donde la amplificación de ALT1 y de ALT2 debería 

estar enriquecida de existir una asociación con Nrg1-Myc13. 

Figura 9. El represor Nrg1 siempre está unido a los promotores de ALT1 y de ALT2, en glucosa-alanina en fase 
exponencial (A y B respectivamente) y en fase estacionaria (C y D respectivamente). 
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Aun en condiciones de alta inducción de la expresión, el represor se asocia al promotor; tal es el 

caso de ALT1 en fase exponencial (0.3DO600nm) en presencia de alanina (Figura 9-A). La inducción 

transcripcional en este caso domina y suprime el efecto del represor. El silenciamiento 

permanente de ALT2 en presencia de alanina (Figura 9B y D), así como la represión de ALT1 en 

fase estacionaria (Figura 9-C), son un efecto directo de la unión de Nrg1 a los promotores. 

Lo que se concluye de la figura 9 es que el represor Nrg1 efectivamente se encuentra unido a los 

promotores de ALT1 y ALT2 de manera constitutiva, al menos en glucosa alanina. Esto no es de 

sorprender cuando los genes están reprimidos, como ocurre para ALT2 en fase exponencial 

0.3DO600nm y en fase estacionaria 1.8DO600nm (Figura 9-B y D), y para ALT1 en fase estacionaria 

(Figura 9-C). Lo que llama la atención es que el represor esté unido al promotor de ALT1 (Figura 

9-A) aun en una condición donde se induce al máximo la expresión del gen, en 0.3DO600nm (ver 

Figura 8B). 

d. Evaluación del papel fisiológico de ALT2 

 

Nunca se había podido detectar la expresión de ALT2. Cuando se encontró que se expresaba en 

ausencia de su represor Nrg1 se planteó que en una mutante nrg1alt1, donde ALT2 se 

expresa todo el tiempo, se podría rescatar el fenotipo de crecimiento producido por la falta de 

ALT1. Este fenotipo es muy claro en medio mínimo en estas tres condiciones: glucosa-alanina, 

etanol-amonio y etanol-alanina (ver figura 6). Se sugirió que al evaluar la cinética de crecimiento 

de la mutante nrg1alt1 en dichas condiciones se podría saber si ALT2 tenía actividad de 

alanino aminotransferasa, de manera que pudiera complementar la falta de Alt1. 

Se construyó la mutante nrg1alt1. Se realizaron curvas de crecimiento, en medio mínimo con 

glucosa como fuente de carbono y amonio (figura 10) o alanina (figura 11) como fuentes de 

nitrógeno. Las cepas utilizadas fueron la cepa silvestre (WT, CLA1-2), la alt1, alt1alt2,nrg1 

y nrg1alt1 .   

En la primera prueba fisiológica se analizó si en la doble mutante nrg1alt1, Alt2 podía 

complementar (aun parcialmente) la falta de Alt1 al crecer en MM glucosa-alanina. En esta 

condición las cepas que no tienen ALT1 no pueden crecer, debido a que la alanina no se puede 
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catabolizar y por lo tanto, no se puede utilizar como fuente de nitrógeno. Lo que se esperaba era 

que la mutante nrg1alt1 creciera mejor en glucosa-alanina, en comparación con las mutantes 

alt1 y alt1alt2. Lo que se observó no fue lo esperado, el fenotipo de crecimiento es el mismo 

para las tres cepas, por lo cual se concluyó que la inducción de la expresión de ALT2 en la 

mutante nrg1alt1 no es suficiente para rescatar el fenotipo producto de la falta de ALT1 

(Figura 11).   

 

 

 

Las mutantes sin ALT1 también tienen un fenotipo muy claro en MM con etanol como fuente de 

carbono y amonio o alanina como fuente de nitrógeno1; no pueden crecer. Se pretendía analizar 

la cinética de crecimiento de la mutante nrg1alt1en estas condiciones, pero la mutante 

sencilla nrg1 no crece en etanol, por lo que fue imposible llevar a cabo estos experimentos.   

Figura 10. Velocidad específica de crecimiento 

(). Análisis del fenotipo de la mutante que 

expresa ALT2 (nrg1alt1). Se analizó el 
crecimiento de la cepa silvestre y de las mutantes 

alt1, alt1alt2, nrg1 y nrg1alt1. Las cepas 
crecieron en medio mínimo con glucosa como 
fuente de carbono y amonio como fuente de 
nitrógeno.  

Figura 11. Velocidad específica de crecimiento 

(). Se analizó el crecimiento de la cepa silvestre 

y de las mutantes alt1, alt1alt2, nrg1 y 

nrg1alt1. Las cepas crecieron en medio 
mínimo con glucosa como fuente de carbono y 
alanina como fuente de nitrógeno.  
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La otra condición en la que se podía analizar un fenotipo de crecimiento era en medio mínimo 

glucosa-amonio (figura 10). Como se puede apreciar en la figura 6 y como ya se ha explicado, en 

esta condición todas las cepas crecen bien, pues se sintetiza alanina por vías alternas; por lo 

tanto, no se esperaba un rescate parcial de fenotipo en la mutante nrg1alt1, como en el caso  

anterior. Lo que se observó fue que la falta de Nrg1 produce una velocidad de crecimiento menor 

que la que tienen las demás cepas en estas condiciones. Esto se puede explicar porque Nrg1 es 

un regulador global que reprime (entre muchos otros) genes de utilización de fuentes 

secundarias de carbono cuando la levadura crece en presencia de glucosa, también reprime 

genes mitocondriales importantes para la respiración6. 

e. Las proteínas Alt1 y Alt2  en diferentes etapas de crecimiento 

 

Dada la evidencia de que en la mutante nrg1alt1Alt2 no es capaz de complementar la 

función de Alt1, era indispensable saber si el mRNA de ALT2 se estaba traduciendo. 

Primero se realizó un Northern-blot únicamente con la cepa silvestre, con el fin de detallar la 

expresión de ALT1 y ALT2 en todas las etapas de crecimiento, tanto en glucosa amonio (figura 

12-A), como en glucosa alanina (Figura 12-B). La expresión del mRNA se comparó con la cantidad 

de proteína en las mismas condiciones (Figuras 12C a F), también en diferentes puntos de la 

curva de crecimiento. Para dicho propósito se utilizaron las cepas etiquetadas  ALT1-TAP y ALT2-

TAP63, con el fin de detectar a las proteínas utilizando un anticuerpo contra la etiqueta TAP. Cabe 

mencionar que aunque la colección de cepas etiquetadas proviene de una cepa diferente 

(S288C), la relación entre mRNA y proteína es congruente. 

En glucosa amonio se observa un pico en la expresión de mRNA de ALT1 en 0.9DO, pero hay 

expresión en todos los puntos (Figura 12-A). La proteína de Alt1 también se detecta en todos los 

puntos, con un máximo en 0.9DO (Figura 12-C). El mRNA de ALT2 (Figura 12-A) se detecta sólo 

durante la fase exponencial (0.3-0.6 DO). La cantidad de proteína de Alt2 que se detecta es muy 

baja aunque corresponde a los puntos donde hay mRNA (Figura 12-D). Como control de carga se 

utilizó un anticuerpo anti-Lys20/Lys21. 
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En la figura 12-B es clara la inducción de la expresión del mRNA de ALT1 en presencia de alanina 

desde el inicio del crecimiento; conforme avanza el cultivo hacia la fase estacionaria (1.3DO en 

adelante) ALT1 comienza a reprimirse, como ya se había descrito en la figura 8. En cambio, ALT2 

se reprime completamente en presencia de alanina (Figura 12-B). En presencia de alanina hay 

una gran cantidad de proteína Alt1 en cualquier etapa, y aunque en fase estacionaria se detecta 

poco mRNA, la proteína está todo el tiempo (Figura 12-E). En cambio en presencia de alanina, no 

se observó proteína de Alt2 en ningún punto, lo cual coincide con que no hay expresión de mRNA 

(Figura 12-F). 

Figura 12.  Expresión del mRNA por Northern-blot (A y B) y proteína de ALT1 y ALT2 (C-E) A) mRNA de ALT1 y ALT2 
en glucosa-amonio B) en glucosa-alanina, en diferentes fases de crecimiento. C-E  Western blot en el que se 
detectan las proteínas etiquetadas Alt1-TAP y Alt2-TAP en diferentes etapas de crecimiento  C) Alt1-TAP en glucosa-
amonio D) Alt2-TAP en glucosa amonio E) Alt1-TAP en glucosa-alanina F) Alt2-TAP en glucosa-alanina.  Se utilizó 
como control de carga anticuerpo Anti-Lys20/Lys21. 
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Las dos bandas que se observan para las proteínas Alt1-TAP y Alt2-TAP podrían explicarse (1) 

para el caso de Alt1 como un producto del procesamiento del péptido mitocondrial y (2) para 

Alt2 como un procesamiento que sufre la proteína por la presencia de la etiqueta TAP, ya que en 

otra inmunodetección con otra etiqueta (yEC, en la figura 14) se observa sólo una banda para la 

proteína Alt2. 

f. Sobreexpresión de  ALT2 

 

Se supuso que quizá Alt2 no podía complementar la falta de Alt1 porque la cantidad de proteína 

era insuficiente. Con el propósito de sobreexpresar ALT2 se construyó una cepa mutante en la 

que el promotor endógeno se sustituyó por el promotor de tetraciclina (tetO7), que es un 

promotor fuerte reprimible por tetraciclina. Esta misma cepa también se hizo nula para ALT1. Ya 

que el fondo genético de esta cepa es diferente a los que se han descrito anteriormente (R1158), 

también se construyó una mutante nula para ALT1 en este fondo. De ahora en adelante estas 

cepas serán nombradas tetO7-ALT2alt1 y alt1R1158 respectivamente. Se analizó la expresión 

de éstas en diferentes puntos de la curva de crecimiento por Northern-blot (figura 13). Como se 

puede notar el mRNA de ALT2 aumentó considerablemente en la cepa tetO7-ALT2alt1,tal y 

como se esperaba. 
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Este aumento en el mRNA debía ser congruente con un aumento en la cantidad de proteína. Para 

comprobarlo se realizó una inmunodetección en cepas etiquetadas con la variante de la proteína 

verde fluorescente yECitrine (yEC), epítope reconocido por el anticuerpo primario. La cepa 

control tiene al gen ALT2 bajo su propio promotor (cepa ALT2-yEC), con la etiqueta en el extremo 

carboxilo. La otra cepa tiene al gen ALT2 bajo el promotor de tetraciclina tetO7, (cepa tetO7-

ALT2-yEC) y está etiquetada también en el carboxilo. Se extrajo proteína de cultivos de estas dos 

cepas, en tres puntos de la curva de crecimiento (0.3, 0.6 y 2.0 DO) en medio mínimo con glucosa 

amonio. En la inmunodetección se observa, tal y como se esperaba, un aumento notable de la 

cantidad de proteína Alt2 en la cepa tetO7-ALT2-yEC (Figura 14-A) en comparación con la 

cantidad de proteína Alt2 con su promotor endógeno (Figura 14-B), en todos los puntos. Hay que 

destacar también que, aunque se trata de otro fondo genético, el resultado de la poca cantidad 

de proteína inmunodetectada de Alt2 (con promotor silvestre) es el mismo que se obtuvo con 

anterioridad con la cepa ALT2-TAP (Figura 14-B izquierda). 

 

Figura 13.  Northern blot en donde se 
compara la expresión aumentada de 
ALT2  en glucosa amonio. Se muestran 

las cepas WT (R1158), alt1R1158, 

tetO7-ALT2alt1en diferentes fases de 
crecimiento. En la cepa tetO7-

ALT2alt1se muestra un aumento en la 
expresión de ALT2 de hasta 25 veces. La 
expresión de ALT1 es como 
anteriormente se ha mostrado y como 
se esperaba. 
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Se asumió que la cantidad de proteína de Alt2 detectada en el Western-blot con la cepa tetO7-

ALT2-yEC sería equivalente a la de la cepa tetO7-ALT2alt1, pues las dos cepas se construyeron 

con el mismo módulo de PCR, aunque de forma independiente. Se efectuó de esta forma porque 

la mutante tetO7-ALT2alt1no está etiquetada, por lo que fue imposible determinar la cantidad 

de proteína Alt2 directamente en esa cepa. 

Por la cantidad de proteína Alt2 que se detectó en la cepa tetO7-ALT2-yEC se consideró que sería 

suficiente para rescatar el fenotipo producido por la falta de Alt1. Para probar esta hipótesis se 

realizaron curvas de crecimiento de las  

 

 

 

Figura 15. Velocidad específica de crecimiento () 
en glucosa-amonio.  Las cepas: silvestre R1158, en 

rojo alt1R1158 y tetO7-ALT2alt1. En esta 
condición las cepas crecen bien todas,  

Figura 14. Inmunodetección de Alt2, con cepas etiquetadas con yEC. La cantidad de proteína de Alt2 que se muestra 
en A) depende del promotor endógeno. B) La sobreexpresión de ALT2 con el promotor tetO7 aumenta 
considerablemente la cantidad de proteína. 
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cepas WTR1158, alt1R1158 y tetO7-ALT2alt1 en glucosa alanina. Las mutantes nulas para 

ALT1 (alt1) no pueden catabolizar la alanina y por lo tanto no pueden crecer con este 

aminoácido como única fuente de nitrógeno. Suponiendo que Alt2 cumple la función de una 

alanino aminotransferasa, se esperaba que en glucosa alanina la mutante tetO7-ALT2alt1 

creciera mejor que la mutante alt1R1158, pero no sucedió así. La mutante tetO7-

ALT2alt1crece igual que la mutante alt1R1158 (Figura 16). Este resultado indica que el 

fenotipo por la falta de Alt1 no se rescata ni siquiera parcialmente al sobreexpresar Alt2.  

 

También se llevó a cabo un experimento de crecimiento en glucosa-amonio, pero ahí la falta de 

Alt1 no produce ningún fenotipo. Como se puede observar en la figura 15, las tres cepas tienen 

un crecimiento muy similar. 

g. Determinación de actividad enzimática 

 

La única opción que faltaba explorar para saber si la Alt2 era funcional era medir la actividad 

enzimática. Para dicho propósito se modificó el protocolo de García-Campusano1, variando la 

concentración de alanina en un margen de 50mM a 500mM, así como la de 2-oxoglutarato de 

3mM a 24mM. También se buscó un pH óptimo entre 5.4 y 9. Finalmente la actividad de Alt2 se 

midió a pH8 con 3mM de 2-oxoglutarato, 400mM de alanina. La de Alt1 se midió igual, pero con 

24mM de 2-oxoglutarato. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.  

Figura 16. Velocidad específica de crecimiento 

()de las cepas: silvestre R1158, alt1R1158 y 

tetO7-ALT2alt1Es claro que en esta condición la 
sobreexpresión de ALT2 no rescata el fenotipo de la 
falta de ALT1. 



 44 

 

 ACTIVIDAD ESPECÍFICA
 
(mol

 min-1
mg

-1
)

 

Cepa OD600  1.0 

CLA1-2 (ALT1 ALT2) 0.104 ±0.03 

CLA1-2-1 (alt1 ALT2) 0.011 ±0.003 

CLA1-2-2 (ALT1 alt2) 0.117 ±0.03 

CLA1-2-D (alt1 alt2) 0.018 ±0.003 

CLA 603 ( alt1 ALT2 nrg1) 0.015 ±0.004 

R1158-3 (alt1 0.019 ±0.008 

R1158-4 (tetO7 ALT2 alt1) 0.019 ±0.005 

 

Podemos concluir que Alt2 no tiene actividad de alanino aminotransferasa por las siguientes 

razones: (1) No contribuye con la poza de alanina, lo cual habla de que su actividad es nula o muy 

pobre (2) La expresión constitutiva de Alt2, con su promotor endógeno (mutante nrg1alt1) o 

sobreexpresada (mutante tetO7-ALT2alt1) no es suficiente para rescatar el fenotipo generado 

por la falta de Alt1, en glucosa alanina (3) la actividad detectada en todos los casos donde hay 

Alt2 es la misma que para la doble mutante alt1alt2, que carece de actividad. 

En ninguna de las condiciones que se probaron se pudo detectar la actividad de Alt2. Tampoco se 

le encontró ningún papel fisiológico; no parece haber una participación de Alt2 en el 

metabolismo de alanina. 

 Secuenciación de la cepa tetO7-ALT2alt1

 

Recientemente se obtuvo la secuencia de la mutante tetO7-ALT2alt1. El resultado de la 

secuenciación indica que al hacer la construcción sobre el gen ALT2 se generó una deleción de 

una sola base, lo que resultó en la generación de un codón de paro, y por tanto al traducirse el 

mensajero se produce una proteína trunca sin función biológica. El hecho de que los análisis tipo 

Tabla 2.  Actividad específica en extracto crudo. La desviación estándar corresponde a cinco experimentos 
independientes. 
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Western llevados a cabo con extractos de la mutante tetO7-ALT2-yEC, claramente mostraron la 

presencia de proteína Alt2, llevó a la suposición de que la mutante tetO7-ALT2alt1 no 

etiquetada con yEC también se traduciría correctamente, ya que se utilizó el mismo producto de 

PCR para preparar ambas cepas (tetO7-ALT2-yEC y tetO7-ALT2alt1. 

 

Esta mutante está en proceso de volverse a construir con una nueva estrategia, asegurando con 

los desoxioligonucleótidos que la proteína quede en marco, pues se insertan dos codones de 

inicio. De cualquier forma la hipótesis es que en la mutante tetO7-ALT2alt1 no se podrá medir 

actividad de Alt2 por dos razones: (1) los datos de la mutante nrg1alt1, donde la proteína Alt2 

está intacta indican que no tiene actividad de Alt in vitro, y tampoco in vivo, pues no 

complementa la falta de Alt1 al crecer en presencia de alanina; (2) los datos de las pozas indican 

que Alt2 no contribuye con la biosíntesis de alanina, por lo que es poco probable que se detecte 

actividad. Pero es muy importante volver a obtener la mutante tetO7-ALT2alt1 y confirmar o 

descartar esta hipótesis. Antes de hacer cualquier experimento se secuenciará y posteriormente 

se realizarán pruebas fisiológicas de complementación y se medirá actividad específica. 
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X. DISCUSIÓN 
 

a. La síntesis de alanina en condiciones fermentativas está mediada principalmente 

por Alt1 

 

 En una mutante carente de Alt1 (alt1)  la concentración intracelular de alanina disminuye cerca 

del 75% (excepto en 0.9DO), aunque el 25% restante es suficiente para que las cepas crezcan 

bien. No se sabe cuál es la importancia de que la levadura mantenga pozas de aminoácidos tan 

elevadas, pero lo mismo sucede con la lisina61. Las vías alternas de biosíntesis de alanina, 

contribuyen en una proporción muy baja, pero al menos en estas condiciones, se necesita poca 

alanina para crecer. Quizá existe alguna condición en que la disminución de la poza de alanina 

afecte la adecuación.   

Hay una ligera disminución de la poza de alanina en la doble mutante (alt1 alt2), en fases 

tardías de crecimiento, en comparación con la mutante alt1. Esto podría indicar que Alt2 

contribuye ligeramente con la poza de alanina, lo cual parece poco probable debido a que la 

poza wild type y la que acumula una alt2 son idénticas. Más bien podría ser un efecto colateral 

de la doble mutación, afectando a la(s) otra(s) vía(s) de síntesis de alanina. Pero si no fuera así, el 

resultado indica que la actividad de alanino aminotransferasa de Alt2 es bajísima. 

b. La regulación transcripcional de ALT1 y ALT2 

 

Los genes mantienen una regulación muy fina. ALT1 tiene una regulación típica de un gen 

catabólico, pues su expresión se induce por el sustrato (alanina). En cambio el perfil de expresión 

de ALT2, opuesto al de ALT1 parece ser el de un gen anabólico, ya que su expresión se reprime 

por el producto final (alanina). Cuando ALT1 se induce en presencia de alanina, ALT2 se reprime 

por Nrg1, y la alanina actúa como co-represor. ALT1 también se reprime por Nrg1, en este caso el 

metabolito co-represor, podría ser un producto del catabolismo de la alanina, como el piruvato. 

Este tipo de regulación para ALT1 funcionaría para mantener la homeostasis metabólica y evitar 

ciclos fútiles. Las alanino aminotransferasas conectan directamente el metabolismo de nitrógeno 
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y el del carbono a través del piruvato, cuya concentración debe estar sujeta a una regulación 

estricta. 

La regulación transcripcional de ALT1 y ALT2 sugiere que hay una distribución del papel 

metabólico de la alanina amintotransferasa entre estos dos genes, como sucede con BAT1 y 

BAT2; por su perfil de expresión Bat1 tiene un papel primordialmente biosintético en tanto que 

Bat2 es preferencialmente una enzima catabólica62. El patrón de expresión de ALT2 indica que 

podría participar en la biosíntesis, mientras que ALT1 se comporta como un gen típicamente 

catabólico. Sin embargo, este perfil de regulación es el único dato que involucra a ALT2 en el 

metabolismo de la alanina. Si en algún momento en el pasado evolutivo fue así, el gen perdió la 

función pero conservó la regulación. Esto es algo extraño, pues normalmente lo que sucede 

durante la diversificación con los genes duplicados es que conservan la función bioquímica, y la 

regulación diverge muy rapidamente 67. 

c. Regulación del metabolismo de otros aminoácidos como una herramienta para 

entender el mecanismo de regulación de ALT1 y de ALT2 

 

La forma en que algunos reguladores del metabolismo de aminoácidos ejecutan sus funciones en 

S.cerevisiae, nos puede ayudar a entender mejor el mecanismo de regulación de ALT2 y de ALT1. 

En seguida se darán algunos ejemplos que sirven para discutir qué podría estar pasando en el 

caso que estudiamos. 

Metabolismo de leucina. La leucina no se puede utilizar como fuente de carbono ni de 

nitrógeno. Dos de las enzimas de la vía de síntesis, la isopropilmalato isomerasa y la -

isopropilmalato deshidrogenasa están codificadas por los genes LEU1 y LEU2 respectivamente. La 

inducción de la transcripción de éstos depende del regulador Leu3 y de -isopropilmalato, 

precursor de la leucina que funciona como co-inductor 68,69. En presencia de -isopropilmalato 

Leu3 se activa como factor transcripcional induciendo la expresión de LEU2 y LEU3. En ausencia 

de -isopropilmalato Leu3 también se une a los promotores de LEU2 y LEU3, pero disminuye su 

expresión (aunque no llega a cero)69. En este ejemplo el -isopropilmalato funciona como una 

señal para que se active la síntesis de leucina, por lo cual favorece junto con Leu3 la transcripción 
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de las siguientes enzimas de la vía. En ausencia de -isopropilmalato Leu3 reprime la expresión 

de LEU2 y LEU3. 

Metabolismo de prolina. Para que la prolina pueda ser utilizada como fuente de nitrógeno se 

tiene que catabolizar. Este mecanismo depende de la inducción de la expresión de PUT1 y PUT2. 

Estos genes catabólicos codifican para la prolina oxidasa y pirrolina 5-carboxilato deshidrogenasa 

respectivamente70. La inducción depende del regulador Put3, que se une al DNA en presencia o 

en ausencia de prolina71. Put3 cambia su conformación en presencia de prolina, se exponen los 

residuos acídicos centrales de la proteína y se vuelve activo para promover la transcripción de 

sus blancos PUT1 y PUT272. En este caso la vía catabólica se induce en presencia de prolina, que 

funciona como un co-inductor. 

Metabolismo de arginina. La regulación de los genes del metabolismo de la arginina está 

mediada por un mismo complejo, cuyo núcleo es el regulador ArgRII, que interacciona con otros 

factores para formar complejos de represión o activación transcripcional, en respuesta a la 

presencia de arginina73. ArgRII junto con ArgRI Mcm1 y ArgRIII (complejo ArgR) controlan la 

expresión de genes tanto anabólicos como catabólicos. La arginina es necesaria para que el 

complejo se una al DNA; de hecho se ha propuesto que ArgII es el sensor de arginina74. Cuando la 

arginina funge como co-represor el complejo ArgR se une a sus genes blanco para reprimir la 

expresión de genes anabólicos; en cambio, cuando actúa como co-inductor impide la unión del 

represor CARGR a los promotores de los genes catabólicos CargA y CargB (arginasa y 

transaminasa de ornitina)73,75. En ausencia del represor (CARGR) los genes catabólicos se pueden 

inducir. De esta manera, simultáneamente el mismo regulador (ArgR) activa los genes 

catabólicos y reprime los anabólicos en presencia de arginina. 

La alanina actúa como co-regulador de la expresión de ALT1 y ALT2. La alanina es un factor 

clave para la regulación de ALT1 y de ALT2. Mientras que para ALT2 funciona como un co-

represor, para ALT1 funciona como un co-inductor, lo mismo que sucede con la arginina en el 

caso anterior. Existen varios escenarios para explicar el mecanismo de regulación de estos genes, 

cuya represión además depende del mismo regulador, Nrg1. Por ejemplo, en glucosa-amonio, el 

represor podría estar unido a ambos promotores.  Aunque esto produjera un cierto grado de 



 49 

represión, la transcripción no es cero, ambos genes se expresan poco. Esto sería parecido a lo 

que ocurre con la represión de LEU1 y LEU2, mediada por Leu3 en ausencia de -

isopropilmalato69.   

En presencia de alanina lo que podría ocurrir es que el aminoácido se una al complejo de 

represión del que Nrg1 forma parte (Nrg-R), impidiendo por completo la transcripción de ALT2. 

La alanina en cambio, funciona como co-inductor para ALT1. Es posible que la unión de la alanina 

al complejo de activación en el que podrían participar reguladores como Gcn4 y/o Gln3, cambie 

su conformación y le dé mayor capacidad para reclutar de manera eficiente a la maquinaria 

transcripcional. Esta inducción de ALT1 a su máximo nivel permite que se catabolice la alanina 

del medio. La acumulación de piruvato, como producto del catabolismo de alanina, podría 

funcionar como una señal de represión para ALT1, uniéndose al complejo que forma Nrg1 (Nrg-

R).  

Para que ALT1 y ALT2 se puedan regular de manera opuesta con los mismos componentes, Nrg1 

y alanina, Nrg1 tiene que interaccionar con elementos diferentes en cada promotor. Los 

activadores también tienen que formar combinaciones diferentes en cada caso. 

d. ALT2 no participa en el metabolismo de la alanina 

  

Los resultados que se obtuvieron apuntan en una sola dirección, que ALT2 no participa en el 

metabolismo de la alanina. La región regulatoria es funcional, pues está sujeta a un mecanismo 

de represión para el cual la alanina es determinante. En las condiciones estudiadas ALT2 se 

puede transcribir y traducir, aunque en muy poca cantidad. La proteína que se traduce está 

completa, no hay un codón de paro que la trunque. Alt2 en condiciones de expresión 

constitutiva, en la mutante nrg1alt1, tampoco juega ningún papel en el catabolismo de 

alanina y carece de actividad enzimática. La expresión pobre de ALT2 llevó a la suposición de que 

al sobre-expresarla se podría averiguar algo sobre su papel fisiológico. Esto todavía está por 

verse por el hecho de que la mutante tetO7-ALT2alt1 tiene un corrimiento del marco de 

lectura. Se tendrán que hacer los experimentos de nuevo una vez que se vuelva a construir esa 

cepa con una estrategia mejor, que asegurará que el mRNA quede en marco para la traducción. 
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No obstante, la hipótesis es que Alt2 no tendrá actividad, aunque se sobreexprese, y si la tiene 

será muy baja. Esta hipótesis se apoya en experimentos in vivo, como las pozas de alanina, que 

revelaron que Alt2, si es que tiene algo de actividad, es bajísima. Otra prueba in vivo es la de 

complementación que muestra la curva de crecimiento de la mutante nrg1alt1, en la que 

aunque ALT2 se está expresando todo el tiempo, no es capaz de reemplazar la falta de ALT1.  In 

vitro también se comprobó que Alt2 carece de actividad en condiciones en donde se expresa. No 

se detectó actividad en la cepa nrg1alt1, ni tampoco en la alt1R1158, ni en la alt1 Cla, en 

ninguna condición. Estos datos nos hacen pensar que Alt2 no tendrá actividad ni siquiera cuando 

se sobreexprese, pero se harán los experimentos de cualquier forma.

Aunque la regulación de ALT2 sugiere que es un gen que podría participar en la síntesis de 

alanina, los datos fisiológicos demuestran que no cumple con esta función. La pérdida de dicha 

función pudiera deberse a una serie de cambios en la región codificante, que bien podrían haber 

afectado la interfaz, o quizá los residuos que rodean y crean un ambiente para el sitio catalítco. 

Los aminoácidos que se presume que son importantes para la catálisis son idénticos en ambos 

genes ALT1 y ALT2. Estos residuos están sujetos a una mayor presión de selección, con lo cual se 

vuelve más probable que se fijen cambios en el resto de la proteína. 

e. Alt2 podría realizar una función diferente a la que se predice por homología 

 

A pesar de estos cambios que provocaron la pérdida de función de alanino aminotransferasa,  

podría ser que ALT2 se conserve en el genoma porque ejerce otra función. Cabe la posibilidad de 

que transamine otro aminoácido y/u otro 2-oxoácido. También puede ser que participe en algún 

mecanismo relacionado con estrés, pues el regulador Nrg1, entre otros, reprime muchos genes 

asociados a distintos tipos de estrés6,76. 

La posibilidad de que ALT2 tenga otra función no es remota, ya que la duplicación génica es el 

material principal para la evolución de nuevas funciones32. ALT1 se ha quedado con el papel de 

alanino aminotransferasa y además existe o existe(n) otra(s) vía(s) de síntesis de alanina, como 

ya se ha dicho. El gen ALT2 podría haber estado sujeto a una menor presión de selección para 

conservar su función original, sin embargo podría haber evolucionado sin restricciones para 
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ejercer una nueva función. Un caso que podría ejemplificar el proceso de diversificación que han 

sufrido ALT1 y ALT2 es el de LYS20 y LYS21. Este par de genes duplicados en S. cerevisiae 

codifican para homocitrato sintasas con un 92% de identidad. Estas enzimas constituyen el 

primer paso de la vía de síntesis de lisina; condensan 2-oxoglutarato y acetil CoA para formar 

homocitrato y CoA77. El descubrimiento de la localización nuclear de Lys20 y Lys2178 resultó 

inusual en un principio, ya que el resto de las enzimas de la vía de síntesis de lisina se encuentran 

en la mitocondria o en el citosol79. Recientemente se ha encontrado una explicación a esta 

localización misteriosa. Lys20 tiene actividad de acetil-transferasa, se asocia con la acetil- 

transferasa de histonas global Esa1 y con la variante de histona H2A.Z. En conjunto estas 

proteínas tienen un papel en la reparación de ciertos tipos de daño al DNA80. La existencia de dos 

proteínas que realizan la misma función alberga la posibilidad de que una de ellas adquiera una 

nueva función, además de la función original. Posteriormente en la evolución la función original 

puede desaparecer, sin tanta restricción ya que existe un respaldo, es decir otra proteína que 

puede sustituirla. Las mutaciones que pueden dar origen a una nueva función en una proteína 

pueden ir en detrimento de la función original, dificultad que se puede resolver cuando existen 

genes duplicados, así pudo haber ocurrido con ALT2. Otra posibilidad es que las mutaciones que 

generan una nueva función no interfieran en nada con la función original, esto es, cuando las 

funciones radican en dominios diferentes de la proteína, como es el caso de Lys2080. 

Existe un análisis global in silico que sugieren que ALT2 podría tener una función no relacionada 

con el metabolismo de la alanina. Este estudio propone que ALT2 tiene interacciones genéticas 

con genes involucrados en el metabolismo de glicina y serina, así como de treonina y triptofano. 

Triples mutantes que involucran a ALT2 y a dos genes asociados al metabolismo de aquellos 

aminoácidos, causan letalidad sintética. Es decir, la falta de uno o dos genes no produce un 

fenotipo, sin embargo las triples mutantes son letales. Esto habla de una posible interacción de 

los genes involucrados81. Las funciones que podrían establecerse a partir de estos datos guardan 

una relación clara con el metabolismo de nitrógeno, en especial con el metabolismo de 

aminoácidos: glicina, serina y treonina, que están muy conectados entre sí, y por otro lado el 

metabolismo de triptofano. Hay que tener en cuenta que estos datos provienen de un único 

análisis global, que aunque está basado en un amplio análisis con bases de datos diversas, es in 
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silico y cabe la posibilidad de que existan falsos positivos. Se tendría que probar puntualmente la 

relación entre ALT2 y los genes que se proponen como sus interactores.   

También para ALT1 existen mutaciones que causan letalidad sintética. Y éstas se describen en 

diferentes estudios82-84. La doble deleción de ALT1 (y no triple, como para ALT2) en combinación 

con varias proteínas tipo chaperonas causa letalidad sintética. Este tipo de interacciones también 

sugiere que ALT1 podría tener otra función diferente al metabolismo de alanina; quizá ALT1 

participe en algún mecanismo relacionado con estrés, lo cual es congruente con que se regula 

por Nrg1. O quizá podría participar en el proceso de importación mitocondrial y por eso 

interacciona con chaperonas. 

Las evidencias de proteínas que realizan más de una función son crecientes. Este fenómeno en 

un principio fue denominado gene-sharing en los años 80, cuando Piatigorsky y Wistow 

descubrieron que las proteínas que forman el cristalino de muchos vertebrados también son 

enzimas metabólicas como lactato deshidrogenasa o arginino succinato liasa85,86. De hecho se 

demostró que, en algunas especies de aves, las proteínas purificadas del lente tienen actividad 

enzimática85. En este caso las subunidades de la proteína estructural del cristalino y de la enzima 

que se expresa en otros tejidos están codificadas por los mismos genes. En los invertebrados las 

proteínas del cristalino también están relacionadas con enzimas, por ejemplo, en los cefalópodos 

tienen homología con la glutatión-S-transferasa o con la aldehído deshidrogenasa en el caso de 

los ostiones. Pero a diferencia de lo que ocurre con algunos vertebrados, estos genes están en 

dos o más copias; y las copias que se expresan en el cristalino carecen de actividad enzimática87. 

El fenómeno que solía llamarse gene-sharing hoy se conoce como moonlighting.   

Para concluir con la discusión se mencionará el último ejemplo de moonlighting en S. cerevisiae. 

También se trata de una enzima metabólica que puede ejercer otra función. Arg5,6 es una 

enzima mitocondrial bien conocida por su papel en la biosíntesis de arginina. Además de esta 

función, recientemente se ha descubierto que esta proteína interacciona con el DNA de 22 genes 

tanto mitocondriales como nucleares, regulando su transcripción. En el trabajo de Hall y 

colaboradores se llevó a cabo un análisis extensivo de dichas interacciones que se probaron por 

varios métodos. Pero era necesario probar que Arg5,6 estaba funcionando como un factor 
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transcripcional. La prueba de ello fue que en una mutante nula arg5,6disminuyó la cantidad de 

mRNA de COB1, un gen mitocondrial y de PUF4, un gen nuclear, demostrando que Arg5,6 ejerce 

un control transcripcional sobre ellos . 

La homología que tienen las proteínas nos puede dar una idea de qué función realizan, sin 

embargo, debemos estar abiertos a que puede no tener la función predicha, aun cuando la 

homología sea muy alta. Una posibilidad es que lleve a cabo una función similar a la predicha, 

otra es que tenga una función completamente diferente y la otra es que tenga más de una 

función. También puede suceder que no tenga función porque se encuentre en proceso de 

pseudogenizarse. 
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CONCLUSIONES 
 

 En condiciones fermentativas la principal vía de síntesis de alanina es por Alt1. 

 En condiciones fermentativas se necesita muy poca alanina para alcanzar un fenotipo de 

crecimiento normal.  Esta alanina se sintetiza por otra(s) vía(s).  Y cuando falta Alt1 la 

poca alanina que se sintetiza por otras vías es suficiente para crecer. 

 ALT2 se transcribe en mRNA y es un gen con un promotor funcional, ya que se regula por 

Nrg1.   

 ALT2 se reprime en presencia de alanina; su perfil de expresión se asemeja al de un gen 

anabólico. Al menos en las condiciones estudiadas, su expresión se limita a la fase 

exponencial temprana en glucosa amonio. 

 La proteína Alt2 conserva los residuos importantes para la unión de los sustratos y para la 

unión de PLP.  Alt2 se traduce, y aunque la proteína parece estar completa, carece de 

actividad de alanino aminotransferasa.   

 Alt2 no puede sustituir en ninguna medida la falta de Alt1. 

 Alt1 realiza, tanto la función biosintética como la función catabólica del metabolismo de 

alanina.  Aunque se expresa poco en glucosa amonio, en donde se favorece la biosíntesis, 

es suficiente para que la proteína sintetice una poza muy alta de alanina.  Esto habla de 

una capacidad catalítica muy eficiente, ya que con poca proteína se sintetiza una gran 

cantidad de alanina. 

 Alt2 no contribuye con la poza de alanina, lo cual habla de su carencia de papel 

biosintético in vivo, y si acaso lo hace su capacidad catalítica es muy pobre. 

 La actividad in vitro indica que solo Alt1 realiza la función de alanino aminotransferasa.  Y 

que Alt2 ha perdido esta actividad.  Si Alt2 tuviera algo de actividad, es indetectable en 

extracto crudo, en ninguna de las variaciones que se realizaron para el ensayo. 

 No se descarta la posibilidad de que Alt2 tenga otra función.  El gen tiene un marco de 

lectura abierto, que se transcribe y se traduce en un producto que todo indica que está 

completo. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Encontrar cuáles son los activadores que determinan la transcripción de ALT1 y de ALT2.   

 Encontrar con qué otras proteínas está asociado Nrg1 en cada promotor (proteómica del 

complejo). 

 Analizar si ALT1 y ALT2 están relacionados con algún mecanismo de estrés, ya que son 

regulados por Nrg1. 

 Ver el estado de la cromatina de ALT1 y ALT2 en presencia y en ausencia de alanina.  

También ver el estado de la cromatina de ALT1 y ALT2 en la mutante nrg1 

 Encontrar qué complejos remodeladores de cromatina intervienen en la regulación de 

estos genes. 

 Medir las pozas de piruvato en diferentes puntos de la curva de crecimiento en glucosa 

amonio y en glucosa alanina, para ver si las fluctuaciones en este metabolito son parte 

del mecanismo de represión de ALT1, mediado por Nrg1. 

 Encontrar cuál es la relación entre ALT2 y los genes con los que forma mutantes sintéticas 

letales. 

 Probar si Alt2 puede transaminar otros aminoácidos y otros 2-oxoácidos. 

 Purificar Alt1 y caracterizarla cinéticamente. 

 Identificar las vías alternas de síntesis de alanina. 
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