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Resumen

La levadura Saccharomyces cerevisiae duplico su genoma completo, un evento
conocido como: Whole Genome Duplication (WGD). ALTI y ALT2 son dos genes
pardlogos que surgieron como consecuencia de la WGD. Resultados previos del
laboratorio confirmaron que ALT codifica para una alanino-aminotransferasa que
remueve el grupo amino de la alanina para unirlo al 2-oxoglutarato para formar
glutamato y piruvato. Curiosamente, ninguna funcion se ha determinado para Alt2
incluso cuando estas dos enzimas comparten 67% de identidad a nivel de secuencia.
Se ha mostrado en trabajos previos que el perfil de expresion de ALTI y ALT?2 es
opuesto: ALT1 se expresa predominantemente en alanina como fuente de nitrégeno
(condiciones catabolicas) y es poco expresado en amonio (condiciones
biosintéticas); lo contrario con ALT2, el cual s6lo se expresa en condiciones
biosintéticas durante las primeras horas y cuya expresion disminuye con el
crecimiento y esta reprimido en alanina. Estos resultados sugieren que la alanina es
co-inductor para ALTI y co-represor para ALT2. En este trabajo se analizaron los
factores de transcripcion (FT) que estan implicados en la regulacion de ALTI y
ALT2. Se encontr6 que Gen4 es activador directo de ALTI y regula a ALT2 de
manera indirecta. Inesperadamente, los reguladores positivos GIn3 y Rtg3 actuan
como represores para ALT2, GIn3 s6lo en amonio, pero no en alanina, mientras que
Rtg3 funciona como represor en ambas condiciones. El regulador Nrgl reprime a
ambos genes. Mientras tanto Hdal reprime a ambos genes y Tupl s6lo a ALT2; sin
embargo, estos dos ultimos reguladores son remodeladores de la cromatina y no
factores transcripcionales. Por lo tanto, nuestros estudios revelan que hay cinco
reguladores negativos para ALT2 por lo que se propone la hipotesis de que ALT2 es
reprimido por un heteroligobmero de regulacién. Mientras que la expresion de ALT]
estd determinada por un activador y dos moduladores negativos, Nrgl y Hdal. Por
otro lado, se analiz6 la organizacion de la cromatina para estos genes en condiciones
catabdlicas y biosintéticas y se observd que la cromatina se organiza dependiendo de
la condicion, siendo un elemento contrastante en alanina y amonio; este estado
dependiente de la condiciéon no sucede con genes ortdlogos en organismos tipo
ancestral (K. lactis y L. kluyveri). Lo anterior demuestra que la cromatina, una
estructura reguladora no solo es fundamental en la expresion, sino también un
elemento que muestra una divergencia evolutiva.




Abstract

Saccharomyces cerevisiae genome went through an entire duplication known as:
Whole Genome Duplication (WGD). ALTI and ALT2 are two paralogous genes
which arose due to WGD. Previous results from our laboratory confirmed that ALT/
encodes an alanine aminotransferase which translocates amino group from alanine to
2-oxoglutarate to form glutamate and pyruvate. Surprinsingly, no function has been
determined for Alt2 even though these two enzymes share 67% of identity. Previous
results in our laboratory showed that the expression profile of ALTI and ALT? is
opposite: ALTI is poorly expressed in glucose-amonium (biosynthetic conditions)
and strongly induced in glucose-alanine (catabolic conditions), meanwhile ALT?2 , is
only expressed on biosynthetic conditions during first hours, as culture grows the
expression decreases, on alanine ALT2 expression is completely repressed. These
results suggest that alanine is co-inductor for ALTI and co-repressor for ALT2. In
the present work we have analyzed the transcription factors which are involved in
the regulation of ALTI and ALT?2 expression. We found that Gen4 participates as an
activator of the two genes but only directly for ALT1 while ALT?2 is regulated in an
indirect way. Unexpectedly, the positive regulators GIn3 and Rtg3 function as ALT?2
repressors. GIn3 represses ALT2 only in ammonium, but not on alanine, whereas,
Rtg3 functions as repressor under both conditions. Nrgl negatively regulates both
genes. Meanwhile Hdal and Tup]1 that are involved in chromatin reorganization act
as negative modulators. Thus, our studies reveal that there are five negative
regulators for ALT2 and becuase of this we propose the hypothesis that AL72 is
repressed by a heteroligomer. While ALT] expression is determined by one activator
and two negative modulators, Nrgl and Hdal. Although we have analyzed the
chromatin organization for these two genes in catabolic and biosynthetic conditions
and we observed chromatin organization is dependent of the biological condition.
These changes in the chromatin between one condition and the other do not ocurred
in orthologous genes in ancestral-like organisms (Kluyveromyces lactis and
Lachancea kluyveri). Our results show the chromatine has not just a pivotal role in
the expression of the genes but a structure that has an evolutionary divergence.




1. Introduccidon

i.i El metabolismo del nitrogeno en Saccharomyces cerevisiae.

La levadura Saccharomyces cerevisiae, un organismo que ha sido como modelo
experimental desde 1930, ha permitido realizar distintas investigaciones en
diferentes areas del conocimiento. Entre una gran variedad de organismos
eucariontes, S. cerevisiae posee varias ventajas experimentales comparada con otros,
que por mencionar algunas, se encuentra su unicelularidad, su ciclo de vida, la
existencia de medios de crecimiento definidos, la facilidad para transformacion
genética, entre otras; todo esto ha conducido a que S. cerevisiae sea el segundo
eucarionte mas estudiado, después del ser humano. Por ello es que distintos y
diferentes mecanismos, procesos o vias se han estudiado y/o descubierto en esta
levadura. Dentro de estos procesos, uno que resulta de interés para este trabajo es el
metabolismo del nitrégeno, que ha sido considerablemente analizado.

Las levaduras pueden reaccionar de distintas formas al nitrégeno inorganico u
organico que hay en el medio extracelular, todo esto para que la célula pueda
generar las moléculas nitrogenadas que necesita, tales como aminoacidos, vitaminas,
cofactores y acidos nucleicos. En el caso de que el nitrogeno externo sea una
molécula organica, como lo son los aminoicidos, se activa una respuesta
transcripcional que permite la internalizacién del aminodcido, esta respuesta es
mediada por un complejo membranal, Ssyl-Ptr3-Ssy5 (SPS), que aparentemene
responde como un sensor ante la fuente de nitrégeno (Ljungdahl 2009). Una vez
internalizada la molécula nitrogenada, ésta puede ser desaminada para generar
amonio o bien funcionar como sustrato para generar glutamato o glutamina
(Magasik & Kaiser 2009). Cuando las células crecen en un medio donde la fuente de
nitrogeno es amonio y glucosa la fuente de carbono, los iones de amonio pueden
fijarse ya sea al 2-oxoglutarato para formar glutamato por acciéon de la glutamato-
deshidrogenasa, Gdhl (Riego et al. 2002); o a la glutamina por acciéon de la
glutamino-sintetasa, GInl (Minehart et al. 1992). En condiciones de etanol, la
enzima pardloga de Gdhl, denominada Gdh3 es la que cataliza la reaccion de
incorporacion del amonio al a-cetoglutarato junto con Gdhl (Avendaio et al. 1997;
DeLuna et al. 2001). Cuando la fuente de nitrégeno es glutamina, participa otra




enzima, la gutamato-sintasa, Gltl, que es aquella que genera el glutamato. El
glutamato también puede ser desaminado para formar de nuevo a-cetoglutarato por
otra enzima llamada Gdh2 (figura 1). El 2-oxoglutarato, resulta de gran importancia
va que ¢ste es un intermediario del ciclo de Krebs, por ende, es quien conecta al
metabolismo del carbono con el metabolismo del nitrégeno.
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Figura 1. Esquema general del metabolismo del nitrogeno. El amonio inorganico se fija al a-cetoglutarato para formar
glutamato, por medio de Gdhl. O puede fijarse al glutamato por accion de GInl, v formar glutamina. Gltl puede
regresar la glutamina a glutamato y éste también puede regenerar el 2-oxoglutarato que puede entrar al Ciclo de Krebs.
Tanto del glutamato como de la glutamina es posible generar diferentes aminoacidos. Tomado y modificado de
Yeasthook -Gene expression and metabolism- 2012.

Debido a lo anterior, la célula puede responder de manera distinta a diferentes
fuentes de nitrogeno dependiendo de la facilidad con la que pueda internalizar y
procesarla; las moléculas nitrogenadas que sean mas complejas de degradar son
fuentes secundarias, porque requieren un gasto de energia mayor que con aquellas
fuentes de nitrégeno primarias en donde se requiere mucho menor cantidad de
energia (Cooper 2004; Magasanik ef al. 2003). La existencia en el medio de fuentes
primarias de nitrégeno promueve una represion a aquellos mecanismos y respuestas
enzimaticas que estan involucrados en la degradacion de las fuentes secundarias de
nitrogeno, este mecanismo represor es una ruta de regulacion que ha sido
ampliamente estudiada, llamada “represion catabdlica de nitrogeno” (NCR, por sus
siglas en inglés).

NCR es una respuesta celular nitrégeno-sensitiva que le permite asegurar a la célula
el uso selectivo de las fuentes de nitrogeno (Hotman-Bang, 1999; Rai ef al. 2013).
Fue identificada en la década de los 60°s como un proceso fisioldgico, aunque en la




actualidad hay una basta literatura sobre ello. Godard y colaboradores en 2007,
realizaron un andlisis extensivo en células crecidas en glucosa como fuente de
carbono y distintas fuentes de nitrogeno, entre ellas 16 aminoacidos, este estudio
concluye principalmente que la calidad de la fuente de nitrogeno afecta el
crecimiento celular (Godard et al. 2007).

Los genes implicados en NCR son controlados por un set de reguladores
transcripcionales denominados factores GATA, esto es porque poseen un dominio
de dedo de zinc que interactia directamente con una secuencia consenso y
conservada en el promotor, la secuencia 5-“GATA-3“ (Soussi-Boudekou et al.
1997). Estos factores GATA han sido bien estudiados y son: GIn3, Gatl, Dal80 y
Gzf3 (Soussi-Boudekou ef al. 1997; Minehart & Magasanik 1991; Cunningham &
Cooper 1991; Stanbrough et al. 1995; Coffman et al. 1996; Coorneart et al. 1992).

i.ii El regulador GIn3 y la via TOR

Los reguladores GIn3 y Gatl son los responsables de NCR, ya que responden a las
fuentes secundarias de nitrégeno, como prolina o alantoina, por mencionar algunos
(Cooper 2004). Tanto GIn3 como Gatl han sido ampliamente reportados en la
literatura como activadores transcripcionales, mientras que los otros dos, Dal80 y
Gzf3 son represores (Cooper et al. 2002). Sin embargo, la caracteristica excepcional
de estos reguladores es que todos responden a Gln3, excepto el mismo GIn3, que es
LJnmune®a los otros factores transcripcionales (FT) de NCR y es el iniciador de una
red reguladora (Tate et al. 2010; Georis et al. 2009; Cooper 2004; Oliveira et al.
2002).

Cuando la célula estd creciendo en una fuente primaria de nitrogeno, GIn3 es
retenida en el citoplasma y la transcripcion de los genes requeridos en condiciones
limitantes de nitrégeno esta completamente reprimida (Broach J., 2012; Rai et al.
2013). La proteina que realiza la retencion de GIn3 en el citosol es Ure2, ésta forma
un complejo con GIn3 en condiciones donde hay fuentes primarias de nitrogeno
(Blinder et al. 1996; Bertram et al. 2000; Cunningham et al. 2000). En condiciones
limitantes de nitrégeno, Ure2 se separa de GIn3 y por extension, éste puede ir al
nlicleo donde activa a los genes necesarios para responder a la limitacion de
nitrogeno. Esto ultimo es, per se, el mecanismo regulatorio de NCR (Rai ef al.2013;
Cardenas et al.1999; Carvalho et al.2003).




No obstante, las células tratadas con rapamicina generan una respuesta similar a la
que ocurre en limitacion de nitrégeno. La rapamicina inhibe selectivamente la
actividad de cinasa de las proteinas Torl v Tor2, las cuales forman un complejo,
llamado, TORC1 (por las siglas en inglés Target Of Rapamycin Complex 1) (Cooper
et al. 2002). Los pricipales hallazgos con el tratamiento de rapamicina en
condiciones de fuentes primarias de nitrogeno fueron: a) la desfostorilacion de Gln3;
b) GIn3 relocalizaba al ntcleo; ¢) los genes sensibles a NCR aumentaban su
transcripeidon y d) la participacion de una enzima con actividad de fosfatasa, llamada
Sitd4 (Beck & Hall, 1999; Hardwick ef al. 1999).

El mecanismo regulatorio de NCR fue el siguiente, en condiciones no limitantes de
nitrogeno o sin rapamicina, TORCI1 fosforila a la proteina de llamada Tap42 (del
inglés Tor associated protein) que se asocia con la proteina Sit4, formando un
complejo que es secuestrado por TORCI, impidiendo que Sitd lleve a cabo la
funcion de fosfatasa (DiComo ef al. 1996). Mientras que en deprivacion de
nitrogeno, asi o con de rapamicina TORCI1 fosforila a Tap42 y no mantiene
secuestrado el complejo v por lo tanto éste ultimo queda libre y permite destostforilar
a GIn3 que esta formando el complejo con Ure2, GIn3 desfosforilada puede entrar al
nicleo y activar a los genes que estan reprimidos por NCR (figura 2) (Yang ef al.
2006; Jiang & Broach 1999; Jacinto ef al. 2001; Shamji ef al. 2000; Puna ef al.
2008; Puria & Cardenas 2008).
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Figura 2. Regulacion de GIn3. En condiciones de fuentes de nitrogeno primarias TOR fosforila a Tap4?2 la cual retiene a
Sitd. Cuando hay deprivacion de mutrientes TOR esta inactiva v Sitd puede ejercer su actividad de fosfatasa sobre Gln3.
La desfosforilacion de GIn3 le permite entrar al nticleo v activar los genes correspondientes. Tomado de Beck etal. 1999,




Cuando hay una limitacion de nitrogeno también la hay de aminoacidos debido a
que no hay nitrégeno para su biosintesis. Por lo tanto, esto da como resultado tener
dos rutas actuando en paralelo, una ruta catabdlica y otra ruta biosintética, una que
permite generar nitrogeno asimilable y la otra la fijaciéon de nitrégeno para la
biosintesis. La ruta catabdlica en su mayoria es Gln3-dependiente, pero la biosintesis
de aminodcidos esta relacionada con otra proteina llamada Gcen4, otro factor
transcripcional, vinculado a la biosintesis de muchas biomoléculas ademas de
aminoacidos. De hecho, ha sido reportado que GIn3 y Gcen4 pueden formar un
complejo hibrido de activacion. (Hernandez et al. 2011).

i.iii EIl control general de aminoacidos (GAAC)

En condiciones de deprivaciéon de aminoacidos o con tratamiento con el andlogo 3-
amino-1,2,4-triazol (3-AT), se activa una respuesta enzimdtica en muchas rutas
biosintéticas de aminodacidos, esta respuesta es llamada control general de
aminoacidos (del inglés General Amino Acid Control, Hinnebush & Natarajan
2002). Estudios de microarreglos en estas condiciones demostraron que el regulador
Gcen4 (General Control Non-derepressible) induce una gran cantidad de gene por lo
que se le conoce como un regulador maestro (Jia et al. 2000). Y como ya se
menciond anteriormente, Gend no sélo responde a una deprivacion de aminoacidos
sino también a limitacion de nitrégeno (Herndndez et al. 2011). Este factor
transcripcional se une a los promotores de genes que contengan la caja consenso
UASGgere (UAS: Upstream Activating Sequence; GCRE: Gcn4 Responding
Elements) cuya secuencia de union es GAGTCA (Mueller & Hinnebusch 1986).

Dado que Gen4 induce genes que codifican, en su mayoria, para la biosintesis de
aminoacidos. La delecion en GCN4 produce alteraciones en el crecimiento celular
en medios que no contienen aminodcidos (Hinnebusch 1992), se observo que Gen4
estimulaba su biosintesis al mantener altos niveles de sintasas de aminoacil-tRNAs
para proteinas involucradas en la biosintesis, aunque ha sido descubierto que ciertos
genes implicados en la ruta de biosintesis de la adenina responden a Gen4 (Mosch et
al. 1991). Posterior a estos resultados y al descubrimiento de que Gen4 regula no
solo genes implicados en biosintesis de aminodcidos (figura 3), sino también en
sintesis de bases nitrogenadas en condiciones de deprivacion de purinas o de glucosa
llevé a realizar estudios de andlisis de genoma lo que permitid el descubrimiento de




como minimo 539 genes de todo el genoma responden a Gend (Hinnebusch ef al.
2002). Por lo tanto es claro que Gend no solo esta implicado en el control general
de aminoacidos sino que esta implicado en una respuesta integral biosintética

(Godard ef al. 2007).
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Figura 3. Procesos que regula Gend, acorde a analisis de microarreglos. Gend participa en diferentes procesos de
biosintesis, no solamente en aminoacidos como se habia descrito anteriormente, sino que también esta implicado en la
biosintesis de purinas, vitaminas, cofactores, en metabolismo del carbono v otros procesos como lo muestra la imagen,
Tomado v modificado de Hinnebusch & Natargjan 2002.

Hasta el momento se ha descrito ¢comoe la célula, en condiciones limitantes de
nutrimentos, genera respuestas para lidiar ante esa limitacion, va sea por Gln3, Gend
o los dos actuando paralelamente. La sintesis de aminoacidos se da inicialmente a
partir de glutamato o glutamina (figura 1). Sin embargo, el glutamato y la glutamina,
son principalmente producidos por el 2-oxoglutarato proveniente del ciclo de Krebs,
empero, cuando la célula esta creciendo en glucosa el ciclo de Krebs esta abatido
debido a que la glucosa se estd fermentando, entonces, ;jcomo se produce ese 2-
oxoglutarato? La produccion de éste en estas condiciones se debe principalmente a
una ruta metabdlica, que ante una deficiencia mitocondrial genera una respuesta
nuclear, conocida como ruta retrograda.




i.iv La ruta retréograda

El funcionamiento de la mitocondria durante el crecimiento y desarrollo celular esta
dado por la labor en conjunto tanto del genoma nuclear, que codifica para la mayoria
de las proteinas que realizan una funcion en la mitocondria como del genoma
mitocondrial el cual codifica una cantidad minima de proteinas las cuales en su
mayoria estan implicadas en la fosforilacion oxidativa (Foury et al. 1998). Sin
embargo, la mitocondria esta implicada en una regulacion retrograda, lo que implica
que cambios en el estado funcional del organelo generen cambios en la expresion de
genes nucleares (Liu & Butow 2006).

El objetivo de la respuesta retrograda es el mantenimiento parcial del ciclo de Krebs
(figura 4) para la produccion biosintética de intermediarios. La expresion de las
primeras enzimas del Ciclo (la citrato sintasa, la aconitasa y la isocitrato
deshidrogenasa) son aquellas que principalmente se generan por accidon de la ruta
retrégrada, lo cual permite generar 2-oxoglutarato que es la fuente principal para la
produccion del glutamato. Esta repuesta es s6lo generada en condiciones donde no
estd ocurriendo la respiracion (Jazwinski 2013).
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Figura 4. La ruta retrégrada. La sintesis de 2-oxoglutarato es la finalidad de esta respuesta mediada por la mitocondria,
donde al activarse genera la produccion de las enzimas Citl, Acol e Idh1/2 para su produccion. Tomado y modificado de
Liu et al. 2006.




A través de un analisis genético se identificaron tres genes como los responsables de
que la via retrograda se produzca: RTGI, RTG2 y RTG3 (Liao & Butow 1993; Liu
& Butow 1999; Jia et al. 1997; Rothermel et al. 1997).

RTGI y RTG3 codifican las subunidades de un factor de transcripcion
heterodimérico del tipo hélice-loop-hélice/zipper de leucina; el cual se une a une a la
secuencia consenso GTCAC (caja R) en los promotores de los genes que responden
a la ruta retrograda (Liao & Butow 1993; Jia et al. 1997; Jia et al. 1997). Mientras
que Rtg3 es una fosfoproteina, Rtgl no lo es; y se ha observado que la activacion de
Rtg3 correlaciona con su desfosforilacion y su translocacion nuclear con Rtgl
(Sekito et al. 2000). Por otro lado, Rtg2 es una fosfatasa citoplasmica que tiene un
dominio de unién a ATP (Koonin, 1994).

Rtgl-Rtg3 se localizan en el citoplasma. La activacion de la ruta retrégrada resulta
en la relocalizacion al nicleo de estas proteinas. Esta relocalizacién depende de la
fosfatasa Rtg2, quien desfosforila a Rtg3. Por ello Rtg2 resulta ser un punto
regulatorio en esta via. Sin embargo, otra proteina llamada Mksl resulta ser un
regulador para Rtg2 (Dilova ef al. 2002), ya que se une de forma reversible a ésta; lo
cual promueve la hiperfosforilaciéon de Rtg3 y bloquea su translocacion al nucleo.
Mksl1 puede ser removido por accion de una proteina llamada Grrl que recluta al
proteasoma para la degradacion de la proteina; otro tipo de proteinas llamadas
Bmh1/2 previenen esa degradacion. De ahi que Grrl y Bmhl1/2 son reguladores
positivo y negativo de la ruta retrégrada, respectivamente (figura 5).

Curiosamente, estudios de microarreglos revelaron que los genes blanco de las
proteinas Rtgl-Rtg3 aumentan su expresion en tratamiento con rapamicina, un
inhibidor, que como ya se menciond, es selectivo de la via TOR (Komeili et al.
2000; Shamji et al. 2000). Ya hemos revisado que la via TOR es sensible a la fuente
de nitrogeno. Por ello se ha propuesto que la glutamina puede ser la sefial para que
TOR inhiba (a través del mecanismo ya discutido en i.i1) a GIn3 y, ahora también a
Rtg1/3, puesto que la glutamina es una fuente primaria de nitrégeno.

Hasta el momento se ha revisado como se activan los genes en distintas condiciones
y a través de diferentes FT, que resultan ser activadores. No obstante, para este
trabajo es importante describir como se reprimen los genes en determinadas
condiciones.
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Figura 5. La regulacion de la activacion de la ruta retrograda estd dada por la proteina Mksl, TORC1 y Bmh1/2 de
manera negativa, que impiden que Rtg2 lleve a cabo su funcion de fosfstasa sobre Rtg3, mientras que la proteina Grrl,
que es de tipo 14-3-3, regula de manera positiva la ruta, promoviendo la ubiquitinacion de Mks1, y por extension su
degradacion. Tomado y modificado de Liu et al. 2006.

i.v La represion mediada por Nrgl

La expresion de una gran cantidad de genes se ve disminuida cuando las células de
S. cerevisiae estan creciendo en un medio que contiene glucosa (Gancedo 1992),
este fendmeno se la ha denominado represion catabdlica por glucosa (Ronne 1995) y
es mediado por una serie de reguladores transcripcionales, entre los cuales se
encuentra Nrgl (del inglés Negative regulator of glucose). Este fue identificado por
primera vez como un inhibidor del gen STA/ que codifica para una glucoamilasa
extracelular y que se inhibe en presencia de glucosa (Ahn et al. 1995; Park et al.
1999). Nrgl como factor de transcripcion posee dos dedos de zinc, muy parecidos a
los que posee su paralogo Nrg2, en la region C-terminal (Kuchin et al. 2002)




En la figura 6 se observa que Nrgl se une particularmente a la secuencia en el
promotor UASI-1 (del inglés Upstream Activating Sequence 1-1), de esta forma
puede reclutar a otros co-reguladores como es el caso de Tupl (Park ef al 1999).
También se ha reportado que en conjunto con otro regulador llamado Sfl1, el cual se
une a la secuencia UAS2-2 en el promotor de §7A4, cooperan para el reclutamiento
de un complejo llamado Srb8-11, el cual esta relacionado con la represion de genes,
puesto que inhibe la asociacion entre el mediador de la transcripcion y la RNA
polimerasa, al fosforilar a esta ultima (Kim ef al. 2004).
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Figura 6. Represion por Nrgl en el gen STA7. La inhibicion de la activacion mediada por Nrgl implica que el
reclutarmento de proteinas remodeladoras como lo es el complejo Ssn6-Tupl v, el trabajo en a la par con otros represores
como lo es Sfll que en conjunto pueden reclutar a complejos mucho mas grandes que son desestabilizadores de la
transcripeion. Tomado de Kim et al.2004.
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- La participacion de la cromatina

El efecto represor que genera Nrgl u otros reguladores negativos no es directo, es
decir, éstos no impiden la transcripeidn; sino que la represion implica otros procesos
que involucran co-represores y la participacion de la cromatina.

La cromatina participa en la transcripcion de forma directa, tanto en la activacion
como en la represion de los genes. EI DNA eucarionte, como el de S. cerevisiae, es
almacenado en el nlcleo; y siendo éste un espacio muy pequefio, el DNA es
enrollado en nucleosomas, cada nucleosoma contiene dimeros de 4 proteinas
llamadas histonas, H2A, H2B, H3 y H4. Estos nucleosomas enredan al DNA con la




finalidad de que ocupe menos espacio en el nucleo, de protegerlo y también son un
punto de regulacion en la transcripcion. Las histonas dan 1.65 vueltas al DNA, lo
que equivale a 147 pares de bases (pb). La interaccion entre el DNA y los
nucleosomas es meramente electrostatica, por lo tanto esto hace que los
nucleosomas sean dinamicos, ya que por cambios post-traduccionales se puede
alterar la carga neta de todo el nucleosoma y afectar la interacciéon con el DNA
(Luger et al. 1997; Jiang et al. 2009)

Si la carga neta del nucleosoma es negativa la interaccion con el DNA es mas débil
y esto hace que el DNA est¢ mas relajado; por lo tanto, la transcripcion se vera
aumentada, ya que si hay relajacion en la cromatina los FT y/o la maquinaria
transcripcional pueden acceder. Lo contrario pasa cuando la interaccion entre el
DNA y el nucleosoma es fuerte; en este caso el DNA se compacta y se impide el
acceso a los reguladores, co-reguladores y/o a la maquinaria de la transcripcion
(Gerhard ef al. 2011).

Esto ultimo es el mecanismo de como algunos represores como Nrgl reprimen la
expresion de genes, reclutando co-represores que a su vez reclutan a otras proteinas
que alteran la organizacion de la cromatina e impiden la transcripcion, como es el
caso de Tupl que es reclutado por Nrgl y a su vez Tupl recluta otros co-reguladores
que afectan a organizacion de la cromatina.

- Los co-represores Tupl y Hdal

Tupl es un co-represor transcripcional global que forma un complejo con otra
proteina llamada Ssn6 (también conocido como Cyc8), la formacion de este
complejo requiere cuatro mondémeros de Tupl y uno de Ssn6, éste modula la
represion de genes regulados por glucosa, disponibilidad de oxigeno, dano al DNA
(Wahi et al. 1998). En S. cerevisiae, este complejo represor inhibe la expresion
transcripcional de més de 300 genes en condiciones normales de crecimiento (no
limitantes en nutrimentos) (Green & Johnson 2004). Sin embargo Tup1-Ssn6 no se
une directamente al DNA sino que es reclutado a los promotores de los genes a
reprimir a través de la interaccion con FT, que si se unen al DNA, como lo es Nrgl u
otros (Zhang et al. 2002).




El complejo Tupl-Ssn6 reprime a los genes principalmente por dos mecanismos: a)
la represion generada por alterar la dinamica en la cromatina, en donde este
complejo se une a los FT a posferiori recluta a proteinas desacetiladoras, que
reducen la cantidad de acetilos en las histonas y genera la compactacion del DNA
sobre el octimero de histonas e impidiendo, de esta forma, la transcripcion de los
genes blancos (figura 7); y b) la interaccion con maguinaria transcripcional que
desestabiliza al mediador de la transcripcion y afecta a la RNA polimerasa (Green &
Johnson 2004; Malavé & Dent 2006). El mecanismo mediado por Tupl-Ssn6 se ha
encontrado en gusanos, moscas, plantas y mamiferos lo que indica que la represion

transcripcional por este complejo esta ampliamente conservada evolutivamente
(Grbavec ef al. 1999).
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Figura 7. Represion causada por Tupl y Hdal. A) Un represor con union al DNA recluta a Tupl-Ssné, B) La RNA
polimerasa no puede acceder v se recluta a la desacetilasa de histonas Hdal, C) Finalmente la cromatina queda cerrada
y la expresion del gen queda inhibida. Tomade y modificado de Malavé et al. 2006.

Por otro lado Tupl interactiia con las histonas H3 y H4 a través de su dominio N-
terminal (Edmonson ef al. 1996). No obstante, la region amino terminal de la cola de
las histonas H3 y H4 son susceptibles a acetilacién en sus multiples regiones
conservadas de lisina, ademas se ha visto que las histonas cercanas a los sitios donde
se recluta el complejo Tupl-Ssn6 estan hipoacetiladas (Bone & Roth 2001; Davie ef
al. 2002). Aunado a lo anterior, se ha observado que Tupl puede ser reclutado en la
region codificante (Ducker & Simpson 2000) pero también puede reclutarse en la
region del promotor (Li & Reese 2001), aunque ain no es muy claro el patron de
reclutamiento de Tupl, cualquiera que sea el caso disminuye el nivel de acetilacion
de las histonas, lo cual sugiere que Tupl debe reclutar a desacetilasas de histonas,




HDACs (Malavé et al. 2006). De hecho, se ha reportado que Tupl puede
interactuar con Hdal, in vitro (Wu et al. 2001), pero estas interacciones no han sido
confirmadas in vivo (Davie et al. 2003) aunque la deleciéon de HDAI o TUPI resulta
en la hiperacetilacion de las histonas H2B/H3 que se encuentran cerca de la region
donde se recluta a Tupl. Para el caso concreto de las desacetilasas de histonas la
levadura tiene dos tipos de desacetilasas de histonas HDA y HDB (Carmen et al.
1996) el complejo HDA contiene tres subunidades Hdal, Hda2 y Hda3. Las
desacetilasas de histonas son co-represores transcripcionales que reducen la
acetilacion de la cola de las histonas con el fin de crear una cromatina cerrada e
impedir la transcripcion (Dietvorst & Brandt 2010).

Hasta el momento hemos descrito como la células poseen distintos mecanismos
regulatorios que le permiten adaptarse y desarrollarse en el medio en el que se
encuentran. Estos mecanismos regulatorios actuan de formas tan complicadas que
implican una serie de interacciones tanto proteina-proteina como proteina-DNA,
entre otras interacciones. Estos procesos que se han revisado, s6lo son una parte
pequena del reguloma que persiste en S. cerevisiae. Pero cabe mencionar, que no
solo esta compleja regulacion le permite generar respuestas ad hoc al ambiente
donde se desarrollan las células, sino también la constitucion de su genoma le
permite responder de manera tan especifica y controlada.




11. Antecedentes

ii.i La duplicacion génica

El mecanismo por el cual surgen nuevas funciones en los organismos permanece aun
sin aclararse por completo. Se ha propuesto que la duplicacion genética es la fuente
primaria para generar nuevos genes y funciones, y por lo tanto tiene una gran
importancia evolutiva (Ohno 1970). Es importante mencionar que existen dos tipos
de duplicaciones genéticas; aquellas que son aisladas, en donde se duplica una
region Unica en el genoma; y las duplicaciones de genoma completo, que son
poliploidias. EI conocimiento hoy en dia de la importancia de los genes duplicados
contintia creciendo de manera sorprendente, sin embargo, la habilidad para generar
modelos que describan el pasado o el destino de los genes duplicados es aun
limitada (Fares et al. 2013). En una gran variedad de estudios se ha intentado
establecer una relacion entre la duplicacion genética y las innovaciones adaptativas.
Por mencionar un ejemplo, la mayoria de las angiospermas atravesaron por al menos
una duplicaciéon de genoma completo en la era del cretacico, que coincide a la
explosion en la diversidad metabdlica y fisiologica de las plantas (Taylor & Raes
2004).

Las fuerzas evolutivas que participan y actian sobre los genes duplicados son
diversas. Una cantidad de variables interdependientes determinan si un gen sera
retenido después de una duplicacion. Estas variables pueden ser: su categoria
funcional, el grado de conservacion, la sensibilidad a los efectos de dosis génica, asi
como su complejidad regulatoria y estructural (Conrad et al. 2007). En general, se
ha observado que los genes que codifican para proteinas que responden e interactian
con el medio ambiente tienden a ser mas frecuentemente retenidos después de la
duplicacion que aquellos cuya funcion se encuentra en los compartimentos celulares
(L1 et al. 2003). Experimentos realizados en varias especies, desde unicelulares hasta
mamiferos, indican que los genes divergen rapidamente después de una duplicacion
(Chung et al. 2006), y se ha observado tanto en humanos como en levaduras que la
divergencia en la secuencia de la proteina y la divergencia a nivel de expresion
correlaciona e incrementa con el tiempo evolutivo. También se ha desmotrado que la




region regulatoria es la que diverge primero y mas rapido (Gu ef al 2005). Una vez
ocurrida la duplicaciéon, el destino de las copias de genes pueden tener distintos

escenarios.
il.ii El destino de los genes duplicados

El panomarama convencional propuesto inicialmente por Susumu Ohno en 1970
sostiene que después de la duplicacion genética, ésta produce dos copias génicas
funcionalmente redundantes, paralogos y libres de las presiones de seleccion de cada
uno. Una de las predicciones mas comunes de este modelo convencional sobre el
destino de los genes duplicados, es que éstos se pueden perder muy rapidamente
debido a la acumulacion de mutaciones deletéreas (Kondrashov ef al 2002).
Empero, la pérdida de uno de los genes duplicados no es el Gnico escenario donde
pueden terminar €stos; hay otros posibles destinos (figura 8).
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Figura 8. El destino de los genes duplicados. La duplicacion de genes conduce en primera instancia a una redundancia
génica y es a partir de ésta que se pueden generar distintos escenarios posibles; m, x, w, z son las finciones ancestrales. E1
mas probable pero el mas comun es que una de las copias se pierda (pérdida de funcion), puede ocurrir una
subfuncionalizacion, una retencion de las dos copias o el desarrollo de nuevas funciones (k v f en el dibujo). Tomado,
modificado y adapiado de Fares ctal. 2013.




La pérdida de funcion: Después de la redundancia génica una de las dos copias se
pierde, ésto puede ocurrir ya sea debido a que se acumulan mutaciones tanto en la
region promotora como en la region codificante, que eventualmente genera
pseudogenes. De hecho, la pseudogenizacion es un proceso comun por el cual se
pierde la funcion de una copia resultante de un evento de duplicacion. No obstante,
también pueden ocurrir deleciones parciales en los genes duplicados, lo que también
puede conducir a la pérdida de funcion (Kimura & King 1979; Wagner 1998).

Subfuncionalizacion: El proceso de duplicacion es un proceso neutral y la
evolucion de las copias se debe primordialmente a mutaciones azarosas en cada una
las copias, que eventualmente generan que cada gen altere o pierda funciones
distintas y por ello individualmente una sola copia no puede complementar la
funcion del gen ancestral, la Gnica forma es que se retengan las dos copias. Grosso
modo, cuando ocurre una subfuncionalizacion, implica que se necesiten dos genes
para realizar lo que antes de la duplicacion se realizaba solamente con uno (Lynch et
al. 2000).

Dosis génica: Cuando dos copias génicas provenientes de una duplicacion son
retenidas sin ningun tipo de divergencia funcional, se dice que aumentan la dosis
génica; esto es que incrementa la robustez genética, lo cual le puede permitir al
organismo tener un mayor amortigiiamiento contra mutaciones deletéreas. Aunque
el aumento en la dosis génica también puede generar un aumento en los productos
de estos genes, como es el caso de los genes ribosomales, que son genes multicopia
(Conrad et al. 2007).

Neofuncionalizacion: Un caso poco comun que puede suceder después de la
duplicacién de genes en donde mutaciones estocasticas generen una funcion nueva y
distinta a las funcion del gen original, la cual resulta en una novedad ventajosa de
adaptacion evolutiva (Force et al. 1999).

Se ha revisado hasta ahora que la duplicacion de genes es una fuente de variacion
sumamente importante, y allende a la actuacion conjunta de las fuerzas evolutivas
como la seleccion natural, la deriva genética y la mutacion, resulta ser un proceso de
alto impacto evolutivo. Tal vez sea por esto ultimo que la duplicacion génica esta
presente en la mayoria de los organismos y S. cerevisiae no es la excepcion.




En la levadura §. cerevisiae se han realizado analisis gendmicos que han revelado la
existencia de bloques de genes pardlogos que tuvieron que provenir de un evento de
duplicacién, no obstante, por mucho tiempo el origen de estas regiones pardlogas
permanecid sin elucidar (Wolfe ef al. 1997). Recientes estudios han demostrado que
la duplicacion de genoma completo fue en realidad una fusion celular entre dos
especies diploides diferentes (Marcet-Houben & Gabaldéon, 2015). La evidencia
principal para llegar a esta conlusion de que ocurrid una poliploidia son dos
caracteristicas en las regiones paralogas, la primera v mas clara es que son regiones
homélogas, puesto que son paralogas, v la segunda v tal vez mas importante es que
entre dos regiones paralogas se mantiene el mismo orden con respecto al
centromero; es decir, una sintenia. Se identificaron 145 regiones paralogas que
reprepresentaban el 88% del genoma v que contenian 457 pares de genes duplicados
(Kellis ef al. 2004).

Figura 9. Bloques duplicados en S. cerevisiae. La existencia de bloques homologos vy sinténicos apoyan la hipdtesis sobre
la duplicacion de genoma completo puesto que es poco probable que cada una de estas regiones haya surgido por
duplicacionss aisadas. Se muestran los cromosomas de S. cerevisiae (lineas horizontales negras), la linea delgada negra
vertical que atraviesa los 16 cromosomas representa la ubicacion del centromero y cada banda de color que conecta a
diferentes cromosomas representan las regiones duplicadas en el genoma. Tomado de Keffis et al. 2004.




Esta duplicaciéon de genoma completo es un evento que ocurrido en el genéro
Saccharomyces puesto que distintas especies muy cercanas a S. cerevisiae,
denominadas sensu stricto y otras (Kazachstania y Naumovozyma), mantienen estas
relaciones de paralogia y sintenia en sus regiones duplicadas. Otras especies mas
alejadas filogenéticamente como lo es el género de Kluyveromyces no presentan
estas caracteristicas en su genoma; por ende, lo propuesto es que el evento WGD
ocurrio justo antes del surgimiento de las especies de Saccharomyces y después de
la divergencia de especies entre el género Saccharomyces y otros géneros como lo
es el de Kluyveromyces (figura 10).
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Figura 10. Filogenia del subfilo Saccharomycotina que sefiala el evento de duplicacién, el cual ocurrid antes del
surgimiento de los linajes Saccharomyces, Kazachstania, Naumovozyma 'y Nakaseomyces pero despues de que los linajes
de Vanderwaltozyma, Zygosaccharoyces, Lachancea 'y Kuyveromyces hayan surgido. Tomado de Dujon et al. 2010

Se ha propuesto que la duplicacion de genoma completo le trajo a Saccharomyces
una gran ventaja adaptativa. Se propone que ésto le permitio desarrollar un
metabolismo facultativo que a diferencia de las otras especies que no duplicaron su
genoma son aerobios estrictos (Piskur 2001). Ademas de que el evento de
duplicacion coincide con el surgimiento de las angiospermas, el cual ocurrid hace
aproximadamente 150 millones de afos justamente cuando los linajes de
Kluyveromyces y Saccharomyces divergieron (Wolfe et al. 1997). Esto supone que
con el surgimiento de las plantas con fruto aparecieron nuevos nichos ecoldgicos
para conquistar y esta robustez en el genoma le permitié a S. cerevisiae poder
conquistarlos.




Particularmente, las especies Khnveromyces lactis y Lachancea klwveri son
organismos que, como se observa en la tigura 10, divergen mucho antes de la WGD,
por lo tanto, estos organismos son especies tipo ancestral, puesto que su genoma es
mas parecido al ancestro comin de estos hemiascomicetos que el de S. cerevisiae.
Esto implica que los genes duplicados en S. cerevisiae (paralogos) estan en una sodla
copia en K. lactis y L. kluyveri (ortdlogos).

Finalmente, dentro de estos bloques paralogos provenientes de la duplicacion de
genoma completo se encuentran los genes ALT! y ALT2.

ii.iv Los genes paralogos ALTI y ALT2

Los genes ALTI y ALT2 (del inglés ALanine Transaminase) encontrados en .
cerevisiae estan implicados en ¢l metabolismo de la alanina. En ambos procesos
bioquimicos: catabolismo y anabolismo participan transaminasas de alanina, que son
enzimas dependientes de fostato de piridoxal que llevan a cabo la traslocacion del
grupo amino de la alanina al 2-oxoglutarato para tformar piruvato y glutamato (figura
11), las transaminasas pueden actuar en ambos sentidos de la reaccion. En la
mayoria de los seres vivos hay la presencia de al menos dos isoenzimas de
transaminasas de alanina. Las i1soenzimas Alt se han considerado como la via
principal para la biosintesis y catabolismo de alanina. E1 metabolismo en general de
la alanina (biosintesis y catabolismo) es central tanto en las rutas metabdlicas de

nitrogeno como en las de carbono (Peiialosa et al., 2012).
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Figura 11. Reaccion de una alanino aminotransferasa. Las transaminasas son enzimas reversibles, pueden generar piruvato
a partir de alanina y o-cetoglutarato (oxoglutarato), o bien formar a partir de piruvato y glutamato.




Se ha demostrado experimentalmente que la proteina codificada por el gen ALT1,
Altl, realiza precisamente esta funcion. En cambio, la proteina Alt2 no tiene
actividad catalitica a pesar de compartir un 67% de i1dentidad en secuencia de
aminoacidos con Altl y conservar los 11 residuos invariables propios de las
trasaminasas (Pefialosa ef al. 2012. Mehta ef al. 1993).

En resultados previos de nuestro grupo, de trabajo se demostré que la ausencia de
ALT1 y ALT2 no provoca auxotrofia de alanina, lo que sugiere por extension la
existencia de una ruta altema para la biosintesis de este aminoacido (Garcia-
Campusano ef al. 2009).
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Figura 12. Caracteristicas fenotipicas de mutantes altlA, alt2A y altlAali?A. A. Velocidades de crecimiento
en medio con glucosa-amonio v glucosa-alanina, para las cepa silvestre, altiA, alt2A v altiAali2A. Se
observa que en un medio con glucosa-amonio, las mutantes tienen un fenotipo igual a la cepa silvestre, pero
en un medio con glucosa-alanina las mutantes alt!A v alt/Aalt2A no crecen. Particularmente, la mutante
alt2A en ambas condiciones presenta un fenotipo igual al de la cepa silvestre. Tomado y modificado de
Garcia-Campusano et al. 2009. B. Cuantificacion de las pozas de alanina para las cepas WT, altIA, aliZA
y altiAalt2A en un medio glucosa-amonio en diferentes puntos del crecimiento. Se observa que Altl
contribuye primordialmente a la sintesis de alanina en todo el crecimiento. Tomado de Pefialosa et al. 2012,

Por otra parte, también se observé que mutantes altlIA y altIAalt2A son incapaces de
crecer en un medio con glucosa y alanina, como unicas fuentes de carbono y
nitrogeno, respectivamente, lo cual denota que Altl es la inica via para degradar la
alanina. Mutantes a/f2A tienen un crecimiento igual a la cepa silvestre (figura 12). A
partir de estos datos se estudié la contribucion de estas enzimas a las pozas




intracelulares de alanina a lo largo de la curva de crecimiento (figura 12B) en donde
se concluyod que Altl es la enzima que contribuye primordialmente a la poza de
alanina en todo el crecimiento celular, puesto que en la mutante alf/A (barras con
rayas) la concentracion intracelular de alanina disminuye significativamente con
respecto a la cepa silvestre (barras negras), aparentemente, Alt2 (barras grises) no
contribuye a las pozas de alanina, puesto que éstas son iguales que en la cepa
silvestre en todos los puntos del crecimiento; sin embargo, la contribucion exclusiva
de Alt2 a las pozas de alanina se observa al comparar las mutantes alt/A y
altiAalt2A, y esto indica que Alt2 contribuye con alanina en las fases tardias del
crecimiento celular: la fase diauxica y la estacionaria; eso se concluye al observar
que la poza de alanina de la doble mutante (barras blancas) es ligeramente menor
que la poza de alanina de la mutante alt/A (Pefialosa ef al. 2012).

Posteriormente, se llevaron a cabo analisis de expresion tipo Northern blotf para
observar el perfil de expresion de ALT! y ALT2 en diferentes condiciones (figura
13): glucosa-amonio v glucosa-alanina. Se observa que la expresion de ALT] en un
medio con glucosa-amonio va aumentando gradualmente (figura 13) lo cual es
consistente con el incremento de la poza de alanina en la curva de crecimiento
(figura 12B). Sucede lo contrario con AL72, su expresion es mayor en la fase
temprana del crecimiento, cuando hay menos alanina en la células (figura 13).
Aunado a estos datos, analisis de la expresion de ambos genes paralogos fueron
llevados a cabo en un medio con glucosa-alanina, figura 13B, donde se observa que
la expresion de AL71 es mayor desde el inicio del crecimiento y que su expresion va
disminuyendo; mientras que no se observa expresion de ALT2 a lo largo de las
diferentes tases del crecimiento (Pefalosa ef al. 2012).
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Figura 13. Analisis de expresion tipo Northern blot para observar la expresion de ALTI yv ALT2 en

diferentes puntos del crecimiento en medio glucosa-amonio (A) v en medio glucosa-alanina (By Tomado de
Perialosa et al., 2012




El perfil de expresion de ALT] es caracteristico de un gen catabolico, mientras que
el perfil de expresion de ALT2 es particular de un gen biosintético. Ambos genes
divergieron en su regulacion después de la duplicacion de genoma completo.




ili. Planteamiento del problema

Es claro que los genes pardlogos ALTI y ALT2 han divergido en su perfil de
expresion, ALTI tiene un perfil de expresion de acuerdo a un gen catabolico y
ALT2, a uno biosintético. ;Cémo ocurrid la divergencia regulatoria de los genes
paralogos ALTI/ALT2? ;Qué elementos cis y trans participan en la regulacion de la
expresion? ;Como actuian estos elementos en la expresion de estos genes?

iv. Objetivo

Caracterizar los elementos cis y trans que determinan la expresion de ALT1 y ALT?2,
con el proposito de analizar qué gener6 la divergencia de estos genes paralogos de S.
cerevisiae y de esta forma proponer un modelo mecanistico de regulacion sobre la
expresion.

iv.i Objetivos particulares

i. Andlisis de la cromatina para los genes paralogos ALTI y ALT2 y los
ortdlogos de K. lactis y L. kluyveri.

ii. Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento de las cepas
silvestre, gcndA, gin3A, rtg34, nrglA, hdalA'y tupIA.

iii.  Analisis de la participacion de reguladores de la transcripcion (Gen4,
Rtg3, Nrgl, GIn3, Tup y Hdal) en la expresion de ALTI y ALT2.

iv.  Determinar por ChIP si el efecto de los reguladores sobre la expresion de
los paralgos es directo o indirecto.

V. Comprobar la interaccion de las proteinas Rtg3, Nrgl y GIn3.




v. Desarrollo experimental

El desarrollo experimental se divide en analisis fisiologico, con el fin de conocer el
fenotipo de las cepas que se trabajaron, el andlisis de expresion y cromatina con el
fin de conocer como ¢éstos afectan la expresion de los genes paralogos ALTI1 y ALT2;
y finalmente el andlisis de proteinas con el objetivo de deteminar si los reguladores
participan directa o indirectamente en la regulacion de estos genes asi como también
determinar posibles nuevas interacciones entre reguladores transcripcionales.

Las cepas empleadas en este trabajo se enlistan a continuacion:

Tabla 1. Cepas empleadas en este estudio.

Nombre de la cepa

Cla-1 wt
Cla-1-1 gcn44
Cla-1-2 giln34
Cla-1-3 rtg34
Cla-1-4 nrgia
Cla-1-5 tupi4
Cla-1-6 hdalA

Cla-1-7 Gen4-myc'
Cla-1-8 GIn3-myc"’
Cla-1-9 Rtg3-myc"
Cla-1-10 Nrgl-myc"?
BY-1
BY-2
KI-155

LK-1

Genotipo

Mata ALT1 ALT2 ura3leu2::LEU2

Mato. ALTI ALT2 ura3leu2::LEU2
gendA::KanMX4
Mato ALT1 ALT2 ura3leu2::LEU2
gln34::KanMX4
Mato ALT1 ALT2 ura3leu2::LEU2
rtg34::KanMX4
Mato ALTI ALT2 ura3leu?2
nrglA::KanMX4
Mato ALT1 ALT2 ura3leu?2
tuplA::KanMX4
Mato ALTI ALT2 ura3leu?2
hdalA::KanMX4
Mato ALT1 ALT2 ura3leu?2 GCN4-
MYCP::KanMX4
Mata ALTI ALT2 ura3leu2 GLN3-
MYCP::KanMX4
Mato ALTI ALT2 ura3leu2 RTG3-
MYCP::KanMX4
Mato ALTI ALT2 ura3leu2 NRGI-
MYCP::KanMX4
BY4741 ura3leu2his3met5 GLN3-
MYC"::KanMX4 RTG3-TAP::HIS3
BY4741 ura3leu2his3met5 NRGI-
MYC"::KanMX4 RTG3-TAP::HIS3
Mato ade2his3ura3

Mato ura3

Fuente

Campusano et al., 2009
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Pefialosa et al., 2012
Este estudio
Este estudio
Hernandez et al., 2011
Hernandez et al., 2011
Este estudio
Pefalosa et a., 2012
Este estudio
Este estudio
Navarro-Olmos et al.,

2010
Este estudio




Construccion de mutantes nulas

La construccién de las mutantes con el gen eliminado se realizo, en cualquiera de los

casos, por una insercion por recombinacion homoéloga de un médulo amplificado a
partir del plasmido pFA6a-KanMx4 el cual confirido resistencia a geneticina

(marcador de seleccion). Los oligonucledtidos que amplificaron el médulo poseen

una secuencia homologa con la region donde se intercambi6 el fragmento de DNA.

Tabla 2. Oligonucleétidos para amplificar el modulo del plasmido pFa6A-KanMX4 y para recombinar con su

respectivo gen a eliminar. La region resaltada es la secuencia que se une al plasmido y el resto de la secuencia

Cepa interrumpida

Oligonucleodtidos 5“a3

Fw TTTTGTTTACCAATTTGTCTGCTCAAGAAAATAAATTAAATACAAATAA
ACGTACGCTGCAGGTCGACGGA
Cla-1-1 gendA Rv TTATCTAAGTGAATGTATCTATTTCGTTATACACGAGAATGAAATAAA
AAATCGATGAATTCGAGCTCGT
Fw CCCATCCCACAATAACAGAGTGTGTAAGAAAGAGAGACGACGTACGC
TGCAGGTCGACGGA
Cla-1-2 gin34
Rv TCAGTAATTATTAACATAATAAGAATAATGATAATGATAAATCGATG
AATTCGAGCTCGT
Fw ATTTTTTGTCAGGCGAACCTACTTCTTAAATAAGTGAAGACGTACGCT
Cla1-3 regid GCAGGTCGACGGA
Rv TACCTGACCTTTTTCAAATTTAATTTTTTCCCGCTAATAAATCGATGAA
TTCGAGCTCGT
Fw GCCAAGTTACCTTTCGCACACCACTACTCTTTTTCTATTGTTTTTTTGTC
Cla1-8 tpld CGTACGCTGCAGGTCGACGGA
Rv GGTGAGGAAAGTAACTGTTTGTTTTAAAGCGTACCTGGATCATAACAT
CGATGAATTCGAGCTCGT
Fw AATTTTTAGTGACCTAATTCACATAACAAAATATTGAGAACGTACGCT
Cla1-6 hdal A GCAGGTCGACGGA
Rv TTCAACTTTCATAAGGCATGAAGGTTGCCGAAAAAAAATTCGTACGC

TGCAGGTCGACGGA

Construccion de mutantes etiquetadas.

Las cepas etiquetadas son aquellas donde a una proteinas, factores de transcripcion
en este caso, se les pone en el C-terminal una secuencia de aminodcidos (un epitopo)
que es reconocido por anticuerpo. EL etiquetamiento de FT sirvido para realizar

inmunoprecipitciones.




En el caso de las mutantes etiquetadas con un solo epitopo se hizo la amplificacion
de un mddulo que de igual forma confirid resistencia a geneticina; el plasmido
pFA6a-13myc-KanMX4. Para generar las cepas doblemente etiquetadas se parte de
una cepa que ya posee una etiqueta, el epitopo de TAP. La cepa BY4741 fue la cepa
empleada para generar aquellas dobleas etiquetamientos.

Tabla 3. Oligonucledtidos para amplificar el modulo del plasmido pFa6A-13myc-KanMX4 y para
recombinar con su respectivo gen a etiquetar.

Cepa etiquetada Oligonucledtidos 5“a 3
Fw | CTCTAATCCAGCTGACTATCTTTTAGAATTTGGTTCGGGGACGGATCC
CCGGGTTAATTAA
Rtg3-myc Rv | CCCCGAACCAAATTCTAAAAGATAGTCAGCTGGATTAGAGGAATTCG
AGCTCGTTTAAAC
Fw | GACATGATAATTGCTTGCAACACTATAGAACACATTTGAAAAAGGGAC
Rtg3-tap con AACGGATCCCCGGGTTAATTAA
Nrgl-mye Rv | GTAAAGTGCGGAATAGTAGTACTGCTAATGAGAAAAACACGGGTATA
CCGTCAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
Fw | AGCAATTGCTGACGAATTGGATTGGTTAAAATTTGGTATACGGATCCC
Rtg3-tap con CGGGTTAATTAA
Gln3-myc Rv | TTAACATAATAAGAATAATGATAATGATAATACGCGGTCAGAATTCG
AGCTCGTTTAAAC

Cultivos y obtencion del fenotipo

Previo a la inoculacion en medios de cultivo empleados para este estudio se us6 un
preindculo en medio rico con extracto de levadura, peptona de caseina y glucosa.
(YPD). Los medios de cultivo en los que se trabajé fue medio minimo (MM) los
cuales contienen como fuente de carbono glucosa al 2% m/v y como fuente de
nitrégeno 40 mM de Sulfato de Amonio o 7 mM de Alanina. En los casos de
auxotrofias de uracilo se utiliz6é 20 mg/L y/o 100 mg/L de leucina.

Para la obtencion de la velocidad de crecimiento se inocularon tres matraces
(réplicas bioldgicas) de MM con un indculo proveniente de YPD, la densidad optica
(DO) inoculada fue de 0.05 en todos los casos para su monitoreo de crecimiento
cada 2 h a una longitud de 600 nm. Las lecturas se llevaron a cabo hasta que se
llegaba a fase estacionaria. Con estos datos, los cuales son réplicas de tres, como ya
se menciond, se obtuvieron valores como la velocidad especifica de crecimiento y el
tiempo de duplicacion. La obtencidn de estos datos para cada cepa permitid realizar




las extracciones de RNA, ya que gracias a esa informacion se planifico a diferentes
tiempos dichas extracciones.

Extraccion de RNA e hibridacion tipo Northern blot

La extraccion de RNA se realizd a partir de cé€lulas crecidas en MM con amonio y
con alanina en tres diferentes DO (0.3, 0.6 y 0.9). Una vez que las células estaban en
la DO indicada, éstas fueron concentradas por centrifugacion a 200 xg y lavadas con
agua estéril y dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1 % v/v y transferidas a un tubo de
microcentrifuga para centrifugarse a 200 xg y posteriormente fueron resuspendidas
en 500 pL. de una solucion TES (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM pH 8 y
SDS al 0.5% m/v) a los cuales se le adicionaron 400 pL de fenol y se incubaron a
65°C durante 1 h.

Transcurrido el tiempo se centrifugaron los tubos a 2085 xg a 4°C por 5 minutos. Se
retird la fase acuosa y se volvid a realizar una extraccion con fenol la cual se
centrifugd en las mismas condiciones que la primera extraccion. Posteriormente se
realizé una extraccion con cloroformo para eliminar el exceso de fenol. Se precipito
el RNA concentrado en la fase acuosa con Etanol al 100% y acetato de sodio 3 M
pH 5.3 por toda la noche. Se centrifug6 el RNA a 2085 xg a 4°C y se resuspendi6 en
agua tratada con DEPC.

Los RNA se cargaron en un gel de agarosa al 1% y formaldehido al 6% para después
transferirse a una membrana de Nylon cargada positivamente (GE Healthcore). La
membrana se hibrid6é tanto con una sonda ALT/ obtenida del trabajo de Garcia-
Campusano et al., 2009 como con una sonda AL72 obtenida del trabajo de Pefialosa
et al., 2012. Como control de carga se uso el gen constitutivo ACT1.

Analisis de posicionamiento de nucleosomas (NuSA)

El andlisis de posicionamiento de nucleosomas se realizO6 para observar la
organizacion de la cromatina en los promotores de los paradlogos ALT! y ALT2 y con
un fin comparativo se realizd también sobre los ortdlogos en las especies tipo
ancestral K. lactis y L. kluyveri a los que apartir de ahora se denominaran KLALTI y




LKALTI. El procedimiento para realizar el estudio del posicionamiento de
nucleosomas sobre los promotores de ALTI, ALT2, KIALT] y LKALTI se realizd
como decribe Infante ef al. 2012.

Se crecid un cultivo a la DO requerida y se le agregdé formaldehido al 37% por 15
minutos, el formaldehido genera enlaces covalentes entre las proteinas y el DNA lo
que hace la interaccion fija; a esto se le llama enrecruzamiento (crosslinking, en
inglés), después se incubd con glicina 2.5 M por 5 minutos mas. Las células
centifugadas a 200 xg por 5 minutos y resuspendidas en amortiguador Z2 (Sorbitol 1
M, Tris-HCI1 50 mM pH 7.4, B-mercaptoetanol 10 mM y zimoliasa 10 mg/mL); se
dejaron incubando 20 minutos a 30°C. Se centrifugaron los esferoplastos a 300 xg,
10 minutos por 4°C, posteriormente se resuspendieron en amortiguador NPS
(espermina 0.05 mM, NP-40 0.075% v/v, NaCl 50 mM, Tris-HCl 10mM pH 7.4,
MgCl, 5 mM, CaCl, 1 mM y B-mercaptoetanol 1 mM) y se transfirieron a tres tubos
de 1.5 mL en donde se agregd 3 pL MNasa (15 U/uL). Se realizaron 3 digestiones a
50 min, 60 min y 70 min a 37°C..

Transcurrido el tiempo se adicionaron 60 puL de SDS al 10% y 10 pL de proteinasa
K a una concentracion de 10 mg/mL y se incubaron a 65°C toda la noche.
Finalizado este punto se extrajo el DNA con Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en
una proporcion 25:24:1, respectivamente. Posteriormente se precipitdé por 30
minutos el DNA con alcohol etilico al 100% y 20 pL de NaCl 5 M a -20°C. Se
centrifugaron las muestras a 2089 xg por 20 minutos y se dejé secar para después
resuspender el sedimento en TE (Tris-HCI pH 8 10 mM y EDTA pH 8 1 mM)
finalmente se cargd en un gel de agarosa al 1%. Con la digestion se observo un
bandeo en el gel (figura 14).
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Figura 14. Digestion con MNasa tanto en amonio como en alanina, la banda que de interés es la banda
monosomal que es de 147 pb (recuadro blanco), puesto que es la longitud del DNA protegido por un
nucleosoma.




Posteriormente se cort6 la banda monosomal y se purifico por el kit Wizard® SV Gel
and PCR Cleaun-Up System de Promega y se procedio a realizar un analisis Q-PCR.
Los oligonucledtidos empleados para los promotores fueron disefiados
aproximadamente cada 100 pb. Los oligonucleo6tidos permiten ir amplificando la
region determinada en forma consecutiva. Al hacer el entrecruzamiento con el
formaldehido, los nucleosomas quedan fijos y por lo tanto, protegen al DNA, al
tratar con la MNasa, ésta no puede acceder y por ende no degrada al DNA, en las
regiones donde no hay nucleosomas, el DNA esta libre y puede ser degradado por la
MNasa. Cuando hacemos el Q-PCR las regiones donde hay mayor amplificacion es
porque hay DNA que quedod protegido (figura 15). Una vez que se obtuvieron los
datos de Q-PCR; es decir la cantidad de amplificacidon; éstos se grafican con
respecto a la posicion que amplificaron en el promotor.
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Figura 15. Representacion grafica para determinar el posicionamiento de nucleosomas. Las flechas
enumeradas representan los oligonucledtidos, los cuales van amplificando una region determinada, los
ovalos sobre la linea que representa el promotor, son los nucleosomas. Cuando hay un nucleosoma, se
protege al DNA y hay mayor amplificacion (rectangulos).

Los oligonucle6tidos empleados fueron:

Tabla 4. Oligonucledtidos para analizar la regién promotora en el gen ALT1.

Promotor de ALT!
Nombre Secuencia 5’ a 3’ Region amplificada
A0.5 Fw ATG ATG TTT CAG GGC AAG CTT T -796 a -700
Rv AGA GGA GAC CGG TTA TAC GA




A0.6 Fw AAT CTC TTG CAC GGT CGC AT -760 a -658
Rw AAA GTA AGT ACG CAG GTG TAG TT

A0.7 Fw TCG TAT AAC CGG TCT CCT CT 2720 a -619
Rv ATC TTA AGA GAT ATG CCG CTT G

A0.8 Fw AAC TAC ACC TGC GTA CTT ACT TT -681 a -578
Ry THOT @CC WETW CINe CCT TOE TP

A0.9 Fw CAA GCG GCA TAT CTC TTA AGA T -641 a -551
Rv ACG AGC CAT CCT CTG CAG A

Al Ty INOP (Gloe THeuE ©He Ceur 9piig Opauie 2599 a -501
Rv TGC TGT GCA ATC CTT GTT TCT

A2 Fw TCT GCA GAG GAT GGC TCG T -568 a -478
Rv TAT GIG TGT GGG GCA GCG

A3 Fw AGA AAC AAG GAT TGC ACA GC -520 a -431
Rv TAT ATG GAT TAT ATA GCC ACG AAT

Ad Fw CGC TGC CCC ACA CAC ATA 496 a -375
Rv ACG TCT AAT GGG AAG TGC TA

A5 Fw ATT CGT GGC TAT ATA ATC CAT ATA 454 a -341
Rv AGT GAA AAA AAA ACC AGT ACT GTA A

A6 Fw TAG CAC TTC CCA TTA GAC GT -394 a -302
Rv CTT GGA CCC CTT CAG AAT GA

A7 Ty IR ©5@ AC Tee W T T GRe I 374 a 271
Rv TTG TCT CAA CGA AAG GTC GAA

A8 Fw TCA TTC TGA AGG GGT CCA AG 2321 a -241
Rv AAC CAC AGC AGG TCA GAA GA

A9 Fw TTC GAC CTT TCG TTG AGA CAA 291 a -204
Rv ATC GTT TAC AAA GGG CGC AG

A10 Fw TCT TCT GAC CTG CTG TGG TT 260 a-161
Rv GTA GTA ACG GAA GAG CTT TTC

All Fw CTG CGC CCT TTG TAA ACG AT 223 a-129
Rv ACA ACT AGA GTA AAA TAG CGA GAA
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Al2 Fw GAA AAG CTC TTC CGT TAC TAC -181 a 91
Rv AAG CTG GTC CTG TTC TCG A

Al3 Fw TTC TCG CTA TTT TAC TCT AGT TGT -153 2 -62
Rv TGC GTT CAA TTG AGA AGC AGA

Al4 Fw TCG AGA ACA GGA CCA GCT T -109a -9
Rv C AAA ATA AAG ACT GGG GAA AT

Al5 Fw TCT GCT TCT CAA TTG AAC GCA 62 a+71
Rv TGA AGT GAT TTT TGG CAG ACA GT

Al6 Fw ATT TCC CCA GTC TTT ATT TTG CT 32a+52
Rv GAG TTA TAG AAT TAC TCA CTG TG

Al7 Fw ACT GTC TGC CAA AAA TCA CTT CA +8 a+100
Rv TTT CTG CGC TTG AAG TGA GA

AlS8 Fw CAC AGT GAG TAA TTC TAT AAC TC +29 a +125
Rv AAA GGA GTA GTG ATA TGT GGC A

A19 Fw TCT CAC TTC AAG CGC AGA AA +80 a +179
Rv AAT CCA GGA AGA GCT ATG TCT

A20 Fw TGC CAC ATA TCA CTA CTC CTT T +104 a + 204
Rv AAT CCA GGA AGA GCT ATG TCT

Tabla 5. Oligonucledtidos para analizar la region promotora en el gen ALT2.

Promotor de ALT?2
Nombre Secuencia 5’ a 3’ Region amplificada

B0.6 Fw TTC AAA GAA GTT GCC GCC GT -821 a-710

Rv TGT ATG TGA ATG AGC AGT GGA T
B0.7 Fw CTG AAG AAC TAG AGG ACT TAG T 2760 a -641

Rv CAG GAG CAA CCG CTT TTA AC
B0.8 Fw ATC CAC TGC TCA TTC ACA TAC A 731 a-611

Rv TGG GTG AGG CCG CAG ATT
B0.9 Fw GTT AAA AGC GGT TGC TCC TG -660 a -548

Rv

TTG CCA ATC AAG GGT GAA GC




Bl Fw ACC GCC ATT GTT CGT ACG T -600 2 -510
Rv GAA ACA ATA GTA TCG TGA TGT GA

B2 Fw GCT TCA CCC TTG ATT GGC AA 2568 a -472
Rv AAG ACG TGT GGA GGA CAT CA

B3 Fw TCA CAT CAC GAT ACT ATT GTT TC 2533 a -418
Rv ATA ATG AAG TAA TTA TGA CGA AGT A

B4 Fw TGA TGT CCT CCA CAC GTC TT 2492 a -409
Rv TTC TTA GGT ATA ATG AAG TAA TT

B5 Fw TAC TTC GTC ATA ATT ACT TCA TTA T 443 a -340
Rv TTG CGA ATG AGG CCA AAC TT

B6 Fw AAT TAC TTC ATT ATA CCT AAG AA 432 a -315
Rv ACA AGC CGT TTC CAT GGA GA

B7 Fw AAG TTT GGC CTC ATT CGC AA 2360 a -278
Rv AAT AAA ATC GCC AAA CAA GTA GGA

BS Fw TCT CCA TGG AAA CGG CTT GT 2335 a -250
Rv TAT GGG ACC ATA AGA GTA GGA

B9 Fw TCC TAC TTG TTT GGC GAT TTT ATT 302a-212
Rv AAG TGT ATT GGT AAT TTG AAG AGA T

B10 Fw TCC TAC TCT TAT GGT CCC ATA 271 a-178
Rv TTC CCA CAC GAA GTA GTA AAT TT

B11 Fw ATC TCT TCA AAT TAC CAA TAC ACT T 247 a -145
Rv AAA GGA TCA AAA AGA AAA GTG AAC A

B12 Fw AAA TTT ACT ACT TCG TGT GGG AA 2201 a-109
Rv TAT TTA CTG AAT GAG AAA AGG ATG A

B13 Fw TGT TCA CTT TTC TTT TTG ATC CTT T -170 a -67
Rv TCT TAT CTT TTA TGC CTC TAG AGA

B14 Fw TCA TCC TTT TCT CAT TCA GTA AAT A -134 a -26
Rv ACT TAC AAA AAC AAC ACT ACT GTG

B15 Fw TCT CTA GAG GCA TAA AAG ATA AGA 91la+12

Rv

TGT CAT TGT CAT GTG TTC TTA CTT




B16 Fw CAC AGT AGT GTT GIT TTT GTA AGT -50 a +50
Rv TCC TTT GCG GTG AAC ACA C

B17 Fw AAG TAA GAA CAC ATG ACA ATG ACA -12a+79
Rv TAA TCT TGC CAG CGG GCT TA

B18 Fw GTG TGT TCA CCG CAA AGG A +31a+113
Rv AGC ATA TTC TGC CTT AGT GAC A

B19 Fw TAA GCC CGC TGG CAA GAT TA +59 a +160
Rv TTA GCT CGT CAG CTC TGG TT

Tabla 6. Oligonucledtidos para analizar la region promotora en el gen ALT! en el promotor del ortdlogo en
la especie Kluyveromyces lactis.

Promotor de KIALT]
Nombre Secuencia 5’ a 3’ Region amplificada
F1 Fw TTC ACG ACA CTG TAT TAA GCG TA -903 a -802

Rv ATT TTG CGG GTA TCT TGT TGC AA

F2 Fw CTT AAG GTG GAA AGT CGG AAG -860 a -769
Rv CTC GGT GTA GAT ACT ATT TAA CC

F3 Fw TTG CAA CAA GAT ACC CGC AAA AT 824 a -731
Rv AGG ACT GAT AGA AAA GTG GAC A

F4 Fw GGT TAA ATA GTA TCT ACA CCG AG -791 a -693
Rv AAA GTA AGC ATC AAC CGC CCA

F5 Fw TGT CCA CTT TTC TAT CAG TCC T 2752 a -655
Rv GGC ATT GCA CAT CAA GGG TT

F6 Ty 1Ee ©CE @Y @Em @ WAE it 713 a -620
Rv GCA AAA TAG TGC TGT AAG GAA AA

F7 Fw AAC CCT TGA TGT GCA ATG CC 674 a -584
Rv GCT CAT CAT TTT GAA TAT AAC AAT TG

F8 Fw TTT TCC TTA CAG CAC TAT TTT GC -642 a -542
Rv TGG GAC TGT GTT GAT CTG AAA T

F9 Fw CAA TTG TTA TAT TCA AAA TGA TGA GC -612 a-504
Rv AGC CTT AAA CCC AAA AGA AAA ACT A




F10 Fw ATT TCA GAT CAA CAC AGT CCC A -563 a -461
Rv GTA ACC CTT TAT CTT TTT TTT TCC T

F11 Fw TAG TTT TTC TTT TGG GTT TAA GGC T -528 a -428
Rv ATG GAG GCA AGG ATT CAA AGT AT

F12 Fw AGG AAA AAA AAA GAT AAA GGG TTA C -485 a -381
Rv TAA TAG CGT AGT CCC GTC TTG A

F13 Fw ATA CTT TGA ATC CTT GCC TCC AT -450 a -347
Rv ACA ACT GTA CGT AAC AAA TGA ACA

F14 Fw TCA AGA CGG GAC TAC GCT ATT A -402 a -293
Rv CTG ATA ACG AAA AAC TAA AAA GTG

F15 Fw TGT TCA TTT GTT ACG TAC AGT TGT =370 2 -270
Rv AAA AGA TGG AAT GGC TGA CCA

F16 Fw CAC TTT TTA GTT TTT CGT TAT CAG 316 a-209
Rv TCT TCT TTT TCT TTC AGT GTC AGA

F17 Fw TGG TCA GCC ATT CCA TCT TTT 290 a-179
Rv AAT GTA TTC TCG ACC TAT AGG A

F18 Fw TCT GAC ACT GAA AGA AAA AGA AGA 232 a-126
Rv AAA ATT CGC CCA ACT AAA TCT CGA

F19 Fw TCC TAT AGG TCG AGA ATA CAT T 2200 a-101
Rv ACT AAA CGA GTA ACA GGA AAA C

F20 Fw TCG AGA TTT AGT TGG GCG AAT TTT -149 a -64
Rv AGC CAA ATT CCT CTC GAA GCT

F21 Fw GTT TTC CTG TTA CTC GTT TAG T -122.a-7
Rv AGT GTT TGA TGG AAA GCT CTT AAC

F22 Fw AGC TTC GAG AGG AAT TTG GCT -84 a+22
Rv AGT TAA CTC TGA CAG ACA ACA TCT

F23 Fw GTT AAG AGC TTT CCA TCA AAC ACT -30a+71
Rv AAA GCT GGA GCA TTG ACT CTA

F24 Fw AGA TGT TGT CTG TCA GAG TTA ACT 2a-+102
Rv TAA ACT TGT TAC AGA AGG CAT TGT

()




F25 Fw TAG AGT CAA TGC TCC AGC TTT +50 a +163
Rv TAA CAT CAT CTA GCG AAA GCT TTG

Tabla 7. Oligonucledtidos para analizar la region promotora en el gen ALT1 en el promotor del ortologo en la
especie Lachancea kluyveri.

Promotor de LkALT1
Nombre Secuencia 5’ a 3’ Region amplificada
E1 Fw AAT CAT GAC CCG AGG TCT TAC 2940 a -834

Rv AAA GTA CAC GCC ATT CAA GCA

E2 Fw ACC ACA CTC ACT GAG CAA G -890 a -789
Rv TAG TGA TAA ACG TCT GGT ACA G

E3 Fw TGC TTG AAT GGC GTG TAC TTT -854 a -755
Rv CAA GAA AGA AGC TGT TAG TGT CA

E4 Fw CTG TAC CAG ACG TTT ATC ACT A 810 a-711
Rv TCT TGA GAA CAC TGG TTG CAC

E5 Fw TGA CAC TAA CAG CTT CTT TCT TG 777 a -664
Rv CTG TCG GTA AGA ACG TTG TAT

E6 Fw GTG CAA CCA GTIG TTC TCA AGA 731 a -630
Rv TGG GTT TTC GTA GTT TTT AGT GC

E7 Fw ATA CAA CGT TCT TAC CGA CAG -684 a -593
Rv GTT GIT GTT TTT TCA TTT TTC CAC G

E8 Fw GCA CTA AAA ACT ACG AAA ACC CA 2652 a -554
Rv ATG TAT CGC TCG AGC CAG T

E9 Fw CGT GGA AAA ATG AAA AAA CAA CAA C -617 a -521
Rv ACC TCT TTT CTC GGC TGT GT

E10 Fw ACT GGC TCG AGC GAT ACA T -572 a -471
Rv GTA TAT GGG AGA AAG AGA AGC

E11 Fw ACA CAG CCG AGA AAA GAG GT -540 a -438
Rv CTG TAT GAA AGT AGT AGA AGC G

E12 Fw GCT TCT CTT TCT CCC ATA TAC 492 a -395
Rv CTC TAT ACG GCT CGT TCT GTA




E13 Fw CGC TTC TAC TAC TTT CAT ACA G -459 a -361
Rv ACT GCC TTG CCG TTT TTC C

E14 Fw TAC AGA ACG AGC CGT ATA GAG 415a 312
Rv TGT TCA ATC AGC GAC GGC T

E15 Fw GGA AAA ACG GCA AGG CAG T 2379 a -280
Rv CTT CAA AGG GCG CCT ATT GTA

E16 Fw AGC CGT CGC TGA TTG AAC A 2330 a -239
Rv TGC CAA GAT TGT ACC AGT AGA A

E17 Fw TAC AAT AGG CGC CCT TTG AAG 2300 a -201
Rv GTA CTT GCC GGA CAA AAC CA

E18 Fw TTC TAC TGG TAC AAT CTT GGC A 260 a-173
Rv AAT TGA AAC GAT TTT TGT CGA TGT T

E19 Fw TGG TTT TGT CCG GCA AGT AC 220a-122
Rv TAA CGG AAA GGA GGA GAA ATC T

E20 Fw AAC ATC GAC AAA AAT CGT TTC AAT T -197 a -85
Rv CCG TGA AAA GGC GTG AAA AAT TT

E21 Fw AGA TTT CTC CTC CTT TCC GTIT A -143 a -51
Rv AAC GAA GGG GTG GGA CGT

E22 Fw AAA TTT TTC ACG CCT TTT CAC GG -107 a-11
Rv TGA CGA GAG TTG TTT GCG TGA

E23 Fw ACG TCC CAC CCC TTC GTT -68 a +40
Rv GCA TTC TTA AGC TAG GAG TTC T

E24 Fw TCA CGC AAA CAA CTC TCG TCA -31 a+70
Rv TAG CGA TAT TAC CAG CAG TAG

E25 Fw AGA ACT CCT AGC TTA AGA ATG C +19 a+130
Rv TAT AGG GCA CAA AGT TCG ACG

En estos casos se hizo una normalizacion contra un gen que posee un nucleosoma
que nunca se reposiciona independientemente de la condicién fisiologica, VCX1, un
gen que codifica para un transportador vacuolar de calcio. Se busco el ortélogo en K.




lactis y L. kluyveri con el objetivo de localizar la misma region para poder emplear
como normalizador. Los oligonucle6tidos empleados fueron:

Tabla 8. Oligonucledtidos para el gen VCXI normalizador para NuSA.

Gen VCX1 Secuencia 5’ a 3°
S. cerevisiae Fw TGCGTGTGCATCCCTACTGA
Rv AAGTGGTCTTCCTTGCCATGA
K. lactis Fw CGAGCGAGCATTTTGGACCCGTTT

Rv TGGAGACAGTAGTACCTGAGATGATC

L. kluyveri Fw GGTGGGTACAACAGAATCCAACAG
Rv GGCACAGGAAATGGCCAACAAGGA

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP)

El procedimiento para determinar si los factores de transcripcion Gen4, Rtg3, Nrgl
y GIn3 se unen al DNA fue realizado justo como se describe en Hernandez y
colaboradores en 2011.

Se realizd un entrecruzamiento proteina-DNA en un cultivo celular (MM glucosa-
amonio y MM glucosa-alanina) a la DO requerida y después se trataron con glicina
al 2.5 M, de este cultivo se realizdé un extracto empleando una solucion de lisis
(0.1% de desoxicolato de sodio, 1% de triton X-100, 150 mM de NaCl, 1 mM de
EDTA 50 mM de HEPES/KOH) con un coctel inhibidor de proteasas (Complete
Mini, Roche). Las células fueron lisadas con perlas de vidrio y centrifugadas para
retirar el extracto celular.

Los extractos celulares fueron sonicados a una amplitud de 60% (potencia del
sonicador) con tres ciclos de 20 segundos, cada pulso fue de 1 segundo de
sonicacion por 1 segundo de descanso, esto por 20 segundos. La sonicacion se
realizo para obtener fragmentos de DNA aproximadamente de entre 200 a 500 pb.
Después de esto se inmunoprecipitd toda la noche con un anticuerpo anti-c-Myc
(9E11, Santa Cruz Biotechnology), pasado el tiempo se lavaron y se resuspendieron
en TE/1% SDS y se dejo a 65°C toda la noche para revertir el entrecruzamiento.




Consiguiente a esto, se incubaron las muestras con proteinasa K 2 h y se realizo una
extraccion fenol/cloroformo/isoamilico 25:24:1, y se resuspendio en agua libre de
nucleasas. Estos DNA fueron amplificados en una Q-PCR con el kit KAPA SYBR,

Applied Biosystems.

Si un FT se une al DNA para modular la expresion de un gen, al realizar el
entrecruzamiento con formaldehido se generan uniones covalentes; es decir, el FT
queda unido al DNA. Este FT puede ser inmunoprecipitado con un anticuerpo
especifico dirigido a ¢l o a una etiqueta particular (en este caso c-Myc) y después
revirtiendo el entrecruzamiento el DNA inmunoprecipitado se puede amplificar. Si
el FT no se une al DNA, éste simplemente no inmunoprecipitaria y no habria
amplificacion.

Coinmunoprecipitacion

La coinmunoprecipitaciéon de Nrgl-Myc con Rtg3-Tap se realiz6 a partir de una
extraccion celular en una DO de 0.6 a 600 nm en MM glucosa-amonio. La
extraccion fue llevada a cabo con amortiguador TEA (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 1
mM EDTA pH 7.4, 1 mM PMSF, 20 mM de NaN; y una tableta de coctel de
inhibidor de proteasa “Complete Mini, Roche”). Estos extractos fueron incubados
toda la noche en amortiguador TNET (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM de NaCl, 5
mM EDTA y 1% Tritébn X-100) con perlas de proteina A, anticuerpo anti-Myc
(diluido 1:2000).

Después del tiempo transcurrido, las perlas fueron lavadas cinco veces con
amortiguador TNET y calentadas a 65°C 10 minutos en amortiguador Laemmli. Los
sobrenadantes fueron cargados en un gel SDS PAGE (10%) y revelado como ensayo
tipo Western blot usando un anticuerpo anti-Tap.




vi. Resultados

vi.i. Divergencia estructural en la organizacion cromatinica

Los analisis de cromatina que se realizaron nos muestran la reorganizacion de los
nucleosomas en diferentes regiones del promotor asi como las condiciones
biologicas en las que se estudiaron las células.

Estos analisis se realizaron para cepas tipo ancestral, es decir; para organismos que
no atravesaron por la duplicacion de genoma completo, como lo son K. lactis y L.
kluyveri; en condiciones de glucosa-amonio y glucosa-alanina (figura 15 y 16), esto
para poder comparar con S. cerevisiae. Las graficas muestran proteccion por un
nucleosoma (pico alto) o una regién libre (pico bajo); sobre las graficas aparece a
escala el promotor con las cajas de factores transcripcionales identificados, debajo
de las graficas se esquematiza el promotor con los nucleosomas posicionados.
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Figura 16. NuSA para la cepa de tipo ancestral K. lactis en el gen ortdlogo de ALTI y ALT2 en ambas
condiciones glucosa alanina y glucosa amonio.
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Figura 17. NuSA para la cepa de tipo ancestral Lachancea kluyveri en el gen ortdlogo de ALTI y ALT2 en

ambas condiciones glucosa alanina y glucosa amonio.

Cabe resaltar que en algunas graficas los picos de proteccion abarcan mas 147 pb,
esto es por que los nucleosomas son dindmicos y se estan moviendo constantemente;
como en esta técnica se usa una cantidad n de cé€lulas, en algunas un nuclesoma se
encuentra ligeramente desplazado hacia un lado y en algunas otras células hacia el
otro lado, pero siempre sobre la misma region, debido a esto es que en los esquemas
(debajo de las graficas) se colocan varios nuclesomas por este movimiento constante
que tienen los nuclesomas.

Con el objetivo de analizar posibles cambios en la cromatina del promotor entre
diferentes condiciones fisiologicas, determinar si ocurre algin tipo de divergencia
estructural en la cromatina y si ocurre la exposicion o encubrimiento de cajas que
regulen la expresion de los genes de S. cerevisiae se realizaron los NuSA para los
genes paralogos que se estudian en el presente trabajo, ALTI y ALT2, en ambas
condiciones; glucosa amonio y glucosa alanina (figuras 17 y 18)
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Figura 18. NuSA para el gen ALT! en ambas condiciones glucosa alanina y glucosa amonio.
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Figura 19. NuSA para el gen ALT2 en ambas condiciones glucosa alanina y glucosa amonio.

Los estudios de cromatina mostraron que hay cajas de reguladores transcripcionales
que se cubren y se protegen dependiendo de la organizacidén de la cromatina en la




condicidn biologica que se estudie al gen, por ello se decidié realizar analisis de
expresion para determinar si esos reguladores transcripcionales realmente regulan a
los genes que se estudian en este trabajo.

Para hacer los Northern blot, se decidid realizar cinéticas de expresion, es decir,
observar la expresion de los genes ALTI y ALT2 en amonio y alanina a lo largo del
crecimiento en la ausencia de diferentes factores transcripcionales, por ello es
imperante conocer la forma de crecimiento (fenotipo) de las cepas a las que se les
realizaran estas cinéticas de expresion.

vi.ii. Velocidades de crecimiento

La caracterizacion fenotipica se realizd para la cepa silvestres y para mutantes en
reguladores de la transcripcion que estdn implicados en el metabolismo de fuentes
de nitrogeno (figura 19).
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Figura 20. Velocidades especificas de crecimiento. Gréfica de las cepas empleadas y su fenotipo en
glucosa-amonio y glucosa-alanina. p es la constante de la velocidad de crecimiento y es un parametro de la
afinidad de las células por determinado sustrato.




Se observa de acuerdo a la velocidad especifica de crecimiento que la alanina es una
fuente secundaria de nitrogeno comparada con el amonio. La obtencion de las
velocidades de crecimiento permitieron conocer el tiempo necesario para que los
cultivos alcanzaran determinados puntos de la curva de crecimiento equivalentes a
las densidades opticas de 0.3, 0.6 y 0.9, puntos donde se realizaron los analisis de
expresion tipo Northern blot, éstos llevados a cabo en dos condiciones: glucosa-
amonio y glucosa-alanina. Estos analisis de expresion permitieron analizar como la
falta de estos reguladores transcripcionales afectaba la expresion tanto de ALTI
como de ALT?.

vi.iii Divergencia regulatoria mediada por factores de transcripcion

Se determiné la expresion de la mutante gcn44 comparando con una cepa silvestre
durante la fase exponencial, es decir, se realizaron cinéticas de expresion tomando
tres puntos de la curva de crecimiento equivalentes a las densidades opticas de 0.3,
0.6 y 0.9 para observar si este regulador transcripcional afectaba de alguna manera
la expresion de los genes paralogos.
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Figura 21. Northern blot para una mutante gcn44 y una cepa silvestre, en dos condiciones glucosa-amonio y
glucosa-alanina para tres puntos de la fase exponencial.




El analisis de expresion para la mutante gcn4A (figura 20) muestra que ALTI es
regulado de manera basal en su expresion: en glucosa-amonio la expresion de ALT1
disminuye al faltar Gen4 pero para el caso de glucosa-alanina se puede observar que
la expresion en una gcn44 disminuye pero sigue habiendo una ligera expresion de
ALTI, lo que parece indicar que en presencia de alanina Gen4 no participa en la
induccion de la expresion de ALTI. Para el caso particular de ALT2 se puede
observar en la cepa silvestre que €ste s6lo se expresa unicamente en glucosa-amonio
y al principio del crecimiento; que corresponde a la densidad optica de 0.3; sin
embargo, en ese mismo punto en ausencia de Gen4 se observa una disminucion en la
expresion de ALT2. En el siguiente punto del crecimiento, que equivale a 0.6 de
densidad Optica, en la cepa silvestre se observa menor expresion pero en la mutante
gcnd4/ no hay expresion. Y en condiciones de glucosa-alanina la expresion de ALT?2
esta completamente abatida.

El siguiente andlisis de expresion realizado fue para una mutante r7g34 (figura 21).
Para el gen ALT1, aparentemente, Rtg3 no funciona como un regulador en glucosa-
amonio ni en glucosa-alanina, salvo en el punto que corresponde a la densidad
optica de 0.9 que parece que a la falta de este regulador, la expresion de ALTI
incrementa tanto en glucosa-amonio como en glucosa alanina. En el caso de AL7?2 el
efecto resultante de la falta de Rtg3 es muy claro: en ambas condiciones genera
desrepresion.
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El anélisis de expresion para una mutante gln34 (figura 22) muestra como afecta la
falta de GIn3 a la expresion de ALTI. En este caso particular la figura estd ordenada
de forma distinta: primero se muestran todos los puntos en glucosa-amonio para la
cepa silvestre y para la mutante, después en glucosa-alanina para la cepa silvestre y
para la mutante (s6lo dos puntos de crecimiento), se presenta de esta manera porque
la mutante g/n34 no alcanza los mismos puntos de crecimiento en glucosa-alanina
que la cepa silvestre. En esta figura se observa que en glucosa-amonio la ausencia
del regulador no afecta la expresion del gen, en cambio en glucosa-alanina pareciera
que la delecion de GLN3 disminuye la expresion de ALTI. Es importante mencionar
que el control de carga (ACT1) muestra que no se carg6 la misma cantidad, por ende
no se puede concluir una disminucion real en la expresion de ALTI. ALT2, por otro
lado, en condiciones de amonio se desreprime pero no sucede lo mismo en
condiciones de alanina. Para tener claro el efecto de GIn3 sobre la expresion de los
genes que estudiamos se decidi6 realizar un segundo experimento.

Glucosa-amonio Glucosa-alanina

Silvestre gin3A Silvestre gln3A

Figura 23. Northern blot para una mutante g/n34.

Para comprobar si realmente GIn3 es un activador y un represor para ALTI y ALT?2,
respectivamente, algo que se sugiere del experimento anterior, pero dado que la
actina no hay homogeneidad en el cargado y que la cepa tiene un crecimiento lento
(figura 19), lo cual aumenta la degradacion del RNA se decidid llevar a cabo un
experimento en amonio con choque de alanina.




El experimento fue de la manera siguiente: un cultivo con células cultivdas en
glucosa-amonio se dejo crecer hasta la densidad Optica de 0.3; en ese momento se
extrajo RNA de una porcion del medio y el resto se dividio en dos partes, una de
ellas se dejo crecer sin agregar nada pero la otra parte del medio se le agregd alanina
(choque de alanina) y después de esto se extrajo RNA de ambas partes en los puntos
de creciminto que corresponden a las densidades opticas de 0.6 y 0.9. Este
experimento se realizd tanto para la mutante g/ln34 como para la cepa silvestre, la
cual es el control. En la figura 23 se puede observar el resultado de este
experimento, y se observa que para el caso de ALTI no hay efecto en la expresion a
pesar de la falta de GIn3, sin embargo, para el caso de ALT2 cuando crece en amonio
y no hay GIn3, hay induccion en la expresion de ALT2, pero en el momento de que
se agrega la alanina se reprime.

Silvestre 2ln3A

Glucosa-amonio- Glucosa-amonio-
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Figura 24. Northern blot para cepa silvestre y para la mutante gln34 con choque de alanina.

El siguiente Northern blot que se analizo fue el de una mutante nrgl4 (figura 24).
Se puede observar que en el caso de ALT1 la ausencia de este regulador genera una
induccion en la expresion en glucosa-amonio cuando ALT/ no se expresa
prioritariamente en esta condicion; pero en glucosa-alanina, la cual es la condicidon
principal donde se expresa ALTI, éste se expresa ligeramente mas cuando no esta
Nrgl. En el caso de ALT2 observamos que tanto en glucosa-amonio como en
glucosa-alanina se desreprime en ausencia de Nrgl.
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Figura 25. Northern blot para una mutante nrgiA .

En la figura 25 se puede observar el andlisis de expresion realizado para una mutante
hdalA. En este experimento se observa que para el caso de ALTI la delecion de
HDA1I genera una induccidn en la expresion y esta desrepresion es mas evidente en
glucosa-amonio, donde ALTI no se expresa principalmente, aunque, en las
condiciones de glucosa-alanina se puede observar que aumenta la expresion en
ausencia de Hdal. En el caso de ALT2 se muestra que ocurre algo muy parecido a lo
observado en una mutante nrgl/A; que en ausencia de Hdal se genera desrepresion
del gen independientemente de la condicion.
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Posteriormente, se llevoa cabo el analisis de expresion en la mutante tup /4 (figura
26). En ausencia de Tupl la expresion de ALTI no se ve afectada en ninguna de las
dos condiciones, ya sea glucosa-amonio o glucosa-alanina. Sin embargo, para ALT2
es diferente, ya que se puede observar que sucede lo mismo que con las mutantes
rtg34, nrgld 'y hdalA: la ausencia de la proteina Tupl ocasiona que ALT2 se
exprese independiente de la condicion.
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Figura 27. Northern blot para una mutante tupiA .

Todos estos resultados han permitido identificar tanto reguladores negativos como
positivos para cada uno de los genes. A manera de resumen los datos anteriores se
muestran en la siguiente tabla:

Tabla 9. Efecto de los reguladores analizados y su efecto sobre los genes paralogos ALTI y ALT2.

Regulador Efecto
ALTI ALT2
Gend Positivo Positivo
Rtg3 Negativo Negativo
GIn3 Sin efecto Negativo
Nrgl Negativo Negativo
Hda1l Negativo Negativo
Tupl Sin efecto Negativo
[ 1. )



Para el caso particular de ALT2 la mayoria de los factores que se estudiaron son
reguladores negativos, ya que la ausencia de uno de ellos es suficiente para inducir
transcripcionalmente al gen AL72; es decir, si se elimina el regulador Rtg3 ALT2 se
expresa, si Nrgl no esta también AL72 se induce y ocurre lo mismo si se elimina a
GlIn3. Si los tres reguladores actuaran de forma independiente, jamas se veria este
fendmeno porque si uno se elimina estarian los otros 2 reprimiendo; esto seria si
actuaran independientemente, pero se observa que el remover a uno de ellos genera
desrepresion, por ello se propone que éstos forman un complejo.

vi.iv Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

En la Tabla 9 se observa a manera de resumen el efecto de los distintos reguladores
sobre la expresion de los genes de ALTI y ALT?2. Pero este efecto que se observa
puede ser provocado de formas distintas: ya sea por un efecto directo, es decir, que
el factor de transcripcion se una realmente a una secuencia cis en el promotor, o que
el efecto sea indirecto, esto es que el regulador module la expresion de otro factor de
transcripcion y que éste sea el que tenga el efecto sobre la expresion. Por lo anterior
se decidio realizar experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina, con el fin de
determinar si estos factores de transcripcion se unen o no al promotor.
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Figura 28. ChIP para observar la union de Gen4. ChIP para ALTI en condiciones de amonio y alanina, panel
de la izquierda, para ALT2 panel de la derecha. HIS4 como control positivo y GRS como negativo.




En la figura 27 observamos el ChIP para Gen4 tanto para ALTI y ALT2, para el caso
de ALT1I el ChIP se realizo en ambas condiciones tanto amonio como alanina porque
Gcen4 regula a ALTI tanto en glucosa-amonio como en glucosa-alanina, para ALT2
solo se realiz6 el ChIP para la condicién de glucosa-amonio puesto que de acuerdo
al analisis de expresion tipo Northern blot no observamos efecto alguno para una
mutante en GCN4.

En la siguiente figura se observa la union de Rtg3 sobre el promotor tanto de ALT1
como de ALT2. En este experimento Rtg3 se une principalmente a ALTI
independientemente de la condicion, tal vez esta union es la que produce el efecto en
ALTI observado en el andlisis de expresion (figura 28). Para el caso de ALT2 vemos
que también Rtg3 se une no tanto como la unién que vemos en ALTI pero hay

union.
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Figura 29. ChIP para observar la union de Rtg3 a los promotores de ALT! y ALT tanto en glucosa-amonio
como en glucosa-alanina.

El siguiente experimento (figura 30) demuestra la union de Nrgl sobre los
promotores de estos genes pardlogos, de igual forma en ambas condiciones: glucosa-
amonio y glucosa-alanina. Aqui se puede observar que tanto para ALT/ como para
ALT2 la unién sobre el promotor de este regulador es mayor en alanina, pero
también hay union en amonio, esto concuerda con la expresion que se observa en la
figura 17: Nrgl regula negativamente a los dos genes y lo hace de manera directa.
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Figura 30. ChIP para observar la union de Nrgl en los promotores de ALT! y ALT tanto en glucosa amonio
como en glucosa alanina.

Finalmente se realizo el experimento de ChIP para determinar si GIn3 en realidad se
une a los promotores de ALTI y ALT2 (figura 31) en las condiciones de glucosa-
amonio y glucosa-alanina. El resultado demuestra que GIn3 no se une al promotor
de ninguno de los dos genes en ninguna condicion. Sin embargo, al menos para el
caso de ALT2, GIn3 regula de manera negativa a este gen, por lo tanto, de acuerdo
con este resultado lo debe de hacer de formaa indirecta.
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Figura 31. ChIP para observar la union de GIn3 en los promotores de ALT! y ALT2 tanto en glucosa amonio
como en glucosa alanina.
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vi.v Interaccion entre los reguladores Rtg3 y Nrgl

Como ya se menciond anteriormente, de acuerdo a los datos se sugiere una
interaccion entre proteinas (Nrgl-GIn3-Rtg3) que reprimirian a ALT2. Para
comprobar esta hipotesis se realizd una coinmunoprecipitacion para analizar si Rtg3
y Nrgl interactiian (Figura 31).

Anti Tap + - - -
Anti Myc - + - -
Anti HA - - + - WCE

Rtg3-Tap

Figura 32. Coinmunoprecipitacion para una cepa doblemente etiquetada Rtg3-Tap y Nrgl-Myc. Toda la
membrana es revelada contra Tap. En el primer carril se inmunoprecipita con anti-Tap (control positivo), en
el segundo carril se inmunoprecipita con anti-Myc (muestra experimental), en el tercer carril se
inmunoprecipita con un anticuerpo no relacionado, en este caso anti-HA, el cuarto carril se inmuno
precipitacion anticuerpo y en el ultimo carril es un extracto total celular, una muestra que no fue
coinmunoprecipitada, que sirve como control estandar.

La coinmunopreciptaciéon demuestra que hay una interaccion entre dos proteinas
Rtg3-tap y Nrgl, que de acuerdo a los analisis de expresion regulan al promotor de
ALT2. En los carriles de izquierda a derecha, en el primero se inmunoprecipitd a
Rtg3 que estd etiquetada con Tap, por lo tanto ese es el control positivo; en el
segundo se inmunoprecipitdé a Nrgl con anti-Myc, €ste es la muestra experimental.
En todo momento se estd observando a Rtg3 porque se reveld con anti-Tap; sélo que
en el carril dos se “atrapa” a Rtg3 a través de Nrgl que es la que esta etiquetada con
Myec. En el carril tres se empled un anticuerpo no relacionado, lo cual indica que lo
que se observa en la inmunoprecipitacion es especifico de los anticuerpos Tap y
Myec. En el carril cuatro no hay anticuerpo, por lo tanto demuestra que lo que se
observa en la muestra control y la muestra experimental no se debe a la
inmunoprecipitacion por la proteina A presente en las perlas. Y finalmente en el
carril cinco se observa un extracto celular que no recibid tratamiento experimental y
sirve como estandar.




vii. Discusion

La regulacion, tema principal de este trabajo, ha demostrado ser bastante compleja.
La regulacién genética cuenta con elementos que aditivamente terminan siendo un
complicado sistema para responder al medio ambiente, este complejo sistema de
regulacion que no sélo le permite responder a lo que hay en el exterior de la célula,
sino que también evoluciona y se “reconfigura”.

Como se observa en las primeras imagenes de los resultados (figuras 15 y 16) los
organismos tipo-ancestral K. lactis y L. kluyveri presentan una organizacion
estructural en la cromatina muy similar en condiciones de amonio y alanina. Los
resultados del reposicionamiento de nucleosomas realizados para los genes
ortdlogos en dichas especies apuntan a que la organizacion de la cromatina no
jugaria un papel importante en la expresion de estos genes en estos organismos,
puesto que es muy similar entre las condiciones estudiadas, y los cambios
observados son realmente minimos. Se ha discutido anteriormente que a pesar de
que hay cambios minimos en la cromatina, como se observa en este caso entre una
condicidn y otra, no necesariamente tiene una repercusion en la expresion de los
genes; muchas veces estos ligeros cambios observados se deben a las condiciones
inherentes de la cromatina al ser una estructura dinamica; esos ligeros cambios en la
cromatina se les ha denominado “chromatin breathing” (Hinde et al. 2012).

Sin embargo, después de que ocurre la duplicacion de genoma completo y surgen los
genes pardlogos ALTI y ALT2 en S. cerevisiae, se reorganiza la cromatina en
condiciones fisiologicas diferentes; algo que no ocurre en los ortdlogos. Estos
rearreglos en la cromatina que pueden ocurrir después de una divergencia evolutiva
pueden traer consigo cambios no so6lo estructurales sino también en la dindmica de
la misma cromatina, y por extension, una divergencia en la regulacion a nivel de la
expresion de los genes ya sea por ganancia y/o pérdida de nuevas cajas de union a
factores de transcripcion, como se ha reportado anteriormente (Tirosh et al. 2009;
Degner et al. 2012).

Las figuras de los reposicionamientos de los nucleosomas para los genes paralogos
en S. cerevisiae (figuras 18 y 19) muestran una clara divergencia a nivel estructural
en la cromatina y ademas en la dindmica que ocurre sobre los promotores de estos
genes cuando hay un cambio en la condicion bioldgica en la que se encuentra la
célula, esto lleva consecuentemente a la regulacion opuesta que se ha observado en




los genes ALTI y ALT2, como se reviso al principio de este trabajo; mientras un gen
esta expresandose el otro se encuentra reprimido y viceversa (Penalosa et al. 2012).

Mucho se ha revisado sobre la importancia de lo cromatina sobre la expresion de los
genes, ya que ésta es una arquitectura para impedir o facilitar el acceso a las
maquinarias transcripcionales o a los represores para impedir su transcripcion (Jiang
& Pugh 2009, Tsankov et al. 2010). Y es precisamente lo que se observa en los
analisis de reposicionamiento de nucleosomas para estos genes, ALTI es un gen que
se induce en alanina, pero se reprime en condiciones de amonio o de baja
concentracion de alanina (figura 18); se observa que en amonio hay dos
nucleosomas posicionados sobre la caja de Gen4 de esta forma se impide la union al
DNA y no se induciria su expresion; pero en alanina, donde este gen se ha visto que
tiene su mayor expresion, la caja de Gen4 se descubre y no hay nucleosomas que
impidan que éste se pegue sobre su caja para inducir la expresion de ALT1, también
es muy claro que en alanina no hay un nucleosoma +1 sobre la caja TATA; este
nucleosoma se sabe con exactitud que se escinde de la cromatina para permitir el
posicionamiento de la RNA polimerasa II y toda la demds maquinaria de la
transcripcion (Weiner et al. 2009). Este nucleosoma si se observa presente en
amonio donde ALT1 no se expresa, por ende; cuando se remueve este nucleosoma se
permite la transcripcion de ALT1.

Para el caso de ALT2 no se puede definir con exactitud un nucleosoma +1, pero hay
importantes regiones que juegan un rol principal en su regulacion, como es la caja
de Nrgl que permanece descubierta en ambas condiciones. Como se ha descrito ya,
Nrgl es un represor, por lo tanto que el sitio de unién de Nrgl esté descubierto en
ALT?2 parece indicar que este factor lo reprime en ambas condiciones (que es lo que
sucede). Otro punto importante sobre la organizacion de la cromatina en el promotor
de este pardlogo es que la caja de Gen4d se cubre en alanina, condicién donde este
gen se reprime, y se descubre en amonio condicidn en la que se induce su expresion.
De acuerdo a estos datos, Gen4 pudiese ser el responsable de la induccion de ALT2
que se observa en amonio. Con estos datos del encubrimiento y descubrimiento de
las cajas de los genes se observa una divergencia a nivel de la expresion y de la
union de los reguladores que participan en esta misma. Los estudios de expresion
que se realizaron permitieron corroborar si en efecto los reguladores que se predicen
regulan verdaderamente la expresion de ALT1 y ALT?.

La regulacion de estos genes pardlogos que es completamente opuesta, es el
resultado de la participacion de factores de trascripcion que tienen el efecto de
inducir o reprimir la expresion.




En la figura 20 donde se realizé un andlisis de expresion para una mutante gcn4A,
donde se observa que Gen4 es un inductor basal de ALT] puesto que aun en su
ausencia sigue existiendo una expresion minima de este gen, incluso en ambas
condiciones. En alanina que es la condicion bioldgica donde se induce la expresion
decrece en ausencia de Gen4 pero no en su totalidad, por lo tanto se concluye que
debe haber un inductor principal en esta condicidon. Para el caso particular de ALT2
se puede observar en la cepa silvestre que €ste solo se expresa principalmente en
glucosa-amonio y al principio del crecimiento, que es en la densidad Optica
equivalente a 0.3; sin embargo, se observa que en ausencia de Gen4 en esa misma
densidad optica, es claro, la disminucion en la expresion de AL72. En el punto de
crecimiento que corresponde a 0.6 de densidad optica en la cepa silvestre se observa
menor expresion pero en la mutante gcn44 no hay expresion. Y en condiciones de
glucosa-alanina la expresion de ALT2 esta completamente abatida.

Por lo tanto con estos datos, aunado a la organizacion de la cromatina, donde, como
ya se describio, es en amonio donde la caja de Gend se descubre pero se cubre en
alanina para impedir la union de este factor de transcripcion lo cual pareciera indicar
que es Gend aquel que induce la expresion de ALT2 en amonio, empero; la figura 27
que es la inmunoprecipitacion de la cromatina con este factor de transcripcion se
denota que Gen4 no se une al promotor de ALT?2 por lo tanto la regulacion de Gen4
debe ser indirecta, modulando al regulador que induzca la expresion en glucosa
amonio, lo cual no es algo novedoso puesto que ya se ha reportado que Gen4 puede
controlar la expresion de otros reguladores (Hinnebusch & Natarajan 2002).
Analizando el mismo ChIP para el promotor de ALT] donde se evidencia que si hay
una union sélo en alanina, mas no en amonio, recordando que solo en alanina este
gen tiene su maxima induccidn, esto concuerda con el dato de NuSA que como ya se
reviso, es en alanina donde se descubre la caja de Gen4, mientras que en amonio
permanece protegida por los nucleosomas.

Por otra parte, la regulaciéon mediada por Rtg3 (figura 21) muestra que no hay un
efecto sobre la expresion de ALTI cuando se deleta a RTG3, excepto en la fase
diaxuica que es al final de la fase exponencial, donde observamos una desrepresion
de ALTI incluso en alanina, pesar de que es esta condicion en la que se induce este
gen. La inmunoprecipitacion de cromatina para Rtg3 (figura 28) muestra que hay
una union de este regulador sobre ALT1, sin embargo, la razon del por qué pueda
ocurrir esto necesitaria ser investigada, puesto que Rtg3 esta funcionando como un
represor para ALT1 s6lo en la fase terminal del crecimieno exponencial, nada ha sido
reportado sobre esto. Lo que si se ha reportado es que Rtg3 puede tener un efecto




negativo en ALT2 (Reimand et al. 2010) y es de hecho lo que se observa en el
analisis de expresion para una mutante en R7G3. Cuando no hay Rtg3 ocurre una
desrepresion, lo interesante es que ocurre en ambas condiciones, tanto en amonio
como alanina. Al realizar la inmunoprecipitacion sobre el promotor de AL72 la
union sobre el promotor es muy poca, incluso es menor que la que se observa sobre
el promotor de ALTI. Particularmente, Rtg3 siempre ha sido reportado como un
activador como se reviso en la introduccion de este trabajo.

Un dato importante a sefialar es que sobre el promotor de ALT2 no se predice
ninguna region de union donde se pueda unir Rtg3, a pesar de que se observa una
ligera union en el promotor. Cabe mencionar que tal vez no se predice a través de las
herramientas bioinformdticas una caja de unién canoénica porque ésta puede ser una
caja no conservada ni consenso donde se est¢ uniendo Rtg3. Otro punto interesante
que cabe mencionar sobre la regulacion de Rtg3 es que puede ser que €l no sea el
factor de union, tal vez puede ser reclutado por otro y en conjunto generar la
represion sobre ALT2.

Por otro lado, la regulacion que se puede observar en una mutante g/n34 es bastante
peculiar, puesto que es la primera vez que se observa que GIn3 tiene un efecto
negativo sobre la expresion de un gen, y mas en amonio, una condicién que ha sido
reportada ampliamante como la condicion donde GIn3 es retenido en el citoplasma.
En los resultados (figuras 22 y 23) se evidencia que GIn3 actlia como represor para
ALT?2 pero sélo en una unica condicion: glucosa-amonio; si bien es cierto que no es
la primera vez que GIn3 se reporta con actividad en una fuente primaria de
nitrégeno; es decir en condiciones represoras, refiriéndonos a la NCR (Hernandez et
al. 2011); siempre ha sido reportado como regulador positivo (Cooper 2004). Sin
embargo, analizando la inmunoprecipitacion de cromatina para GIn3 sobre el
promotor de ALT?2 (figura 30) observamos que no hay una unién sobre éste, por lo
tanto, es problable que la regulacion observada en una mutante carente de Gln3 sea
indirecta. Puede ocurrir también que exista una interaccion con otro regulador el
cual se una realmente al promotor de ALT2 y GIn3 so6lo actie reprimiendo a éste sin
unirse al DNA porque seria el otro regulador el que estaria uniendo. En otras
palabras, es probable la existencia de un regulador “hibrido” entre GIn3 y otro u
otros.

Finalmente el andlisis de expresion para una mutante nrg/4 demuestra claramente
que Nrgl es otro represor tanto para ALTI como para ALT2, esto ya habia sido
reportado anteriormente por Pefialosa y colaboradores en 2012. Para el caso de
ALTI es s6lo Nrgl quien esta reprimiendo incluso en alanina, condicién de maxima




induccion para este gen; pero Nrgl, aparentemente recluta a Hdal, una desacetilasa
de histonas para reprimirlo, esto se concluye observando la figura 25 en una mutante
hdalA, donde ocurre una despresion en ambas condiciones. Para el caso de AL72,
sabiendo que hay otros dos reguladores negativos para AL72: Rtg3 y GIn3. Si los
reguladores actuaran de forma independiente uno de otro, jamds se hubiese
conseguido el efecto que se observa en los experimentos de expresion: al quitar a
cualquiera de esos tres se desreprime ALT2. Si actuaran de forma independiente, al
deletar un regulador estarian los otros dos reprimiendo, pero lo que muestran los
datos es que con quitar tan s6lo uno, cualquiera de ellos, se logra inducir AL72. Esta
interaccion entre las proteinas se comprobd para Nrgl y Rtg3 con la
coinmunoprecipitacion. En este experimento al “bajar” a Nrgl etiquetada con Myc
se inmunoprecipita a Rtg3 la cual esta etiquetada con Tap que puede revelarse con
un anti-Tap. Esto demuestra entonces que la represion observada para ALT2 es al
menos llevada a cabo por 2 reguladores distintos, algo no reportado anteriormente.
Faltaria realizar el mismo experimento para GIn3 y Rtg3.

Anteriormente se ha reportado que se pueden generar estos complejos
heteroligoméricos (Hernandez et al. 2011; Hernandez et al. 2011). Lo interesante de
todo esto es que en S. cerevisiae al dia de hoy se reportan aproximadamente 184
factores de transcripcion con union a DNA (www.yeastract.com), pero si la levadura

puede generar complejos de regulacién heteroligoméricos no tiene 184 factores,
tiene n, lo que permite generar una respuesta mas compleja y precisa para contender
con el medio ambiente, tal vez esta sea una forma de diversificacion también; la
generacion de nuevas interacciones regulatorias para responder de mejor forma.

A manera de resumen todo lo discutido anteriormente, para facilitar la comprension
de la regulacion estudiada, se presentan a continuacion los modelos que se proponen
para la regulacion de ALT1 y ALT2, juntando todos los resultados antes descritos. La
regulacion de ALT] esta reprimida por Nrgl en amonio (figura 31A) donde éste, al
no haber nucleosomas protegiendo, puede acceder y unirse al DNA; mientras que en
alanina ALTI (figura 31B) necesita la maxima induccion la cual es debida en parte
(no total) a que Gen4 puede acceder su sitio de union e inducir la expresion.



http://www.yeastract.com/

Figura 33. Modelo de regulacion para ALT! en las dos condiciones estudiadas, glucosa amonio (A) y glucosa

alanina (B).

La regulacion de ALT2 muestra que en amonio (figura 32A) Gen4 tiene acceso a su
sitio de union e impone un efecto (epistatico) inductor sobre la expresion de ALT2;
mientras que en alanina (figura 32B) los nucleosomas se reposicionan y se cubre la
caja de Gcend, y entonces el complejo represor ejerce su efecto y reprime la
expresion de ALT2.




Figura 34. Modelo de regulacion para ALT2 en las dos condiciones estudiadas, glucosa amonio (A) y

glucosa alanina (B).




viil. Conclusiones

¢ La estructura de la cromatina juega un papel importante en la divergencia
regulatoria de los genes ALT1 y ALT?2; el reposicionamiento de nucleosomas
permite o no la accesibilidad de los diferentes factores de transcripcion que
pueden inducir o reprimir la expresion de ALT1 y ALT?.

* En comparacion con la estructura cromatinica de los genes ortélogos
ancestrales de K. lactis y L. kluyveri, la de S. cerevisiae muestra una
divergencia a nivel estructural.

*» Gcen4 es el unico regulador positivo que se encontrd en este estudio, sin
embargo, sobre el promotor de ALTI si ocurre una unidn, pero sobre el
promotor de ALT2 no. Por ende, es probable que el efecto observado sobre
éste tltimo sea indirecto: modulando al regulador positivo sobre ALT2.

 Rtg3, GIn3 y Nrgl son reguladores negativos para ALT2, los resultados
sefalan que Nrgl es el que tiene mayor union sobre el promotor de este gen
mientras que los otros dos reguladores muestran una unién menor o nula.

» ALT?2 es reprimido por un regulador heteroligomérico que hasta ahora incluye
a Rtg3 y a Nrgl.




1x. Perspectivas

1. Comprobar que las proteinas Nrgl y GIn3 interactian participando en la
represion de ALT2.

2. Comprobar que el anclaje del complejo heteroligomérico sobre el promotor
de ALT?2 ocurre a través de Nrgl mediante mutagénesis sitio-dirigida en la
caja de union de este factor transcripcional.
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