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RESUMEN 

El estudio de la levadura Saccharomyces cerevisiae a cambios en el medio 

ambiente ha contribuido al conocimiento de los mecanismos que determinan la 

activación o represión transcripcional. El proceso de adaptación lleva a la 

activación o represión de un grupo de genes, cuyos productos se requieren 

para desencadenar la respuesta fisiológica apropiada. 

Los reguladores transcripcionales llevan a cabo tres funciones básicas: a) 

unión a secuencias específicas de DNA, b) promoción de la inducción o 

represión transcripcional y c) respuesta a señales que modulan al regulador. S. 

cerevisiae posee un solo regulador constituido por varias subunidades, siendo 

este el complejo HAP el cual está constituido por cuatro polipéptidos, tres de 

los cuales (Hap2, 3 y 5) forman el dominio de unión al DNA y la cuarta 

subunidad (Hap4) aporta el dominio de activación. 

El descubrimiento de este complejo en 1989 permitió proponer que la levadura 

podría formar moduladores transcripcionales híbridos, combinando la acción de 

los diferentes dominios de un regulador con los de otro que normalmente 

actúan de manera independiente. Por ejemplo, el dominio de unión a DNA del 

complejo HAP (Hap2-3-5) podría interactuar con el dominio de activación de un 

regulador independiente como Gln3, formando el híbrido Hap2-3-5-Gln3. ¿Será 

posible incrementar el repertorio de reguladores que posee la levadura 

generando reguladores transcripcionales híbridos?  

La levadura S. cerevisiae duplicó su genoma completo, un evento conocido 

como: Whole Genome Duplication (WGD). ALT1 y ALT2 son dos genes 

homeólogos que surgieron como consecuencia de la WGD. Resultados previos 

de nuestro laboratorio confirmaron que ALT1 codifica para una alanino-

aminotransferasa que sintetiza alanina transfiriendo el grupo amino del ácido 

glutámico al ácido pirúvico y remueve el grupo amino de la alanina para unirlo 

al 2-oxoglutarato para formar glutamato y piruvato, constituyendo la única 

enzima capaz de catabolizar alanina en S. cerevisiae. Por el contrario, no se ha 

determinado función alguna para ALT2. Resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio han demostrado que ALT2 no constituye una alanino 

aminotransferasa, incluso cuando estas dos enzimas comparten el 67% de 

identidad a nivel de secuencia de aminoácidos.  
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Recientemente, nuestros estudios sobre la diversificación funcional de los 

genes homeólogos ALT1 y ALT2 han sugerido la existencia de un modulador 

transcripcional híbrido que podría estar constituido por Nrg1 y Rtg3 (Nrg1-

Rtg3). Nuestros resultados indican que este complejo reprime la expresión de 

ALT2, así mismo, su organización se incrementa en presencia de alanina, 

sugiriendo que la alanina juega el papel de correpresor, por lo que hemos 

nombrado a este posible complejo Nrg1-Rtg3-Ala. 

Cabe mencionar que, la alanina juega un papel dual como corregulador, ya que 

además de su función como presumible regulador negativo de ALT2, se 

requiere para inducir (corregulador positivo) la expresión de ALT1, formando 

parte de un regulador aún no identificado. 

Este trabajo permitirá determinar si en efecto, Nrg1 y Rtg3 forman un complejo 

transcripcional híbrido y si la alanina juega un papel en la organización del 

mismo. Así mismo se definirá si Nrg1 y Rtg3 juegan un papel en la 

organización de la cromatina ya que al funcionar como represor es posible que 

Nrg1 y/o Rtg3 participen en la organización cerrada o abierta de esta. Se 

presentarán resultados de RNA-seq que nos han permitido determinar la red 

de genes cuya expresión está bajo el control negativo de Nrg1-Rtg3-Ala. 
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ABSTRACT 

The response of the yeast Saccharomyces cerevisiae to changes in the 

environment has contributed to increment the knowledge of the mechanisms 

that determine transcriptional expression or repression. 

Transcriptional regulators carry out three basic functions: a) binding to specific 

DNA sequences, b) transcriptional induction or repression of targeted genes 

and c) response to signals that control the modulator. S. cerevisiae has a single 

regulator composed of four subunits, the HAP complex of four polypeptides of 

which three (Hap2, 3 and 5) constitute the DNA-binding domain while the fourth 

subunit (Hap4) provides the activation domain. 

In 1989, the discovery of this complex, made it possible to propose that yeast 

could form hybrid transcriptional modulators, combining the different 

components of various transcriptional regulators which generally act 

independently. For example, the DNA binding domain of the HAP complex 

(Hap2-3-5) could form a novel complex recruiting the activation domain of an 

independent regulator such as Gln3 generating the hybrid modulator Hap2-3-5-

Gln3. Is it possible to increase the repertoire of regulators that yeast possesses 

by generating hybrid transcriptional regulators?  

The yeast Saccharomyces cerevisiae duplicated its entire genome, in an event 

known as: Whole Genome Duplication (WGD). ALT1 and ALT2 are two 

paralogous genes that arose after the WGD. Previous results from our 

laboratory, have shown that ALT1 encodes an alanine aminotransferase that 

synthesizes alanine from glutamate and pyruvate and catabolizes this amino 

acid by removing the amino group of alanine, generating 2-oxoglutarate to form 

glutamate and pyruvate. In S. cerevisiae, Alt1 is the only enzyme capable of 

catabolizing alanine. However, no function has been determined for Alt2. We 

have shown that this enzyme does not constitute an alanine aminotransferase 

even though it shares 67% amino acid identity with Alt1. 

Recently, our studies on ALT1 and ALT2 functional diversification have 

suggested the existence of a hybrid transcriptional modulator that could be 

made up of Nrg1 and Rtg3 (Nrg1-Rtg3). Our results indicate that this complex 

represses ALT2 expression. Complex formation is increased in the presence of 

alanine, suggesting that this amino acid could play a role in the formation of the 
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hybrid, playing a role as correpressor, we have thus named this complex Nrg1-

Rtg3-Ala. 

It is worth mentioning that alanine plays a dual role as co-regulator, since in 

addition to its function negative corregulator of ALT2, it is required to induce 

(positive corregulator) the expression of ALT1, forming part of a regulator which 

has not been yet identified. 

This work will allow us to determine whether, in fact, Nrg1 and Rtg3 form a 

transcriptional hybrid complex, and whether alanine plays a role in its 

organization. Additionally, we have analyzed the role of Nrg1 and Rtg3 in the 

chromatin organization of the ALT2 promoter. We will present RNA-seq 

analysis results, indicating the network of genes whose expression could be 

negatively regulated by the Nrg1-Rtg3-Ala complex. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Generalidades de S. cerevisiae 

S. cerevisiae es un organismo modelo en genética de eucariontes. El éxito de 

este microorganismo para colonizar está íntimamente ligado a su capacidad 

para adaptarse a condiciones ambientales variables (Morales et al., 2010; 

Wolfe et al., 2006). Las levaduras poseen infinidad de mecanismos regulatorios 

que le han permitido una capacidad adaptativa singular. Su genoma permite 

responder de manera específica y controlada ante diversos cambios en el 

ambiente, permitiendo su adaptación (Wolfe et al., 2006). 

Además de ser un modelo bien desarrollado y simple de estudiar, S. cerevisiae 

es unicelular ampliamente distribuido en el ambiente, tiene un ciclo de vida 

relativamente corto, existen medios de crecimiento definidos para esta, siendo 

capaz de crecer en un medio sólido donde puede formar colonias, o en un 

medio líquido donde presenta un crecimiento logarítmico dependiente de los 

nutrientes presentes en el medio. También tiene una alta tasa de 

recombinación homóloga, lo que facilita el diseño y construcción de mutantes 

para estudios genéticos (Sherman et al., 1998). 

Todo esto ha conducido a que S. cerevisiae sea el segundo eucarionte más 

estudiado, por ende, diversos mecanismos, vías o procesos han sido 

estudiados en este organismo. Dentro de los procesos que han sido analizados 

se encuentra el metabolismo del nitrógeno, siendo parte importante en este 

estudio. 

 

1.2. Metabolismo nitrogenado 

El Nitrógeno, junto a otros elementos, participa en la constitución de las 

moléculas orgánicas fundamentales de la vida. Los compuestos de carbono o 

nitrógeno son los nutrientes básicos para los organismos, empleados para la 

producción de biomoléculas y energía, siendo necesarios en la mayoría de los 

procesos biosintéticos de las células y deben ser asimilados en grandes 

cantidades (Large, P. 1986).  

La levadura S. cerevisiae es capaz de transportar y utilizar diversos 

compuestos nitrogenados tales como aminoácidos, bases nitrogenadas y 
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amonio (Cooper et al., 1982). Existe una gran variedad de fuentes de nitrógeno 

disponibles, siendo las fuentes primarias o fuentes ricas de nitrógeno. Estas 

requieren menos pasos biosintéticos o catabólicos para transformarse en 

glutamato o glutamina, siendo los principales donadores de nitrógeno en las 

reacciones biosintéticas para un crecimiento celular optimo (Godard et al., 

2007). La interconversión entre amonio, glutamato y glutamina juega un papel 

central en el metabolismo del nitrógeno y es conocida como metabolismo 

central del nitrógeno (CNM: Central Nitrogen Metabolism) (Large, P. 1986). 

La síntesis de aminoácidos se da inicialmente a partir de glutamato y 

glutamina, estos son producidos principalmente por el 2-oxoglutarato derivado 

del ciclo de Krebs. Cuando la célula crece en condiciones fermentativas, el 

ciclo de Krebs se ve afectado y ante una deficiencia mitocondrial se genera 

una respuesta nuclear, conocida como respuesta retrógrada (Márquez, D. 

2015). 

 

1.3. La respuesta retrógrada: Regulador positivo Rrtg3 

Las células de S. cerevisiae son capaces de monitorear e inducir la expresión 

de genes nucleares en respuesta a cambios en la función o estado 

mitocondrial (estrés), emitiendo una respuesta a través de la vía de 

señalización diana de rapamicina (TOR) (Koemeili et al., 2000), de esta manera 

ajustan diversas actividades biosintéticas y metabólicas cuando se produce 

una disfunción en el organelo, denominando a esta respuesta como regulación 

retrógrada (RTG). La respuesta retrógrada es el principal mecanismo de 

comunicación entre las mitocondrias y el núcleo, siendo descubierta en S. 

cerevisiae (Liu et al., 2006). 

La regulación retrógrada abarca una amplia variedad de actividades celulares, 

incluida la detección de nutrientes, el control del crecimiento, el envejecimiento 

y otros procesos de señalización que funcionan en la homeostasis metabólica y 

de los organelos (Liu et al., 2006), su objetivo principal es el mantenimiento 

parcial del ciclo de Krebs (Figura 1), a través del incremento en la expresión de 

los genes CIT1, ACO1 y IDH1,2 garantizando el suministro de α-cetoglutarato 

para la biosíntesis de glutamato y glutamina, siendo una de las instancias 

regulatorias importantes que aseguran un suministro continuo de precursores 

indispensables para reacciones biosintéticas (Liu et al., 2006).  
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Figura 1. La vía retrógrada. La vía retrograda asegura niveles suficientes de -cetoglutarato para 

la biosíntesis de glutamato, satisfaciendo la demanda de suministro de nitrógeno para las 

reacciones biosintéticas. Tomado y modificado de Liu et al., 2006 

 

Los activadores transcripcionales clave de la vía RTG son los factores de 

transcripción Rtg1 y Rtg3 (Jia et al., 1997). Mientras que Rtg3 es una 

fosfoproteína, Rtg1 no lo es; y se ha observado que la activación de Rtg3 

correlaciona con su desfosforilación y su translocación nuclear con Rtg1 

(Figura 2) (Liu et al., 2006). Aunque la activación de la transcripción requiere 

tanto Rtg1 como Rtg3, solo se ha demostrado que Rtg3 contiene dominios de 

activación transcripcional (Jia et al., 1997). 
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Figura 2. Regulación de la activación de la ruta retrógrada. El paso clave en la regulación de la vía 

RTG es la translocación nuclear de Rtg1/3p.  Tomado y modificado de Liu et al., 2006. 

 

A través de un análisis genético se identificaron tres genes como los 

responsables de la operación de la vía retrógrada, siendo: RTG1, RTG2 y 

RTG3 (Liu et al., 1999). RTG3 es un gen que codifica una proteína bHLH/Zip 

de 54 kDa que regula la respuesta retrógrada, desencadenando diversos 

cambios a nivel de regulación de genes, funcionando como modulador positivo 

(activador) (Liu et al., 1999). 

Se ha investigado cómo algunos genes se activan a través de distintos factores 

de transcripción y determinadas condiciones, sin embargo, para este trabajo es 

importante describir la existencia de factores de transcripción que reprimen 

genes en condiciones específicas. 

Glutamato / Glutamina 
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Degradación de Mks1p 
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1.4. Metabolismo de carbono: Represión mediada por glucosa y papel 

de Nrg1 

En la levadura, la expresión de una gran cantidad de genes se desactiva 

durante el crecimiento celular en condiciones que contienen glucosa como 

fuente de carbono. Se ha demostrado que la represión por glucosa de la 

transcripción en la levadura S. cerevisiae está controlada por varios factores, 

incluido el represor transcripcional, siendo Nrg1 (Ahn et al., 1995). 

Nrg1 determina la represión de genes en presencia de glucosa, como aquellos 

que codifican para enzimas de la gluconeogénesis, ciclo de Krebs y respiración 

(Ahn et al., 1995; Park et al. 1999). Este sistema regulatorio se identificó por 

primera vez como inhibidor de la expresión del gen STA1 (Figura 3) en S. 

cerevisiae el cual codifica una glucoamilasa extracelular cuya expresión se 

reprime en presencia de glucosa (Ahn et al., 1995). 

El efecto represor que generan los reguladores negativos no es directo, Nrg1 

reprime la expresión de genes, reclutando correpresores que a su vez reclutan 

a otras proteínas que alteran la organización de la cromatina e impiden la 

transcripción (Kim et al. 2004). 

 

 

Figura 3. Represión transcripcional mediada por Nrg1. Nrg1 actúa sobre UAS1 en el 

promotor STA1, el complejo Srb8-11 activa la expresión de Nrg1 de manera indirecta, este al 

unirse al ADN recluta el correpresor Ssn6-Tup1 y el complejo Srb8-11 jugando un papel crítico en 

la represión de glucosa de la expresión del gen STA1. Tomado y modificado de Kim et al., 2004.  
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Los ejemplos aquí presentados ilustran que S. cerevisiae posee mecanismos 

regulatorios que han permitido que la levadura se desarrolle en diferentes 

medios, teniendo una capacidad adaptativa singular. El conjunto de ciertos 

reguladores permite responder de manera específica y controlada ante 

cambios abruptos en el ambiente que rodea a la levadura, permitiendo su 

adaptación.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Origen evolutivo del genoma de la levadura S. cerevisiae 

Durante muchos años se aceptó que el linaje de la levadura S. cerevisiae 

surgió de un evento de duplicación de su genoma completo (WGD), presenta 

un 26% de genes duplicados convirtiéndose en un modelo interesante para el 

estudio de la diversificación de genes duplicados (Wolfe et al., 1997).  

En el año 2015 Gabaldón y colaboradores realizaron un estudio evolutivo en el 

cual se analizó la filogenia de todos los genes de S. cerevisiae. Se reportó que 

no solamente ocurrió una duplicación, si no que la levadura original era un 

híbrido. Este estudio filogenético proporcionó evidencia fundamental que indica 

que el linaje de S.  cerevisiae se generó de una hibridación interespecies entre 

las cepas del clado Kluyveromyces, Lachancea y Eremothecium y del clado 

relacionado con Zygosaccharomyces rouxii y Torulaspora delbrueckii (Figura 4) 

(Marcet et al., 2015). 

 

 

Figura 4. Representación filogenética de las tres posibles topologías con respecto a la ubicación 

del post-WGD y las secuencias parentales de los clados Zygosaccharomyces / Torulaspora (ZT), 

Kluyveromyces, Lachancea y Eremothecium (KLE). Modificado de Marcet et al., 2015.  
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Posterior a estos análisis, Gabaldón y colaboradores propusieron un modelo 

para el origen de la WGD en la levadura a través de la hibridación, 

presentando dos posibles escenarios (Figura 5). En el primer escenario, dos 

células diploides de distintas especies forman un alotetraploide. La 

recombinación posterior y la pérdida masiva de genes producirían un linaje en 

el que el número de cromosomas se ha duplicado de manera efectiva (Morales 

et al., 2012). La hibridación da como resultado la duplicación del genoma 

completo observada, una fracción del conjunto de genes se retiene como pares 

"ohnólogos", ya sea de la misma o de diferentes especies parentales. El último 

escenario indica que, la fusión de dos células diploides de diferentes especies 

forma un alodiploide, dando origen al ancestro de S. cerevisiae (Marcet et al., 

2015). 

 

 

Figura 5. Representación de los posibles escenarios de WGD en S. cerevisiae. La hipótesis A 

muestra la fusión de dos diploides y la formación del alotetraploide. La hipótesis B muestra el 

apareamiento de dos haploides y la WGD posterior que conduce a la formación del alotetraploide. 

Tomado y modificado de Marcet et al., 2015. 
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Aun cuando no se sabe si el híbrido surgió de la fusión de dos células diploides 

o dos células haploides, las cuales pudieron haber pasado por un evento de 

duplicación génica, eso llevó a la formación de un alotetraploide con dos copias 

de cada gen. Una vez constituido el alotetraploide ocurrieron varios procesos 

como conversión génica, eventos de recombinación, pérdida diferencial de 

genes y presión de selección que moldearon a S. cerevisiae para ser el 

organismo que observamos hasta el día de hoy, siendo portador de bloques 

conservados de genes duplicados (Marcet et al., 2015).  

 

2.2. El destino de los genes duplicados 

El mecanismo por el cual surgen nuevas funciones en los organismos 

permanece sin aclararse por completo. Existen dos tipos de duplicaciones 

genéticas; aquellas que son aisladas, en donde se duplica una región única en 

el genoma; y las duplicaciones de genoma completo, que son poliploidías 

(Ohno, S. 1970) 

Estudios anteriores han intentado relacionar a la duplicación genética y las 

innovaciones adaptativas, por ejemplo, en el cretáceo tardío, la evolución de 

las angiospermas en la diversidad de sus frutos cada vez más azucarados 

pudo haber influido en la retención selectiva de aquellos genes duplicados 

involucrados en la adaptación de la levadura a condiciones anaerobias 

estrictas (Escalera et al., 2019), la mayoría de ellas atravesaron por al menos 

una duplicación de genoma completo, que coincide a la explosión en la 

diversidad metabólica y fisiológica de las plantas (Taylor et al., 2004). 

En la década de 1970 Susumu Ohno propuso que la duplicación génica es uno 

de los principales mecanismos de innovación y evolución de genes. Sostiene 

que después de la duplicación genética, ésta produce dos copias génicas 

funcionalmente redundantes, parálogos y libres de las presiones de selección 

de cada uno (Marcet et al., 2015).  

Los genes duplicados se pueden modificar por diferentes fuerzas evolutivas 

dando como resultado que se fijen ambas copias, permaneciendo disponibles 

en el genoma (Wolfe et al., 1997; Voordeckers et al., 2015) o que se pierda 

alguna de las copias debido a la acumulación de mutaciones deletéreas 

(Kondrashov et al., 2002). Sin embargo, la pérdida no es el único escenario 

donde pueden terminar éstos, hay otros posibles destinos (Figura 6), siendo: la 
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neofuncionalización en la cual mutaciones aleatorias generen una función 

distinta a la función original del gen, dando ventaja en su adaptación evolutiva 

(Ohno et al., 1970), en la subfuncionalización ocurre la repartición de la función 

del gen original en dos copias, siendo necesarios la retención de estos dos 

genes para llevar a cabo su función y el aumento de dosis génica (Conrad et 

al., 2007). 

 

 

Figura 6. Destino de los genes duplicados. La duplicación génica puede tener tres posibles 

escenarios: en primer lugar, en un gen multifuncional, las diferentes funciones se pueden dividir 

entre las copias posteriores a la duplicación (subfuncionalización). En segundo lugar, una copia 

conserva la función ancestral mientras que la otra adquiere mutaciones que pueden crear una 

nueva función (neofuncionalización). En tercer lugar, las dos copias son retenidas y tienen la 

misma función ancestral (aumento de la dosis génica) Modificado de Voordeckers et al., 2015. 

 

2.3. Diversificación funcional de los genes de S. cerevisiae 

El estudio detallado de los genes parálogos de S. cerevisiae contribuye a 

determinar los mecanismos de diversificación funcional que se llevaron a cabo 

en la levadura para adquirir un metabolismo fermentativo. Uno de los 

fenómenos en este metabolismo es la utilización de compuestos nitrogenados 

para reacciones de biosíntesis y catabolismo de aminoácidos en la levadura.  

Las reacciones de algunas de las enzimas implicadas en el metabolismo de 

nitrógeno comparten intermediarios con el ciclo del ácido cítrico, por lo tanto, 

los genes que codifican para estas enzimas deben coordinarse con los que 
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participan en el metabolismo del carbono (glucólisis, ciclo de Krebs y vía de las 

pentosas-fosfato) (Colón et al., 2011).  

Alrededor del 44% de los genes asociados al metabolismo del nitrógeno se 

encuentran duplicados, de este porcentaje de genes sólo algunos presentaron 

un evento de poliploidización, dentro de estos se localizan un par de parálogos 

homólogos (genes que vuelven a converger por un evento de hibridación 

provenientes de la WGD) siendo ALT1 y ALT2. (Escalera et al., 2019). 

 

2.4. El caso particular de los genes parálogos ALT1 y ALT2 

En S. cerevisiae, se han reportado dos genes parálogos, ALT1 y ALT2; Estos 

genes codifican alanino-aminotransferasas (ALTs) que participan en la 

biosíntesis y el catabolismo de alanina (Chico et al., 1978). Son enzimas 

dependientes de piridoxal fosfato que llevan a cabo la traslocación del grupo 

amino de la alanina al 2-oxoglutarato para formar piruvato y glutamato, las 

transaminasas pueden actuar en ambos sentidos de la reacción (Figura 7). 

(Peñalosa et al., 2012). 

Las vías catabólicas y anabólicas de alanina son centrales en las redes 

metabólicas de nitrógeno y carbono. Durante el crecimiento en condiciones de 

restricción de glucosa, el catabolismo de la alanina constituye una vía clave 

para la gluconeogénesis, ya que el piruvato se puede convertir fácilmente en 

oxaloacetato a través de la acción del piruvato carboxilasa, lo que lleva a la 

producción de glucosa (Feling et al.,1973). 
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Figura 7. Transaminación de alanina. Las aminotransferasas son enzimas que catalizan 

reacciones reversibles que participan tanto en la síntesis como en el catabolismo de aminoácidos, 

estas pueden generar piruvato a partir de alanina y α-cetoglutarato o piruvato y glutamato. Tomada 

y modificada de (Márquez, D. 2015). 

 

A pesar de que ALT1 y ALT2 codifican proteínas con un 67% de identidad en 

su secuencia de aminoácidos, sólo ATL1 muestra actividad de alanina 

aminotransferasa; por el contrario, ALT2 codifica una proteína catalíticamente 

inerte (Escalera et al., 2019). 

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo muestran que estos genes 

tienen perfiles reguladores opuestos: ALT1 es inducida por alanina mostrando 

un perfil regulador de un gen que codifica una enzima involucrada en el 

catabolismo de aminoácidos, por el contrario, la expresión de ALT2 está 

reprimida por este aminoácido, lo que indica un papel en la biosíntesis de 

alanina, aunque la proteína codificada no tiene actividad enzimática de alanina 

aminotransferasa (Peñalosa et al., 2012). La retención de ALT2 plantea la 

cuestión de si la proteína codificada desempeña una función particular y si esta 

función estaba presente en el gen ancestral. Podría plantearse la hipótesis de 

que ALT2 divergió después de la duplicación, a través de la 

neofuncionalización o que la función ALT2 estaba presente en el gen ancestral, 

con una función aún por descubrir (Escalera et al., 2019). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La respuesta de S. cerevisiae a diferentes condiciones nutricionales constituye 

un modelo cuyo estudio ha contribuido a nuestro conocimiento de los 

mecanismos que determinan la regulación transcripcional. Los moduladores 

transcripcionales están compuestos de un dominio de unión a DNA que dirige 

estas proteínas a sitios de unión especializados localizados en los promotores 

de genes selectos y un dominio de activación. Como se mencionó 

anteriormente, en la levadura S. cerevisiae estos dos dominios están 

contenidos en un solo polipéptido, sin embargo, hay una excepción a esta 

regla, constituida por el complejo HAP. Dicho complejo se encuentra 

organizado en cuatro polipéptidos: Hap2, Hap3 y Hap5 constituyen el dominio 

de unión a DNA, en tanto que el cuarto polipéptido Hap4 representa el dominio 

de activación. 

El hecho de que existan reguladores transcripcionales integrados por varios 

polipéptidos abre la posibilidad de la organización de factores transcripcionales 

que sean resultado de combinaciones de diferentes reguladores como se había 

propuesto por Guarente en 1989.  

Aun cuando todos los organismos poseen un importante conjunto de proteínas 

regulatorias capaces de unirse al DNA, jugando un papel clave en la 

especificidad de las respuestas transcripcionales, la posibilidad de incrementar 

el repertorio de moduladores a través de la acción combinada de dominios de 

unión a DNA y dominios de activación, generando reguladores híbridos, podría 

dar lugar a respuestas nuevas, sutiles y precisas que permitan la adaptación 

exitosa de S. cerevisiae a una mayor variedad de cambios en el ambiente, 

afectando la expresión de un grupo selecto de genes. 

En este trabajo estudiaremos la regulación transcripcional de los genes ALT1 y 

ALT2, mediada por el regulador híbrido Nrg1-Rtg3-Ala. Esta investigación 

pretende identificar la organización y blancos de acción, constituyendo la 

caracterización funcional de este “regulador híbrido”. Así mismo se considerará 

el papel de la alanina como corregulador, lo que constituye uno de los primeros 

ejemplos en los que se considerará la importancia de una señal metabólica que 

determina la acción de un regulador. 

Nuestros resultados han abierto la posibilidad originalmente propuesta por 

Guarente de que los reguladores híbridos puedan construirse tomando 
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“prestados” dominios de parejas no convencionales, permitiendo superar 

restricciones como la localización nuclear y la especificidad de unión, 

generando reguladores nuevos que puedan desencadenar respuestas 

transcripcionales refinadas específicas a variaciones sutiles o combinadas del 

medio ambiente. El análisis de la organización y papel funcional de los 

complejos reguladores híbridos constituye una nueva alternativa para atender y 

entender el proceso de recableado de redes regulatorias que juega un papel 

crucial en la retención selectiva y subfuncionalización de genes parálogos. 

La pregunta de cómo se constituyen los reguladores híbridos heterodiméricos 

aún no ha sido abordado, así como el papel que juega la alanina. Nrg1-Rtg3-

Ala es el primer regulador híbrido cuya organización depende de un 

aminoácido que se estudia y nuestro análisis no abarcó el mecanismo de unión 

ni el papel que juega la alanina. 

 

4. OBJETIVO 

Identificar el papel fisiológico del complejo Nrg1-Rtg3-Ala determinando la red 

de genes que controla y algunos de los componentes adicionales del complejo. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

El desarrollo experimental que se llevó a cabo parte del análisis fisiológico con 

el fin de conocer el fenotipo de las cepas que se emplearon para este trabajo. 

El análisis de expresión se realizó para conocer cómo los reguladores Nrg1 y 

Rtg3 afectan la inducción o represión de los genes parálogos ALT1 y ALT2 y 

de aquellos genes con un patrón similar a ALT2. 

El ensayo de coinmunoprecipitación (CoIP) se realizó con el fin de identificar la 

interacción estable proteína-proteína Nrg1-Rtg3 y determinar si constituyen un 

híbrido. 

Mediante análisis de RNA-seq se mostrarán los genes que pertenecen al 

circuito regulado de manera positiva o negativamente por alanina y 

posteriormente se identificará la red de genes regulados por el complejo Nrg1-

Rtg3-Ala. Los resultados facilitarán el análisis del estudio de la expresión 

génica en diferentes mutantes o tratamientos. 

El análisis de qPCR nos permitirá dar robustez a los datos obtenidos por RNA-

seq, confirmando la expresión de los genes identificados. 

A través del análisis del posicionamiento de los nucleosomas (NuSA) se podrá 

mapear las posiciones de los nucleosomas en la cromatina a lo largo de la 

región promotora del gen ALT2, observando el movimiento de estos a lo largo 

del promotor dependiendo si el factor o el cofactor influyen sobre la regulación, 

esto en función de la condición de nuestro estudio. 

Las cepas empleadas en este trabajo se enlistan a continuación (Tabla 1). 
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Cepa Genotipo Fuente 

CLA 1-2 MATα ALT1 ALT2 NRG1 RTG3 

TUP1 ura3 leu2::LEU2 

Quezada et al., 2008 

CLA11-713 (nrg1Δ) MAT  ALT1 ALT2 

nrg1Δ::KanMX4 RTG3 TUP1 

ura3 leu2 

González et al., 2017 

CLA1-3 (rtg3Δ) MAT  ALT1 ALT2 NRG1 

rtg3Δ::KanMX4 TUP ura3 leu2 

Este estudio 

BY4741 (RTG3-TAP-

NRG1-MYC13) 

MAT  ALT1 ALT2 NRG1-

MYC13::KanMX4 RTG3-TAP::HIS3 

TUP1 ura3 leu2 met15 

Este estudio 

CLA1-604 (NRG1-

MYC13) 

MAT  ALT1 ALT2 NRG1-

MYC13::KanMX4 RTG3 TUP1 

ura3 leu2 

Peñalosa et al., 2012 

BY4741 (RTG3-TAP) MAT  ALT1 ALT2 NRG1 RTG3-

TAP::HIS3 TUP1 ura3 leu2 met15 

Open Biosystems 

 

Tabla 1. Cepas empleadas en este estudio. 

 

5.1. Cultivo y obtención de fenotipo 

Previo a la inoculación en medios de cultivo empleados para este estudio se 

usó un preinóculo en medio rico con extracto de levadura, peptona de caseína 

y glucosa. (YPD). Posteriormente, las cepas se cultivaron en medio mínimo 

(MM) conteniendo sales, oligoelementos y vitaminas, siguiendo la fórmula de 

base nitrogenada de levadura (Difco). Se adicionó glucosa al 2% como fuente 

de carbono y como fuente de nitrógeno 7 mM de GABA o 7 mM de GABA más 

7 mM de alanina. En los casos de auxotrofías se utilizó uracilo 20 mg/L, leucina 

100 mg/L y/o ácido glutámico 100mg/L.  

Para la obtención de la cinética de crecimiento se inocularon tres matraces 

(réplicas biológicas) de MM con un inóculo proveniente de YPD. La densidad 

óptica (DO) inoculada fue de 0.05 en todos los casos; Para las cinéticas de 

crecimiento se determinó la densidad óptica del cultivo cada 2 horas a una 

longitud de 600nm. 
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Las lecturas se llevaron a cabo hasta llegar a fase estacionaria. Con estos 

datos, se calculó la velocidad específica de crecimiento y el tiempo de 

duplicación. 

 

5.2. Extracción de RNA e hibridación tipo Northern blot 

El análisis tipo Northern Blot se llevó a cabo de acuerdo con Struhl et al., 1981. 

El análisis de transferencia se realizó como se describió previamente 

(Valenzuela et al., 1998). El ARN total se extrajo siguiendo el método de Struhl 

et al., 1981. El RNA de levadura total se preparó a partir de células cultivadas 

en 200 mL de MM en fase exponencial DO 600nm = 0.3. 

Una vez que las células estaban en la DO indicada, fueron concentradas por 

centrifugación a 3,000 rpm y lavadas con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1 % 

v/v. La extracción se hizo siguiendo el protocolo de fenol ácido (Protocolo en la 

sección de anexos). Se procesaron 15 μg de RNA total los cuales fueron 

visualizados en geles de agarosa 1% con formaldehído 6%. Los RNA se 

transfirieron a una membrana de nylon (Sigma-Aldrich, positively charge) 

mediante transferencia por capilaridad. 

La expresión genética de los genes correspondientes fue visualizada con 

fragmentos de PCR marcados con 32P. Se generaron sondas específicas 

amplificando un fragmento de PCR que contenían la región codificante de los 

genes ALT1, ALT2, o ACT1 como control de carga (Tabla 2). Protocolo en la 

sección de anexos. 

Las señales se cuantificaron utilizando un phosphorimager Typhoon 7000. 

 

 

 

 

 

 



38 

 

 

Gen Secuencia 5’ 3’ 

 

ALT1 

Fw: TCTTTACTGCAGCTACCAAACCC 

Rv: GCGAGCTTCTTGAACTGCCTTGAA 

 

ALT2 

Fw: GACACACCAACAGGATTTGAAAGG 
 
Rv: GCGTTCGCTTTCACAAAGAGCTT 

 

ACT1 

Fw: GTTTTGCCGGTGACGAC 

Rv: CTTTCGGCAATACCTGGG 

 

Tabla 2. Oligonucleótidos empleados para amplificación de las sondas en este estudio. 

 

5.3. Coinmunoprecipitación 

El experimento de coinmunoprecipitación se llevó a cabo adaptando el método 

descrito previamente (Hernández et al., 2011). La coinmunoprecipitación de la 

cepa Nrg1-Myc13 con Rtg3-Tap se realizó a partir de un extracto celular de una 

DO de 0.5 a 600nm en MM glucosa-amonio. 

La extracción de proteínas fue llevada a cabo con amortiguador TEA (10 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA pH 7.4, 1 mM PMSF, 20 mM de NaN3 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-

HCl pH 8, 150 mM de NaCl, 5 mM EDTA y 1% Tritón X-100) con perlas de 

proteína A, anticuerpo anti-Myc13 (diluido 1:2000). 

Después del tiempo transcurrido, las perlas fueron lavadas cinco veces con 

amortiguador TNET y colocadas a 65°C por 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. 

Protocolo en la sección de anexos. 
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5.4. RNA-seq 

La extracción de RNA total de levadura se preparó a partir de células 

cultivadas hasta una fase exponencial (DO 600nm = 0.3) en cultivos de 200 mL 

de MM suplementado con GABA 7 mM o GABA 7 mM más alanina 7 mM como 

fuente de nitrógeno para las condiciones a estudiar a una OD 0.3.  

Las células fueron concentradas por centrifugación a 3,000 rpm. La pastilla 

celular se congeló con nitrógeno líquido y se trabajaron mediante el método 

tradicional con fenol ácido. La integridad y pureza del ARN se evaluó mediante 

electroforesis en geles de agarosa (1% de agarosa en tampón MOPS (ácido 3- 

(N-morfolino) propano sulfónico); 0,9% formaldehído).  Los siguientes pasos de 

este proceso para la secuenciación del ARNm mediante la técnica RNASeq se 

llevaron a cabo en las instalaciones de Macrogen, Korea. Se realizó 

secuenciación centrada en el RNA mensajero de las cepas a estudiar (Tabla 1) 

y se emplearon las condiciones pertinentes para el análisis del transcriptoma, 

siendo las siguientes: 

• Cepa tipo silvestre (Wt) en medios de cultivo con GABA 

• Cepa tipo silvestre (Wt) en medios de cultivo con GABA más alanina 

• Cepa nrg1Δ en medios de cultivo con GABA más alanina 

• Cepa rtg3Δ en medios de cultivo con GABA más alanina 

 

5.5. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 

El RNA de levadura total se preparó a partir de células cultivadas hasta una 

fase exponencial (DO 600nm = 0.3) en cultivos de 200 mL de MM como se 

describió en el inciso anterior. 

Posteriormente el RNA obtenido se trató con DNAsa (5 µg de RNA) por Kit 

RQ1 de Promega y se convirtió en cDNA por el kit Thermo Scientific: RevertAid 

H Minus First Strand cDNA Syntesis Kit, #cat: K1631. Protocolo enlistado en la 

sección de anexos. 

Los oligonucleótidos para el análisis de qPCR se diseñaron utilizando 

Primer3Plus (Untergasser et al., 2007) y se analizaron con los programas 

DINAMelt (Markham et al., 2005) y Mfold (Zuker, M. 2003). Todos los 

oligonucleótidos utilizados se enumeran en la Tabla suplementaria 3. 
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El análisis de qPCR se realizó utilizando la máquina Corbett life Science Rotor 

Gene 6000. El colorante de detección utilizado fue SYBR Green (2 x KAPA 

SYBR FAST qBioline y Platinum SYBR Green de Invitrogen). La reacción de 

PCR en tiempo real se realizó de la siguiente manera: 94°C durante 5 minutos 

(1 ciclo), 94°C por 15 segundos, 58°C por 20 segundos y 72°C por 20 

segundos (35 ciclos). 

 

Gen Secuencia 5’ 3’ 

 

ALT1 

Fw: TCGGACCAAGCAGAACGTAA  

Rv: TACATGGCACCTTGAGGCTT  

 

ALT2 

Fw: TCTCAAACAGGCCTGCTGAT 

Rv: TCGTCGCTGTTTGTAGACCA 

 

SER3 

Fw: CAAGTTGACTTAGACTACGC 

Rv: CTATCACCTAGTTGTCTTGC  
 

 

ENO1 

Fw: GTCTAAGTCCAAGACCTCTC  

Rv: AGGTCTTAGCACCAGTTG 
 

 

GLK1 

Fw: CTTGACTACACCTTTCCAG  
 

Rv: GACAACTCTGTTTCACGTAG 
 

 

ACT1 

Fw: TGGATTCTGAGGTTGCTGCT 

Rv: AGATGGGAAGACAGCACGAG 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos empleados para el análisis de qPCR en este estudio. 
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5.6. Análisis del posicionamiento de los nucleosomas (NuSA) 

El procedimiento para realizar el estudio del posicionamiento de nucleosomas 

en los promotores de ALT1 y ALT2 se realizó según lo descrito por Infante et 

al., 2011. El NuSa se realizó a partir de los cultivos celulares de las cepas de 

interés crecidas ON en 45 mL de medio YPD. Posteriormente estas células se 

crecieron en 200 mL de medio mínimo suplementado con GABA 7 mM o GABA 

7 mM más alanina 7 mM como fuente de nitrógeno para las condiciones a 

estudiar hasta una DO de 0.6.  

Los cultivos fueron tratados con formaldehído al 37% y el cultivo se mantuvo 

en agitación constante por 15 minutos, el formaldehído genera enlaces 

covalentes entre las proteínas y el DNA, fijando la interacción proteína-DNA, 

este proceso de entrecruzamiento es denominado crosslinking, posteriormente 

se inhibió la actividad del formaldehído con glicina 2.5M. Protocolo en sección 

de anexos. 

Los oligonucleótidos para el análisis de qPCR se diseñaron utilizando 

Primer3Plus (Untergasser et al., 2007) y se analizaron con los programas 

DINAMelt (Markham et al., 2005) y Mfold (Zuker, M. 2003). Todos los 

oligonucleótidos utilizados se enumeran en la Tabla suplementaria 4 y 5. 

El análisis de qPCR se realizó utilizando la máquina Corbett life Science Rotor 

Gene 6000. El colorante de detección utilizado fue SYBR Green (2 x KAPA 

SYBR FAST qBioline y Platinum SYBR Green de Invitrogen).  

 

Nombre Secuencia 5’ 3’ 

 
A1 

Fw: ATGATGTTTCAGGGCAAGCTTT 

 Rv: AGAGGAGACCGGTTATACGA 

 
A2 

Fw: AATCTCTTGCACGGTCGCAT 

Rv: AAAGTAAGTACGCAGGTGTAGTT 

 
A3 

Fw: TCGTATAACCGGTCTCCTCT 

Rv: ATCTTAAGAGATATGCCGCTTG 

 Fw: AACTACACCTGCGTACTTACTTT 
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A4  Rv: TTTGCCTCTCTGCCTTTCTTT 

 
A5 

Fw: CAAGCGGCATATCTCTTAAGAT  

Rv: ACGAGCCATCCTCTGCAGA 

 
A6 

Fw: TTTGCCTCTCTGCCTTTCTTT  

Rv: TGCTGTGCAATCCTTGTTTCT 

 
A7 

Fw: TCTGCAGAGGATGGCTCGT  

Rv: TATGTGTGTGGGGCAGCG 

 
A8 

Fw: AGAAACAAGGATTGCACAGC 

Rv: TATATGGATTATATAGCCACGAAT 

 
A9 

Fw: CGCTGCCCCACACACATA 

Rv: ACGTCTAATGGGAAGTGCTA 

 
A10 

Fw: ATTCGTGGCTATATAATCCATATA  

Rv: AGTGAAAAAAAAACCAGTACTGTAA 

 
A11 

Fw: TAGCACTTCCCATTAGACGT  

Rv: CTTGGACCCCTTCAGAATGA 

 
A12 

Fw: TTACAGTACTGGTTTTTTTTTCACT  

Rv: TTGTCTCAACGAAAGGTCGAA 

 
A13 

Fw: TCATTCTGAAGGGGTCCAAG 

 Rv: AACCACAGCAGGTCAGAAGA 

 
A14 

Fw: TTCGACCTTTCGTTGAGACAA  

Rv: ATCGTTTACAAAGGGCGCAG 

 
A15 

Fw: TCTTCTGACCTGCTGTGGTT 

Rv: GTAGTAACGGAAGAGCTTTTC 

 
A16 

Fw: CTGCGCCCTTTGTAAACGAT 

Rv: ACAACTAGAGTAAAATAGCGAGAA 
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A17 

Fw: GAAAAGCTCTTCCGTTACTAC  
 
Rv: AAGCTGGTCCTGTTCTCGA 
 

 
A18 

Fw: TTCTCGCTATTTTACTCTAGTTGT  
 
Rv: TGCGTTCAATTGAGAAGCAGA 
 

 
A19 

Fw: TCGAGAACAGGACCAGCTT 
 
Rv: CAAAATAAAGACTGGGGAAAT 
 

 

A20 

Fw: TCTGCTTCTCAATTGAACGCA 

 
Rv: TGAAGTGATTTTTGGCAGACAGT 
 

 
A21 

Fw: ATTTCCCCAGTCTTTATTTTGCT  
 
Rv: GAGTTATAGAATTACTCACTGTG 
 

 
A22 

Fw: ACTGTCTGCCAAAAATCACTTCA  
 

Rv: TTTCTGCGCTTGAAGTGAGA 
 

 
A23 

Fw: CACAGTGAGTAATTCTATAACTC  
 
Rv: AAAGGAGTAGTGATATGTGGCA 
 

 
A24 

Fw: TCTCACTTCAAGCGCAGAAA  
 
Rv:AATCCAGGAAGAGCTATGTCT 

 

 
A25 

Fw: TGCCACATATCACTACTCCTTT  
 
Rv: AATCCAGGAAGAGCTATGTCT 
 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos empleados para analizar la región promotora en el gen ALT1. 
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Nombre Secuencia 5’ 3’ 

 
B1 

Fw: TTCAAAGAAGTTGCCGCCGT 

Rv: TGTATGTGAATGAGCAGTGGAT 

B2 
Fw: CTGAAGAACTAGAGGACTTAGT 

Rv: CAGGAGCAACCGCTTTTAAC 

B3 
Fw: ATCCACTGCTCATTCACATACA 

Rv: TGGGTGAGGCCGCAGATT 

B4 
Fw: GTTAAAAGCGGTTGCTCCTG 

Rv: TTGCCAATCAAGGGTGAAGC 

B5 
Fw: ACCGCCATTGTTCGTACGT 

Rv: GAAACAATAGTATCGTGATGTGA 

B6 
Fw: GCTTCACCCTTGATTGGCAA 

Rv: AAGACGTGTGGAGGACATCA 

B7 
Fw: TCACATCACGATACTATTGTTTC 

Rv: ATAATGAAGTAATTATGACGAAG 

B8 
Fw: TGATGTCCTCCACACGTCTT 

Rv: TTCTTAGGTATAATGAAGTAATT 

B9 
Fw: TACTTCGTCATAATTACTTCATTA 

Rv: TTGCGAATGAGGCCAAACTT  

B10 
Fw: AATTACTTCATTATACCTAAGAA  

Rv: ACAAGCCGTTTCCATGGAGA 

B11 
Fw: AAGTTTGGCCTCATTCGCAA 

Rv: AATAAAATCGCCAAACAAGTAGG 

B12 
Fw: TCTCCATGGAAACGGCTTGT 

Rv: TATGGGACCATAAGAGTAGGA  
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B13 

Fw: TCCTACTTGTTTGGCGATTTTATT 

Rv: AAGTGTATTGGTAATTTGAAGAG 

B14 
 

Fw: TCCTACTCTTATGGTCCCATA 

Rv: TTCCCACACGAAGTAGTAAATTT 

B15 
Fw: ATCTCTTCAAATTACCAATACACT 

Rv: AAAGGATCAAAAAGAAAAGTGA 

B16 
Fw: AAATTTACTACTTCGTGTGGGAA 

Rv: TATTTACTGAATGAGAAAAGGAT 

B17 
Fw: TGTTCACTTTTCTTTTTGATCCTTT 

Rv: TCTTATCTTTTATGCCTCTAGAGA 

B18 
Fw: TCATCCTTTTCTCATTCAGTAAAT 

Rv: ACTTACAAAAACAACACTACTGT 

B19 
Fw: TCTCTAGAGGCATAAAAGATAAG 

Rv: TGTCATTGTCATGTGTTCTTACTT 

B20 
Fw: CACAGTAGTGTTGTTTTTGTAAGT 

Rv: TCCTTTGCGGTGAACACAC 

B21 
Fw: AAGTAAGAACACATGACAATGAC 

Rv: TAATCTTGCCAGCGGGCTTA 

B22 
Fw: GTGTGTTCACCGCAAAGGA 

Rv: AGCATATTCTGCCTTAGTGACA 

B23 
Fw: TAAGCCCGCTGGCAAGATTA 

Rv: TTAGCTCGTCAGCTCTGGTT 

 

Tabla 5. Oligonucleótidos empleados para analizar la región promotora en el gen ALT2. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. Cinética de crecimiento 

La caracterización fenotípica se llevó a cabo con el fin de reproducir los datos 

obtenidos por otros miembros del laboratorio y verificar el fenotipo de la cepa 

tipo silvestre (Wt) y las mutantes de los reguladores transcripcionales nrg1, 

rtg3, estos experimentos, se llevaron a cabo en las condiciones GABA o 

GABA más alanina como únicas fuentes de nitrógeno (Figura 8). 

La obtención de la cinética de crecimiento permitió conocer el tiempo necesario 

para que los cultivos alcanzaran una DO de 0.3, requerida para obtener la 

muestra y realizar extracción de RNA para distintos experimentos de expresión 

tales como Northern blot, análisis de RNA-seq y qPCR. 

 

 

Figura 8. Cinética de crecimiento de la cepa de tipo silvestre (Wt) y las mutantes nrg1 y rtg3.  

 

 

 

GABA / GABA + Ala 

 

Wt GABA 

Wt GABA + Ala 

nrg1 GABA + Ala 

rtg3 GABA + Ala 



47 

 

 

6.2. La alanina induce la expresión de ALT1 y reprime la expresión de 

ALT2 

Con el fin de analizar la expresión de los genes ALT1 y ALT2, se llevaron a 

cabo análisis tipo Northern blot, confirmado el resultado previamente obtenido 

por Dariel Márquez (Tesis de Maestría), confirmando que la expresión de ALT1 

se induce en presencia de alanina, en tanto que la de ALT2 se reprime (Figura 

9). 

El RNA total se obtuvo a partir de cultivos preparados en MM con glucosa 

como fuente de carbono y GABA o GABA más alanina como fuentes de 

nitrógeno. 

La figura 9 presenta resultados que indican que la expresión de ALT1 en la 

cepa tipo silvestre (Wt) aumentó en presencia de alanina y de manera 

contrastante se observó que ALT2 despliega una regulación opuesta, 

reprimiendo su expresión en alanina. 

 

 

Figura 9. Análisis tipo Northern blot del ARN total obtenido de la cepa tipo silvestre (Wt).  

 

En la Figura 9 se observa claramente que, en GABA, la expresión de ALT1 es 

muy baja, sin embargo, al agregar alanina al medio de cultivo, la expresión de 

este gen alcanza una inducción superior por lo tanto la alanina actúa como co-

inductor. Por el contrario, ALT2 en GABA se expresa sin embargo cuando se 

adiciona alanina se reprime su expresión, fungiendo como correpresor. Son 
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perfiles opuestos, hay una regulación diferencial. Se puede concluir que ALT1 

tiene un perfil de expresión catabólico ya que se induce cuando está presente 

el metabolito a degradar que en este caso es la alanina, mientras que ALT2 

tiene un perfil biosintético porque cuando no hay alanina se reprime la 

expresión.  

 

6.3. La acción conjunta de Nrg1 y Rtg3 determina la represión de ALT2 

en presencia de alanina 

En base a los resultados obtenidos del perfil de expresión de ALT2 nos 

interesó saber quiénes era los genes que estaban involucrados en la represión 

de este gen, para ello se probó con los genes Nrg1 y Rtg3 ya que, al analizar la 

secuencia promotora de ALT1, se encontraron sitios de unión para Nrg1 y 

Rtg3, para el caso de ALT2 únicamente se encontraron secuencias de unión 

para Nrg1. 

Se llevó a cabo un análisis de expresión tipo Northern blot, el RNA total se 

obtuvo a partir de cultivos preparados en MM con glucosa como fuente de 

carbono y alanina como única fuente de nitrógeno, empleando la cepa de tipo 

silvestre (Wt) y las mutantes de los genes a evaluar (nrg1 y rtg3). 

La Fig. 10 presenta resultados que indican que la expresión de ALT1 no 

cambia al deletar cualquiera de los reguladores, sin embargo, el perfil de 

expresión de ALT2 se incrementa en cualquiera de las dos mutantes, 

sugiriendo que la represión de ALT2 en alanina depende de la acción conjunta 

de Nrg1 y Rtg3.  
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Figura 10. Análisis tipo Northern blot del RNA total obtenido de las cepas mutantes nrg1, rtg3     
y de tipo silvestre (Wt).  

 

La alanina indujo la expresión de ALT1 y reprimió la de ALT2 en la cepa tipo 

silvestre, sin embargo, la regulación mediada por la deleción de Nrg1 y Rtg3 

muestra que hay un efecto sobre el perfil de expresión de ALT2, siendo 

inducida la expresión del gen en presencia de alanina, sugiriendo que actúan 

en combinación. En ambas cepas mutantes, nrg1Δ o rtg3Δ, la expresión de 

ALT1 no se reprime en presencia de alanina, no cambia su comportamiento al 

deletar a Nrg1 o a Rtg3 ya que la expresión de este gen no se reprime por el 

complejo Nrg1-Rtg3-Ala. 

 

6.4. El complejo Nrg1-Rtg3 se organiza preferencialmente en presencia 

de alanina 

De acuerdo con los resultados arriba descritos se sugiere una interacción entre 

proteínas Nrg1-Rtg3 que reprimirían al gen ALT2. Para comprobar esta 

hipótesis se realizó una coinmunoprecipitación para analizar si Nrg1 y Rtg3 

interactúan. Para tal propósito se construyó una mutante etiquetada con Tap y 

Myc13. 

Glucosa + Ala 
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La Figura 11 señala que las muestras que a continuación se describen y en las 

que se prepararon los filtros se revelaron con anti- Tap. Se preparó un extracto 

de proteínas a partir de un cultivo de la cepa Nrg1-Myc13 Rtg3- Tap, en el 

primer carril se observa la banda de una proteína que corresponde al 

corrimiento de Rtg3-Tap (control positivo), según se observa en el carril nueve 

que corresponde a un extracto total de proteína obtenido de un cultivo de la 

doble cepa etiquetada sin tratamiento con anticuerpos. En el segundo carril se 

observa el extracto de la muestra experimental en la que se inmunoprecipitó un 

extracto de la cepa doble etiquetada con anti-Myc, no se observó ninguna 

banda sugiriendo que no se había formado el complejo Nrg1- Rtg3. En el carril 

tres se corrió una muestra obtenida tratándola con un anticuerpo de 

hemaglutinina (HA), este no está relacionado con las proteínas de la levadura, 

por lo tanto no presenta señal, esto nos indica que lo observado no es un 

artefacto y depende de la interacción de Tap con anti-Tap. En el carril cuatro se 

corrió una muestra que no se trató con anticuerpo y por ende no se observa 

inmunoprecipitación. 

 

Figura 11. Coinmunoprecipitación para una cepa etiquetada Nrg1-Myc13 Rtg3-Tap. Toda la 

membrana es revelada contra Tap.  

 

Los carriles cinco y seis corresponden a las muestras obtenidas de la cepa 

doble etiquetada crecida en GABA más alanina, en el carril cinco se observa la 

banda de inmunoprecipitación obtenida con anti-Tap, similar a lo observado en 

el carril uno. De manera interesante, el carril seis muestra la 

coinmunoprecipitación entre Myc13 y Tap, ya que aquí se corrió el extracto 

obtenido de la cepa etiquetada inmunoprecipitada con Myc13 y revelada con 

Sc Nrg1-Myc13 Rtg3-Tap 

Sc
 N

rg
1

-M
yc

1
3
 R

tg
3 

Sc
 N

rg
1

 R
tg

3
-T

ap
 

W
C

E 
N

rg
1

-M
yc

1
3
 R

tg
3

 T
ap

 



51 

 

 

anti-Tap, indicando coinmunoprecipitación entre Rtg3-Tap y Nrg1-Myc13. En el 

séptimo carril se muestra un control negativo, es una cepa sencilla con el fondo 

Nrg1-Myc13, no se observa ninguna señal, el octavo carril es un control positivo, 

es una cepa sencilla con el fondo Rtg3-Tap, en el que se observa la proteína 

Rtg3-Tap. El carril nueve muestra un extracto celular que no recibió tratamiento 

experimental y sirve como estándar, este nos indica todo el tiempo a qué nivel 

migra Rtg3.  

Se demuestra que existe una interacción entre las dos proteínas Rtg3-Tap y 

Nrg1-Myc13, indicando que se forma el complejo de acuerdo con los análisis de 

expresión que regulan al promotor de ALT2. Esto demuestra que la represión 

observada para ALT2 es, al menos, llevada a cabo por el regulador híbrido 

constituido por Nrg1 y Rtg3 en presencia de alanina. El hallazgo de que se 

necesite alanina para que se forme el complejo interesante, reafirmamos que 

este aminoácido cumple con el papel de corregulador. 

Con el fin de validar esta observación y en colaboración con el Dr. Edgar 

Ramírez, se llevó a cabo el experimento que se presenta en la figura 12. En 

este caso podemos ver que en la condición de cultivos obtenidos de GABA sin 

alanina se observa coinmunoprecipitación. Así mismo, se observa que si se 

preparan extractos de cultivos crecidos con concentraciones crecientes de 

alanina se incrementa la producción de inmunoprecipitado, indicando que la 

alanina tiene un efecto positivo sobre la producción del coinmunoprecipitado. 

La diferencia entre este experimento y el que se presentó en la Figura 11, 

consistió en que se obtuvo el extracto de un cultivo de 500 mL de GABA, en 

lugar del de 250 mL que se utilizó en el descrito en la Figura 11. Este resultado 

indica que en GABA hay suficiente alanina para que se forme el 

coinmunoprecipitado Nrg1-Myc13 Rtg3-Tap. 
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Figura 12. Coinmunoprecipitación para una cepa etiquetada Nrg1-Myc13 Rtg3- Tap. Toda la 

membrana es revelada contra Tap, Cada carril se cargó con muestras cultivadas en 

concentraciones crecientes de alanina y el número indica la intensidad de la banda de Rtg3-Tap al 

compararse con el fondo de la membrana.  

 

La Figura 13 muestra un experimento similar al de la Figura 11, que se llevó a 

cabo con muestras de cultivos crecidos en GABA o en GABA más alanina: En 

esta ocasión las muestras de cultivo que se tomaron fueron de 500 mL, para 

tener mayor concentración y obtener inmuno y coinmunoprecipitados más 

abundantes. 

Tal y como se observa en la figura 13, en esta ocasión se observa 

coinmunoprecipitado en GABA, indicando que en presencia de GABA se 

sintetiza suficiente alanina para obtener coinmunoprecipitado. 

Estos resultados confirman que Nrg1 y Rtg3 pueden formar un regulador 

híbrido y que la alanina juega un papel positivo en la formación del complejo. 

La identificación del papel de la alanina será fundamental, constituyendo un 

proyecto nuevo que el grupo deberá atender en su momento.  
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Figura 13. Coinmunoprecipitación para una cepa etiquetada Nrg1-Myc13 Rtg3- Tap. Membrana 

revelada contra Tap. 

 

6.5. El complejo represor Nrg1-Rtg3 influye sobre la remodelación de la 

cromatina, lo que se refleja en la represión de ALT2 

Con el objetivo de analizar posibles cambios sobre la remodelación de la 

cromatina del promotor ALT2 y determinar si ocurre la exposición o 

encubrimiento de cajas que regulen la expresión del gen de interés, se realizó 

el análisis de la organización de la cromatina del promotor de ALT2 (NuSA: 

Nucleosome Scaning Assay) en colaboración con el Dr. José Carlos Campero 

Basaldua.  Esta técnica nos permite mapear las posiciones de los nucleosomas 

en la cromatina a lo largo de la región promotora de un gen, de esta manera se 

puede observar los cambios en la organización de la cromatina. Estos análisis 

se realizaron en la cepa tipo silvestre (Wt) (Figura 14) y en las mutantes nrg1 

(Figura 15) y rtg3 (Figura 16) bajo la condición glucosa GABA y glucosa 

GABA más alanina. 
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Figura 14. NuSA para la cepa tipo silvestre (Wt) en el gen ALT2 en las condiciones 

GABA y GABA más alanina. 

 

 

Figura 15. NuSA para la cepa mutante nrg1 en el gen ALT2 en las condiciones 

GABA y GABA más alanina. 
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Figura 16. NuSA para la cepa mutante rtg3 en el gen ALT2 en las condiciones 

glucosa GABA y glucosa GABA más alanina. 

 

En la parte inferior se presenta un esquema del promotor señalando en rojo el 

dominio de unión a DNA de Nrg1, en azul el de Gcn4 y en naranja el de Gln3, 

en la parte superior se presentan las gráficas que indican las regiones 

cubiertas por nucleosomas que impiden el acceso de la RNA polimerasa y, por 

lo tanto, la síntesis del RNA mensajero correspondiente. Las gráficas muestran 

picos altos, que nos indican la protección por un nucleosoma o picos bajos o 

nulos, mostrando regiones libres de nucleosomas. 

Estos estudios mostraron que, cuando se lleva a cabo el análisis de la 

organización de la cromatina tanto en GABA como en GABA más alanina, en 

mutantes carentes de Nrg1 (nrg1) o Rtg3 (rtg3) se observa la eliminación o 

disminución de picos que representan la relajación de la organización de la 

cromatina que permite el acceso de la RNA polimerasa y la transcripción de 

ALT2. 
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nrg1 GABA + Ala vs 

Wt GABA + Ala 

rtg3 GABA + Ala vs  

Wt GABA + Ala 

Genes regulados por Rtg3 

Genes regulados por Nrg1 Genes regulados por Nrg1 y Rtg3 

que no se regulan por alanina 

Wt GABA + Ala vs Wt GABA 

6.6. Análisis de expresión por RNA-seq  

Con el fin de determinar que otros genes se regulan por el complejo híbrido 

Nrg1-Rtg3, se llevó a cabo un estudio de RNA-seq.  Esta técnica permitió 

identificar al grupo de genes que pueden constituir el circuito regulado de 

manera negativa por el complejo Nrg1-Rtg3-Ala al que pertenece ALT2. 

Para ello ser realizaron cultivos de la cepa tipo silvestre (Wt), las mutantes 

nrg1Δ y rtg3Δ en presencia de GABA o GABA más alanina como fuentes de 

nitrógeno tal como se presentó en la Figura 8. A partir de cultivos como los 

descritos en la figura 8 se prepararon muestras de RNA total con el fin de 

identificar los genes cuya expresión aumenta o disminuye en la mutante nrg1Δ 

y rtg3Δ, de acuerdo con el siguiente diseño experimental, mostrado en la figura 

17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Diseño experimental. Análisis de RNA-seq de la cepa tipo silvestre (Wt), nrg1Δ y rtg3Δ 

en las condiciones GABA o GABA más alanina. 
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La figura 17 muestra en la parte central aquellos genes regulados por alanina 

cuya expresión se reprime en presencia de Nrg1 y Rtg3 que se afectan por la 

deleción de Nrg1 y Rtg3, estos son los que se regulan por el complejo Nrg1-

Rtg3-Ala, siendo uno de los grupos que nos interesan. Otro grupo importante 

se muestra en la zona azul, encontrando aquellos genes regulados positiva o 

negativamente por alanina que no se regulan ni por Nrg1 ni por Rtg3. Los que 

se pretende en este análisis es averiguar en el genoma de S. cerevisiae 

cuántos genes hay que se regulen por nuestro complejo en las condiciones 

mencionadas. 

El análisis preliminar de los resultados obtenidos por RNA-seq permitieron la 

identificación de grupos de genes que presentan un patrón de expresión similar 

al de ALT2: reprimidos por alanina y desreprimidos en mutantes nrg1Δ y rtg3Δ. 

Las muestras nos dicen cuánto es la taza de recambio del fold change de cada 

uno de estos. Realizando estudios bioinformáticos se observa la expresión de 

los genes que se están reprimiendo en la cepa tipo silvestre (Wt) (Figura 18) en 

presencia de alanina y cuáles de ellos incrementan su expresión en mutantes 

nrg1 (Figura 19) o rtg3 (Figura 20). 

Figura 18. Grupos de genes cuya expresión se reprime en presencia de alanina en una cepa tipo 

silvestre (Wt). Se logran observar tres grupos sobresalientes: Procesos de oxido-reducción (zona 

Categoría 

Proceso catabólico de aminoácidos de la familia del aspartato 

Transporte transmembranal de carbohidratos 

Proceso metabólico del ácido carboxílico 
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Proceso catabólico de aminoácidos de la familia de la glutamina 

Transporte transmembranal de hexosas 

Proceso metabólico de ácido mono carboxílico 

Proceso de oxido-reducción 

Transporte de iones de metales de transición 
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central), metabolismo de ácidos carboxílicos (zona superior), y transporte de metales de transición 

(zona inferior). 

 
Figura 19. Efecto de la falta de Nrg1 sobre la expresión de un grupo de genes.  
 

 

 

Figura 20. Efecto de la falta de Rtg3 sobre la expresión de un grupo de genes.  
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Una vez que se filtraron los datos de RNA-seq se rescataron lo principales 

genes que tenían un cambio que compartían las condiciones de nuestro 

modelo. Para hacer más evidente la interpretación de los datos, se realizaron 

mapas de calor por procesos los cuales nos permiten identificar el cambio en la 

expresión de los genes. Para ello, se seleccionaron los procesos más 

representativos, siendo: proceso de óxido reducción (Figura 21), metabolismo 

de ácidos carboxílicos (Figura 22) y transporte de metales de transición (Figura 

23). 

 

 

Figura 21. Mapa de calor de los genes involucrados en el proceso de óxido-reducción.  
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Figura 22. Mapa de calor de los genes involucrados en el metabolismo de ácidos carboxílicos. 

 

Figura 23. Mapa de calor de los genes involucrados en el transporte de metales de transición. 

 

Se puede observar en los mapas de óxido reducción (Figura 21), metabolismo 

de ácidos carboxílicos (Figura 22) y transporte de metales de transición (Figura 
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23) que, en la condición GABA más alanina, la cepa tipo silvestre (Wt) está en 

un tono azul y de acuerdo con la escala se encuentra cerrada su expresión 

pero al quitar Nrg1 o Rtg3 vemos que aumenta el fold change, observándose 

un cambio al color rojo ya que el nivel de expresión cambia, entonces 

observamos el mismo comportamiento que obtuvimos al realizar el Northern 

blot, claramente en todos los casos ocurre una desrepresión en presencia de 

cualquiera de las dos mutaciones nrg1 o rtg3. 

 

6.7. Confirmación de los resultados por análisis de qPCR 

Con el fin de dar credibilidad a los datos obtenidos por RNA-seq y verificar los 

perfiles de expresión de manera experimental se realizaron análisis por PCR 

cuantitativo, con este análisis se observa el comportamiento de los genes 

identificados en el sistema confirmando la regulación de estos por el complejo. 

El RNA total se obtuvo a partir de cultivos de glucosa con GABA más alanina 

como fuente de nitrógeno. Los genes que se trabajaron fueron ALT1 (Figura 

24) como control, ya que nuestros análisis por Northern blot mostraron que la 

expresión de este gen no se regula por el híbrido Nrg1-Rtg3, y ALT2 cuya 

expresión se regula negativamente por Nrg1-Rtg3 (Figura 25), el resto de los 

genes se seleccionaron entre aquellos que mostraron un perfil de expresión 

similar al de ALT2, es decir genes cuya expresión se reprime por Nrg1-Rtg3 

(Figura 26, 27 y 28). 

 

Figura 24. qPCR del gen ALT1 en condición glucosa GABA más alanina. 
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Figura 25. qPCR del gen ALT2 en condición glucosa GABA más alanina. 
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Figura 26. qPCR del gen SER3 en condición glucosa GABA más alanina. 
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Figura 27. qPCR del gen ENO1 en condición glucosa GABA más alanina. 
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Figura 28. qPCR del gen GLK1 en condición glucosa GABA más alanina. 

 

Con los datos obtenidos anteriormente por RNA-seq, se logra hacer la 

comparativa y se observa que, ALT1 (Figura 24), no cambia su 

comportamiento al deletar a Nrg1 o a Rtg3, ya que la expresión de este gen no 

se reprime por el complejo Nrg1-Rtg3-Ala, reproduciendo los datos obtenidos 

por análisis tipo Northern blot. 
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Para el caso de ALT2 (Figura 25), la cepa tipo silvestre Wt se reprime y al 

deletar a los reguladores Nrg1 y Rtg3 ocurre una desrepresión, y por lo tanto 

se incrementa su perfil de expresión. Lo mismo ocurre para los genes SER3 

(Figura 26), ENO1 (Figura 27) y GLK1 (Figura 28) que, como recordarán, 

tienen un perfil de expresión similar a ALT2 y claramente en todos los casos, al 

deletar a Nrg1 o a Rtg3 se desreprime la expresión, confirmando los datos 

obtenidos por nuestro análisis. 
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7. CONCLUSIONES 

La regulación del gen ALT2 es completamente opuesta a su parálogo ALT1. 

Este estudio permitió identificar la existencia de un regulador híbrido Nrg1-Rtg3 

cuya organización se estimula en presencia de alanina y que juega un papel 

represor, definiendo a este aminoácido como un corregulador en la generación 

del modulador Nrg1-Rtg3. 

Mutantes nrg1 o rtg3 desreprime la expresión de ALT2. La inducción de la 

expresión de ALT1 no se estudió y por tanto se requerirá llevar a cabo un 

estudio de los reguladores que determinan la inducción de la expresión de 

ALT1 en presencia de alanina. 

El complejo represor Nrg1-Rtg3 influye sobre la remodelación de la cromatina, 

jugando un papel importante en la regulación de ALT2, reflejado en su perfil de 

expresión. El reposicionamiento de los nucleosomas a lo largo del promotor de 

ALT2 permite el acceso de distintos factores de transcripción que pueden 

inducir o reprimir la expresión del gen. Desde luego que para probar cuales son 

los factores que participan sería necesario hacer y estudiar deleciones de la 

región. Lo que si queda demostrado es que la falta de los represores Nrg1 y 

Rtg3 relaja la organización de la cromatina e induce la expresión de ALT2. 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos de RNA-seq, se podría proponer 

que el complejo Nrg1-Rtg3 en presencia de alanina podría estar implicado en 

la regulación de la glicólisis. 
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8. PERSPECTIVAS 

Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) para determinar si la regulación Nrg1-

Rtg3-dependiente es directa o indirecta en los genes blanco del RNA-seq. 

Determinar la importancia de la regulación del híbrido en la glicólisis. 

Analizar los circuitos restantes de genes regulados por Nrg1-Rtg identificados 

en el análisis de RNA-seq. 

Análisis proteómico para determinar que otras proteínas están formando parte 

del complejo. 

Determinar qué papel juega la alanina en la función del complejo Nrg1-Rtg3. 

Para determinar la participación de la alanina en la formación del complejo 

Nrg1-Rtg3-Ala, se llevará a cabo una colaboración con investigadores expertos 

en docking. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

 

9. ANEXOS 

Anexo 1. Medios de cultivo 

 

1.1. YPD (medio de cultivo rico) 

  Final 

Extracto de levadura 10g 1% 

Peptona de caseína 20g 2% 

Dextrosa anhidra 20g 2% 

Agar (solo medio sólido) 20g 2% 

Agua bidestilada Aforar a 1 L  

 

1.2. Medio mínimo (MM) 

  Final 

Stock vitaminas 1000x 1 mL 1% 

Stock trazas 1000x  1 mL 1% 

Stock sales 50x  20 mL 2% 

Dextrosa anhidra o 

etanol  

20 g o mL 2% 

Sulfato de amonio 5 g 0.05 % 

Agar (solo medio sólido) 25 g 2.5 % 

Agua bidestilada Aforar a 1 L  
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Anexo 2. Electroforesis desnaturalizante sds-page 

2.1. Gel separador 

Reactivos Proteínas citoplasmáticas  Proteínas 

ribosomales 

7% 10% 12% 13% 15% 18% 

Sol 1 5.2 mL 7.4 mL 8.8 mL 9.7 mL 11 mL 13.2 mL 

Sol 2 11 mL  11 mL 11 mL 11 mL 11 mL 8.8 mL 

dH2O 5.8 mL 3.5 mL 2.2 mL 1.3 mL - - 

TEMED 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 

APS 10% 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL  100 µL 

 

2.2. Gel concentrador 

 

2.3. Solución 1 

Reactivos 1D 2D 

Sol 1 1.66 mL 2.5 mL 

Sol 3 5 mL 7.5 mL 

dH2O 3.3 mL 5 mL 

TEMED 10 µL 10 µL 

APS 10% 100 µL 100 µL 

Acrilamida  29.2% 29.2 g 

Bis-acrilamida 0.8% 0.8 g 

dH2O Aforar Aforar a 100 mL 
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2.4. Solución 2 

Tris-HCl pH 8.8 9.075% 9.075 g 

SDS 0.2% 0.2 g 

dH2O Aforar Aforar a 100 mL 

 

2.5. Solución 3 

Tris-HCl pH 6.8 3.03 % 3.03 g 

SDS 0.2% 0.2 g 

dH2O Aforar Aforar a 100 mL 

 

2.6. Solución de tinción de geles  

 

2.7. Solución de distinción 

Ácido acético 7% 7 g 

Metanol 30% 30 g 

dH2O Aforar Aforar a 100 mL 

 

 

Azul Coomassie R-

250 

0.25% 1.25 g 

Metanol 50% 250 mL 

Ácido acético 7% 35 mL 

dH2O Aforar Aforar a 500 mL 
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2.8. Amortiguador de transferencia 5x 

Reactivos Concentración 1L 2L 10x 

Tris base 48mM 5.8 g 11.6 g 58 g 

Glicina 390mM 29.28 g 58.5546 g 292.8 g 

Metanol 20% 200 400  

SDS 37.5% 0.375 g 0.75 g 3.75 g 

dH2O Aforar    

 

2.9. Amortiguador de corrida 

Reactivos 1.5L 1.5L (2X) 

Tris-HCl pH 8.3 4.541 g 9.08 g 

Glicina  21.4 g 42.8 g 

SDS 1.5 g 3 g 

dH2O Aforar  

 

2.10. Extracción de proteínas: Amortiguador pronasse 

Sorbitol 1.4M 70 mL (Stock 2M) 

Tris-Cl pH 7.5 25 mM 2.5 mL (Stock 1M) 

MgCl2 2 mM 200 µL (Stock 1M) 

NaN3 20 mM 1 mL (Stock 2M) 
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2.11. Amortiguador Thorner 

Urea 8M 24g 

SDS 5% 25 mL (Stock 10%) 

TRIS-Cl pH 6.8 40 mM 2 mL (Stock 1M) 

EDTA 0.1 mM 10 µL (Stock 0.5M) 

BPB (azul de 

bromofenol) 

0.4 mg/mL 20 mg 

 

Anexo 3. Análisis del posicionamiento de los nucleosomas mediante 

un ensayo de barrido de nucleosomas 

3.1. Amortiguador NPS 

Reactivos Concentración Stock de los 

reactivos 

Para 300 mL 

Espermidina 0.5 mM - 22 mg 

NP-40 0.075% 10% 2.25 mL 

NaCl 50 mM 5M 3 mL 

Tris-Cl pH 7.5 10 mM 1M 3 mL 

MgCl2 5 mM 1M 1.5 mL 

CaCl2 1 mM 1M 0.3 mL 

ß-

mercaptoetanol 

1 mM 14.3 M 20 µL 

dH2O Aforar Aforar 290 mL 
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PROTOCOLOS 

Anexo 4.  Hibridación tipo Northern blot 

1. Mezclar 1 g de agarosa con 84 mL de agua y 10 mL de MAE 10X; llevar 

a ebullición por 30 segundos y enfriar a una temperatura de 55°C, añadir 

6 mL de formaldehído 

2. Para el amortiguador de corrida (MAE 1X) mezclar 100 mL de MAE 10X 

y 30 mL de formaldehido; aforar a 1 L con agua bidestilada. Preparar las 

muestras con 8 μl del ARN extraído de cada una de las cepas de S. 

cerevisiae, con 40 μl de tampón 1.25X y 2 μl de bromuro de etidio 

3. Llevar a 65°C durante 15 minutos. Correr los RNAs a 80 volts durante 

3:30 horas con una temperatura de -4°C 

4. Previo a la transferencia por capilaridad, eliminar el exceso de 

formaldehído del gel haciendo un lavado de 20 minutos con 250 mL de 

SSC 10X  

5. Para llevar a cabo la transferencia por capilaridad, cortar un papel filtro 

3MM de 35 x 14 cm y dos de 12 x 14 cm, así como un papel Hybon-

Nylon de 12 x 14 cm (membrana de Nylon cargada positivamente) 

6. Posicionar un vidrio apoyado en los bordes de un recipiente Pyrex y 

vertir 400 mL de SSC 10X  

7. Colocar sobre el vidrio papel filtro de mayor tamaño, de manera que las 

orillas quedaron sumergidas en el SSC 10X en ambos lados del vidrio 

8. Colocar el gel arriba del papel filtro, eliminando cualquier burbuja 

atrapada entre el papel y el gel 

9. Humedecer la membrana de Hybon con agua bidestilada y sumergirla en 

SSC 10X durante 5 minutos para colocarla sobre el gel.  

10. Apilar sobre el papel filtro de 7 a 10 cm de toallas de papel y un libro de 

aproximadamente 1 kg 

11. Dejar transfiriendo por 24 horas 

12. Lavar la membrana de nylon con SSC 1X y baja agitación durante 30 

segundos para retirar los restos adheridos de agarosa y cristales de sal 

13. Fijar los RNAs covalentemente a la membrana de nylon iluminando con 

luz ultravioleta durante 5 minutos haciendo uso del Stratalinker 

14. Hibridar la membrana con una sonda para ALT1, ALT2 ó ACT1 

empleando como isótopo radioactivo 𝑃32, incorporado a citocinas 



73 

 

 

15. Dejar exponer la membrana hibridizada con las sondas por 48 horas a 

temperatura ambiente. Después de este tiempo se reveló la membrana 

haciendo uso del instrumento Typhoon 

 

Anexo 5. Extracción de proteínas 

1. Tomar un cultivo de 15 mL en fase log (0.2-0.3 DO 600nm). Colectar las 

células por centrifugación a 3,000 rpm durante 5 min 

2. Resuspender la pastilla celular obtenida en 280 µL de amortiguador 

Pronase (w/o BME). Transferir la pastilla celular a un tubo de 

microcentrífuga nuevo y adicionar 50 µL de TCA 85% y 2.8 µL de PMSF  

3. Añadir al tubo de microcentrífuga aproximadamente 280 µL de perlas de 

vidrio estériles. Homogeneizar durante un minuto y colocar en hielo el 

mismo tiempo. Repetir este pasó entre 7-10 veces 

4. Obtener el sobrenadante, depositarlo en un tubo de microcentrífuga 

nuevo y mantenerlo en hielo 

5. Lavar las perlas dos veces con 280 µL de TCA al 5%. Repetir el paso 4 

por cada lavado (solo una vez). Combinar el sobrenadante de los 

lavados con el sobrenadante obtenido en el paso 5 sin arrastrar las 

perlas 

6. Mantener los tubo de microcentrífuga en hielo durante 5 minutos. 

Centrifugar 10 minutos a 4°C y 5,000 rpm 

7. Remover el volumen total del sobrenadante 

8. Solubilizar la pastilla celular en 30 µL de amortiguador Thorner. Añadir 

1/10 del volumen de Tris base no amortiguado 1M hasta que exista un 

cambio en la coloración a azul 

9. Mantener las muestras congeladas a -70°C 

 

Anexo 6. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE 

1. Preparar del gel separador de acuerdo a la tabla 1. La concentración de 

reactivos se determina de acuerdo al tipo de proteína y al tamaño de la 

misma. Una proteína de mayor tamaño necesita una concentración 

menor, por el contrario, en una de menor tamaño será necesario mayor 

concentración. Se agrega además etanol para evitar la formación de 

burbujas, mismo que se retira con papel filtro antes de colocar el gel 

concentrado 
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2. Una vez solidificado el gel separador, preparar el gel concentrado (tabla 

1), colocar el peine y dejar solidificar 

3. Solidificado el gel completo (gel separador y concentrado), retirar el 

peine y transferirlo a la cámara de electroforesis 

4. Preparar la muestra de acuerdo a lo siguiente: Colocar en un tubo nuevo 

3 µL de muestra y 17 µL de amortiguador de corrida 

5. Transferir el gel a una membrana de nitrocelulosa. Las instrucciones a 

seguir para el montaje del equipo de transferencia serán de acuerdo a 

las características del equipo empleado 

 

6.1 Transferencia 

1. Separar el gel de los cristales con ayuda del amortiguador de 

transferencia, evitando que se quiebre. A continuación, en un cassette 

de transferencia colocar en el orden siguiente: una esponja, 3 papeles 

filtros, el gel de acrilamida, la membrana de nitrocelulosa, 3 papeles 

filtros y otra esponja, todos impregnados con el amortiguador de 

transferencia. Cerrar el cassette, colocarlo en la cámara y llevar a cabo 

la transferencia a 200mA durante 2 horas en cuarto frío 

2. Almacenar la membrana a -4°C con 20 mL de PBS 1x (1 día) 

 

Anexo 7. Análisis del posicionamiento de los nucleosomas mediante 

un ensayo de barrido de nucleosomas 

1. Cultivar la cepa de interés en 45 mL de medio YPD O.N 

2. Cultivar la pastilla celular centrifugando el volumen total de los 

preinóculos a 3,000 rpm durante 5 minutos y decantar el sobrenadante 

3. Realizar dos lavados a la pastilla celular obtenida con dH2O estéril y 

centrifugar nuevamente a 3,000 rpm por 5 minutos c/u, homogenizando 

cada muestra. Eliminar el sobrenadante  

4. Resuspender la pastilla celular en dH2O estéril (1-3 mL) y medir la 

densidad óptica con una dilución 1:100. Realizar los cálculos necesarios 

para determinar el volumen necesario de células a inocular, de acuerdo 

a la densidad deseada 

5. Inocular las células en 200 mL de medio mínimo (previamente preparado 

con los requerimientos necesarios de cada cepa) 
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6. Cultivar las células hasta una densidad óptica de aproximadamente 0.6 

 

7.1 Recolección de células para NuSA 

1. Adicionar a los cultivos celulares de medio mínimo 6.22 mL de 

formaldehído al 37% (concentración final 1.15%). El formaldehído 

provoca parálisis del metabolismo celular 

2. Incubar las células durante 20 minutos a temperatura ambiente 

3. Añadir 2.5 mL de glicina 2.5M (concentración final 125mM). La glicina 

inhibe la actividad del formaldehído 

4. Incubar las células durante 5 minutos a temperatura ambiente 

5. Transferir las células a un tubo de microcentrífuga nuevo y colectarlas 

por centrifugación a 2,200 rpm por 2 minutos. Decantar el sobrenadante 

6. Lavar dos veces la pastilla celular obtenida con TBS 1x frío en tubos 

cónicos a 3,000 rpm por 5 minutos. En cada lavado homogenizar con 

ayuda de una micropipeta y retirar el sobrenadante 

7. Almacenar la pastilla celular obtenida a -20°C 

 

Anexo 8.  Extracción de DNA genómico para NuSA 

1. Colectar las células por centrifugación a 13,000 rpm durante 1 minuto y 

eliminar el sobrenadante 

2. Resuspender la pastilla celular en el remanente tubo de microcentrífuga 

y transferir a un vial de 1.5 mL 

3. A continuación, añadir 400 µL de una solución de fenol: cloroformo: 

alcohol isoamílico (25:24:1), (esta solución se debe preparar al momento 

de su uso). Homogenizar  

4. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos. Transferir la fase acuosa a 

un tubo de microcentrífuga nuevo de 1.5 mL 

5. Añadir 400 µL de la solución fenol: cloroformo: alcohol isoamílico 

(25:24:1). Homogenizar  

6. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos. Transferir la fase acuosa a 

un tubo de microcentrífuga nuevo 1.5 mL. Agregar 400 µL de cloroformo 

y homogenizar  

7. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos. Transferir la fase acuosa a 

tubo de microcentrífuga nuevo de 1.5 mL 
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8. Precipitar con 20 µL de NaCl 5M más 700 µL de isopropanol y mezclar 

por inmersión de 4 a 6 veces 

9. Incubar 30 minutos a -20° C 

10. Centrifugar a 14,000 rpm por 20-30 minutos 4°C 

11. Resuspender la pastilla celular en 40 µL de amortiguador TE 1x, 

adicionar 2 µL de RNAsa (10 mg/mL) 

12. Incubar a 37°C durante 1 hora 

13. Centrifugar a 4°C, 14,000 rpm durante 30 minutos y eliminar el 

sobrenadante 

14. Secar la pastilla celular a temperatura ambiente por aproximadamente 

30-60 minutos 

15. Hidratar la pastilla celular con 40 µL TE 1x 

16. Verificar la integridad y corte monosomal en un gel de agarosa al 1% 

 

Anexo 9.  Obtención de DNA genómico de S. cerevisiae 

1. Inocular 10 mL de medio YPD con la cepa a trabajar. Incubar a 30ºC 

toda la noche a 250 rpm 

2. Colectar las células por centrifugación a 3,000 rpm por 2-5 min a 

temperatura ambiente. Eliminar el sobrenadante 

3. Resuspender en 1 mL de H₂O bidestilada que haya sido estéril y 

transferir a un tubo de microcentrífuga nuevo de 1.5 mL 

4. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 s. Eliminar el sobrenadante 

5. Adicionar 200 μl de una solución de: 2% Tritón X-100, 1% SDS, 100mM 

NaCl, 100mM Tris-HCl pH 8, 1mM Na-EDTA 

6. Agregar 300 μl de Fenol (pH 8): cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) 

7. Agregar 0.3 g de perlas de vidrio (de ~0.5 mm) a cada muestra 

8. Homogeneizar con un mezclador de vórtice a máxima velocidad por 5 

min. Adicionar 200 μl de amortiguador TE (10mM Tris-HCl 1mN EDTA 

NA2) pH 8 

9. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min. Transferir la fase acuosa a un tubo 

de microcentrífuga nuevo de 1.5 mL 

10. Agregar 400 μl de Fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) 

11. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min. Transferir la fase acuosa a un tubo 

de microcentrífuga nuevo de 1.5 mL. Repetir pasos 10 y 11  

12. Agregar 1 mL de etanol al 100% más 10 μl de acetato de amonio 4M. 

Mezclar por inversión 
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13. Centrifugar a 13,000 rpm por 2 min. Eliminar el sobrenadante con pipeta 

hasta dejar completamente seco 

14. Resuspender la pastilla celular en 400 μl de TE más 10 μl de RNasa A 

(10 mg/mL). Incubar a 37ºC por 30 min 

15. Agregar 1 mL de etanol al 100% más 10 μl de acetato de amonio 4M. 

Mezclar por inversión 

16. Centrifugar a 13,000 rpm por 2 min. Eliminar el sobrenadante 

17. Lavar con 200 μl de etanol al 70% frío y dejar secar la pastilla celular a 

temperatura ambiente por 30 min (o hasta que esté completamente 

seco)  

18. Resuspender en un volumen adecuado (50-100 μl) de H₂O bidestilada 

que haya sido estéril 

19. Cuantificar y mantener a -20ºC 

 

Anexo 10. Extracción de RNA, protocolo Trizol 

1. Colectar las células por centrifugación a 3,000 rpm durante 5 minutos y 

decantar el sobrenadante 

2. Congelar la pastilla celular con nitrógeno líquido y macerarlo en el 

mortero con nitrógeno líquido 

3. Poner en un tubo de microcentrífuga nuevo de 1.5 mL 400 mg de pastilla 

celular aproximadamente. Añadir 1 mL de Trizol  

4. Homogeneizar con un mezclador de vórtice durante 15 segundos 

5. Incubar en hielo por 5 minutos 

6. Centrifugar durante 5 min a 13,500 rpm a 4°C (Esto es para remover el 

material insoluble: membrana extracelular, polisacáridos y DNA de alto 

peso molecular). El sobrenadante contiene RNA y proteínas 

7. Colectar el sobrenadante y depositarlo en un tubo de microcentrífuga 

nuevo de 1.5 mL frío 

8. Añadir al sobrenadante colectado 200 μl de cloroformo 

9. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4°C 

Se obtendrán tres fases: 

Fase acuosa: Contiene el RNA 

Interfase: Contiene el DNA genómico 
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Fase orgánica: Contiene las proteínas 

10. Tomar la fase acuosa sin tomar la interfase y colocarla en un tubo de 

microcentrífuga nuevo de 1.5 mL previamente frío 

11. Añadir isopropanol 100% a una proporción 1:1  

12. Homogeneizar e incubar 10 minutos en hielo 

13. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4°C 

14. Desechar el sobrenadante  

15. Al precipitado añadir 1 mL de etanol al 75% con agua de DEPC  

16. Resuspender la pastilla celular con ayuda de una micropipeta 

17. Centrifugar a 13,000 rpm durante 7 minutos a 4°C 

18. Colectar el sobrenadante y añadir 500 μl de etanol al 75% con dH2O 

DEPC nuevamente 

19. Centrifugar a 13,000 rmp durante 7 minutos a 4°C 

20. Colectar el sobrenadante y dejar secar la pastilla celular. Hidratar con 30 

μl de dH2O DEPC 

21. Mantener a -70 
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