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Resumen

Los paralogos BAT1 y BAT2 codifican para las aminotransferasas de cadena
ramificada en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Estas aminotransferasas
catalizan el primer paso de la biosintesis y el Gltimo del catabolismo de los
aminoacidos de cadena ramificada (BCAAs), esto mediante la transferencia del
grupo amino entre los aminodcidos de valina, isoleucina, leucina, y el a-ceto &cido.
La regulacion de BAT1 y BAT2 no ha sido muy bien estudiada. En la actualidad se ha
propuesto que BAT1 y BAT2 tienen una expresion diferencial en diferentes fuentes
de nitrégeno. La region regulatoria de ambos genes contiene sitios de union a los
factores transcripcionales Put3 y Leu3. En este trabajo nos propusimos determinar la
participacion de PUT3 y LEU3 en la regulacién transcripcional de BAT1 y BAT2.
Nuestros datos sugieren; i) la expresion de BAT1 en fuentes de nitrégeno primarias y
secundarias depende positivamente de LEUS, ii) la expresion de BAT1 se reprime en
presencia de los tres aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina),
BAT1 se desreprime en un fondo put3A, iii) el perfil de expresion de BAT1
corresponde al de un gen biosintético, iv) la expresion de BAT2 depende de la fuente
de nitrégeno: en fuentes secundarias se induce y en fuentes primarias se reprime,
v) la induccién en presencia de los tres aminoacidos (valina, leucina, isoleucina)
depende positivamente de PUT3 y LEU3, mientras que la represion en glutamina es
aliviada en un fondo leu3A, vi) la expresion de BAT2 alcanza su nivel més alto en
presencia de los tres aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina),
vii) el perfil de expresion de BAT2 corresponde al de un gen catabdlico, viii) BAT1 y
BAT2 han diversificado su expresién mediante la regulacion positiva y/o negativa de
PUT3y LEUS.
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Introduccion




1.1. Lalevadura Saccharomyces cerevisiae como modelo de
estudio

La levadura Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en un modelo de sistema versatil
y robusto en la genética de la célula eucariota. Las levaduras pertenecen al reino de los
hongos (Phylum ascomycota). Algunas ventajas que permiten usar a la levadura para
estudios bioldgicos son las siguientes: es un organismo unicelular no patogeno, el tiempo
generacional es muy corto (aproximadamente 90 minutos), facilidad de réplica en placas
permitiendo aislamiento de mutantes, secuenciacion de todo su genoma (Dujon, 1996),
facilitando su cultivo y manipulacién en el laboratorio, etc. A diferencia de la mayoria
de los otros microorganismos, la levadura S. cerevisiae presenta una fase haploide y una
diploide. Por tanto, las mutaciones recesivas pueden ser convenientemente aisladas
(Sherman F, 1998). Ademas el desarrollo de la tecnologia del DNA recombinante ha
permitido que la levadura sea un modelo para la clonacion de genes y el desarrollo de las

técnicas de ingenieria genética (Mell y Burgess, 2002).

1.2. La duplicacion génica

La duplicacion génica ha sido considerada como una de las principales fuentes en la
creacion de nuevos genes. La redundancia génica es producida por la duplicacion de
genes, la cual puede ocurrir en grandes segmentos de cromosoma (duplicacion
segmental), en un cromosoma completo (aneuploidia) y por o en todo el genoma
(WGD, por sus siglas en inglés) (Ohno, 1970). La duplicacién de genes es muy
importante porque provee genes paralogos que pueden adquirir nuevas funciones o
especializarlas con el paso del tiempo (Paul et al., 2006).

La duplicacién de un gen o grupo de genes puede ocurrir por diferentes
mecanismos moleculares que incluyen la repeticion en tdndem, la conversion génica, el
deslizamiento de la DNA polimerasa durante los procesos de recombinacion y
replicacion, el entrecruzamiento no equivalente, las retrotransposiciones o la duplicacion
cromosomica (Zhang, 2003). Por otro lado, la duplicacion del genoma completo puede
ocurrir mediante una meiosis aberrante que genera gametos diploides, mismos que al

fusionarse resultan en una progenie autopoliploide o alopoliploide.



Hasta ahora se han secuenciado genomas de muchas especies de la familia
Saccharomycetaceae. Estas multiples secuencias de genomas representan linajes que
divergieron antes y después de WGD que ocurrié hace aproximadamente cien millones
de afos (figura 1). Estas especies son conocidas como no-WGD y post-WGD,

respectivamente (Dujon et al., 2004).

S. cerevisiae (16)
(16)
WGD (16) S. bayanus (16) post-WGD
\L (16) 3 C. glabrata (13)
o—|(16) -6 N. castelli (10)
=2 V. polyspora (14)
(8)
B PR
N = Z. rouxii (7)
8) — K. lactis (6)
(8)
-1 A. gossypii (7) no-WGD
(8) L. waltii (8)
8)
(8) L. thermotolerans (8)
L. kluveri (8)
P. pastoris (4)
Candida spp. (8)

Figura 1. Filogenia de la familia Saccharomycetaceae. Entre paréntesis se muestra el nimero de
cromosomas de las especies existentes y los nimeros inferidos en los nodos del &rbol. Los ndmeros
negativos en rojo muestran reducciones en el nimero de cromosomas. El punto negro indica el evento
de la WGD. El nodo 'B' es el antepasado en comin mas antiguo de todas las especies sin la duplicacién
WGD vy post-WGD. Las especies cuyos nombres estan subrayados son aquellas cuyos genomas estan
secuenciados (imagen modificada de Gordon et al., 2011).

El orden de los genes y la estructura del genoma de las especies ancestrales que
existieron inmediatamente antes de la WGD, contienen aproximadamente 4700 genes
distribuidos en ocho cromosomas. El evento WGD produjo 16 cromosomas; sin
embargo, muchas de las especies post-WGD no tienen exactamente 16 cromosomas, por
ejemplo C. glabrata tiene s6lo 13. De manera similar, algunas de las especies sin la
WGD tienen menos de 8 cromosomas, tales como Kluyveromyces lactis con 6

cromosomas. Los cambios en el nimero de cromosomas se deben a diversos tipos de



mutaciones cromosémicas como deleciones, fusiones, inserciones, etc. (Gordon et al.,
2011).

1.3. El 30% del genoma de S. cerevisiae esta constituido por
genes duplicados

S. cerevisiae tiene un genoma de 12052 kb distribuidos en 16 cromosomas con un
tamario que oscila desde 200 - 2200 kb. A diferencia de otros organismos multicelulares,
el genoma de la levadura es muy compacto. El 72% de su genoma corresponde a marcos
abiertos de lectura (ORF’s, por sus siglas en inglés) y solo un 3.8% de los ORF’s
contiene intrones (Sherman F, 1998).

El modelo de la duplicacion del genoma completo propone que los linajes que
dieron origen a S. cerevisiae y K. waltii divergieron a partir de un ancestro en comun
posterior a la separacion de linajes, el ancestro de Saccharomyces experimentd una
duplicacion de genoma completo seguida de una pérdida masiva de algunos genes
(figura 2).

Ancestro en comin
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Figura 2. Modelo de la duplicacion del genoma completo seguido de una pérdida masiva de genes.
Los linajes que dieron origen a los ancestros de S. cerevisiae y K. waltii divergieron a partir de un
ancestro en comun. Posterior a la separacion de linajes, S. cerevisiae experimentd una duplicacion
gendmica (a), seguida de una pérdida masiva de genes (b). Los cromosomas generados a partir de la
duplicacion retuvieron algunos genes en copia doble (c). K. waltii no experimenté una duplicacién del
genoma, como se observa en la figura, los genes presentes en un solo cromosoma en esta levadura se
redistribuyeron en dos cromosomas en S. cerevisiae (d y e) (imagen tomada de Kellis et al., 2004).



La secuencia del genoma de S. cerevisiae muestra evidencias del evento de WGD
(Paul et al., 2006). Otros estudios bioinformaticos han permitido la identificacion de
52 bloques duplicados en el genoma de S. cerevisiae revelando la existencia de
500 pares de genes duplicados que representan el 30% de su genoma (Kellis et al., 2004;
Seoighe y Wolfe 1999). Estos analisis permitieron identificar que la mayoria de los
bloques duplicados tienen la misma orientacion con respecto al centromero (sintenia) y
el orden de los genes en las especies emparentadas de S. cerevisiae que no
experimentaron la WGD como: K. lactis, K. waltii y Ashbya gossypii (Seoighe et al.,
1998).

1.4. Conservacion de genes duplicados

Los genes que se originan de un evento de duplicacion estdn expuestos a diferentes
destinos. En algunos casos una de las copias de los genes es rapidamente perdida por
deleciones a través de mutaciones (pérdida de funcion) (figura 3a). En otros casos,
ambos duplicados pueden conservarse a pesar de su redundancia inicial y llegar a fijarse
en el genoma. La retencion de ambos duplicados implica que confieran una ventaja de
tal manera que la eliminacion de una de las copias puede causar una reduccion en el
fitness (capacidad que tiene una clase de organismos con respecto a otras de perpetuarse
en la siguiente generacion) (Tirosh y Barkai, 2007).

La ventaja de la retencion de genes duplicados es dificil de corroborar, se han
propuesto algunos modelos (Prince y Pickett, 2002). Primero, los genes duplicados
pueden ser retenidos debido a que fueron seleccionados por robustez mediante
redundancia génica, la seleccién por una alta dosis de proteina puede favorecer la
retencién de ambas copias del gen (figura 3b) (Sugino e Innan, 2006). Segundo, la
neofuncionalizacion en donde uno de los genes duplicados puede retener la funcion
ancestral, mientras que el otro evoluciona para desarrollar una nueva funcion. La fijacion
del gen duplicado puede ser por seleccion direccional o por deriva génica (figura 3c)
(Conant y Wolfe, 2008). Segun Piskur y colaboradores un ejemplo de
neofuncionalizacion se puede encontrar durante la fermentacién (aerobia o anaerobia)

donde la levadura S. cerevisiae recicla NADH en la conversion de acetaldehido-etanol.



Si hay condiciones aerobias, el etanol acumulado es convertido a acetaldehido
nuevamente. Esta conversion es llevada a cabo por la alcohol deshidrogensa (Adh), que
puede llevar a cabo la reaccion de manera reversible, aunque con diferentes eficiencias
cataliticas. En S. cerevisiae, la actividad citoplasméatica Adh estd codificada por dos
genes que surgieron por un evento de duplicacion génica, ADH1 se expresa
constitutivamente y produce etanol a partir de acetaldehido, mientras que ADH2 se
expresa solo cuando la concentracion de glucosa disminuye y produce acetaldehido a
partir de etanol. La actividad de ADH2 se considera como un ejemplo de
neofuncionalizacion (Piskur et al., 2006).

Tercero, la subfuncionalizacion en donde cada uno de los duplicados puede
especializarse en una de las funciones ancestrales, la funcioén ancestral requiere la
actividad de ambos genes. Existen dos modelos para explicar este proceso:
1) Duplicacién, Degeneracién, Complementacion (DDC) donde el gen bifuncional se
duplica, posteriormente ocurren mutaciones en ambas copias del gen, que van en
detrimento de una de las funciones. Cada una de estas mutaciones es neutral, no
deletérea, ya que la funcion se sigue realizando por la otra copia del gen. 2) Escape del
Conflicto Adaptativo (EAC), aqui la fijacion del gen duplicado depende de mutaciones
adaptativas, no de mutaciones neutrales como en el DDC. EAC ocurre cuando una
mutacién en una de las copias optimiza una funcion, pero en detrimento de la otra. De
este modo cada una de las copias puede especializarse en una de las funciones
ancestrales (Conant y Wolfe, 2008). Ademas puede que los duplicados conserven la
funcion ancestral, pero que su expresion dependa de una condicion fisioldgica en

particular, es decir, especializacion (figura 3c) (Tirosh y Barkai, 2007).
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Figura 3. Posible destino evolutivo de las duplicaciones de genes individuales. La duplicacion de genes
individuales generalmente resulta en que una de las copias del gen es perdida (pseudogenizacion) (a). Los
genes duplicados pueden ser retenidos debido a que fueron seleccionados por redundancia génica (b). En
casos raros, la copia funcional del gen duplicado y el gen ancestral divergen en la funcion;
neofuncionalizacion significa que uno de los dos genes conserva la funcién original, mientras que el otro se
desarrolla en una nueva funcién, a menudo beneficiosa. Subfuncionalizacién implica que los genes duplicados

cumplen funciones complementarias ya presentes en el gen ancestral (c) (imagen modificada de Conrad y
Qtulianne 20N7\

De acuerdo con Coldn y colaboradores, un ejemplo de subfuncionalizacién se
encuentra en Kluyveromyces lactis y S. cerevisiae. El linaje que dio lugar a K. lactis
divergid antes del evento WGD. En K. lactis el gen KIBAT1 es una enzima bifuncional
que participa en la biosintesis y catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada
(BCAAs, por sus siglas en inglés). El gen KIBAT1 constituye el Gnico ortélogo de los
paralogos BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae, estos paralogos intervienen en el ultimo paso
en la biosintesis y el primer paso en el catabolismo de BCAAs. BAT1 es expresado en
condiciones biosintéticas, mientras que BAT2 en condiciones catabolicas (Colon et al.,
2011).



Por ultimo, un ejemplo de especializacion se puede encontrar en S. cerevisiae
donde dos glutamato deshidrogenasas dependientes de NADP* (GDHs-NADP™)
codificadas por GDH1 y GDH3, catalizan la sintesis de glutamato tomando como
sustrato amonio y 2-oxoglutarato. La expresion de GDH3 se induce en etanol y se
reprime en glucosa como fuente de carbono, mientras que GDHL1 se induce en ambas

fuentes de carbono (DeLuna et al., 2001).
1.5. Divergencia funcional de genes a traveés de la expresion

La divergencia de los elementos regulatorios que controlan la expresion génica juega un
papel importante en la divergencia de la expresion (Thompson y Regev, 2009). La
expresion de genes es regulada de varias maneras; iniciacion y elongacion de la
transcripcion, procesamiento del RNA mensajero, traduccion y transporte de las
proteinas. Sin embargo se cree que la regulacion ocurre a nivel del inicio de la
transcripcion. Los genes transcritos contienen dos tipos de elementos cis que actdan en
la regulacion transcripcional: (a) promotor, compuesto por un nucleo regulatorio minimo
y elementos regulatorios proximos, y (b) elementos regulatorios distantes como
enhancers y silenciadores (Glenn et al., 2006). Estos elementos cis contienen sitios de
reconocimiento para factores de transcripcion que inducen o reprimen la expresion de
genes (Jacob, M. y Monod, J. 1961).

La regulacion de la transcripcién génica comienza con secuencias Unicas de
reconocimiento (elementos cis) por los factores transcripcionales (FT) que se unen rio
arriba a las secuencias de activacion (UAS, por sus siglas en inglés). Cuando el FT
(elemento trans), se une a su sitio (cis) en el promotor, éste es capaz de reclutar la
maquinaria general de la transcripcion al sitio de inicio de la transcripcion. Por el
contrario, cuando los factores transcripcionales se unen rio arriba de las secuencias
represoras (URS, por sus siglas en inglés), se recluta la maquinaria que reprime la
expresion genética (Hahn y Young, 2011).

Numerosos experimentos han demostrado que los genes divergen en su
expresion rapidamente después de una duplicacion. Se ha demostrado que ciertas

propiedades de los elementos cis son importantes en la divergencia de la expresion; por



ejemplo, su tamafio (cortos, generalmente de 5 a 10 nucledtidos) y el ser degenerados
(secuencias consenso similares confieren un sitio equivalente de unién para FT) (Tuch
et al.,, 2008). Las mutaciones en los elementos cis y trans pueden contribuir en la
divergencia de la expresion. Los cambios en los elementos cis pueden afectar la
expresion génica, mediante la alteracion de los sitios de unién a FTs en la region
promotora, el cambio de organizacién de la cromatina o afectar la estabilidad del RNA
mensajero (RNAm) (Thompson y Regev, 2009), o indirectamente, mediante la
modificacion de la concentracién del producto génico, cambios en la interaccion con

otros cofactores y/o proteinas (figura 4).
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Figura 4. Reordenamiento de los elementos cis de un gen. Se ha propuesto que el reordenamiento de un
elemento cis ocurre por la pérdida o ganancia de un factor transcripcional. Las mutaciones en los elementos
cis y trans pueden contribuir en la divergencia de la expresion. Los cambios en los elementos cis pueden
afectar la expresion génica, mediante la alteracion de los sitios de unién a factores de transcripcién en la
region promotora. Los factores transcripcionales se representan por A y B. La interaccién entre Ay B
favorece mutaciones en los elementos cis (imagen modificada de Tuch et al., 2008).

El arreglo especifico de los elementos cis en el promotor de levadura puede
sugerirnos pistas sobre los mecanismos de regulacion de un gen (figura 5). Por ejemplo,
la presencia de algun elemento cis en la region regulatoria de un conjunto de genes
indica que posiblemente estos genes tienen una funcion biolégica en comdn. Otra
posibilidad es la repeticion de un elemento cis varias veces que permite la unién estable
al FT y generar una respuesta transcripcional gradual dependiendo del nimero de FTs.
Sin embargo, las regiones regulatorias también pueden contener varios elementos cis que

reconocen multiples FTs. Esta disposicion indica que el promotor del gen esta sujeto a



una combinacion de FTs que permiten distintas respuestas a diferentes condiciones de

crecimiento (Harbison et al., 2004).
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Figura 5. Distintos arreglos del promotor en la levadura. a) Promotores con un sélo elemento cis para
un factor transcripcional. b) Promotores con varios elementos cis repetidos, requeridos para una respuesta
gradual. ¢) Promotores con diferentes elementos cis, estan sujetos a diferentes factores transcripcionales y
a una regulacién méas modulada (imagen modificada de Harbison et al., 2004).

1.6. Metabolismo de nitrogeno en la levadura Saccharomyces
cerevisiae

En su hébitat natural la levadura S. cerevisiae se encuentra con una amplia variedad de
fuentes de nitrogeno (Cooper, 1982). La levadura puede utilizar mas de 30 compuestos
nitrogenados, incluyendo aminodcidos, amonio, urea, bases nitrogenadas y derivados de
purinas (Godard et al., 2007). Sin embargo, cada fuente de nitrégeno permite diferentes
tasas de crecimiento, por ejemplo, en fuentes primarias de nitrbgeno como amonio,
glutamina y asparagina, la tasa de crecimiento de la levadura es mayor que en fuentes
secundarias de nitrégeno como GABA, prolina y urea (Eelko et al., 2000). Para utilizar
una molécula como fuente de nitrogeno, la levadura tiene que convertir esta molécula en
glutamato y glutamina. Estos dos aminoacidos sirven como donadores de nitrégeno para
todos los compuestos que contienen nitrogeno en la célula (Wiame et al., 1985). El
glutamato y la glutamina pueden sintetizarse directamente utilizando amonio (NH4")

como el donador del grupo amino. La glutamato deshidrogenasa, dependiente de
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NADPH codificada por los genes GDH1 y GDH3, convierte el amonio y 2-oxoglutarato
en glutamato y la glutamina sintetasa, codificada por el gen GLN1 produce glutamina en
una reaccion dependiente de ATP a partir del amonio y glutamato (Magasanik, 2002).
Cuando la glutamina es la Unica fuente de nitrogeno para el crecimiento, el glutamato es
producido por la glutamato sintasa (GOGAT, codificada por el gen GLT1) o por medio
de la NADPH-GDH (figura 6) (Ljungdahl y Fornier, 2012).

Aminoacidos, purinas

Aminoacidos y pirimidinas
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Figura 6. Metabolismo central de nitrégeno en Saccharomyces cerevisiae. EI amonio puede ser
convertido en glutamato mediante dos rutas. Acoplando el 2-oxoglutarato para formar glutamato por la
NADPH-GDH. El glutamato generado puede ser convertido a glutamina por GLN1 con un costo de un
ATP. Glutamina y 2-oxoglutarato pueden ser convertidos en glutamato por GOGAT (GLT1). Glutamato
puede ser degradado a 2-oxoglutarato y amonio via NAD-GDH (imagen modificada de Eelko et al.,
2000).

El transporte de nitrégeno, su biosintesis y catabolismo son procesos altamente
regulados que responden tanto a la calidad como a la cantidad de la fuente de nitrogeno.
Cuando se cultiva a la levadura en fuentes primarias de nitrégeno, la transcripcion de
algunos genes implicados en la utilizacion de fuente secundarias de nitrégeno es
reprimida y sus correspondientes productos son inactivados y degradados (Wiame et al.,

1985). A este fenomeno se le conoce como represion catabolica nitrogenada o NCR por
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sus siglas en inglés (Nitrogen Catabolite Repression). La represion catabolica
nitrogenada consiste en reprimir la expresion de genes implicados en el metabolismo de
fuentes secundarias de nitrégeno (Zaman et al., 2008).

En la represion catabdlica nitrogenada se expresan 90 genes regulados por la
interaccion de cuatro factores de transcripcion de la familia GATA: 2 activadores
transcripcionales, GIn3 y Gatl y 2 represores, Dal80 y Gzf3 (Cooper, 2002). Los genes
sujetos a represion catabdlica nitrogenada estdn regulados principalmente por la
localizacion subcelular de los activadores transcripcionales. Al cultivar la levadura en
fuentes de nitrogeno secundarias, los factores GIn3 y Gatl estan localizados en el nicleo
en donde se unen a secuencias GATA de los promotores de genes que se regulan por
represion catabolica nitrogenada. Sin embargo, al crecer la levadura en amonio o
glutamina como Unica fuente de nitrégeno, el activador GIn3 reside en el citoplasma
(figura 7). La proteina Ure2 secuestra a GIn3 en el citoplasma, en tanto que en una
mutante ure2A, GIn3 reside en el ndcleo y activa la transcripcion de genes NCR

independientemente de la fuente de nitrégeno (Zaman et al., 2008).
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Figura 7. Represion catabolica nitrogenada (NCR) en Saccharomyces cerevisiae. La NCR esta
regulada por dos activadores transcripcionales, GIn3 y Gatl. (a) En presencia de fuentes primarias de
nitrégeno GIn3 reside en el citoplasma secuestrada por Ure2, en (b) fuentes secundarias de nitrégeno
GIn3 se localiza en el nicleo activando genes relacionados con el catabolismo de fuentes secundarias.

1.7. Los genes paralogos BAT1 y BAT2 de Saccharomyces
cerevisiae

Las aminotransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo amino

entre un aminoacido y un cetoacido, usando como donador o receptor de amonio al
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glutamato o 2-oxoglutarato, respectivamente. Las aminotransferasas utilizan como
cofactor al piridoxal 5° fosfato (PLP, por sus siglas en inglés), derivado de la vitamina
B6, que es uno de los cofactores biologicos mas utilizados por enzimas relacionadas con
el metabolismo de aminoéacidos (Jansonius, 1998).

En la levadura S. cerevisiae, el ultimo paso en la biosintesis y el primer paso en
el catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada (BCAAS), es llevado a cabo por la
accion de aminotransferasas de cadena ramificada (BCATS, por sus siglas en inglés),
codificadas por los genes pardlogos BAT1 y BAT2.

Las isoenzimas Batl y Bat2 presentan un 77% de identidad. Batl es una proteina
de 393 residuos de aminoacidos (aa) con un peso molecular de 43,596 daltons y un
punto isoeléctrico de 8.7 (Eden et al., 1996). En el extremo amino terminal presenta un
péptido sefial de 16 residuos de aa que la dirige a la matriz mitocondrial (Eden et al.,
1996; Kispal et al., 1996). Bat2 es una proteina citosélica de 376 residuos de aa con un
peso molecular de 41, 624 daltons y un punto isoeléctrico de 6.9 (Eden et al., 1996;
Kispal et al., 1996).

La biosintesis de los amino&cidos de cadena ramificada: valina (V), isoleucina (1)
y leucina (L), se lleva a cabo en una ruta metabdlica comun. La ruta de la valina
comparte todas sus enzimas (I1v2, 1lv5 e Ilv3) con la ruta de la isoleucina, que posee
especificamente su primera enzima llvl. Por otro lado, el ultimo intermediario (KIV:
cetoisovalerato) de la biosintesis de la valina, es el precursor inicial de la biosintesis de
la leucina (figura 8) (Kohlhaw, 2003).

El catabolismo de los aminoécidos de cadena ramificada mediante la ruta de
Ehrlich genera alcoholes arométicos conocidos como alcoholes fusel. Estos alcoholes en
altas concentraciones presentan un sabor desagradable, pero en bajas concentraciones
aportan un sabor y aroma esencial en los alimentos y bebidas fermentadas (Hazelwood et
al., 2006).
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Figura 8. Ruta de biosintesis de BCAAs en Saccharomyces cerevisiae. Los precursores treonina
(THR), piruvato (PYR) y cetoisovalerato (KIV), estan en letras de colores que corresponden a la
isoleucina (azul), valina (anaranjado) y leucina (verde). Las proteinas de la via marcan las reacciones
enziméticas. La inhibicion catalitica por producto final se indica en los cuadros en rojo. La regulacion
especifica de BCCAs se lleva a cabo por el factor transcripcional Leu3 y el coactivador a-IPM. A
partir de la reaccién de aminotransferasa a través de BAT1 y BAT2 se produce el cetometilvalerato
(KMV), cetoisovalerato (KIV) y cetoisocaproato (KIC) a partir de isoleucina (1), valina (V) y leucina
(L), respectivamente (imagen modificada de Kohlhaw, 2003).

1.8. Regulacion de la expresion de BAT1y BAT2

La expresion de BAT1 y BAT2 en S. cerevisiae se observa durante la fase logaritmica y
fase estacionaria de crecimiento. BAT1 es altamente expresado durante la fase
logaritmica y reprimido en la fase estacionaria, mientras que BAT2 se expresa en la fase
estacionaria y se reprime durante la fase logaritmica (Eden et al., 1996). Estudios
realizados por Boer proponen que BAT1 y BAT2 tienen una expresion diferencial (Boer
et al., 2006). De igual forma, estudios de expresién mediante microarreglos indican que
BAT2 se sobre transcribe en etanol como fuente de carbono (Schoondermark-Stolk et al.,
2005). Por otra parte, también se ha determinado que la regulacién transcripcional de
BATL1 requiere del factor Gend (Gen4 esta involucrado en la activacion de genes que
participan en la biosintesis de aminoacidos ante una deprivacion de éstos mismos), este
estudio demuestra que Gen4 puede regular positivamente a BAT1. Sin embargo, el papel
que juegan otros reguladores transcripcionales en la expresion de BAT1 y BAT2 aln no

ha sido determinado.
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Anadlisis in silico de los promotores de BAT1 y BAT2 evidencian los posibles
sitios de union que regulan la expresion de estos genes (figuras 9 y 10). Ambos
promotores presentan sitios de union para los siguientes factores transcripcionales: Leu3
(activador de la transcripcion de los genes que biosintetizan o catabolizan V, I, L), Gend
(activador general de la transcripcion de los genes relacionados con la biosintesis de
aminoacidos), Put3 (activador de la transcripcion de los genes que catabolizan la
prolina), Hap2 (activador de la transcripcion de los genes que participan en el
metabolismo respiratorio), GIn3 (activador de la transcripcién de los genes que responde
a NCR), Abfl (factor estructural que delimita los nucleosomas en un promotor) y la
proteina de union a caja TATA (TBP). Estos sitios de union también estan presentes en
los promotores ortdlogos de las levaduras sensu stricto (Saccharomyces bayanus,
Saccharomyces mikatae y Saccharomyces paradoxus). En la figura 10 las cajas
sefialadas en rojo son aquellas cuya secuencia esta conservada en las levaduras sensu
stricto. Una observacion interesante de este estudio es que los sitios de union para los
factores Put3 y Leu3 del promotor de BAT2, comparten el triplete CCG que forma parte
del palindromo 5-CCGN4CGG-3"que reconoce Leu3 o 5° CGGN{10}CCG-3", que
reconoce Put3, ambos sitios estan conservados en las levaduras sensu stricto, indicando
su importancia evolutiva (figura 10). Posiblemente Put3 y Leu3 compiten por el sitio de

union.
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Figura 9. Alineamiento de la regién 5° UTR de BAT1 y sus ortélogas. En el alineamiento se usaron las
secuencias de las Saccharomyces sensu stricto. Los nombres de los sitios de unién se encuentran subrayados
en el esquema, en rojo se muestran los sitios conservados y consenso entre las Saccharomyces sensu stricto
(Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces mikatae y Saccharomyces bayanus).

FEL
Gh4
ETh
Bdé

£52
§54
T
622

143
144

Ti4
L

87
gaa
g
g

LFi|

824
821
118

BAT1

16



‘ HMS2 N

BT e e e e e e LR A R A AR T TR T AR A T e T P T AR AR T TTC AR TRARA- - B TECCTCTRRGAGT - &f
Bpar R R AT T AR T AR o O T TR AR A RACT TAT AAC AL TOCT TTCCARACATCTTORAACATAAR - - - - COCICCTCCAAGAATC- G5
Stk TARTCACCCOCTTICACRCARTCTCARCTCCTARCCRTTCTATCCACRCATCTTCCARCETCARCE -CRCCTCTCCCACRCTE - B
ahud

dDAY cescmsscaccamansaasnacncsae s s AUUTCRRCTCAGCICARATCTOCTUTCCARACRTICTICCCACATRARCUCRRUCCTUOOOUARAGE: 10

ruler 1....oaadliiiniis | P | PPN | PPN | PRI | PPN | FITPTRO: FOPTRPRN | PR | ||
GCN4 HAP
[} WhdERd b b Bud RE & iNd 1 L NIk (1] i i ik BARENNAE 4 1

funr ATTCACEACCTACCATACCACTATATACSICTACCRT - - TTTTITTTICTICTCACCCRACTACRCCAANCT TTARTCTTCCATTORCCERCEAR 160
Bpar ATICACTICTACCATACCACTACATACSTATATCAT - - TTTTTITT CTOTCATCCCACIAT -COMMACTTIAMTCTTCCATICONCCCCCCAA 145

drdl eeeee AT LA AT A LA T AL AT TG U AT TP IATATCAT - < TTTTTTTT - <« GUGACUGCACTGN CCACAUT TTARTRTTCCATIGELCUGRAR 110
Al ceeemeamamaaa U RACATAL A TATATAC P IATALCAT - - ATTTTY - c o« FITGUUGCACCAL CURRRGICTATTRTTCCATIGELCTGRAR 1Y
By A R T TR A TR AT T AT AT AL TR TATARCRCTTT TET TTCCCCTTCCCCCACCAL -COTRARTCCARCATCRCATTAACCTCTRCE 169
PULAP .occcac 110:::00: ]| PP D3beuasccalBlusacuss L1 PP | 1| P | 5| PP 1% PP L | P 200
PUT3 ‘I.EUE GLN3

W § FAEREEAEE AEFR  AEEE PENARREAREE R AEERd &F 4 L] L dEnh & F dh FEiFAERRAEEREE W
dear AT AR A R T T T T T R A A T AR T T TR e e e me e CPPMTCCCTCTCTRACACCTOTTETTATCTARTET 250
By TR TR AR AT T T T T T AT T T A TR LR T TRR T T TRACT T m e e e mme CITTTICCTCTCTRACACCTCITRTTATCTART-T  2T4
A R T T T AR - R AT T T T T T T AT T TR TR AT TRA T TTRAC T - c e e e e e CTCTTICCTCTTTRACACATCITRTTATCTARTCT 250
Phud COR-TCTToC ARG GO T e T CaCT TIOCTCACRCTTRATTTOOCET CICTTITCICTTTANTACCTCITCTTATCIARTCT 164
by COR-TOTToCAA O T T T T T e e T T T e T OO CACTTAA T CTT T TITTCCCCTCICTCITICOCCTICTTTOATAC - TCIICTTATCIARTST 267
a1 PP || P '] PP £ ] PP || PP || FORPPRRPS | PP | PRI - PRI .. P | )

ABFL

TTTYTEY e TEET T ¥ T T T®T TTTETEETTERRY FTYERATEREY T TEYEFTEN e TE T W TrY 1TTYTTEREY —

Srar TN RN T T T T IO T T T AT TSI T T T e T T R AR TR TAGCTAGRRRT - TAIAGCORTACSTAR. 34

fpar CTRCATCTOATICTTIT - CTTICTOCT O TR TICTICTARCTCCCTTTTICTCTCARCAAAAACCRRACTALTACCTACACAT - TERANCRCCTOTCTAR 3T

Sk TR T T I T e T TTTOCC O TR TICTICTARCTCCCTTTTTCACTCARCAARAACCARACTACT - CATACAART - AAJGRCCCCTOCCTAT 387

died AR R T L L T G T LTI L AR T CT T T T U ATCARC ARARACCRARCTAATACUTACARAT - CRICACUCCICICTAR 264

dbay GTAGRT < TaAC T T I LT L T G T O T T T I TAAGTOCRTTT T G- AGCUAR - ARRARCAARAGTARTAGUUAGAR U GARMGAGTCICTACAR 363
rm&r I|1III|Jl¢!III!IIJJuII!IIII]}uF! F1III3*uI1III1I]5I}II!!IF!jscliI1IF!1}?':1IF!IFIaBﬂF!IFF!Ijqu! r|||r'!|:“:'

GCNd  ApR1 TEP GCN4
f— i i [ | i ] [ 1 GEAEE & WW AEEE & AN A & ki i ik [} L]

el T A AR AR T A A AT A T AT AT AR T ARTATARGCTTACAR A-TATTCRACTAT - TTCITINRRAR RRA- - TTURATICCTTTRAGRART 445
P A A A L ARAR T B T T ARG TAT AR A A TATARG U T TR ARCARTAUTCGAT IATATTICCACGAARARARRTIUGTIVTTTTARRRRST 471
B AT AR A A AT AT T A TR T AR A T A TR AR T T AR R A R AN T AT TAT - TTTCCARAAAR - - - - TTTRITCCTTTCAGTAAT 451
Bl G A T AR AT AT A R T AR T A G AR T A TR AR T AR A A TR AT LR T TR TT T CCARRAR - - - - - TTCTCTTCTCOARATAAT 350
fbay CCTACARCRTACCTAAMTTCACCCACORG - - TCCCACATATARMCCTACARCAATACTCARTIARTITICTATANC TICTICICTTICAR {51

ruler ..., d10....... 420000000 ] DY T 1 TN 1.1 I |1 OOY | UY ||\ TR || I 1
ADR1
P " T T TR T S
Soer CCTTARTARRRACKCACTARCTACTAMAATTTTAGAAATTTAACOCANAC CATCTICCACOACTITIAACRACAT - = 520
Spar TOTTAACACARATA-ACCH--TACTCARRTTT -ACAMRTTTIAAGCACAN=TAs sz ccsansnssnsnssnsannnnsns 50 ‘ BAT?
Bmik CCTTARGRARACTA == an = CTTATART T T AT AR T ARG A CRART AGCTTTACTTATTTTACAGACAGTA-- 520
Biud CTTAARARAGCACTTACT----- GGG TTCTCA-GrATCAGAAGAACAA-CATCTTTACAGRCAGTA - - - -------- 420

fbay COTCCOTAMMARTC: = we oo A TTCOTATTC -AGRARAACCARGAACAA-CATCTTTATACACTIGAARGAARCAARL 520
II.I].lI Jlu.l|JsiaaLlaalnﬁzullalnnﬁjnu||||.|5‘&||||||455ﬂ||||||.|55|]|||J|||51#|“.||4|||

Figura 10. Alineamiento de la region 5"UTR de BAT2 y sus ort6logas. En el alineamiento se usaron las
secuencias de las Saccharomyces sensu stricto. Los nombres de los sitios de unién se encuentran subrayados
en el esquema, en rojo se muestran los sitios conservados y consenso entre las Saccharomyces sensu stricto
(Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces mikatae y Saccharomyces bayanus). Obsérvese que los sitios de
union para Put3 y Leu3 comparten 3 nucledtidos, se indica con una flecha azul.
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1.9. Los factores transcripcionales Leu3 y Put3 participan en
el metabolismo de aminoacidos

El factor transcripcional Leu3 es un regulador transcripcional que interviene en la
biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada. Posee un dominio de union al DNA y
pertenece a los factores transcripcionales que unen dos atomos de zinc en la sexta
cisteina (Cyss Zn(ll)2), interactia con sus secuencias de activacion (UASLeu) que se
encuentran rio arriba en las regiones promotoras de LEU1, LEU2, LEU4, ILV2 e ILV5
(Friden y Schimmel, 1987). Leu3 se une al DNA como homodimero, reconoce la
secuencia 5-CCGN{4}CGG-3" y es capaz de unir una mitad evertida con cuatro pares
de bases de espacio (se ha demostrado que este tipo de proteinas reconocen un par de
tripletes CGG orientados ya sea de manera directa: CGGN{4}CGG, invertida:
CGGN{4}CCG o evertida: CCGN{4}CGG, donde N4 indica 4 nuclettidos) (Fitzgerald
et al., 2006). Cuando Leu3 reconoce su sitio de union al promotor, éste puede actuar
como activador o represor transcripcional. Su accion como activador depende de la
concentracion del coactivador o-isopropilmalato a-IPM  producido por las
isopropilmalato sintetasas Leu4 y Leu9 (Marobbio et al., 2008). La ausencia del a-1IPM

permite que Leu3 actle como represor (Sze, et al., 1992) (figura 11).
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Figura 11. Leu3 regula el metabolismo de la leucina. a) La regulacion especifica de la sintesis de
leucina se lleva a cabo por el factor transcripcional Leu3 y el coactivador a-IPM. Las isoenzimas
mitocondriales Leu4 y Leu9 utilizan como sustrato el cetoisocaporato (KIC) para producir a-1PM, el cual
se transporta al ntcleo y se une al factor Leu3 e induce la expresién de LEU1, LEU2, LEU4, ILV2 e ILV5.
b) La presencia de leucina inhibe a la Leu4-Leu9 y, por tanto, la produccion del coactivador a-IPM que
requiere Leu3 para la activacién de la transcripcion de sus genes blanco (imagen modificada de Friden y
Schimmel, 1988).

a) b)

pegN /)
[N]@ i

KIC

18



En la levadura S. cerevisiae la prolina es transportada dentro de la célula por la
permeasa general de aminoacidos Gapl y por Put4, un transportador especifico para
prolina. En el nucleo, la prolina se une al factor Put3 provocando un cambio
conformacional en su estructura y la induccion de la expresion de los genes PUTL y
PUT2 (Marczak y Brandiss, 1991). La prolina es convertida a glutamato en la
mitocondria por la prolina oxidasa Putl y Al-pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa
Put2 (Brandis, 1987; Sellick y Reece, 2003) (figura 12).

Prolina
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HzC\N/C\
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U \
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Put3 PUTD

Figura 12. Put3 regula el catabolismo de la prolina. La prolina es transportada por Gapl y Put4, en el
nacleo la prolina se une a Put3 provocando un cambio conformacional en su estructura y la induccion de
PUT1 y PUT2. La prolina es convertida a glutamato en la mitocondria por los productos de los genes PUT1
y PUT2 (Imagen modificada de Sellick y Reece, 2003).

Prolina

El factor transcripcional Put3 es un regulador que interviene en el catabolismo de
la prolina. Posee un dominio de union al DNA en el N-terminal y pertenece a los
factores transcripcionales que unen dos atomos de zinc en la sexta cisteina (Cyses
Zn(I1)2). Interactia con sus secuencias de activacion (UASput3) que se encuentran rio
arriba en las regiones promotoras de los genes blanco PUT1 y PUT2 (Selleck y Majors,
1987). Put3 se une como homodimero, reconoce la secuencia 5'-CGGN{10}CCG-3" y
es capaz de unir una mitad evertida (polaridad opuesta e invertida) de CGG con diez

pares de bases de espacio (Swaminathan et al., 1997).
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Planteamiento del problema
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En Saccharomyces cerevisiae, el dltimo paso en la biosintesis y el primero en el
catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada (BCAAS) valina, isoleucina y leucina
(VIL) se lleva a cabo por las aminotransferasas de cadena ramificada (BCATS)
codificadas por los genes parélogos BAT1 y BAT2 (Colon et al, 2011).

La regulacion transcripcional de BAT1 y BAT2 ha sido poco estudiada, sin embargo
analisis in silico de sus secuencias promotoras sugieren que contienen elementos cis
consenso y conservados con respecto a las levaduras Saccharomyces sensu stricto. La
region regulatoria de BAT1 contiene sitios de union para los factores transcripcionales:
Gcend, Leu3d, Adrl y Put3, mientras que la region regulatoria de BAT2 contiene sitios de
unién para los factores: Leu3, GIn3, Abfl, Put3, Nrgl y Hap. Resulta interesante que
ambos promotores hayan conservado los sitios de unién para los factores Put3 y Leu3.
Es posible que la conservacion de estos elementos cis sea la clave en la regulacion
transcripcional de BAT1 y BAT2. Estudiar la participacion de PUT3 y LEU3 en la
regulacién transcripcional de los paralogos BAT1 y BAT2 en condiciones biosintéticas y

catabolicas, representa un buen modelo para determinar dicha coordinacion regulatoria.
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3.1. Objetivo general

Determinar la participacion de PUT3 y LEU3 en la regulacién transcripcional de los

paralogos BAT1 y BAT2 de Saccharomyces cerevisiae.

3.2. ODbjetivos particulares

1.- Construir las mutantes sencillas put3A, leu34 y la doble mutante put3Aleu3A

mediante recombinacion homdloga.

2.- Determinar la velocidad especifica de crecimiento en las mutantes sencillas put3A,
leu3A y la doble mutante put3Aleu3A en medio minimo con glutamina (Q), acido
gamma-aminobutirico (GABA) o valina (V), isoleucina (1) y leucina (L) como Unica
fuente de nitr6geno.

3.- Analizar la expresion de BAT1 y BAT2 en diferentes densidades opticas (0.3, 0.6, 1.3

y 2.4) mediante ensayos tipo northern blot.

4.- Determinar la expresion de BAT1 y BAT2 en las mutantes sencillas put3A, leu3A y la
doble mutante put3Aleu3A en medio minimo con glutamina (Q), &cido gamma-
aminobutirico (GABA) o valina (V), isoleucina (1) y leucina (L) como Unica fuente de

nitrégeno.
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4.1. Construccion de mutantes

Con el proposito de analizar la regulacion transcripcional de BAT1 y BAT2 por PUT3y
LEUS, se construyeron las mutantes sencillas put3A, leu3A y la doble put3Aleu3A. La
construccion de mutantes se realiza mediante el protocolo de transformacion de acetato
de litio (Gietz y Woods, 2002).

La construccion de las mutantes se realiza mediante recombinacion homologa en
el gen de interés con los modulos kanMX4 o NAT, que confieren resistencia a los
antibioticos geneticina (G418) o NAT/nourseotricina, respectivamente.

Para construir la mutante sencilla put3A se lleva a cabo una PCR con los
oligonucleodtidos J1 y J2 (ver apéndice), utilizando como molde el plasmido pFA6a-
kanMX6 (ver apéndice). El producto de PCR (mddulo) contiene el casete kanMX4
flanqueado por 50 pb del UTR 5" y 52 pb del UTR 3" del gen PUT3 (ver tabla IlI). El
modulo obtenido tiene un tamafio de 1840 pb y se purifica con el kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System de PROMEGA. Una vez purificado, se transforma la cepa
CLA1-2 siguiendo el protocolo de transformacion de levadura con acetato de litio (Gietz
et al., 2002). Las transformantes son seleccionadas en medio sélido YPD-geneticina, a
una concentracion de 200 pg/mL. Se dejan crecer a una temperatura de 30 °C por 48 h.
Al terminar este tiempo se toman 5 colonias candidatas y se confirman por PCR, después
se realiza el proceso de purificacién que consiste en reestriar 3 veces las colonias en
medio so6lido YPD-geneticina (figura 13).

Para obtener la doble mutante put3Aleu3A, primero se sustituye el mdédulo
kanMX4 de la mutante leu3A por el casete NAT, mediante recombinacion homdloga. La
sustitucion del modulo se confirma por PCR. EI mddulo de NAT se obtiene mediante la
digestion del plasmido p4339 con la enzima de restriccion EcoR1. EI médulo se purifica
por el kit descrito anteriormente. Posteriormente. la mutante leu3::NAT se transforma
con el médulo kanMX4 flanqueado por las regiones homdlogas del gen PUT3, siguiendo
el mismo procedimiento que para la construccion de la mutante sencilla put3A. La doble
mutante se selecciona en medio s6lido YPD-geneticina (200 pg/mL) y nourseotricina
(100 pg/mL).
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Figura 13. Transformacion de levadura por acetato de litio. 1) EI médulo se obtiene a partir del plasmido pFA6a-kanMX6 por PCR. Los oligonucledtidos
contienen ~50 pb homoblogos a la region de recombinacién (color morado). 2) EI médulo se purifica con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System de
PROMEGA. 3) La transformacion se realiza con 1 pg del médulo. 4) Para la confirmacidn de las mutantes se toman 5 colonias, se obtiene el DNA total y se

confirman por PCR. 5) Se realizan 3 pases de purificacién al estriar colonias aisladas.
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4.2. Obtencion de DNA gendmico

Para obtener DNA total de levadura se sigue el protocolo descrito por Hoffman y
colaboradores (Hoffman et al., 1987). Se toma una colonia de las cepas isogénicas
CLA1-2, put3A, leu3A y put3Aleu3A colocandose en medio liquido YPD por 16 horas,
con una agitacion de 250 revoluciones por minuto (rpm), a una temperatura de 30 °C.
Las células se colectan por centrifugacion, se realizan 3 lavados con agua bidestilada
estéril, se transfirieren a tubos de polipropileno y se resuspenden con Triton X-100 y
fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1). Se lisan las células por choque mecéanico al
agregar perlas de vidrio y se agitan vigorosamente en el vortex. EI DNA se resuspende
en agua bidestilada estéril y se mide su concentracién en el Nanodrop 2000 de Thermo
Scientific.

4.3. Confirmacion de mutantes

Para confirmar la insercion de los modulos kanMX4 o NAT en el locus correspondiente,
se verifican mediante PCR con la polimerasa Phusion High-Fidelity DNA polymerase
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) (tabla I).

Tabla I. Componentes para una PCR de confirmacion.

Elemento Concentracién del Cantidad (pL)
Stock
Agua - 34 uL
DMSO - 1.5 uL
Buffer Phusion 5X 5X 10 uL
Oligo forward 100 ng/uL 0.5 uL.
Oligo reverse 100 ng/pL 0.5 uL
dNTP’s 10 mM 1 uL
DNA genémico 100 ng/uL 0.5 uL
Polimerasa 2 unidades/pL 2 ulL
VVolumen total 50 uL
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Se utilizan oligonucledtidos que hibridan con la region UTR 57y 3"del locus de interés.

Para verificar la mutante put3A se utilizan los oligonucle6tidos J3 y J4 (ver apéndice), en

el caso de la insercion del modulo NAT en la doble mutante put3Aleu3A se utilizan los

oligonuclettidos J5 y J14, para ambas confirmaciones se emplea el programa de PCR de

la tabla Il.

Tabla I1. Programa de PCR para confirmar las mutantes.

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
(minutos)

98 5 1
98 207

63 2 30
72 2

72 10

4 o) 0

Al producto de PCR se le realiza una electroforesis en un gel de agarosa al 1%

con el buffer de corrida TAE 1X y el marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA

Ladder para comparar el tamafio del fragmento amplificado de las construcciones y el

gen silvestre.
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4.4. Condiciones de crecimiento y caracterizacion fenotipica de
las mutantes

Con la finalidad de caracterizar a las mutantes fenotipicamente, se realizan curvas de
crecimiento. Las cepas se crecen en medio minimo (MM) con sales (2%), elementos
traza (0.1%) y vitaminas (0.1%) usando como fuente de carbono dextrosa al 2%.
Dependiendo del experimento, la fuente de nitrogeno usada es glutamina (3%), GABA
(3 %), valina (0.15%), isoleucina (0.03%) y leucina (0.1%). Se adiciona uracilo (0.02%)
para complementar la auxotrofia. Todos los cultivos se incuban a 30 °C a 250 rpm.

Para la caracterizacion fenotipica de las mutantes put3A, leu3A y put3Aleu3A se
inoculan 3 réplicas bioldgicas de cada cepa por 16 horas en un volumen de 50 mL de
MM, uracilo (20 mg/Lt), glucosa al 2% y glutamina (3%), GABA (3%), valina (0.15%),
isoleucina (0.03%), leucina (0.1%), a una densidad éptica inicial (DO; 600 nm) de 0.05. Se
lee la DO cada 2 horas por 12 horas, después se lee cada 4 horas hasta que la curva de
crecimiento refleje la fase estacionaria. Al finalizar este tiempo se obtiene la curva y la

velocidad especifica de crecimiento (figura 14).
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Figura 14. Esquema de la caracterizacion fenotipica. 1) Las tres réplicas bioldgicas de cada cepa se
inoculan a una DO, de 0.05. 2-3) Se lee la DO cada 2 horas hasta que la curva de crecimiento refleje la
fase estacionaria. 4) Se obtiene la curva y la velocidad especifica de crecimiento.
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4.5. Extraccion y electroforesis de RNA total

Para determinar la participacion de PUT3 y LEU3 en la regulacion transcripcional de
BAT1 y BAT2, se cuantificd su expresion en un fondo put3A, leu3A y put3Aleu3A
mediante northern blot (Sambrook y Russell, 2001).

Las cepas isogénicas se inoculan en medio minimo con glutamina, GABA o VIL,
como Uunicas fuentes de nitrégeno y se extrae el RNA total por el método de fenol-
cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 2006). Las células se obtienen a una DO de 0.5y se
colectan por centrifugacion a 3000 rpm por 5 minutos y se realiza un lavado con agua
DEPC (0.1%). Las células se colocan en agitacion por 60 minutos a 65 °C con 400 uL
de solucion TES (Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, EDTA 10 mM, pH 8 y SDS 0.5%) y 400 pL
de fenol acido. Al finalizar los 60 minutos los tubos de polipropileno se colocan en hielo
por 10 minutos y se centrifugan a 14000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se transfiere la fase
acuosa a otro tubo y se agrega 400 uL de cloroformo, después se centrifugan a 14000
rpm por 5 minutos a 4 °C, se transfiere la fase acuosa a otro tubo, se agrega acetato de
sodio (NaCHsCOO 3M pH 5.3) y etanol absoluto frio. Las muestras de RNA obtenidas
se dejan precipitando a -20 °C durante 16 horas. Posteriormente se centrifugan los tubos
a 14000 rpm a 4 °C por 15 minutos, el etanol absoluto se decanta y se deja evaporar
durante 15 minutos, se resuspende la pastilla en 40 uL de agua con DEPC y se mide su
concentracion en el Nanodrop 2000 de Thermo Scientific.

Para preparar el gel de formaldehido se mezcla 1 g de agarosa con 84 mL de
agua, 10 mL de MAE10X y 6 mL de formaldehido. Las muestras de RNA se preparan
mezclando 25 pL de tampon de muestra de RNA (formamida desionizada,
formaldehido, MAE 10X, glicerol al 80% y azul de bromofenol al 2%), 1.5 uL de
bromuro de etidio (1%) y 20 pg de RNA. Las muestras se incuban a 65 °C durante 15
minutos y se colocan en el gel previamente descrito. La electroforesis se realiza a 65

volts por 6 horas.
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4.6. Transferencia por capilaridad

Una vez obtenido el gel, se hacen dos lavados de 20 minutos con SSC 10X, a
continuacion se coloca el sistema de transferencia. En este sistema se coloca un papel
filtro de 14 cm x 40 cm, previamente humedecido con SSC 10X, permitiendo que las
orillas queden sumergidas en el SSC 10X. Se coloca el gel y se humedece la membrana
de Hybond-Nylon con agua bidestilada, después se sumerge en SSC 10X y se coloca
encima del gel. Se colocan dos papeles filtro previamente humedecidos con SSC 10X
encima de la membrana de Hybon-Nylon, por ultimo, se coloca una pila de servitoallas
y algln objeto que pese aproximadamente 1 kilo. Se deja transferir por 8-16 horas. Al
concluir la transferencia se retira la membrana y se fijan los RNA en el Stratalinker
(Autocrosslinker).

4.7. Sintesis y verificacion de sondas radiactivas

Se realiza una PCR a partir de DNA genomico con la finalidad de obtener el DNA
templado para el marcaje de sondas radiactivas. Los oligonucle6tidos utilizados para
cada PCR fueron BAT1 (J6 y J7), BAT2 (J8 y J9), PUT3 (J10 y J11) y ACT1 (J12 y J13).
Las sondas se sintetizan usando el kit Prime-It Random Primer Labeling Kit de
Stratagene. Para preparar la PCR se usan 25 ng de templado de DNA, se afiade agua
libre de DNAsas y 10 uL de random oligonucleotide primers.

Se calienta el tubo de la reaccion por 5 minutos en un bafio de agua hirviendo,
después se deja enfriar por 5 minutos a temperatura ambiente y se afiade 10 L de dCTP
primer buffer 5X, 3 uL de [a®® P] dCTP y 1 pL de enzima Exo (-) Klenow
(5 unidades/uL). Se mezcla la reaccion y se incuba el tubo de la reaccion a 37 °C por
15 minutos. Al concluir este tiempo se detiene la reaccion afiadiendo 2 pL. de stop mix y
se agrega 50 pL de agua libre de DNAsas.

De la sonda radiactiva se realiza una dilucion 1:100, de esta dilucion se toman
2 uL y se colocan sobre un papel filtro con carga idnica, se repite este proceso para
2 papeles filtro y se marcan como lavado y no lavado. Se lava el filtro marcado como
lavado 3 veces por 5 minutos en 25 mL de Na2HPO4 0.5 M, 2 veces por 1 minuto en

25 mL de agua desionizada y 2 veces por 1 minuto en 25 mL de etanol industrial.

31



Cuando se termina de evaporar el etanol se coloca cada filtro en un vial y se agrega
10 mL de liquido de centelleo y se cuantifica en el contador de centelleo. Se calcula el

porcentaje de incorporacion de la siguiente manera:

NuUmero de cuentas filtro lavado
NuUmero de cuentas filtro no lavado

X 100 = % de incorporacion

4.8. Hibridacion de la sonda radiactiva

La membrana de Hybond-Nylon se incuba en 30 mL de solucion de prehibridacion (SDS
10%, NaH2PO4 1 M pH 7.2 y EDTA 0.5 M) durante 1 hora. Posteriormente se agrega la
sonda radiactiva por 12 horas. Se retira la sonda radiactiva y se hacen 2 lavados de bajo
rigor (SSC 2X y SDS 0.1%) y 2 de alto rigor (SSC 0.15X y SDS 0.1%), ambos a
65 °C, uno durante 5 minutos y otro por 15 minutos. Al finalizar los lavados la
membrana se envuelve en plastico autoadherible y se deja en un caset de exposicion auto
radiogréafico. Para reutilizar la membrana se hacen los lavados necesarios para eliminar
la radiactividad con SDS 0.5% hirviendo por 5-15 minutos hasta que ya no se detecta

sefial con el contador Geiger.

4.9. Obtencion y analisis de datos

La obtencion de datos se realiza en un Typhoon 9400 Variable Mode Imager

con el software Typhoon Scanner Control v5.0 con las siguientes caracteristicas:

Modo de adquisicion: Almacenamiento de fésforo

Modo de fosforo: Mejor sensibilidad y tamafio del pixel: 200 microns

El anélisis de datos se realizo con el software Image Quant 4.2.
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5.1. Confirmacion de mutantes

Con el propdsito de analizar la regulaciéon transcripcional de BAT1 y BAT2, se
construyeron las mutantes sencillas put3A, leu3A y la doble put3Aleu3A. La construccion
de mutantes se realiza mediante el protocolo de transformacion de acetato de litio (Gietz
y Woods, 2002).

La construccion de las mutantes se realiza mediante recombinacién homdloga en
el gen de interés con los modulos kanMX4 o NAT, que confieren resistencia a los
antibioticos geneticina (G418) o NAT/nourseotricina, respectivamente.

El gen silvestre PUT3 tiene un tamafio de 2930 pb, al realizar la transformacién
se espera un tamafio de 1500 pb. En la figura 15 se muestra la confirmacién de la
mutante put3A. En el carril 1 (figura 15a) se observa el tamafio de la cepa silvestre de
2930 pb y en el carril 2 la mutante put3A de 1500 pb. De igual forma se generé la
mutante leu3::NAT, como se observa en la figura 15b, en el carril 1 se muestra el tamafio
del gen LEU3 silvestre de 2661 pb y en el carril 2 y 3, el de la mutante leu3::NAT de 800
pb. Para la construccion de la doble mutante put3Aleu3A, se confirmé la insercion del
modulo kanMX4 a partir de la mutante sencilla leu3::NAT. En la figura 15¢ se muestra la

confirmacion de la doble mutante put3Aleu3A.
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Figura 15. Confirmacion de las mutantes sencillas put3A, leu3A y la doble put3Aleu3A. Las construcciones
fueron confirmadas mediante PCR. a) El tamafio esperado para put3A es de 1500 pb comparado con el gen
silvestre de 2930 pb. b) Para la mutante /eu3A el tamafio esperado es de 800 pb comparado con el gen silvestre
de 2661 pb. ¢) La doble mutante puz3Aleu3A se construye a partir de la mutante leu3::NAT. Se eliminé el gen
PUT3 (2930 pb) con el médulo de KanMX (1500 pb).

35



5.2. Caracterizacion fenotipica de las mutantes sencillas put3A,
leu3A 'y la doble put3Aleu3A

Las aminotransferasas son enzimas que catalizan reacciones reversibles que permiten la
biosintesis y/o el catabolismo de aminoacidos. En particular, las aminotransferasas Batl
y Bat2 participan en el metabolismo de valina, isoleucina y leucina (VIL) (Colén et al.,
2011). Sin embargo, la regulacion transcripcional de los pardlogos BAT1 y BAT2 ha
sido poco estudiada. En este trabajo se determind la regulacion transcripcional de BAT1
y BAT2 a través de PUT3 y LEU3. Para determinar el papel de PUT3 y LEU3 en la
regulacion transcripcional de BAT1 y BAT2, se generaron las mutantes sencillas put3A,
leu3A, y la doble put3Aleu3A como se describe en el apartado 4.1. Las mutantes
obtenidas fueron caracterizadas fenotipicamente mediante curvas de crecimiento. En la
tabla 111 se muestran las velocidades especificas de crecimiento de la cepa silvestre
(WT), las mutantes sencillas put3A, leu3A y la doble put3Aleu3A cultivadas en medio
minimo con glucosa + glutamina, GABA o VIL como fuentes de nitrogeno.

Tabla I11. Velocidad especifica de crecimiento de las mutantes sencillas put3A, leu3A'y
put3Aleu3A.

Cepa Fuente de nitrégeno
Glutamina | GABA VIL
WT 0.35 0.20 0.14
put3A 0.4 0.23 0.17
leu3A 0.25 0.17 0.12
put3Aleu3A | 0.24 0.16 0.11

En glutamina, la mutante sencilla puz3A aument6 su velocidad de crecimiento un 15%
con respecto a la WT, mientras que en las mutantes /eu3A y la doble put3Aleu3A
reducen su velocidad de crecimiento hasta un 30% con respecto a la cepa silvestre. En
GABA o0 VIL, la cepa WT, las mutantes sencillas put3A, leu3A y la doble put3Aleu3A
reducen su velocidad de crecimiento con respecto a glutamina (figura 16). Este fenotipo

se debe a que la glutamina es una mejor fuente de nitrégeno que GABA y VIL. A partir
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del catabolismo de la glutamina se puede sintetizar asparagina, triptéfano, glutamato,
purinas y pirimidinas (Ljungdahl y Daignan-Fornier, 2012; Cooper, 1982).0tro dato que
resulta interesante en este estudio es el incremento en la velocidad de crecimiento de la
mutante sencilla put3A con respecto a la cepa silvestre en glutamina, GABA y VIL
(tabla 111 y figura 16a, b y c). De acuerdo a literatura, la mutante sencilla put3A tiene
efectos en el periodo de vida, este fendmeno se conoce como lifespan (Schleit et al.,
2013). El término lifespan es usado para definir el nimero finito de células hijas capaz
de producir una célula “madre” antes de salir irreversiblemente del ciclo celular
(Mortimer y Johnston, 1959). En la actualidad, el lifespan ha sido estudiado en el
envejecimiento celular de la levadura S. cerevisiae permitiendo identificar los genes que
estan implicados en el proceso de envejecimiento (Sinclair et al., 1998; Garay et al.,
2014).

Este tipo de estudios han sido utilizados por Schleit y colaboradores para
demostrar que 166 mutantes sencillas (incluyendo a puz3A) tienen efecto en el lifespan.
El estudio de Schleit concluye que la mutante sencilla puz3A disminuye el lifespan de S.
cerevisiae (Schleit et al., 2013). Recientemente se ha demostrado que las mutantes que
reducen el lifespan estan relacionadas con la funcion mitocondrial, la biosintesis de
purinas de novo, funcion vacuolar y autofagia (Garay et al., 2014). Actualmente se sabe
que el factor transcripcional Put3 reprime y/o activa la expresién de PUT1 y PUT2 que
codifican para las enzimas mitocondriales Putl y Put2 involucradas en el catabolismo de
la prolina (Marczak y Brandiss, 1991). Por tanto, el aumento de la velocidad de
crecimiento y/o la disminucion de lifespan en la mutante put3A, podria estar relacionado
con la desregulacion de la homeostasis mitocondrial de la célula.

Por otra parte, la disminucion de la velocidad de crecimiento de la mutante
sencilla leu3A en glutamina, GABA o VIL con respecto a la cepa silvestre (tabla Il y
figura 16a, b y c) puede deberse a que el factor transcripcional Leu3 esté involucrado en
la regulacion transcripcional de los genes que participan en la biosintesis y catabolismo
de los aminoacidos de cadena ramificada valina, isoleucina y leucina, por tanto, la
mutante sencilla leu3A es braditrofa (auxotrofa parcial) de estos tres aminoacidos VIL
(Kolhaw, 2003). Ademas, estudios de Alvers y colaboradores demostraron que la

mutante sencilla leu3A también esté involucrada en el efecto lifespan de S. cerevisiae, en
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el estudio se observé la importancia de la relacion entre la mutante /eu3A y la autofagia,
concluyendo que la delecion de LEU3 resulta en una gran extension del lifespan (Alvers
et al., 2009). Finalmente, estudios de Garay y colaboradores confirman que la mutante
leu3A aumenta el lifespan, es decir cada célula madre produce méas células hijas en una
mutante sencilla leu3A con respecto a la cepa silvestre. Por tanto, la disminucién de la
velocidad de crecimiento y/o el aumento del lifespan en la mutante leu3A, podria
deberse a que; i) Leu3 es el factor transcripcional de los genes ILV2, ILV5, LEU4, LEU9,
LEUL, LEU2 y BAT1 que codifican para las enzimas mitocondriales involucradas en la
biosintesis y catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada: valina, isoleucina y
leucina, generando una auxotrofia parcial por estos mismos, ii) la ausencia de Leu3
provoca una desregulacion de la homeostasis mitocondrial que permite la expansion del
lifespan. Con respecto a la velocidad de crecimiento de la doble mutante puz3Aleu3A, se
puede inferir que este fenotipo se debe a la mutante sencilla leu3A. El fenotipo leu3A
predomina sobre el de la put3A.

Otro dato interesante es que la fase lag de la mutante sencilla leu3A y la doble
mutante put3Aleu3A es mas largo respecto a la WT y la derivada isogénica put3A en
glutamina y GABA como fuentes de nitrogeno (figura 16a y b), sugiriendo que en un
fondo leu3A la adaptacion de la célula al medio de crecimiento se afecta de manera
negativa en ausencia de LEU3, esto puede deberse a que como se menciond
anteriormente Leu3 estd involucrado en la regulacion transcripcional de los genes que
participan en la biosintesis y catabolismo de los aminoécidos de cadena ramificada
(Kolhaw, 2003). Por otra parte en VIL como fuente de nitrogeno la fase lag de la
mutante sencilla leu3A y la doble mutante put3Aleu3A es similar a la WT y put3A (figura
16c), esto se debe a que la ausencia de LEU3 es “complementada” (recupera el fenotipo
de la cepa WT) al estar VIL en el medio de crecimiento como fuente de nitrégeno. Por el
contrario la fase exponencial en la WT y la mutante sencilla put3A es alcanzada en
menor tiempo respecto a la mutante leu3A y la doble mutante put3Aleu3A en glutamina
y GABA como fuentes de nitrogeno (figura 16a y b). En VIL la fase exponencial de la
mutante sencilla leu3A y la doble mutante put3Aleu3A es similar a la WT y la mutante

sencilla put3A (figura 16c¢).

38



a) Curva de crecimiento en glutamina+glucosa b) Curva de crecimiento en GABA+glucosa
10 10
—1
: : ——
3 g ;
2 ——wT $ 7 L L ——wr
& g ¥
3 ~f—put3a 3z _ —-putas
2 2 15
2 leu3a E 01 - l leusn
a e pUL3AIRU3L Q W —<—put3leu3n
0.01 l
0 0 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
C) Curva de crecimiento en VIL+glucosa

10

»—illL

: 1
——WT
1 ——put3a
leusa

Densidad 6ptica 600 nm

Figura 16. Curvas de crecimiento de las mutantes sencillas put3A, leu3A y put3Aleu3A. La curva de
crecimiento fue determinada en la cepa WT y sus derivadas isogénicas put3A, leu3A y put3Aleu3A. Las
cepas fueron cultivadas en medio minimo glucosa (2%) como fuente de carbono y glutamina (3%), GABA
(3%) o valina (0.15%), isoleucina (0.03%) y leucina (0.1%) (VIL) como fuente de nitrégeno. Los resultados
representan el promedio de 3 réplicas bioldgicas.

5.3. La expresion de BAT2 depende de la calidad de la fuente
de nitrogeno

Se determind la expresién en los transcritos de BAT1 y BAT2 en relacién a la calidad de
la fuente de nitrégeno. Para ello se crecieron cultivos de la cepa silvestre CLA1-2 a 0.3,
0.6, 1.3 y 2.4 de densidad Optica en presencia de una fuente de nitr6geno primaria
(glutamina) y secundaria (GABA). Posteriormente se analizo la cantidad de transcrito de
ambos genes mediante northern blot.

La cinética de expresion de BAT1 y BAT2 se muestra en la figura 17. En
glutamina, la expresion de BAT1 se induce en la fase exponencial y se reprime en la fase
estacionaria, mientras que BAT2 no se expresa en esta condicién. En GABA, la
expresion de BAT1 y BAT2 se induce durante la fase exponencial y se reprime en la fase
estacionaria. Por tanto, la expresion de BAT1 no depende de la calidad de la fuente de
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nitrégeno, se expresa tanto en glutamina como en GABA. Sin embargo, la expresion de
BAT2 depende de la calidad de la fuente de nitrégeno, en glutamina se reprime y en
GABA se induce, sugiriendo que la expresion de BAT2 estd sujeta a la Represion
Catabdlica Nitrogenada (NCR). Los genes regulados por NCR responden a la calidad de
la fuente de nitrogeno mediante 4 factores transcripcionales de la familia GATA: GIn3,
Gatl, Dal80 y Gzf3 (Cooper, 2002). En presencia de fuentes secundarias de nitrégeno
como GABA, prolina y VIL, los factores GIn3 y Gatl estadn localizados en el ndcleo
unidos a sus secuencias GATA, esto permite la activacion de genes relacionados con el
catabolismo de fuentes secundarias de nitrogeno. Por el contrario, en fuentes primarias
de nitrégeno como amonio o glutamina, el activador GIn3 permanece secuestrado en el
citoplasma por la proteina Ure2; los represores Dal80 y Gzf3 residen en el nucleo
reprimiendo la expresion de genes relacionados con el catabolismo de fuentes
secundarias de nitrégeno (Zaman et al., 2008). Uno de los genes estudiados y sujetos a
NCR es UGA4, este gen codifica para la permeasa de gamma-aminobutirato (GABA).
Cuando se crece la levadura en ausencia de GABA, la expresion de UGA4 se reprime
por Dal80, mientras que en presencia de GABA, GIn3 entra al nlcleo y se une a su
secuencia GATA permitiendo la expresion de UGA4 (Soussi-Boudekou et al., 1997;
Cardillo et al., 2010). Al igual que UGA4, la expresion de BAT2 depende de la calidad
de la fuente de nitrégeno, se reprime en fuentes primarias y se induce en fuentes
secundarias de nitrégeno, ademas la region regulatoria de BAT2 contiene secuencias
GATA conservadas con las levaduras Saccharomyces sensu stricto. Esto sugiere que el

mecanismo de regulacion transcripcional de BAT2 esta sujeto a NCR.
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Figura 17. Perfil de expresién de BAT1 y BAT2 en glutamina y GABA como fuente de
nitrégeno. Se obtuvieron muestras de RNA total de la cepa WT cultivada en glucosa como
fuente de carbono y glutamina o GABA como fuentes de nitrogeno. Las muestras se
obtuvieron a 0.3, 0.6, 1.3 y 2.4 de densidad 6ptica. Como control de carga, la membrana se
hibrid6 con la sonda SCR1. Los ntimeros indican el nivel de expresion relativo respecto a la cepa
silvestre.

5.4. PUT3 y LEUS3 regulan la expresion de BAT1 y BAT2 de
manera antagonica

Para determinar los posibles factores transcripcionales que regulan la expresion de BAT1
Oy BAT2, se realizd un andlisis in silico con la region regulatoria de ambos genes para
identificar los sitios de union a represores y/o activadores. EI promotor de BAT1 tiene
sitios de unidén para los reguladores transcripcionales Gen4, Leu3, GIn3, Adrl y Put3,
mientras que el promotor de BAT?2 tiene sitios para Leu3, GIn3, Abfl, Put3, Nrgl y Hap.
Una observacion interesante en el promotor de BAT2, es el triplete CCG que comparten
las secuencias UASputs ¥ UASLeuz (figura 10). Estos sitios de union, ademas, son
consenso y conservados en las levaduras sensu stricto (figura 9 y 10) sugiriendo su
importancia en la regulacion de BAT1 y BAT2. En este trabajo nos enfocamos en estudiar
la participacion de PUT3 y LEU3 en la regulacion transcripcional de BAT1 y BAT2. Con
este fin, se construyeron las mutantes sencillas put3A, leu3A y la doble put3Aleu3A

como se describe en el apartado 4.1 (figura 14). Para determinar la expresion de BAT1 y
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BAT2 en las mutantes sencillas put3A, leu3A y la doble put3Aleu3A se realizaron
ensayos tipo northern blot en glutamina, GABA y VIL, como fuentes de nitrogeno
(figura 18). La expresion de BAT1 se induce en glutamina o GABA y se reprime por su
producto final VIL. En un fondo put3A, la expresion de BAT1 no es afectada en
glutamina y GABA, en tanto que en VIL aumenta la expresion de BAT1 comparada con
la WT cultivada en glutamina, mientras que en un fondo leu3A o put3Aleu3A, la
expresion de BAT1 disminuye en glutamina o0 GABA (figura 18). Por tanto, la expresion
de BAT1 se regula negativamente por la accion de PUT3 y positivamente por LEU3.
Estudios recientes mediante inmunoprecipitacion de cromatina por PCR en tiempo real
(gChlP), han demostrado que Leu3 y Gcn4 se unen al promotor de BAT1 y activan su
transcripcion (datos no publicados, Gonzélez J. et al., 2014). Hasta ahora, no se ha
comprobado la unién de Put3 al promotor de BAT1 mediante qChlIPs, sin embargo, es
importante demostrar su papel represor en la regulacién transcripcional de BAT1 de
manera directa. En la actualidad, se ha determinado que Put3 activa la transcripcion de
los genes que codifican para las enzimas Putl y Put2 involucradas en el catabolismo de
prolina (Selleck y Majors, 1987). Nuestros datos indican que en un fondo put3A, la
expresion de BAT1 aumenta significativamente, sugiriendo por primera vez que Put3

actia como represor.
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Figura 18. La expresion de BAT1 y BAT2 se regula de manera antagénica por PUT3 y LEU3. Se
obtuvieron muestras de RNA total de las cepas isogénicas cultivadas en glucosa como fuente de
carbono y glutamina, GABA y VIL como fuentes de nitrdgeno. Las muestras se obtuvieron en fase de
crecimiento exponencial (DO 600 »m 0.4-0.6). Como control de carga, la membrana se hibrid6 con la
sonda de actina ACT1. Los nimeros indican el nivel de expresion relativo respecto a la cepa silvestre
cultivada en glucosa + glutamina.

La expresion de BAT2 se reprime en glutamina y se induce en GABA o VIL (figura 18).
La represion y la induccion de BAT2 en glutamina y GABA en un fondo put3A no son
afectadas, sin embargo, la induccién de BAT2 por VIL disminuye significativamente.
Estos datos sugieren que PUT3 tiene un efecto antagonico en la expresion de BAT1 y
BAT2, reprime la expresion de BATL e induce la expresion de BAT2 bajo la misma
condicion (VIL). Hasta ahora, Huang y Brandiss, han propuesto que Put3 es una
fosfoproteina cuyo estado de fosforilacion varia dependiendo de la calidad de la fuente
de nitrogeno presente en el medio. Sus experimentos demuestran que los estados de
fosforilacion de Put3 estan correlacionados con la expresion de sus genes blanco, es

decir, la mayor expresion de PUT1 y PUT2 se presenta en prolina y con ello el mayor
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estado de fosforilacion de Put3, mientras que en GABA vy arginina la expresion de PUT1
y PUT2 disminuye, acompafiado de un estado menor de fosforilacion de Put3 (Huang y
Brandiss, 2000). Sin embargo, nuestros datos indican que en VIL, PUT3 regula
negativamente la expresion de BAT1 y regula positivamente la expresion de BAT2, es
decir bajo la misma condicion fisiolégica donde Put3 tiene el mismo estado de
fosforilacion, para un caso activa y para el otro reprime. Por tanto, Put3 no solo puede
activar la expresion de un gen dependiendo de su estado de fosforilacién, sino que
también puede activar y reprimir la expresion de genes en la misma condicidn
fisioldgica.

La expresion de BAT2 en glutamina o0 GABA aumenta significativamente en un
fondo leu3A y put3Aleu3A, indicando que LEU3 regula de manera negativa (figura 18).
Sin embargo, la induccién de BAT2 por VIL, disminuye significativamente en los
mismos fondos genéticos, sugiriendo que LEU3 regula negativamente y/o positivamente
la expresion de BAT2 dependiendo de la condicion fisioldgica. De acuerdo a la literatura,
Leu3 puede actuar como represor o activador dependiendo de la concentracion del
coactivador a-IPM producido por las a-isopropilmalato sintetasas Leud y Leu9 (figura
11) (Marobbio et al., 2008). En presencia de o-IPM, Leu3 actia como activador,
mientras que en ausencia de a-IPM Leu3 actia como represor (Sze et al., 1992). En
nuestro estudio uno de los principales hallazgos fue dilucidar que LEU3 regula
positivamente y/o negativamente la expresion de BAT1 y BAT2 bajo la misma condicion
fisioldégica (figura 18). Por tanto, LEU3 codifica para una proteina que puede activar y/o
reprimir independientemente del o-IPM, sugiriendo que debe existir otro mecanismo
molecular de activacion-represion alterno al propuesto por Sze y colaboradores (Sze
et al., 1992). Nosotros proponemos que la activacion y/o represién de Leu3 podria
depender de la accién combinada de varios factores transcripcionales que responden a
una sefializacion particular y que se unen a los promotores de genes que codifican para
enzimas que participan en una via metabolica especifica. En este caso, la expresion de
BAT2 corresponde a un perfil de expresion de un gen catabolico que responde a la
calidad de la fuente de nitrdgeno, se reprime en glutamina y se induce por GABA 'y VIL.
Ademas, estudios recientes mediante gChIP han demostrado que la expresion de BAT2

depende de la accion de Leu3 y GIn3. Es probable que Leu3 esté interaccionando con

44



otras proteinas que le permitan activar o reprimir la expresion de un gen. Otra
posibilidad es que Leu3 reclute proteinas y/o complejos remodeladores de cromatina que
permiten la activacion o represion de la expresion de un gen. Un ejemplo de este tipo en
S. cerevisiae es la proteina Rapl, que acta como activador y represor. Su funcién como
activador esta relacionada con todos los promotores de genes que codifican proteinas
ribosomales y enzimas implicadas en la glicolisis y sintesis de aminoacidos. Sin
embargo, cuando Rapl se une a regiones teloméricas promueve la formacion de
heterocromatina (Marcand P. et al., 1994; Devlin, C. et al., 1991).

Hasta aqui nuestros datos sugieren que PUT3 y LEUS3 tienen efectos antagonicos
en la expresion de BAT1 y BAT2. De acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo y la
literatura, se propone el siguiente modelo de regulacién transcripcional (figura 19). Los
genes PUT3 y LEU3 codifican para los factores Put3 y Leu3 que actGan como
activadores y/o represores en la expresion de BAT1 y BAT2. En glutamina, Leu3 activa
la expresion de BAT1 y reprime la expresion de BAT2 (figural9), en tanto que en VIL
Leu3 activaa BAT2 y Put3 reprime la expresion de BAT1 e induce la expresion de BAT?2
(figura 19). Resulta interesante que los paralogos BAT1 y BAT2 en S. cerevisiae se
subfuncionalizaron a través de la divergencia de su expresion coordinada por la accién
de Put3 y Leu3.
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La velocidad de crecimiento de la mutante sencilla put3A es mayor respecto a la
cepa WT, leu3A y la doble mutante put3Aleu3A en glutamina, GABA 'y VIL.

La fase lag de la curva de crecimiento es mayor en un fondo genético leu3A y
put3Aleu3A en glutamina y GABA.

La fase exponencial de la curva de crecimiento se alcanza mas rapido en la cepa
WT y put3A en glutamina y GABA.

La expresion de BAT1 en fuentes de nitrégeno primarias y secundarias depende
positivamente de LEU3.

La expresion de BAT1 se reprime en presencia de los tres aminoéacidos de cadena
ramificada (valina, leucina e isoleucina), BAT1 se desreprime en un fondo put3A.

El perfil de expresidn de BAT1 corresponde al de un gen biosintético.

La expresion de BAT2 depende de la fuente de nitrogeno: en fuentes secundarias
se induce y en fuentes primarias se reprime. La induccion en presencia de los
tres aminoacidos (valina, leucina e isoleucina) depende positivamente de PUT3 y
LEU3, mientras que la represion en glutamina es aliviada en un fondo leu3A.
Esta activacion-represion posiblemente depende de cambios en la organizacion
de la cromatina.

La expresion de BAT2 alcanza su nivel mas alto en presencia de los tres
aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina).

El perfil de expresién de BAT2 corresponde al de un gen catabdlico.

BAT1 y BAT2 han diversificado su expresién mediante la regulacion positiva y/o
negativa de PUT3 y LEUS.
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7.1. Perspectivas

Determinacion de la union de Put3 y Leu3 en los promotores de BAT1 y BAT2 bajo
diferentes condiciones fisioldgicas

En este trabajo se determind Unicamente si PUT3 y LEU3 regulan la expresion de BAT1
y BAT2. Seria interesante determinar bajo qué condiciones fisiologicas Put3 y Leu3 se

unen al promotor de BAT1 y BAT2 mediante inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP).

Identificacion de los genes blanco que se activan y/o reprimen por Put3y Leu3

Seria interesante identificar qué otros genes blanco son regulados por Put3 y Leu3. Para
ello se podria analizar el transcriptoma de S. cerevisiae en las mutantes put3A y leu3A
mediante secuenciacion total del RNA (RNA-Seq). También seria interesante analizar la
unién de Put3 y/o Leu3 en el genoma de S. cerevisiae mediante secuenciacion total de

los productos obtenidos por inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP-Seq).
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7.1. Genotipo de las construcciones,
oligonucledtidos utilizados

Tabla I. Construcciones utilizadas en este trabajo.

plasmidos vy

Cepa Genotipo Referencia
Clal-2 MATa PUT3 LEU3 ura3 leu2::LEU2 Quezadaet al.,
2008.
put3A MATa put3A::kanMX4 LEU3 ura3 leu2::LEU2 Este trabajo
leu3A MATa leu3A:: nat PUT3 ura3 leu2::LEU2 Este trabajo
put3A leu3A MATa put3A::kanMX4 leu3A::nat ura3 leu2::LEU2 Este trabajo

Tabla I1. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Descripcion

Referencia

pFA6a-kanMX6 Plasmido que contiene un modulo de
resistencia  para la  seleccion  de
transformantes en S. cerevisiae. Este modulo
KanMX contiene el ORF kan" de E. coli.
Permite la  seleccion  eficiente  de
transformantes resistentes al antibidtico
geneticina (G418).

Woach et al., 1994.

p4339 Plasmido que contiene un modulo de
resistencia  para la  seleccion  de
transformantes en S. cerevisiae. Este modulo
KanMX contiene un gen de resistencia que
permite  la  seleccion  eficiente  de
transformantes resistentes al antibidtico
nourseotricina (NAT).

Goldstein y
McCusker, 1999.
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Tabla I11. Oligonucle6tidos utilizados en este trabajo.

Cddigo | Oligonuclettido Secuencia

J1 Fo kan-h PUT3 5 GGT CCAACTAACTCATTG ATAGGATAA
TTGCAGTGATCT TAACGAGTT TAC GTA
CGC TGCAGG TCGAC ¥

J2 Re kan-h PUT3 5 CAT AAG AAA ACA AAG AAATCAGTATTT

TCTTCTTTIGTCTTTGTAATGG TGATCG
ATG AATTCGAGCTCG 3

J3 Fo conf-PUT3 5 GGC AAT GAG GTG GCG AATATT 3

J4 Re conf-PUT3 5 AGG CTACGT AAATGAGCT GTC 3

J5 Fo conf-LEU3 5 GCAATT TGAGGAACCTTCAACCY

J6 Fo sonda BAT1 5 ATC AAT AGT AAG GCT CGC AAACCG CCC ¥

J7 Re sonda BAT1 5 CAT GTA AAG TCC AGC GAG ATACCTTGGC 3

J8 Fo sonda BAT2 5 CAAACATCT TCG AAC GTG AAAACCTGC
CTCTGA GGG 3

J9 Re sonda BAT2 5 GTC CTT GAT ACCGAT AGGCCAGC 3

J10 Fo sonda PUT3 5 GGT CCAACT AACTCATTG ATAGGATAA

TTG CAG TGATCT TAACGAGTTTAY

Ji11 Re sonda PUT3 5 CAC CAT TAC AAA GAC AAA GAA GAA AAT
ACTGATTTCTTTGTTTTCTTATG 3

J12 Fo sonda ACT1 5 GTTTTG CCGGTGACGACY3

J13 Re sonda ACT1 5CTT TCG GCA ATACCT GGG 3

J14 Re conf-NAT 5 TAAGCCGTGTCGTCAAGAGTGG Y

52




7.2. Medios de cultivo y soluciones utilizadas

4. 1. Medio YPD

Extracto de levadura 1%
Peptona de caseina 2%
Dextrosa anhidra 2%
Agar (medio sélido) 2%

4. 2. Medio minimo (para preparar 1 L)

Vitaminas 1000X 1mL
Trazas 1000X 1mL
Sales 20 mL
Dextrosa 2049
Sulfato de amonio 59

Agar (medio sélido) 25¢

4. 3. Solucion A para extraccion de DNA

Triton X-100 2%
SDS 1%
NaCl 100 mM
Tris-HCI, pH 8 10 mM
Na-EDTA 1 mM

4.4. Solucion B para extraccion de DNA. Se prepara al momento.

Fenol:cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)

4. 5. Agua DEPC (agua libre de RNAsas)
Dietilpirocarbonato 0.1%

Se agita al menos 4 horas y se esteriliza en autoclave.

4. 6. Solucion TES
Tris-HCI 10 mM, pH 7.5
EDTA 10 mM, pH 8
SDS 0.5%



Preparar a partir de las soluciones stock (en agua DEPC), aforar y esterilizar en

autoclave.

4. 7. Acetato de sodio 3M, pH 5.3
Disolver en agua con DEPC, ajustar pH y esterilizar en autoclave.

4. 8. MAE 10X

MOPS

Acetato de sodio 50 mM

EDTA 10 mM

Ajustar pH con NaOH 10N, esterilizar por filtracion y conservar en refrigeracion

protegido de la luz.

4. 9. Tampdn de muestra RNA 1.25x
Formamida desionizada 2.2 mL

Formaldehido 0.8 mL
MAE 10X 0.5mL
Glicerol al 80% 0.4 mL

Azul de bromofenol al 2% 100 uL

Mezclar y conservar a -20 °C.

4. 10. Bromuro de etidio al 1%

Disolver en agua con DEPC y conservar a temperatura ambiente.

4,11. SSC 20X

NaCl 175.3 g

Citrato de sodio 88.2¢

Aforar a un litro con agua bidestilada y conservar a temperatura ambiente.

4. 12. Solucion de prehibridacion

SDS 10% 7 mL
NH2PO4 1M, pH 7.2 3mL
EDTA 0.5M 10 pL
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4. 13. Buffer de bajo rigor
SSC 2x
SDS 0.1%

4. 14. Buffer de alto rigor
SSC 0.15%
SDS 0.1%

4.15. Buffer TE 10X, pH 7.5
Tris-HCI 100 mM, pH 7.5 10 mL
EDTA 10 mM, pH 8.0 2mL
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