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Resumen 

 

Los parálogos BAT1 y BAT2 codifican para las aminotransferasas de cadena 

ramificada en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Estas aminotransferasas 

catalizan el primer paso de la biosíntesis y el último del catabolismo de los 

aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs), esto mediante la transferencia del 

grupo amino entre los aminoácidos de valina, isoleucina, leucina, y el α-ceto ácido. 

La regulación de BAT1 y BAT2 no ha sido muy bien estudiada. En la actualidad se ha 

propuesto que BAT1 y BAT2 tienen una expresión diferencial en diferentes fuentes 

de nitrógeno. La región regulatoria de ambos genes contiene sitios de unión a los 

factores transcripcionales Put3 y Leu3. En este trabajo nos propusimos determinar la 

participación de PUT3 y LEU3 en la regulación transcripcional de BAT1 y BAT2. 

Nuestros datos sugieren; i) la expresión de BAT1 en fuentes de nitrógeno primarias y 

secundarias depende positivamente de LEU3, ii) la expresión de BAT1 se reprime en 

presencia de los tres aminoácidos de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina), 

BAT1 se desreprime en un fondo put3Δ, iii) el perfil de expresión de BAT1 

corresponde al de un gen biosintético, iv) la expresión de BAT2 depende de la fuente 

de nitrógeno: en fuentes secundarias se induce y en fuentes primarias se reprime,      

v) la inducción en presencia de los tres aminoácidos (valina, leucina, isoleucina) 

depende positivamente de PUT3 y LEU3, mientras que la represión en glutamina es 

aliviada en un fondo leu3Δ, vi) la expresión de BAT2 alcanza su nivel más alto en 

presencia de los tres aminoácidos de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina), 

vii) el perfil de expresión de BAT2 corresponde al de un gen catabólico, viii) BAT1 y 

BAT2 han diversificado su expresión mediante la regulación positiva y/o negativa de 

PUT3 y LEU3. 
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1.1. La levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo de 

estudio 

La levadura Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en un modelo de sistema versátil 

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 biológicos son las siguientes: es un organismo unicelular no patógeno, el tiempo 

generacional es muy corto (aproximadamente 90 minutos), facilidad de réplica en placas 

permitiendo aislamiento de mutantes, secuenciación de todo su genoma (Dujon, 1996), 

facilitando su cultivo y manipulación en el laboratorio, etc. A diferencia de la mayoría 

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). Además el desarrollo de la tecnología del DNA recombinante ha 

permitido que la levadura sea un modelo para la clonación de genes y el desarrollo de las 

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

1.2. La duplicación génica 

La duplicación génica ha sido considerada como una de las principales fuentes en la 

creación de nuevos genes. La redundancia génica es producida por la duplicación de 

genes, la cual puede ocurrir en grandes segmentos de cromosoma (duplicación 

segmental),  en un cromosoma completo (aneuploidía) y por o en todo el genoma 

(WGD, por sus siglas en inglés) (Ohno, 1970).  La duplicación de genes es muy 

importante porque provee genes parálogos que pueden adquirir nuevas funciones o 

especializarlas con el paso del tiempo (Paul et al., 2006).                                                 

mecanisLa duplicación de un gen o grupo de genes puede ocurrir por diferentes 

mecanismos moleculares que incluyen la repetición en tándem, la conversión génica, el 

deslizamiento de la DNA polimerasa durante los procesos de recombinación y 

replicación, el entrecruzamiento no equivalente, las retrotransposiciones o la duplicación  

cromosomica (Zhang, 2003). Por otro lado, la duplicación del genoma completo puede     

ocurrir mediante una meiosis aberrante que genera gametos diploides, mismos que al 

fusionarse resultan en una progenie autopoliploide o alopoliploide.  
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Figura 1. Filogenia de la familia Saccharomycetaceae. Entre paréntesis se muestra el número de 

cromosomas de las especies existentes y los números inferidos en los nodos del árbol. Los números 

negativos en rojo muestran reducciones en el número de cromosomas. El punto negro indica el evento 

de la WGD. El nodo 'B' es el antepasado en común más antiguo de todas las especies sin la duplicación 

WGD y post-WGD. Las especies cuyos nombres están subrayados son aquellas cuyos genomas están 

secuenciados (imagen modificada de Gordon et al., 2011). 

 

Hasta ahora se han secuenciado genomas de muchas especies de la familia 

Saccharomycetaceae. Estas múltiples secuencias de genomas representan linajes que 

divergieron antes y después de WGD que ocurrió hace aproximadamente cien millones 

de años (figura 1). Estas especies son conocidas como no-WGD y post-WGD, 

respectivamente (Dujon et al., 2004).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 sólo 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 número de cromosomas se deben a diversos tipos de 
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Figura 2. Modelo de la duplicación 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 común. Posterior a la separación de linajes, S. cerevisiae experimentó una duplicación 

genómica (a), seguida de una pérdida masiva de genes (b). Los cromosomas generados a partir de la 

duplicación retuvieron algunos genes en copia doble (c). K. waltii no experimentó una duplicación 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). 

mutaciones cromosómicas como deleciones, fusiones, inserciones, etc. (Gordon et al., 

2011). 

1.3. El 30% del genoma de S. cerevisiae está constituido por 

genes duplicados 

S. cerevisiae tiene un genoma de 12052 kb distribuidos en 16 cromosomas con un 

tamaño 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 sólo un 3.8% de los ORF´s 

contiene intrones (Sherman F, 1998). …………………………………………………….. 

mecanisEl modelo de la duplicación del genoma completo propone que los linajes que 

dieron origen a S. cerevisiae y K. waltii divergieron a partir de un ancestro en común 

posterior a la separación de linajes, el ancestro de Saccharomyces experimentó una 

duplicación de genoma completo seguida de una pérdida masiva de algunos genes 

(figura 2).  
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La secuencia del genoma de S. cerevisiae muestra evidencias del evento de WGD 

(Paul et al., 2006). Otros estudios bioinformáticos han permitido la identificación 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 análisis permitieron identificar que la mayoría de los 

bloques duplicados tienen la misma orientación con respecto al centrómero (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. Conservación de genes duplicados  

Los genes que se originan de un evento de duplicación están expuestos a diferentes 

destinos. En algunos casos una de las copias de los genes es rápidamente perdida por 

deleciones a través de mutaciones (pérdida de función) (figura 3a). En otros casos, 

ambos duplicados pueden conservarse a pesar de su redundancia inicial y llegar a fijarse 

en el genoma. La retención de ambos duplicados implica que confieran una ventaja de 

tal manera que la eliminación de una de las copias puede causar una reducción en el 

fitness (capacidad que tiene una clase de organismos con respecto a otras de perpetuarse 

en la siguiente generación) (Tirosh y Barkai, 2007). ……………………………………  

mecanisLa ventaja de la retención de genes duplicados es difícil 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 selección por una alta dosis de proteína puede favorecer la 

retención de ambas copias del gen (figura 3b) (Sugino e Innan, 2006). Segundo, la 

neofuncionalización en donde uno de los genes duplicados puede retener la función 

ancestral, mientras que el otro evoluciona para desarrollar una nueva función. La fijación 

del gen duplicado puede ser por selección direccional o por deriva génica (figura 3c) 

(Conant y Wolfe, 2008). Según Piskur y colaboradores un ejemplo de 

neofuncionalización se puede encontrar durante la fermentación (aerobia o anaerobia) 

donde la levadura S. cerevisiae recicla NADH en la conversión de acetaldehído-etanol. 
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Si hay condiciones aerobias, el etanol acumulado es convertido a acetaldehído 

nuevamente. Esta conversión es llevada a cabo por la alcohol deshidrogensa (Adh), que 

puede llevar a cabo la reacción de manera reversible, aunque con diferentes eficiencias 

catalíticas. En S. cerevisiae, la actividad citoplasmática Adh está codificada por dos 

genes que surgieron por un evento de duplicación génica, ADH1 se expresa 

constitutivamente y produce etanol a partir de acetaldehído, mientras que ADH2 se 

expresa sólo cuando la concentración de glucosa disminuye y produce acetaldehído a 

partir de etanol. La actividad de ADH2 se considera como un ejemplo de 

neofuncionalización (Piskur et al., 2006). ………………………………………………...  

mecanisTercero, la subfuncionalización en donde cada uno de los duplicados puede 

especializarse en una de las funciones ancestrales, la función ancestral requiere la 

actividad de ambos genes. Existen dos modelos para explicar este proceso:                             

1) Duplicación, Degeneración, Complementación (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 función se sigue realizando por la otra copia del gen. 2) Escape del 

Conflicto Adaptativo (EAC), aquí la fijación del gen duplicado depende de mutaciones 

adaptativas, no de mutaciones neutrales como en el DDC. EAC ocurre cuando una 

mutación en una de las copias optimiza una función, pero en detrimento de la otra. De 

este modo cada una de las copias puede especializarse en una de las funciones 

ancestrales (Conant y Wolfe, 2008).  Además puede que los duplicados conserven la 

función ancestral, pero que su expresión dependa de una condición fisiológica en 

particular, es decir, especialización (figura 3c) (Tirosh y Barkai, 2007).  
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De acuerdo con Colón y colaboradores, un ejemplo de subfuncionalización se 

encuentra en Kluyveromyces lactis y S. cerevisiae. El linaje que dio lugar a K. lactis 

divergió antes del evento WGD. En K. lactis el gen KlBAT1 es una enzima bifuncional 

que participa en la biosíntesis y catabolismo de aminoácidos de cadena ramificada 

(BCAAs, por sus siglas en inglés).  El gen KlBAT1 constituye el único ortólogo de los 

parálogos BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae, estos parálogos intervienen en el último paso 

en la biosíntesis y el primer paso en el catabolismo de BCAAs. BAT1 es expresado en 

condiciones biosintéticas, mientras que BAT2 en condiciones catabólicas (Colón et al., 

2011). 

Figura 3. Posible destino evolutivo de las duplicaciones de genes individuales. La duplicación de genes 

individuales generalmente resulta en que una de las copias del gen es perdida (pseudogenización) (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 función; 

neofuncionalización significa que uno de los dos genes conserva la función original, mientras que el otro se 

desarrolla en una nueva función, a menudo beneficiosa. Subfuncionalización implica que los genes duplicados 

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

Stylianos, 2007). 
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Por último, un ejemplo de especialización se puede encontrar en S. cerevisiae 

donde dos glutamato deshidrogenasas dependientes de NADP+ (GDHs-NADP+) 

codificadas por GDH1 y GDH3, catalizan la síntesis de glutamato tomando como 

sustrato amonio y 2-oxoglutarato. La expresión de GDH3 se induce en etanol y se 

reprime en glucosa como fuente de carbono, mientras que GDH1 se induce en ambas 

fuentes de carbono (DeLuna et al., 2001).     

1.5. Divergencia funcional de genes a través de la expresión 

La divergencia de los elementos regulatorios que controlan la expresión génica juega un 

papel importante en la divergencia de la expresión (Thompson y Regev, 2009). La 

expresión de genes es regulada de varias maneras; iniciación y elongación  de la 

transcripción, procesamiento del RNA mensajero, traducción y transporte de las 

proteínas. Sin embargo se cree que la regulación ocurre a nivel del inicio de la 

transcripción. Los genes transcritos contienen dos tipos de elementos cis que actúan en 

la regulación transcripcional: (a) promotor, compuesto por un núcleo regulatorio mínimo 

y elementos regulatorios próximos, y (b) elementos regulatorios distantes como 

enhancers y silenciadores (Glenn  et al., 2006). Estos elementos cis contienen sitios de 

reconocimiento para factores de transcripción que inducen o reprimen la expresión de 

genes (Jacob, M. y Monod, J. 1961). ……………………………………………………... 

mecanisLa regulación de la transcripción génica comienza con secuencias únicas de 

reconocimiento (elementos cis) por los factores transcripcionales (FT) que se unen río 

arriba a las secuencias de activación (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 transcripción al sitio de inicio de la transcripción. Por el 

contrario, cuando los factores transcripcionales se unen río arriba de las secuencias 

represoras (URS, por sus siglas en inglés), se recluta la maquinaria que reprime la 

expresión genética (Hahn y Young, 2011). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

mecanisNumerosos experimentos han demostrado que los genes divergen en su 

expresión rápidamente después de una duplicación. Se ha demostrado que ciertas 

propiedades de los elementos cis son importantes en la divergencia de la expresión; por 
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ejemplo, su tamaño (cortos, generalmente de 5 a 10 nucleótidos) y el ser degenerados 

(secuencias consenso similares confieren un sitio equivalente de unión para FT) (Tuch    

et al., 2008).  Las mutaciones en los elementos cis y trans pueden contribuir en la 

divergencia de la expresión. Los cambios en los elementos cis pueden afectar la 

expresión génica, mediante la alteración de los sitios de unión a FTs en la región 

promotora, el cambio de organización de la cromatina o afectar la estabilidad del RNA 

mensajero (RNAm) (Thompson y Regev, 2009), o indirectamente, mediante la 

modificación de la concentración del producto génico, cambios en la interacción con 

otros cofactores y/o proteínas (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

El arreglo específico de los elementos cis en el promotor de levadura puede 

sugerirnos pistas sobre los mecanismos de regulación de un gen (figura 5). Por ejemplo, 

la presencia de algún elemento cis en la región regulatoria de un conjunto de genes 

indica que posiblemente estos genes tienen una función biológica en común. Otra 

posibilidad es la repetición de un elemento cis varias veces que permite la unión estable 

al FT y generar una respuesta transcripcional gradual dependiendo del número de FTs.  

Sin embargo, las regiones regulatorias también pueden contener varios elementos cis que 

reconocen múltiples FTs. Esta disposición indica que el promotor del gen está sujeto a 

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 expresión. Los cambios en los elementos cis pueden 

afectar la expresión génica, mediante la alteración de los sitios de unión a factores de transcripción en la 

región promotora. Los  factores transcripcionales se representan por A y B. La interacción entre A y B 

favorece mutaciones en los elementos cis (imagen modificada de Tuch et al., 2008). 
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una combinación de FTs que permiten distintas respuestas a diferentes condiciones de 

crecimiento (Harbison et al., 2004). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

1.6. Metabolismo de nitrógeno en la levadura Saccharomyces 

cerevisiae 

 
En su hábitat natural la levadura S. cerevisiae se encuentra con una amplia variedad de 

fuentes de nitrógeno (Cooper, 1982). La levadura puede utilizar más de 30 compuestos 

nitrogenados, incluyendo aminoácidos, amonio, urea, bases nitrogenadas y derivados de 

purinas (Godard et al., 2007). Sin embargo, cada fuente de nitrógeno permite diferentes 

tasas de crecimiento, por ejemplo, en fuentes primarias de nitrógeno como amonio, 

glutamina y asparagina, la tasa de crecimiento de la levadura es mayor que en fuentes 

secundarias de nitrógeno como GABA, prolina y urea (Eelko et al., 2000). Para utilizar 

una molécula como fuente de nitrógeno, la levadura tiene que convertir esta molécula en 

glutamato y glutamina. Estos dos aminoácidos sirven como donadores de nitrógeno para 

todos los  compuestos que contienen nitrógeno 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 

Figura 5.  Distintos arreglos del promotor en la levadura. a) Promotores con un sólo elemento cis para 

un factor transcripcional. b) Promotores con varios elementos cis repetidos, requeridos para una respuesta 

gradual. c) Promotores con diferentes elementos cis, están sujetos a diferentes factores transcripcionales y 

a una regulación más modulada (imagen modificada de  Harbison et al., 2004).  
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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 reacción dependiente de ATP a partir del amonio y glutamato (Magasanik, 2002). 

Cuando la glutamina es la única fuente de nitrógeno 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). 

 

 

El transporte de nitrógeno, su biosíntesis y catabolismo son procesos altamente 

regulados que responden tanto a la calidad como a la cantidad de la fuente de nitrógeno. 

Cuando se cultiva a la levadura en fuentes primarias de nitrógeno, la transcripción de 

algunos genes implicados en la utilización de fuente secundarias de nitrógeno es 

reprimida y sus correspondientes productos son inactivados y degradados (Wiame et al., 

1985). A este fenómeno se le conoce como represión catabólica nitrogenada o NCR por 

Figura 6. Metabolismo central de nitrógeno en Saccharomyces cerevisiae. El 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 vía  NAD-GDH (imagen modificada de  Eelko et al., 

2000).  
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sus siglas en inglés (Nitrogen Catabolite Repression). La represión catabólica 

nitrogenada consiste en reprimir la expresión de genes implicados en el metabolismo de 

fuentes secundarias de nitrógeno (Zaman et al., 2008).  

En la represión catabólica nitrogenada se expresan 90 genes regulados por la 

interacción de cuatro factores de transcripción de la familia GATA: 2 activadores 

transcripcionales, Gln3 y Gat1 y 2 represores, Dal80 y Gzf3 (Cooper, 2002). Los genes 

sujetos a represión catabólica nitrogenada están regulados principalmente por la 

localización subcelular de los activadores transcripcionales. Al cultivar la levadura en 

fuentes de nitrógeno secundarias, los factores Gln3 y Gat1 están localizados en el núcleo 

en donde se unen a secuencias GATA de los promotores de genes que se regulan por 

represión catabólica nitrogenada. Sin embargo, al crecer la levadura en amonio o 

glutamina como única fuente de nitrógeno, el activador Gln3 reside en el citoplasma 

(figura 7). La proteína Ure2 secuestra a Gln3 en el citoplasma, en tanto que en una 

mutante ure2∆, Gln3 reside en el núcleo y activa la transcripción de genes NCR 

independientemente de la fuente de nitrógeno (Zaman et al., 2008). 

 

 
 

 

1.7. Los genes parálogos BAT1 y BAT2 de Saccharomyces 

cerevisiae 
 

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

entre un aminoácido y un cetoácido, usando como donador o receptor de amonio al 

Figura 7. Represión catabólica nitrogenada (NCR) en Saccharomyces cerevisiae. La NCR está 

regulada por dos activadores transcripcionales, Gln3 y Gat1. (a) En presencia de fuentes primarias de 

nitrógeno Gln3 reside en el citoplasma secuestrada por Ure2, en (b) fuentes secundarias de nitrógeno 

Gln3 se localiza en el núcleo activando genes relacionados con el catabolismo de fuentes secundarias. 
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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 biológicos más utilizados por enzimas relacionadas con 

el metabolismo de aminoácidos (Jansonius, 1998). 

En la levadura S. cerevisiae, el último paso en la biosíntesis y el primer paso en 

el catabolismo de aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs), es llevado a cabo por la 

acción de aminotransferasas de cadena ramificada (BCATs, por sus siglas en inglés), 

codificadas por los genes parálogos BAT1 y BAT2.  

Las isoenzimas Bat1 y Bat2 presentan un 77% de identidad. Bat1 es una proteína 

de 393 residuos de aminoácidos (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 señal de 16 residuos de aa que la dirige a la matriz mitocondrial (Eden et al., 

1996; Kispal et al., 1996). Bat2 es una proteína citosólica 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 biosíntesis de los aminoácidos de cadena ramificada: valina (V), isoleucina (I) 

y leucina (L), se lleva a cabo en una ruta metabólica común. La ruta de la valina 

comparte todas sus enzimas (IIv2, IIv5 e IIv3) con la ruta de la isoleucina, que posee 

específicamente su primera enzima IIv1. Por otro lado, el último intermediario (KIV: 

cetoisovalerato) de la biosíntesis de la valina, es el precursor inicial de la biosíntesis de 

la leucina (figura 8) (Kohlhaw, 2003).  

El catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada mediante la ruta de 

Ehrlich genera alcoholes aromáticos 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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1.8. Regulación de la expresión de BAT1 y BAT2 

La expresión de BAT1 y BAT2 en S. cerevisiae se observa durante la fase logarítmica y 

fase estacionaria de crecimiento. BAT1 es altamente expresado durante la fase 

logarítmica y reprimido en la fase estacionaria, mientras que BAT2 se expresa en la fase 

estacionaria y se reprime durante la fase logarítmica (Eden et al., 1996). Estudios 

realizados por Boer proponen que BAT1 y BAT2 tienen una expresión diferencial (Boer 

et al., 2006). De igual forma, estudios de expresión 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 regulación transcripcional de 

BAT1 requiere del factor Gcn4 (Gcn4 está involucrado en la activación de genes que 

participan en la biosíntesis de aminoácidos ante una deprivación de éstos mismos), este 

estudio demuestra que Gcn4 puede regular positivamente a BAT1. Sin embargo, el papel 

que juegan otros reguladores transcripcionales en la expresión de BAT1 y BAT2 aún no 

ha sido determinado. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Figura 8. Ruta de biosíntesis de BCAAs en Saccharomyces cerevisiae. Los precursores treonina 

(THR), piruvato (PYR) y cetoisovalerato (KIV), están en letras de colores que corresponden a la 

isoleucina (azul), valina (anaranjado) y leucina (verde). Las proteínas de la vía marcan las reacciones 

enzimáticas. La inhibición catalítica por producto final se indica en los cuadros en rojo. La regulación 

específica de BCCAs se lleva a cabo por el factor transcripcional Leu3 y el  coactivador α-IPM. A 

partir de la reacción de aminotransferasa a través de BAT1 y BAT2 se produce el cetometilvalerato 

(KMV), cetoisovalerato (KIV) y cetoisocaproato (KIC) a partir de isoleucina (I), valina (V) y leucina 

(L), respectivamente (imagen modificada de Kohlhaw, 2003). 
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             Análisis in silico de los promotores de BAT1 y BAT2 evidencian los posibles 

sitios de unión que regulan la expresión de estos genes (figuras 9 y 10). Ambos 

promotores presentan sitios de unión para los siguientes factores transcripcionales: Leu3 

(activador de la transcripción de los genes que biosintetizan o catabolizan V, I, L), Gcn4 

(activador general de la transcripción de los genes relacionados con la biosíntesis de 

aminoácidos), Put3 (activador de la transcripción de los genes que catabolizan la 

prolina), Hap2 (activador de la transcripción de los genes que participan en el 

metabolismo respiratorio), Gln3 (activador de la transcripción de los genes que responde 

a NCR), Abf1 (factor estructural que delimita los nucleosomas en un promotor) y la 

proteína de unión a caja TATA (TBP). Estos sitios de unión también están presentes en 

los promotores ortólogos de las levaduras sensu stricto (Saccharomyces bayanus, 

Saccharomyces mikatae y Saccharomyces paradoxus). En la figura 10 las cajas 

señaladas en rojo son aquellas cuya secuencia está conservada en las levaduras sensu 

stricto. Una observación interesante de este estudio es que los sitios de unión para los 

factores Put3 y Leu3 del promotor de BAT2, comparten el triplete CCG que forma parte 

del palíndromo 5´-CCGN4CGG-3´que reconoce Leu3 o 5´ CGGN{10}CCG-3´, que 

reconoce Put3, ambos sitios están conservados en las levaduras sensu stricto, indicando 

su importancia evolutiva (figura 10). Posiblemente Put3 y Leu3 compiten por el sitio de 

unión. 
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Figura 9. Alineamiento de la región 5´ UTR de BAT1 y sus ortólogas. En el alineamiento se usaron las 

secuencias de las Saccharomyces sensu stricto. Los nombres de los sitios de unión 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). 

BAT1 

SET5 

PUT3 
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Figura 10. Alineamiento de la región 5´UTR de BAT2 y sus ortólogas. En el alineamiento se usaron las 

secuencias de las Saccharomyces sensu stricto. Los nombres de los sitios de unión 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 

unión para Put3 y Leu3 comparten 3 nucleótidos, se indica con una flecha azul.  

BAT2 

HMS2 
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Figura 11.  Leu3 regula el metabolismo de la leucina. a) La regulación específica de la síntesis de 

leucina se lleva a cabo por el factor transcripcional Leu3 y el  coactivador α-IPM. Las isoenzimas 

mitocondriales Leu4 y Leu9 utilizan como sustrato el cetoisocaporato (KIC) para producir α-IPM, el cual 

se transporta al núcleo y se une al factor Leu3 e induce la expresión de LEU1, LEU2, LEU4, ILV2 e ILV5. 

b) La presencia de leucina inhibe a la Leu4-Leu9 y, por tanto, la producción del coactivador α-IPM que 

requiere Leu3 para la activación de la transcripción  de  sus genes blanco (imagen modificada de Friden y 

Schimmel, 1988). 

1.9. Los factores transcripcionales Leu3 y Put3 participan en 

el metabolismo de aminoácidos 
 

El factor transcripcional Leu3 es un regulador transcripcional que interviene en la 

biosíntesis de aminoácidos de cadena ramificada. Posee un dominio de unión al DNA y 

pertenece a los factores transcripcionales que  unen  dos átomos de zinc en la sexta 

cisteína (Cys6 Zn(II)2), interactúa con sus secuencias de activación (UASLEU) que se 

encuentran río arriba en las regiones  promotoras de LEU1, LEU2, LEU4, ILV2 e ILV5 

(Friden y Schimmel, 1987). Leu3 se une al DNA como homodímero, 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 proteínas 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 nucleótidos) (Fitzgerald 

et al., 2006). Cuando Leu3 reconoce su sitio de unión al promotor, éste puede actuar 

como activador o represor transcripcional. Su acción como activador depende de la 

concentración del coactivador α-isopropilmalato α-IPM producido por las 

isopropilmalato sintetasas Leu4 y Leu9 (Marobbio et al., 2008). La ausencia del α-IPM 

permite que Leu3 actúe como represor (Sze, et al., 1992) (figura 11). 
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En la levadura S. cerevisiae la prolina es transportada dentro de la célula por la 

permeasa general de aminoácidos Gap1 y por Put4, un transportador específico para 

prolina. En el núcleo, la prolina se une al factor Put3 provocando un cambio 

conformacional en su estructura y la inducción de la expresión de los genes PUT1 y 

PUT2 (Marczak y Brandiss, 1991). La prolina es convertida a glutamato en la 

mitocondria por la prolina oxidasa Put1 y ∆1-pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa 

Put2 (Brandis, 1987; Sellick y Reece, 2003) (figura 12). 

 

   

 

 

 

 

 

El factor transcripcional Put3 es un regulador que interviene en el catabolismo de  

la prolina. Posee un dominio de unión al DNA en el N-terminal y pertenece a los 

factores transcripcionales que unen dos átomos de zinc en la sexta cisteína (Cys6 

Zn(II)2). Interactúa con sus secuencias de activación (UASPUT3) que se encuentran río 

arriba en las regiones promotoras de los genes blanco PUT1 y PUT2 (Selleck y Majors, 

1987). Put3 se une como homodímero, 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). 

 

 

Figura 12.  Put3 regula el catabolismo de la prolina. La prolina es transportada por Gap1 y Put4, en el 

núcleo la prolina se une a Put3 provocando un cambio conformacional en su estructura y la inducción 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). 
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 Planteamiento del problema 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

21 
 

En Saccharomyces cerevisiae, el último paso en la biosíntesis y el primero en el 

catabolismo de aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) valina, isoleucina y leucina 

(VIL) se lleva a cabo por las aminotransferasas de cadena ramificada (BCATs) 

codificadas por los genes parálogos BAT1 y BAT2 (Colón et al, 2011). 

La regulación transcripcional de BAT1 y BAT2 ha sido poco estudiada, sin embargo 

análisis in silico de sus secuencias promotoras sugieren que contienen elementos cis 

consenso y conservados con respecto a las levaduras Saccharomyces sensu stricto. La 

región regulatoria de BAT1 contiene sitios de unión para los factores transcripcionales: 

Gcn4, Leu3, Adr1 y Put3, mientras que la región regulatoria de BAT2 contiene sitios de 

unión para los factores: Leu3, Gln3, Abf1, Put3, Nrg1 y Hap. Resulta interesante que 

ambos promotores hayan conservado los sitios de unión para los factores Put3 y Leu3. 

Es posible que la conservación de estos elementos cis sea la clave en la regulación 

transcripcional de BAT1 y BAT2. Estudiar la participación de PUT3 y LEU3 en la 

regulación transcripcional de los parálogos BAT1 y BAT2 en condiciones biosintéticas y 

catabólicas, representa un buen modelo para determinar dicha coordinación regulatoria.      
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Objetivos 
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3.1. Objetivo general 

Determinar la participación de PUT3 y LEU3 en la regulación transcripcional de los 

parálogos BAT1 y BAT2 de Saccharomyces cerevisiae. 

 

3.2. Objetivos particulares 

1.- Construir las mutantes sencillas put3Δ, leu3Δ y la doble mutante put3∆leu3Δ 

mediante recombinación homóloga. 

2.- Determinar la velocidad específica de crecimiento en las mutantes sencillas put3Δ, 

leu3Δ y la doble mutante put3∆leu3Δ en medio mínimo con glutamina (Q), ácido 

gamma-aminobutírico (GABA) o valina (V), isoleucina (I) y leucina (L) como única 

fuente de nitrógeno. 

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

y 2.4) mediante ensayos tipo northern blot. 

4.- Determinar la expresión de BAT1 y BAT2 en las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la 

doble mutante put3∆leu3∆ en medio mínimo con glutamina (Q), ácido gamma-

aminobutírico (GABA) o valina (V), isoleucina (I) y leucina (L) como única fuente de 

nitrógeno. 

 

 

 

 

 

 

 



 

24 
 

 

 Metodología 
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4.1. Construcción de mutantes 

Con el propósito de analizar la regulación transcripcional de BAT1 y BAT2  por  PUT3 y 

LEU3, se construyeron las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la doble put3∆leu3∆. La 

construcción de mutantes se realiza mediante el protocolo de transformación de acetato 

de litio (Gietz y Woods, 2002). . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . .. .  

            La construcción de las mutantes se realiza mediante recombinación  homóloga en 

el gen de interés con los módulos kanMX4 o NAT, que confieren resistencia a los 

antibióticos geneticina (G418) o NAT/nourseotricina, respectivamente. . . . . . . . . . . . . . .  

  Para construir la mutante sencilla put3∆ se lleva a cabo una PCR con los 

oligonucleótidos J1 y J2 (ver apéndice), utilizando como molde el plásmido pFA6a-

kanMX6 (ver apéndice). El producto de PCR (módulo) contiene el casete kanMX4 

flanqueado por 50 pb del UTR 5´ y 52 pb del UTR 3´ del gen PUT3 (ver tabla III). El 

módulo obtenido tiene un tamaño 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 transformación de levadura con acetato de litio (Gietz 

et al., 2002). Las transformantes son seleccionadas en medio sólido YPD-geneticina, a 

una concentración de 200 μg/mL. Se dejan crecer a una temperatura de 30 oC por 48 h. 

Al terminar este tiempo se toman 5 colonias candidatas y se confirman por PCR, después 

se realiza el proceso de purificación que consiste en reestriar 3 veces las colonias en 

medio sólido YPD-geneticina (figura 13).   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

 Para obtener la doble mutante put3∆leu3∆, primero se sustituye el módulo 

kanMX4 de la mutante leu3∆ por el casete NAT, mediante recombinación homóloga. La 

sustitución del módulo se confirma por PCR. El módulo de NAT se obtiene mediante la 

digestión del plásmido p4339 con la enzima de restricción  EcoR1. El módulo se purifica 

por el kit descrito anteriormente. Posteriormente. la mutante leu3::NAT se transforma 

con el módulo kanMX4 flanqueado por las regiones homólogas del gen PUT3, siguiendo 

el mismo procedimiento que para la construcción de la mutante sencilla put3∆. La doble 

mutante se selecciona en medio sólido YPD-geneticina (200 μg/mL) y nourseotricina 

(100 μg/mL). 
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Figura 13. Transformación de levadura por acetato de litio. 1) El módulo se obtiene a partir del plásmido pFA6a-kanMX6 por PCR. Los oligonucleótidos 

contienen  ~50 pb homólogos a la región de recombinación (color morado). 2) El módulo se purifica con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System de 

PROMEGA. 3) La transformación se realiza con 1 μg del módulo.  4) Para la confirmación de las mutantes se toman 5 colonias,  se obtiene el DNA total y se 

confirman por PCR. 5) Se realizan 3 pases de purificación al estriar colonias aisladas. 
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4.2. Obtención de DNA genómico 

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,  put3∆, leu3∆ y  put3∆leu3∆  colocándose en medio líquido YPD por 16 horas, 

con una agitación de 250 revoluciones por minuto (rpm), a una temperatura de 30 oC. 

Las células se colectan por centrifugación, se realizan 3 lavados con agua bidestilada 

estéril, se transfirieren a tubos de polipropileno y se resuspenden con Tritón X-100 y 

fenol-cloroformo-isoamílico (25:24:1). Se lisan las células por choque mecánico al 

agregar perlas de vidrio y se agitan vigorosamente  en el vortex. El DNA se resuspende 

en agua bidestilada estéril y se mide su concentración en el Nanodrop 2000 de Thermo 

Scientific. 

4.3. Confirmación de mutantes 

Para confirmar la inserción de los módulos 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). 

 

 

Elemento Concentración del 

Stock 

Cantidad (μL) 

Agua - 34 μL 

DMSO - 1.5 μL 

Buffer Phusion 5X 5X 10 μL 

Oligo forward 100 ng/μL 0.5 μL 

Oligo reverse 100 ng/μL 0.5 μL 

dNTP´s 10 mM 1 μL 

DNA genómico 100 ng/μL 0.5 μL 

Polimerasa 2 unidades/μL 2 μL 

Volumen total  50 μL 

  

 

 

Tabla I. Componentes para una PCR de confirmación. 
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Se utilizan oligonucleótidos que hibridan con la región UTR 5´y 3´del locus de interés. 

Para verificar la mutante put3∆ se utilizan los oligonucleótidos J3 y J4 (ver apéndice), en 

el caso de la inserción del módulo NAT en la doble mutante put3∆leu3∆ se utilizan los 

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

la tabla II. 

 

 

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 tamaño del fragmento amplificado de las construcciones y el 

gen silvestre. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

   

 

 

 

 

 

Temperatura (oC) Tiempo 

(minutos) 

Ciclos 

98 5 1 

98 20´´  

30 63 2 

72 2 

72 10 

4 ∞ ∞ 

Tabla II. Programa de PCR para confirmar las mutantes. 
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4.4. Condiciones de crecimiento y caracterización fenotípica de 

las mutantes  

Con la finalidad de caracterizar a las mutantes fenotípicamente, se realizan curvas de 

crecimiento. Las cepas se crecen en medio mínimo (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 nitrógeno usada es glutamina (3%), GABA  

(3 %), valina (0.15%), isoleucina (0.03%) y leucina (0.1%). Se adiciona uracilo (0.02%) 

para complementar la auxotrofía. Todos los cultivos se incuban a  30 oC a 250 rpm. . . . . 

  Para la caracterización fenotípica de las mutantes put3∆, leu3∆ y put3∆leu3∆ se 

inoculan 3 réplicas biológicas 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 óptica inicial (DOI 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 específica de crecimiento (figura 14). 

 

 

 

Figura 14. Esquema de la caracterización fenotípica. 1)  Las tres réplicas biológicas de cada cepa se 

inoculan a una DOI 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 específica de crecimiento.  
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4.5. Extracción y electroforesis de RNA total 

Para determinar la participación de PUT3 y LEU3 en la regulación transcripcional de 

BAT1 y BAT2, se cuantificó su expresión en un fondo put3∆, leu3∆ y put3∆leu3∆  

mediante northern blot (Sambrook y Russell, 2001).  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

  Las cepas isogénicas se inoculan en medio mínimo con glutamina, GABA o VIL, 

como únicas fuentes de nitrógeno y se extrae el RNA total por el método de fenol-

cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 2006). Las células se obtienen a una DO de 0.5 y se 

colectan por centrifugación a 3000 rpm por 5 minutos y se realiza un lavado con agua 

DEPC (0.1%). Las células se colocan en agitación  por 60 minutos a 65 oC con 400 µL 

de solución TES (Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, EDTA 10 mM, pH 8 y SDS 0.5%) y 400 µL 

de fenol ácido. 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 oC. Se transfiere la fase 

acuosa a otro tubo y se agrega 400 μL de cloroformo, después se centrifugan a 14000 

rpm por 5 minutos a 4 oC, se transfiere la fase acuosa a otro tubo, se agrega acetato de 

sodio (NaCH3COO 3M pH 5.3) y etanol absoluto frío. Las muestras de RNA obtenidas 

se dejan precipitando a -20 oC durante 16 horas. Posteriormente se centrifugan los tubos 

a 14000 rpm a 4 oC por 15 minutos, el etanol absoluto se decanta y se deja evaporar 

durante 15 minutos, se resuspende la pastilla en 40 μL de agua con DEPC y se mide su 

concentración en el Nanodrop 2000 de Thermo Scientific.   . . . . . . . . . . . .. .     . . . 

 Para preparar el gel de formaldehído se mezcla 1 g de agarosa con 84 mL de 

agua, 10 mL de MAE10X y 6 mL de formaldehído.  Las muestras de RNA se preparan 

mezclando 25 μL de tampón  de muestra de RNA (formamida desionizada, 

formaldehído, MAE 10X, glicerol al 80% y azul de bromofenol al 2%), 1.5 μL de 

bromuro de etidio (1%) y 20 μg de RNA. Las muestras se incuban a 65 oC  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 

continuación 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 último, se coloca una pila de servitoallas 

y algún 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. Síntesis y verificación de sondas radiactivas 

Se realiza una PCR a partir de DNA genómico con la finalidad de obtener el DNA 

templado para el marcaje de sondas radiactivas. Los oligonucleótidos 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 añade agua 

libre de DNAsas y 10 μL de random oligonucleotide primers. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

. . . . . . Se calienta el tubo de la reacción por 5 minutos en un baño de agua hirviendo, 

después se deja enfriar por 5 minutos a temperatura ambiente y se añade 10 μL de dCTP 

primer buffer 5X, 3 μL de [α32 P]  dCTP y 1 μL de enzima Exo (-) Klenow                            

(5 unidades/μL). Se mezcla la reacción y se incuba el tubo de la reacción a 37 oC por               

15 minutos. Al concluir este tiempo se detiene la reacción añadiendo 2 μL de stop mix y 

se agrega 50 μL de agua libre de DNAsas.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

 De la sonda radiactiva se realiza una dilución 1:100, de esta dilución se toman            

2 μL y se colocan sobre un papel filtro con carga iónica, 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. 
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Cuando se termina de evaporar el etanol se coloca cada filtro en un vial y se agrega               

10 mL de  líquido de  centelleo y se cuantifica en el contador de centelleo. Se calcula el 

porcentaje de incorporación de la siguiente manera:  

Número de cuentas filtro lavado                         

Número de cuentas filtro no lavado 

    

4.8. Hibridación de la sonda radiactiva 

La membrana de Hybond-Nylon se incuba en 30 mL de solución de prehibridación (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 oC, uno durante 5 minutos y otro por 15 minutos. Al finalizar los lavados la 

membrana se envuelve en plástico autoadherible y se deja en un caset de exposición auto 

radiográfico. 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 

señal con el contador Geiger. 

4.9. Obtención y análisis de datos 

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

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

Modo de adquisición: Almacenamiento de fósforo                                                                   

Modo de fósforo: Mejor sensibilidad y tamaño del pixel: 100 microns 

El análisis de datos se realizó con el software Image Quant 4.2. 

 

 

 

 

x 100 = % de incorporación 
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Resultados y Discusión 
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5.1. Confirmación de mutantes 

Con el propósito de analizar la regulación transcripcional de BAT1 y BAT2, se 

construyeron las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la doble put3∆leu3∆. La construcción 

de mutantes se realiza mediante el protocolo de transformación de acetato de litio (Gietz 

y Woods, 2002). . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . .. .  

            La construcción de las mutantes se realiza mediante recombinación  homóloga en 

el gen de interés con los módulos kanMX4 o NAT, que confieren resistencia a los 

antibióticos geneticina (G418) o NAT/nourseotricina, respectivamente. . . . . 

            El gen silvestre  PUT3  tiene un tamaño de 2930 pb, al realizar la transformación 

se espera un tamaño de 1500 pb. En la figura 15 se muestra la confirmación de la 

mutante put3∆. En el carril 1 (figura 15a) se observa el tamaño de la cepa silvestre de 

2930 pb y en el carril 2 la mutante put3∆ de 1500 pb. De igual forma se generó la 

mutante leu3::NAT, como se observa en la figura 15b, en el carril 1 se muestra el tamaño 

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 construcción de la doble mutante put3∆leu3∆, se confirmó la inserción del 

módulo kanMX4 a partir de la mutante sencilla leu3::NAT. En la figura 15c se muestra la 

confirmación de la doble mutante put3∆leu3∆. 
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Figura 15. Confirmación de las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la doble put3∆leu3∆. Las construcciones 

fueron confirmadas mediante PCR. a) El tamaño esperado para put3∆ es de 1500 pb comparado con el gen 

silvestre de 2930 pb. b) Para la mutante leu3∆ el tamaño esperado es de 800 pb comparado con el gen silvestre 

de 2661 pb. c) La  doble mutante put3∆leu3∆ se construye a partir de la mutante leu3::NAT. Se eliminó el gen 

PUT3 (2930 pb) con el módulo de KanMX (1500 pb).  
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5.2. Caracterización fenotípica de las mutantes sencillas put3∆, 

leu3∆ y la doble put3∆leu3∆ 

Las aminotransferasas son enzimas que catalizan reacciones reversibles que permiten la 

biosíntesis y/o el catabolismo de aminoácidos. En particular, las aminotransferasas Bat1 

y Bat2 participan en el metabolismo de valina, isoleucina y leucina (VIL) (Colón et al., 

2011). Sin embargo, la regulación transcripcional de los parálogos BAT1 y BAT2  ha 

sido poco estudiada. En este trabajo se determinó la regulación transcripcional de BAT1 

y BAT2 a través de PUT3 y LEU3. Para determinar el papel de PUT3 y LEU3 en la 

regulación transcripcional de BAT1 y BAT2, se generaron las mutantes sencillas put3∆, 

leu3∆, y  la doble put3∆leu3∆ como se describe en el apartado 4.1. Las mutantes 

obtenidas fueron caracterizadas fenotípicamente mediante curvas de crecimiento. En la 

tabla III se muestran las velocidades específicas de crecimiento de la cepa silvestre 

(WT), las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la doble put3∆leu3∆ cultivadas en medio 

mínimo con glucosa + glutamina, GABA o VIL como fuentes de nitrógeno. 

 

Tabla III. Velocidad específica de crecimiento de las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y 

put3∆leu3∆. 

Cepa Fuente de nitrógeno 

Glutamina GABA VIL 

WT 0.35 0.20 0.14 

put3∆ 0.4 0.23 0.17 

leu3∆ 0.25 0.17 0.12 

put3∆leu3∆ 0.24 0.16 0.11 

 

En glutamina, la mutante sencilla put3∆ aumentó su velocidad de crecimiento un 15% 

con respecto a la WT, mientras que en las mutantes leu3∆ y la doble put3∆leu3∆ 

reducen su velocidad de crecimiento hasta un 30% con respecto a la cepa silvestre. En 

GABA o VIL, la cepa WT, las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la doble put3∆leu3∆ 

reducen su velocidad de crecimiento con respecto a glutamina (figura 16). Este fenotipo 

se debe a que la glutamina es una mejor fuente de nitrógeno que GABA y VIL. A partir 
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del catabolismo de la glutamina se puede sintetizar asparagina, triptófano, glutamato, 

purinas y pirimidinas (Ljungdahl y Daignan-Fornier, 2012; Cooper, 1982).Otro dato que 

resulta interesante en este estudio es el incremento en la velocidad de crecimiento de la 

mutante sencilla put3∆ con respecto a la cepa silvestre en glutamina, GABA y VIL 

(tabla III y figura 16a, b y c). De acuerdo a literatura, la mutante sencilla put3∆ tiene 

efectos en el periodo de vida, este fenómeno se conoce como lifespan (Schleit et al., 

2013). El término lifespan es usado para definir el número 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 

están 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 put3∆) tienen efecto en el lifespan. 

El estudio de Schleit concluye que la mutante sencilla put3∆ disminuye el lifespan de S. 

cerevisiae (Schleit et al., 2013). Recientemente se ha demostrado que las mutantes que 

reducen el lifespan están relacionadas con la función mitocondrial, la biosíntesis de 

purinas de novo, función vacuolar y autofagia (Garay et al., 2014). Actualmente se sabe 

que el factor transcripcional Put3 reprime y/o activa la expresión de PUT1 y PUT2 que 

codifican para las enzimas mitocondriales Put1 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 disminución de lifespan en la mutante put3Δ, podría estar relacionado 

con la desregulación de la homeostasis mitocondrial de la célula.  

Por otra parte, la disminución de la velocidad de crecimiento de la mutante 

sencilla leu3∆ en glutamina, GABA o VIL con respecto a la cepa silvestre (tabla III y 

figura 16a, b y c)  puede deberse a que el factor transcripcional Leu3 está involucrado en 

la regulación transcripcional de los genes que participan en la biosíntesis y catabolismo 

de los aminoácidos de cadena ramificada valina, isoleucina y leucina, por tanto, la 

mutante sencilla leu3∆ es bradítrofa (auxotrofa parcial) de estos tres aminoácidos VIL 

(Kolhaw, 2003). Además, estudios de Alvers y colaboradores demostraron que la 

mutante sencilla leu3∆ también está involucrada en el efecto lifespan de S. cerevisiae, en 
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el estudio se observó la importancia de la relación entre la mutante leu3∆ y la autofagia, 

concluyendo que la deleción de LEU3 resulta en una gran extensión del lifespan (Alvers 

et al., 2009). Finalmente, estudios de Garay y colaboradores confirman que la mutante 

leu3∆ aumenta el lifespan, es decir cada célula madre produce más células hijas en una 

mutante sencilla leu3∆ con respecto a la cepa silvestre. Por tanto, la disminución de la 

velocidad de crecimiento y/o el aumento del lifespan en la mutante leu3Δ, podría 

deberse a que; i) Leu3 es el factor transcripcional de los genes ILV2, ILV5, LEU4, LEU9, 

LEU1, LEU2 y BAT1 que codifican para las enzimas mitocondriales involucradas en la 

biosíntesis y catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada: valina, isoleucina y 

leucina, generando una auxotrofía parcial por estos mismos, ii) la ausencia de Leu3 

provoca una desregulación de la homeostasis mitocondrial que permite la expansión del 

lifespan. Con respecto a la velocidad de crecimiento de la doble mutante put3∆leu3∆, se 

puede inferir que este fenotipo se debe a la mutante sencilla leu3∆. El fenotipo leu3 

predomina sobre el de la put3.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

              Otro dato interesante es que la fase lag de la mutante sencilla leu3∆ y la doble 

mutante put3∆leu3∆ es más largo respecto a la WT y la derivada isogénica put3∆ en 

glutamina y GABA como fuentes de nitrógeno (figura 16a y b), sugiriendo que en un 

fondo leu3∆ la adaptación de la célula al medio de crecimiento se afecta de manera 

negativa en ausencia de LEU3, esto puede deberse a que como se mencionó 

anteriormente Leu3 está involucrado en la regulación transcripcional de los genes que 

participan en la biosíntesis y catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada 

(Kolhaw, 2003). Por otra parte en VIL como fuente de nitrógeno la fase lag de la 

mutante sencilla leu3∆ y la doble mutante put3∆leu3∆ es similar a la WT y put3∆ (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 nitrógeno. Por el 

contrario la fase exponencial en la WT y la mutante sencilla put3∆ es alcanzada en 

menor tiempo respecto a la mutante leu3∆ y la doble mutante put3∆leu3∆ en glutamina 

y GABA como fuentes de nitrógeno (figura 16a y b). En VIL  la fase exponencial de la 

mutante sencilla leu3∆ y la doble mutante put3∆leu3∆ es similar a la WT y la mutante 

sencilla put3∆ (figura 16c). 
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5.3. La expresión de BAT2 depende de la calidad de la fuente 

de nitrógeno  

Se determinó la expresión en los transcritos de BAT1 y BAT2 en relación a la calidad de 

la fuente de nitrógeno. Para ello se crecieron cultivos de la cepa silvestre CLA1-2 a 0.3, 

0.6, 1.3 y 2.4 de densidad óptica en presencia de una fuente de nitrógeno primaria 

(glutamina) y secundaria (GABA). Posteriormente se analizó la cantidad de transcrito de 

ambos genes mediante northern blot.    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

 La cinética de expresión de BAT1 y BAT2 se muestra en la figura 17. En 

glutamina, la expresión de BAT1 se induce en la fase exponencial y se reprime en la fase 

estacionaria, mientras que BAT2 no se expresa en esta condición. En GABA, la 

expresión de BAT1 y BAT2 se induce durante la fase exponencial y se reprime en la fase 

estacionaria.  Por tanto, la expresión de BAT1 no depende de la calidad de la fuente de 

Figura 16. Curvas de crecimiento de las mutantes sencillas put3, leu3 y put3leu3. La curva de 

crecimiento fue determinada en la cepa WT y sus derivadas isogénicas put3, leu3 y put3leu3. Las 

cepas fueron cultivadas en medio mínimo 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 nitrógeno. Los resultados 

representan el promedio de 3 réplicas biológicas. 

 

a) b) 

c) 
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nitrógeno, se expresa tanto en glutamina como en GABA. Sin embargo, la expresión de 

BAT2 depende de la calidad de la fuente de nitrógeno, en glutamina se reprime y en 

GABA se induce, sugiriendo que la expresión de BAT2 está sujeta a la Represión 

Catabólica Nitrogenada (NCR). Los genes regulados por NCR responden a la calidad de 

la fuente de nitrógeno mediante 4 factores transcripcionales de la familia GATA: Gln3, 

Gat1, Dal80 y Gzf3 (Cooper, 2002). En presencia de fuentes secundarias de nitrógeno 

como GABA, prolina y VIL, los factores Gln3 y Gat1 están localizados en el núcleo 

unidos a sus secuencias GATA, esto permite la activación de genes relacionados con el 

catabolismo de fuentes secundarias de nitrógeno. Por el contrario, en fuentes primarias 

de nitrógeno como amonio o glutamina, el activador Gln3 permanece secuestrado en el 

citoplasma por la proteína Ure2; los represores Dal80 y Gzf3 residen en el núcleo 

reprimiendo la expresión de genes relacionados con el catabolismo de fuentes 

secundarias de nitrógeno (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 expresión de UGA4 se reprime 

por Dal80, mientras que en presencia de GABA, Gln3 entra al núcleo y se une a su 

secuencia GATA permitiendo la expresión de UGA4 (Soussi-Boudekou et al., 1997; 

Cardillo et al., 2010). Al igual que UGA4, la expresión de BAT2 depende de la calidad 

de la fuente de nitrógeno, se reprime en fuentes primarias y se induce en fuentes 

secundarias de nitrógeno, además la región regulatoria de BAT2 contiene secuencias 

GATA conservadas con las levaduras Saccharomyces sensu stricto. Esto sugiere que el 

mecanismo de regulación transcripcional de BAT2 está sujeto a NCR.  
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5.4. PUT3 y LEU3 regulan la expresión de BAT1 y BAT2 de 

manera antagónica  

Para determinar los posibles factores transcripcionales que regulan la expresión de BAT1 

0y BAT2, se realizó un análisis in silico con la región regulatoria de ambos genes para 

identificar los sitios de unión a represores y/o activadores. El promotor de BAT1 tiene 

sitios de unión para los reguladores transcripcionales Gcn4, Leu3, Gln3, Adr1 y Put3, 

mientras que el promotor de BAT2 tiene sitios para Leu3, Gln3, Abf1, Put3, Nrg1 y Hap. 

Una observación interesante en el promotor de BAT2, es el triplete CCG que comparten 

las secuencias UASPUT3 y UASLEU3 (figura 10). Estos sitios de unión, además, son 

consenso y conservados en las levaduras sensu stricto (figura 9 y 10) sugiriendo su 

importancia en la regulación de BAT1 y BAT2. En este trabajo nos enfocamos en estudiar 

la participación de PUT3 y LEU3 en la regulación transcripcional de BAT1 y BAT2. Con 

este fin, se construyeron las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la doble put3∆leu3∆ 

como se describe en el apartado 4.1 (figura 14). Para determinar la expresión de BAT1 y 

Figura 17. Perfil de expresión de BAT1 y BAT2 en glutamina y GABA como fuente de 

nitrógeno.  Se obtuvieron muestras de RNA total de la cepa WT cultivada en glucosa como 

fuente de carbono y glutamina o GABA como fuentes de nitrógeno.  Las muestras se 

obtuvieron a 0.3, 0.6, 1.3 y 2.4 de densidad óptica. Como control de carga, la membrana se 

hibridó con la sonda SCR1. Los números indican el nivel de expresión relativo respecto a la cepa 

silvestre. 

a) b) Glutamina + glucosa      GABA + glucosa 

BAT1 

BAT2 

SCR1 

    1         0.9      0.7       0.2                        1         1       0.7       0 

    1         1           1        0.7                        1         1       0.7      0.3 

  0.3      0.6        1.3      2.4                      0.3      0.6      1.3      2.4                               DO 600nm 
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BAT2 en las mutantes sencillas put3∆, leu3∆ y la doble put3∆leu3∆ se realizaron 

ensayos tipo northern blot en glutamina, GABA y VIL, como fuentes de nitrógeno 

(figura 18). La expresión de BAT1 se induce en glutamina o GABA y se reprime por su 

producto final VIL. En un fondo put3∆, la expresión de BAT1 no es afectada en 

glutamina y GABA, en tanto que en VIL aumenta la expresión de BAT1 comparada con 

la WT cultivada en glutamina, mientras que en un fondo leu3∆ o put3∆leu3∆, la 

expresión de BAT1 disminuye en glutamina o GABA (figura 18). Por tanto, la expresión 

de BAT1 se regula negativamente por la acción de PUT3 y positivamente por LEU3. 

Estudios recientes mediante inmunoprecipitación de cromatina por PCR en tiempo real 

(qChIP), han demostrado que Leu3 y Gcn4 se unen al promotor de BAT1 y activan su 

transcripción (datos no publicados, González J. et al., 2014). Hasta ahora, no se ha 

comprobado la unión de Put3 al promotor de BAT1 mediante qChIPs, sin embargo, es 

importante demostrar su papel represor en la regulación transcripcional de BAT1 de 

manera directa. En la actualidad, se ha determinado que Put3 activa la transcripción de 

los genes que codifican para las enzimas Put1 y Put2 involucradas en el catabolismo de 

prolina (Selleck y Majors, 1987). Nuestros datos indican que en un fondo put3Δ, la 

expresión de BAT1 aumenta significativamente, sugiriendo por primera vez que Put3 

actúa como represor. 
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La expresión de BAT2 se reprime en glutamina y se induce en GABA o VIL (figura 18). 

La represión y la inducción de BAT2 en glutamina y GABA en un fondo put3∆ no son 

afectadas, sin embargo, la inducción de BAT2 por VIL disminuye significativamente. 

Estos datos sugieren que PUT3 tiene un efecto antagónico en la expresión de BAT1 y 

BAT2, reprime la expresión de BAT1 e induce la expresión de BAT2 bajo la misma 

condición (VIL). Hasta ahora, Huang y Brandiss, han propuesto que Put3 es una 

fosfoproteína cuyo estado de fosforilación varía dependiendo de la calidad de la fuente 

de nitrógeno presente en el medio. Sus experimentos demuestran que los estados de 

fosforilación de Put3 están correlacionados con la expresión de sus genes blanco, es 

decir, la mayor expresión de PUT1 y PUT2 se presenta en prolina y con ello el mayor 

Figura 18. La expresión de BAT1 y BAT2 se regula de manera antagónica 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 nitrógeno.  Las muestras se obtuvieron en fase de 

crecimiento exponencial (DO 600 nm 0.4-0.6). Como control de carga, la membrana se hibridó con la 

sonda de actina ACT1.  Los números indican el nivel de expresión relativo respecto a la cepa silvestre 

cultivada en glucosa + glutamina. 
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estado de fosforilación de Put3, mientras que en GABA y arginina la expresión de PUT1 

y PUT2 disminuye, acompañado de un estado menor de fosforilación de Put3 (Huang y 

Brandiss, 2000). Sin embargo, nuestros datos indican que en VIL, PUT3 regula 

negativamente la expresión de BAT1 y regula positivamente la expresión de BAT2, es 

decir bajo la misma condición fisiológica donde Put3 tiene el mismo estado de 

fosforilación, para un caso activa y para el otro reprime. Por tanto, Put3 no sólo puede 

activar la expresión de un gen dependiendo de su estado de fosforilación, sino que 

también puede activar y reprimir la expresión de genes en la misma condición 

fisiológica. 

            La expresión de BAT2 en glutamina o GABA aumenta significativamente en un 

fondo leu3∆ y put3∆leu3∆, indicando que LEU3 regula de manera negativa (figura 18). 

Sin embargo, la inducción de BAT2 por VIL, disminuye significativamente en los 

mismos fondos genéticos, sugiriendo que LEU3 regula negativamente y/o positivamente 

la expresión de BAT2 dependiendo de la condición fisiológica. De acuerdo a la literatura, 

Leu3 puede actuar como represor o activador dependiendo de la concentración del 

coactivador  α-IPM producido por las α-isopropilmalato sintetasas Leu4 y Leu9 (figura 

11) (Marobbio et al., 2008). En presencia de α-IPM, Leu3 actúa como activador, 

mientras que en ausencia de α-IPM Leu3 actúa como represor (Sze et al., 1992). En 

nuestro estudio uno de los principales hallazgos fue dilucidar que LEU3 regula 

positivamente y/o negativamente la expresión de BAT1 y BAT2 bajo la misma condición 

fisiológica (figura 18). Por tanto, LEU3 codifica para una proteína que puede activar y/o 

reprimir independientemente del α-IPM, sugiriendo que debe existir otro mecanismo 

molecular de activación-represión alterno al  propuesto por Sze y colaboradores (Sze             

et al., 1992). Nosotros proponemos que la activación y/o represión de Leu3 podría 

depender de la acción combinada de varios factores transcripcionales que responden a 

una señalización particular y que se unen a los promotores de genes que codifican para 

enzimas que participan en una vía metabólica específica. En este caso, la expresión de 

BAT2 corresponde a un perfil de expresión de un gen catabólico que responde a la 

calidad de la fuente de nitrógeno, se reprime en glutamina y se induce por GABA y VIL. 

Además, estudios recientes mediante qChIP han demostrado que la expresión de BAT2 

depende de la acción de Leu3 y Gln3. Es probable que Leu3 esté interaccionando con 
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otras proteínas que le permitan activar o reprimir la expresión de un gen. Otra 

posibilidad es que Leu3 reclute proteínas y/o complejos remodeladores de cromatina que 

permiten la activación o represión de la expresión de un gen. Un ejemplo de este tipo en 

S. cerevisiae es la proteína Rap1, que actúa como activador y represor. Su función como 

activador está relacionada con todos los promotores de genes que codifican proteínas 

ribosomales y enzimas implicadas en la glicólisis y síntesis de aminoácidos. Sin 

embargo, cuando Rap1 se une a regiones teloméricas promueve la formación de 

heterocromatina (Marcand P. et al., 1994; Devlin, C. et al., 1991). . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

          Hasta aquí nuestros datos sugieren que PUT3 y LEU3 tienen efectos antagónicos 

en la expresión de BAT1 y BAT2. De acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo y la 

literatura, se propone el siguiente modelo de regulación transcripcional (figura 19). Los 

genes PUT3 y LEU3 codifican para los factores Put3 y Leu3 que actúan como 

activadores y/o represores en la expresión de BAT1 y BAT2. En glutamina, Leu3 activa 

la expresión de BAT1 y reprime la expresión de BAT2 (figura19), en tanto que en VIL 

Leu3 activa a BAT2 y  Put3 reprime la expresión de BAT1 e induce la expresión de BAT2 

(figura 19). Resulta interesante que los parálogos BAT1 y BAT2 en S. cerevisiae se 

subfuncionalizaron a través de la divergencia de su expresión coordinada por la acción 

de Put3 y Leu3.…………………………………………………………………………….
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Figura 19. Modelo de la regulación de BAT1 y BAT2 por Put3 y Leu3. 
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 Conclusiones 
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- La velocidad de crecimiento de la mutante sencilla put3∆ es mayor respecto a la 

cepa WT, leu3∆ y la doble mutante put3∆leu3∆ en glutamina, GABA y VIL. 

- La fase lag de la curva de crecimiento es mayor en un fondo genético leu3∆ y 

put3∆leu3∆ en glutamina y GABA. 

- La fase exponencial de la curva de crecimiento se alcanza  más rápido en la cepa 

WT y put3∆ en glutamina y GABA. 

- La expresión de BAT1 en fuentes de nitrógeno primarias y secundarias depende 

positivamente de LEU3. 

- La expresión de BAT1 se reprime en presencia de los tres aminoácidos de cadena 

ramificada (valina, leucina e isoleucina), BAT1 se desreprime en un fondo put3Δ. 

- El perfil de expresión de BAT1 corresponde al de un gen biosintético. 

- La expresión de BAT2 depende de la fuente de nitrógeno: en fuentes secundarias 

se induce y en fuentes primarias se reprime.  La inducción en presencia de los 

tres aminoácidos (valina, leucina e isoleucina) depende positivamente de PUT3 y 

LEU3, mientras que la represión en glutamina es aliviada en un fondo leu3Δ. 

Esta activación-represión posiblemente depende de cambios en la organización 

de la cromatina. 

- La expresión de BAT2 alcanza su nivel más alto en presencia de los tres 

aminoácidos de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina). 

- El perfil de expresión de BAT2 corresponde al de un gen catabólico. 

- BAT1 y BAT2 han diversificado su expresión mediante la regulación positiva y/o 

negativa de PUT3 y LEU3. 
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7.1. Perspectivas 

Determinación de la unión de Put3 y Leu3 en los promotores de BAT1 y BAT2 bajo 

diferentes condiciones fisiológicas 

En este trabajo se determinó únicamente si PUT3 y LEU3 regulan la expresión de BAT1 

y BAT2. Sería interesante determinar bajo qué condiciones fisiológicas Put3 y Leu3 se 

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

Identificación de los genes blanco que se activan y/o reprimen por Put3 y Leu3 

Sería interesante identificar qué otros genes blanco son regulados por Put3 y Leu3. Para 

ello se podría analizar el transcriptoma de S. cerevisiae en las mutantes put3∆ y leu3∆ 

mediante  secuenciación total del RNA (RNA-Seq). También sería interesante analizar la 

unión de Put3 y/o Leu3 en el genoma de S. cerevisiae mediante secuenciación total de 

los productos obtenidos por inmunoprecipitación de cromatina (ChIP-Seq). 
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7.1. Genotipo de las construcciones, plásmidos y 

oligonucleótidos utilizados 

Tabla I. Construcciones utilizadas en este trabajo. 

Cepa Genotipo Referencia 

Cla1-2 MATα PUT3 LEU3 ura3 leu2::LEU2 Quezada et al., 

2008. 

put3∆ MATα put3∆::kanMX4 LEU3 ura3 leu2::LEU2 Este trabajo 

leu3∆ MATα leu3∆:: nat PUT3 ura3 leu2::LEU2 Este trabajo 

put3∆ leu3∆ MATα put3∆::kanMX4 leu3∆::nat  ura3 leu2::LEU2 Este trabajo 

 

Tabla II. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido Descripción Referencia 

pFA6a-kanMX6 Plásmido que contiene un módulo de 

resistencia para la selección de 

transformantes en S. cerevisiae. Este módulo 

KanMX contiene el ORF kanr de E. coli. 

Permite la selección eficiente de 

transformantes resistentes al antibiótico 

geneticina (G418). 

Wach et al., 1994. 

p4339  Plásmido que contiene un módulo de 

resistencia para la selección de 

transformantes en S. cerevisiae. Este módulo 

KanMX contiene un gen de resistencia que 

permite la selección eficiente de 

transformantes resistentes al antibiótico 

nourseotricina (NAT). 

Goldstein y 

McCusker, 1999. 
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Tabla III. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Código Oligonucleótido Secuencia 

J1 Fo kan-h PUT3 5´ GGT CCA ACT AAC TCA TTG ATA GGA TAA 

TTG CAG TGA TCT TAA CGA GTT TAC GTA 

CGC TGC AGG TCG AC 3´ 

J2 Re kan-h PUT3 5´ CAT AAG AAA ACA AAG AAA TCA GTA TTT 

TCT TCT TTG TCT TTG TAA TGG TGA TCG 

ATG AAT TCG AGC TCG 3´ 

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

J4 Re conf-PUT3 5´ AGG CTA CGT AAA TGA GCT GTC 3´ 

J5 Fo conf-LEU3 5´ GCA ATT TGA GGA ACC TTC AAC C 3´ 

J6 Fo sonda BAT1 5´ATC AAT AGT AAG GCT CGC AAA CCG CCC 3´ 

J7 Re sonda BAT1 5´CAT GTA AAG TCC AGC GAG ATA CCT TGG C 3´ 

J8 Fo sonda BAT2 5´ CAA ACA TCT TCG AAC GTG AAA ACC TGC 

CTC TGA GGG 3´ 

J9 Re sonda BAT2 5´ GTC CTT GAT ACC GAT AGG CCA GC 3´ 

J10 Fo sonda PUT3 5´ GGT CCA ACT AAC TCA TTG ATA GGA TAA 

TTG CAG TGA TCT TAA CGA GTT TA 3´ 

 

J11 Re sonda PUT3 5´ CAC CAT TAC AAA GAC AAA GAA GAA AAT 

ACT GAT TTC TTT GTT TTC TTA TG 3´ 

J12 Fo sonda ACT1 5´ GTT TTG CCG GTG ACG AC 3´ 

J13 Re sonda ACT1 5´CTT TCG GCA ATA CCT GGG 3´ 

J14 Re conf-NAT 5´ TAA GCC GTG TCG TCA AGA GTG G 3´ 
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7.2. Medios de cultivo y soluciones utilizadas 

4. 1. Medio YPD                                                                           

Extracto de levadura          1%                                   

Peptona de caseína            2%                      

Dextrosa anhidra                2%                                                                                                     

Agar (medio sólido)            2% 

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

Vitaminas 1000X     1 mL                                        

Trazas 1000X                 1 mL                                  

Sales       20 mL                                     

Dextrosa      20 g                             

Sulfato de amonio       5 g                                                        

Agar (medio sólido)        25 g 

4. 3. Solución A para extracción de DNA                                                                                  

Tritón X-100             2%                                    

SDS   1%                                    

NaCl   100 mM                               

Tris-HCl, pH 8           10 mM                    

Na-EDTA                   1 mM 

4.4. Solución B para extracción de DNA. Se prepara al momento.                                                      

Fenol:cloroformo: alcohol isoamílico (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. Solución TES                                                   

Tris-HCl 10 mM, pH 7.5                 

EDTA 10 mM, pH 8                                                                                     

SDS 0.5%                                         
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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 filtración y conservar en refrigeración 

protegido de la luz. 

4. 9. Tampón de muestra RNA 1.25x                          

Formamida desionizada       2.2 mL                                                                          

Formaldehido                       0.8 mL                                                                                    

MAE 10X     0.5 mL                                          

Glicerol al 80%    0.4 mL                                 

Azul de bromofenol al 2%    100 μL                                                                                  

Mezclar y conservar a -20 oC.                                                                                                

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 g                                                                                            

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

4. 12. Solución de prehibridación                    

SDS 10%                          7 mL                                                                                

NH2PO4 1M, pH 7.2          3 mL                          

EDTA 0.5M                       10 µL 
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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-HCl 100 mM, pH 7.5          10 mL                      

EDTA 10 mM, pH 8.0                 2 mL 
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