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1. INTRODUCCION:

We have formerly seen that parts many times repeated are eminently liable to vary in number and
structure; consequently it is quite probable that natural selection, during the long-continued course
of modification, should have seized on a certain number of the primordially similar elements, many

times repeated, and have adapted them to the most diverse purposes.

Charles Darwin, 1859

1.1. Levaduras

El término levadura, incluye a diversos hongos unicelulares que se reproducen por
gemacion o division celular, éstas son facilmente manejables para técnicas genéticas-
microbioldgicas y el tamano de su genoma facilita la caracterizacion por secuenciacion.
Estas agrupan tanto a patégenos miembros del género Candida como a especies utilizadas
como organismo modelo de investigacidn cientifica como lo son Saccharomyces cerevisiae
y Kluyveromyces lactis (Dujon, 2010).

S. cerevisiae es probablemente el organismo domesticado mas antiguo, pues ha sido
utilizado desde el afio 6000 a.C. en Sumeria, Babilonia y Egipto para la produccién de
cerveza. Casi en la misma época era de uso comun en Georgia para la elaboracién de vino
(Feldmann, 2012). Su uso se extendio a través de los afios para investigaciones cientificas.
En el laboratorio ha sido preferida como modelo de estudio en células eucariontes.

El nombre cientifico de esta levadura, podria dividirse en: Saccharomyces, derivado del
griego y significa “hongo-azlcar”, mientras que la raiz de cerevisiae proviene de Ceres, diosa
Romana de la cosecha. Es por ello que ésta levadura siempre ha tenido conexién con la
produccién de cerveza desde tiempos milenarios (Feldmann, 2012).

Una caracteristica comunmente conocida del metabolismo de S. cerevisiae es la
capacidad de fermentar azulcares alin en presencia de oxigeno, generando CO, y etanol. A
la fermentacién que se lleva a cabo en condiciones aerdbicas se conoce como efecto
Crabtree, por lo que las levaduras que pueden llevar a cabo este proceso se denominan
Crabtree positivas (van Urk et al., 1990).



1.2. Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

Durante mas de cien afios la levadura S. cerevisiae se ha utilizado como organismo modelo
para estudios de genética cldsica, y estudios bioquimicos. Al comparar con otros
organismos modelo, presenta diferentes ventajas, pues es un organismo unicelular que a
diferencia de algunos otros eucariontes mds complejos, puede estar en forma haploide o
diploide, crece facilmente en un medio definido, con un tiempo de generacion
relativamente corto, siendo entonces un organismo de facil manejo en condiciones de
laboratorio (Feldmann, 2012).

Existen multiples técnicas moleculares para la obtencién de ADN, ARNm, ARN{,
herramientas genéticas para la facil obtencién de cepas mutantes; incluso existe la
posibilidad de aislar organelos completos como nucleo y mitocondria (Feldmann, 2012).
Todas estas caracteristicas la convierten en uno de los modelos predilectos para
investigacion de ciencia basica.

Al secuenciar por primera vez el genoma completo de S. cerevisiae se descubrié la
estructura gendmica de una célula eucarionte y se dieron grandes avances en los estudios
en ciencias gendmicas y biologia molecular. La levadura haploide tiene un genoma de
13,478 kb, en 16 cromosomas y un ADN mitocondrial de 86 kb (Dujon, 1996).

1.3. Duplicacion génica

Los miembros de una familia de genes que comparten un ancestro comun como resultado
de un evento de duplicacion, se denominan genes paralogos, que a menudo presentan
divergencia de funcion. Por otro lado los ortélogos son genes que se encuentran en dos
genomas diferentes, que derivan de un ancestro comun por un evento de especiacion (Van
de Peer et al., 2009; Hurles, 2004).

La duplicacién génica es considerada una herramienta clave para procesos de
especiacion, innovacidon genética y que crea conjuntos de genes pardlogos que después de
divergir podrian permitir la especializacién funcional de las copias de genes duplicados
(Piskur, 2001).

La importancia de este evento para la evolucién bioldgica ha sido subrayada desde
1930, cuando Susumo Ohno propuso un modelo que en escala evolutiva puede resultar en
una nueva funcién (Conrad and Stylianos, 2007), por lo cual el estudio de este evento



gendmico puede proveer mayor informacién sobre la evolucién del genoma y la aparicion
de nuevas funciones (Kellis et al., 2004).

Los eventos de duplicacién génica se pueden deber a diferentes procesos, por ejemplo:
i) entrecruzamiento no reciproco (unequal crossing-over), donde la posicion del
entrecruzamiento determina si la parte duplicada contiene parte de un gen, el gen
completo o un conjunto de genes; ii) retro-transposicién, ésta ocurre cuando un ARN
mensajero es transcrito de manera retrégrada en ADN complementario y después es
insertado en el genoma al azar; una manera comun de identificar este proceso es la
presencia de colas de poli A, secuencias cortas repetidas flanqueando la secuencia
insertada, asi como pérdida de intrones, pérdida de promotores y zonas regulatorias, que
lo convierten en un pseudogen. Finalmente, iii) la duplicacién cromosémica o gendmica,
esto ocurre probablemente por la falta de separacidn entre los cromosomas hijos después
de la replicaciéon de ADN (Zhang, 2003; Hurles, 2004).

Las rutas que pueden seguir las copias adicionales de genes son las siguientes:

a) Pseudogenizacién: cuando una copia se pierde en la poblacién por acumulacién de
mutaciones, ya sea en la regién codificante o en la regulatoria, lo que lo convierte
gradualmente en un pseudogen para eventualmente ser eliminado del genoma
(Hurles, 2004; Zhang, 2003) (Figura 1a).

b) Neo-funcionalizacion: resulta ser de los mas importantes e interesantes y que como
su nombre lo indica, es la generacién de una nueva funciéon que no estaba presente
en el gen previo a su duplicacidn (Zhang, 2003) (Figura 1b).

c) Sub-funcionalizacién: se cree que mantener dos genes con funciones idénticas
afectan la estabilidad del genoma, por lo que una alternativa es que la funcion
ancestral se re-distribuya en las copias de genes (Zhang, 2003; Hurles, 2006; Van de
Peer et al., 2009) (Figura 1c).

d) Conservacidn por dosis génica: donde un aumento en la dosis de genes (aumento
de numero de copias por duplicacién, por ejemplo) puede resultar en niveles mas
elevados de la formacién del producto del gen.
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Figura 1: Esquema representativo de los diferentes caminos que puede seguir un gen duplicado. a)
pseudogenizacion, donde se pierde una de las copias; b) neo-funcionalizacidn, donde se adquieren
funciones diferentes a las acenstrales y c) sub-funcionalizacion, donde ambas copias comparten parte
de la funcion ancestral (Tomado y modificado de Louis, 2007).

Se ha observado que cerca en el 95% de los casos sdlo uno de los dos paralogos muestran
una evolucidon acelerada, lo que confirma la teoria de que mientras uno mantiene la funcién
ancestral, el otro es libre de evolucionar mas rapidamente (Kellis et al., 2004).

Gran numero de genomas que han sido secuenciados y analizados, presentan un alto
grado de genes duplicados. Algunos de los ejemplos mas estudiados son Drosophilla
melanogaster, el nematodo Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana, S. cerevisiae y
bacterias modelo como Bacillus subtilis y Escherichia coli (Piskur, 2001).

1.4. El evento de duplicacion completa del genoma de Saccharomyces
cerevisiae

La duplicacién completa del genoma (WGD por sus siglas en inglés, Whole-genome
duplication) ocurrid en levaduras hace aproximadamente 100 millones de afios (Warren and
Marullo, 2012). Este es considerado el primer caso descrito en eucariontes. Sin embargo
recientemente se ha demostrado que el ciliado unicelular Paramecium tetraurelia ha
atravesado por mas de una duplicacién completa del genoma (Van de Peer et al., 2009).



El analisis del genoma de S. cerevisiae permitid localizar los genes paralogos, que
dieron las primeras evidencias sobre la existencia de bloques de duplicacién ancestral, los
cuales fueron interpretados por Wolfe y colaboradores como una prueba de la veracidad
del modelo de la duplicacion completa del genoma. Este evento probablemente ocurrié
después de la divergencia entre el linaje de Saccharomyces y Kluyveromyces (Wolfe y
Shields, 1997) (Figura 2). Sin embargo, en un principio el modelo fue basado en sélo una
pequefia proporcion de genes (8%), que explicaria sélo la minoria de los genes redundantes,
por lo cual surgieron algunos modelos alternativos, como que dichos segmentos se deben
a eventos locales de duplicacién (Kellis et al., 2004).
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Figura 2. Después de la divergencia entre los linajes Saccharomyces y Kluyveromyces se llevo a
cabo a) el evento de la duplicacion completa del genoma; b) la gran mayoria de los genes
duplicados se eliminaron o sufrieron diversas mutaciones y c) sélo una pequefia parte de los genes
se mantuvieron con dos copias, pues eran necesarios para llevar a cabo la funcién ancestral; d) el
orden conservado de los genes duplicados en Saccharomyces es la Unica evidencia entre los
diferentes segmentos del cromosoma, pero e) la comparacidn con K. waltii hace mas evidente que
Saccharomyces tiene su genoma duplicado, con segmentos hermanos con base en la direccién
ancestral de los genes (Kellis et al., 2004).



Posteriormente se analizaron las secuencias de especies relacionadas, que divergieron
antes del evento de duplicacion. Asise demostro que S. cerevisiae surgio de una duplicacion
completa de ocho cromosomas ancestrales, donde después perdié cerca del 90% de los
genes duplicados mediante pequefias deleciones. Este modelo se confirmé por la presencia
de 145 regiones emparejadas en S. cerevisiae, que representan el 88% del genoma y
contienen 457 pares de genes duplicados (Kellis et al., 2004).

Una evidencia de la duplicacion es la existencia de familias de genes ampliamente
distribuidas (Hurles, 2004). Otra, tal vez la mas importante, es cuando dos regiones que
surgieron de una duplicacién ancestral, contienen genes paralogos en el mismo orden y
orientacién, dispersos entre otros genes no relacionados, es decir, conservan sintenia en
algunas regiones; ademas la sintenia observada permite establecer cudles son pares de
genes provenientes de una duplicacién global y cuales de eventos de duplicacién local (Kellis
et al.,, 2004). El grado de sintenia entre diversas especies de levadura disminuye
considerablemente conforme aumentan las distancias filogenéticas (PisSkur, 2001).

Se cree que el evento de duplicacién completa del genoma de S. cerevisiae permitié
una adaptacién a nuevos nichos. Sin embargo tener mas de un juego completo de
cromosomas (llamado poliploidia), implica una mayor inestabilidad del genoma. La
estabilidad se recupera después de eventos de mutacion, re-arreglos gendémicos o de una
pérdida masiva de genes (Kellis et al., 2004). En el caso de S. cerevisiae, sdlo algunos genes
duplicados fueron fijados y especializados, pues facilitaron la evolucién hacia el
metabolismo anaerdbico (Wolfe y Shields, 1997).

1.5. Sintesis de Glutamato

Las fuentes de Nitrogeno mas comunes para la mayoria de los microorganismos de vida
libre son el amonio y el nitrato. Gran parte del nitrégeno disponible se encuentra en estado
gaseoso; sin embargo pocos microorganismos pueden asimilar el nitrégeno molecular para
la sintesis de compuestos organicos. La asimilacion de este elemento en otros compuestos
es necesaria para el crecimiento del organismo. El glutamato con su grupo amino y la
glutamina con su grupo amida, son los principales donadores de nitrégeno, contribuyendo
con un 80 y 20% del nitrogeno celular respectivamente, para que se lleven a cabo las
reacciones biosintéticas necesarias.

En S. cerevisiae se ha observado que puede crecer exitosamente en un medio que
contiene glucosa como Unica fuente de carbono y amonio como Unica fuente de nitrégeno,
donde el amonio es incorporado por dos vias (Magasanik, 2003):



Una glutamina sintetasa (GS) dependiente de ATP, codificada por GLN1, que cataliza la
transferencia del amonio al glutamato para la produccion de glutamina, seguido de la accién
de una glutamato sintasa (GOGAT) dependiente de NAD, codificada por GLT1, que reduce y
transfiere el grupo amida al a-cetoglutarato para producir dos moléculas de glutamato
(Magasanik, 2003).

Glutamato + NH4* + ATP — glutamina + ADP + Pi
Glutamina + a-cetoglutarato + NADH + H* 2 2 glutamato + NAD + H,0

La ruta alternativa se lleva a cabo por la accidn de dos glutamato deshidrogenasas
dependientes de NADP, (NADP-GDHs codificadas por GDH1 y GDH3) que catalizan la
aminacién y reduccidn de a-cetoglutarato, usando NADPH como donador de electrones
(Magasanik, 2003).

a-cetoglutarato + NHs* + NAD(P)H + H* 2  glutamato + NAD(P)* + H,0

En S. cerevisiae el ciclo GS/GOGAT es la via auxiliar para la biosintesis de glutamato
(Valenzuela et al., 1998). Ambas vias son el punto de conexion entre los metabolismos del
nitrégeno y del carbono (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo del metabolismo del Carbono y nitrégeno, donde se ven
involucradas la glutamino sintasa (GS), las glutamato deshidrogenasas (NAD-GDH; NADP-GDH) y
la glutamato sintasa (GOGAT).



1.6. Glutamato Deshidrogenasas, dos isoenzimas en Saccharomyces
cerevisiae

Deluna et al., 2001 describié a dos glutamato deshidrogenasas dependientes de NADP*
presentes en S. cerevisiae, las cuales estdn codificadas por los genes GDH1 y GDH3, cuya
expresion es regulada diferencialmente, dependiendo de la fuente de carbono. Se
purificaron y caracterizaron dichas enzimas, mostrando diferentes propiedades alostéricas
y tasas de utilizacion de a-cetoglutarato. El estudio fisiolégico de mutantes que sobre-
expresan o carecen de GDH1 o GDH3, sugiere que participan en funciones fisiolégicas no
redundantes (DelLuna et al., 2001).

Cuando la levadura crece en glucosa y amonio como fuentes de carbono y nitrégeno,
Gdh1 es la via primaria para la biosintesis de glutamato; cuando la glucosa se agota, la
expresion de GDH3 aumenta considerablemente y la proteina contribuye mas en el proceso
de biosintesis durante la transicién diduxica de S. cerevisiae pues su actividad aumenta un
40% y va incrementando conforme pasa el tiempo (DelLuna et al., 2001).

La expresidon de GDH3 en presencia de etanol y su represion en glucosa, fue verificada
por andlisis tipo Northern blot (Figura 4), donde se observa claramente que si la fuente de
carbono es glucosa GDH3 se reprime, pero el efecto contrario se observa en etanol como
fuente de carbono (Avendafio et al., 2005).
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Figura 4. Analisis de la expresion del gen GDH3 por northern blot. El ARN fue extraido de células
CLA1/pGDH3-1 a una DOeoonm de 0.3, crecidas en medio con glucosa (G) y en medio con etanol (E)
como fuentes de carbono (Avendano et al., 2005).

Estas dos isoenzimas fueron purificadas, mostrando que la masa molecular de los
mondémeros es de 51 kDa para Gdh1 y de 49.6 kDa para Gdh3 (Figura 5A). Se determind
gue la estructura activa es un hexamero; se cree que in vivo pueden existir varias isoformas
por la oligomerizacién entre los monémeros (Figura 5B) (DeLuna et al., 2001).
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Figura 5. Analisis de las proteinas purificadas. A) SDS-PAGE de las proteinas purificadas provenientes
de células cultivadas en medio con etanol, donde carril 1: Gdh1 (cepa: gdh1A/gdh3ApLAM11-GDH1 2u
URA3), carril 2: Gdh3 (cepa: gdh14/gdh3ApLAM12-GDH3 21 URA3), carril 3: NADP-Gdhs provenientes
de la cepa silvestre. B) Electroforesis nativa de proteina purificada (2ug) donde carril 1: Gdh1, carril 2:
Gdh3, carril 3: NADP-Gdhs provenientes de la cepa silvestre, carril 4: mezcla de enzimas purificadas
Gdh1y Gdh3.

También se reporté el andlisis cinético de ambas isoenzimas en diferentes condiciones de
temperatura y pH mostrando los valores 6ptimos, analisis de velocidad maxima y su
comportamiento en presencia de inhibidores. La enzima obtenida de la cepa silvestre
exhibié comportamientos similares a las preparaciones que contenian 75% Gdh1l y 25%
Gdh3; lo cual indica que las cinéticas hacia el a-cetoglutarato depende de la abundancia
relativa de los mondmeros de Gdhl, Gdh3 y la asociacién en estructuras heteroméricas
(DeLuna et al., 2001).

Se reporté que se pueden encontrar diferentes proporciones de Gdh1/Gdh3 en cultivos
de levadura de largo plazo (DelLuna et al., 2001). Se sabe que en medio rico S. cerevisiae
crece fermentativamente, el cambio diduxico ocurre después que la glucosa se agota y se
adopta un metabolismo respiratorio utilizando el etanol producido durante el metabolismo



fermentativo (Figura 6 A). Con base en esto se llevé a cabo un analisis de expresién de
GDH3 en medio rico (YPD), reportando un aumento de la expresién del gen conforme pasa
el tiempo del cultivo, siendo el maximo a las 24 horas de crecimiento cuando la glucosa se
ha agotado completamente.
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Figura 6. La expresion de GDH3 aumenta cuando la glucosa del medio se ha agotado. A)
Cuantificacién del consumo de glucosa en medio rico (B ) y en medio minimo ([J), asi como la
produccion de etanol con el paso del tiempo en medio rico (A) y medio minimo (/\). B) Anélisis de
expresion de GDH3 por Northern Blot en medio rico (YPD) (Aranda et al., en preparacién).

En la figura 6 B podemos observar que la migracidn de las bandas de ARN fue irregular. Este
problema se presentd en muchos de los experimentos realizados de este tipo, no sabemos
con certeza a qué se debe pero suponemos que tiene que ver con el proceso de extraccion
o por degradacion de la muestra.

Durante el crecimiento fermentativo, con la glucosa como Unica fuente de carbono, la
actividad NADP-GDH se debe sélo a Gdhl. Sin embargo se observé que cuando llega a la
etapa de crecimiento post-diduxica se presentan diferentes proporciones de Gdh1/Gdh3y
después de 5 dias de incubacion el 70% de la actividad total de NADP-GDH, corresponde a
Gdh3 (DelLuna et al., 2001) (Figura 7).
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Figura 7. A) Cuantificacion de actividad NADP-GDH. Andlisis de la cepa GDH3, gdh1A (@) y de la cepa
GDH1, gdh3A (W) y la cepa silvestre (@) a través del tiempo, en medio rico (YPD); la flecha indica el
momento en que se acaba la glucosa del medio. B) Abundancia relativa de cada isoenzima del total
de NADP-GDH de la cepa silvestre por analisis densitométrico de sefiales de inmunoblot; las barras
negras son Gdh1y las blancas Gdh3 (DeLuna e al., 2001).

Para determinar que la regulacién de GDH3 dependiente de la fuente de carbono es a nivel
transcripcional, se construyeron varios plasmidos recombinantes, cambiando el promotor
de GDH1 por el de GDH3 y viceversa. Estos estudios permitieron reportar que la actividad
de Gdh1 es 27 veces mayor cuando se expresa bajo su propio promotor en medio glucosa
amonio, que cuando se encuentra bajo la regulacién del promotor de GDH3 en el plasmido
con la fusién 5’GDH3-GDH1. Ademas la actividad de Gdh3 aumenté 20 veces cuando se
encontré bajo la regulacién del promotor de GDH1 en comparacién a cuando es expresado
bajo su propio promotor. Los datos sugieren que la expresién de GDH3 es menor que la de
GDH1 y pudiera estar reprimida a nivel transcripcional por la glucosa (DelLuna et al., 2001).

Todos estos estudios nos permiten proponer que es importante realizar un estudio mas
detallado sobre la regulacion de la represion del gen GDH3 en presencia de glucosa, para
entender la importancia de este gen paradlogo en el metabolismo nitrogenado de S.
cerevisiae.
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1.7. Regulacion transcripcional en levadura

La transcripcién es uno de los procesos moleculares de mayor importancia en la célula; pues
es el conjunto de transcritos (transcriptoma) el que determina la funcién celular, lo cual
establece el tipo celular. Las caracteristicas de cada célula estan especificadas por los genes
expresados ya que cada célula tiene el mismo material genético. Sin embargo, es la
expresion regulada de estos genes la que determina la capacidad de la célula para
interactuar con su ambiente, por lo cual no todos los genes se expresan al mismo tiempo
(Ptashne and Gann, 2002).

La transcripcidn en eucariontes se lleva a cabo en ADN semi-empaquetado, en la fibra
de 30 nm o solenoide, es decir, en presencia de nucleosomas y ADN desnudo. El cambio en
la transcripcion de algunos genes esta correlacionado con cambios en la estructura de la
cromatina (Rando and Winston, 2012).

La regulacidon transcripcional comienza con el reconocimiento de una secuencia
especifica con elementos Unicos en el ADN por factores de trascripcion (TFs, por sus siglas
en inglés), ya sea por activadores de la transcripcion (TAs) que se unen a secuencias de
activacion rio arriba (UASs, upstream activation sequences) o represores (TRs) que se unen
a secuencias represoras rio arriba (URSs, upstream repression sequences). Las UASs y los
TFs asociados son requeridos probablemente para la expresién de todos los genes que
codifican para proteinas, transcritos por la Pol Il, los cuales contienen uno o mas UASs. Una
transcripcion eficiente requiere el acoplamiento con el UAS del promotor que reclutan a los
co-activadores apropiados (Hahn and Young, 2011).

Ademads puede existir un nivel de transcripcion basal in vitro que no depende de un
activador. Por otro lado se sugiere que los nucleosomas reprimen el inicio de la
transcripcion in vivo no dependiente de TFs. Por lo tanto un promotor en levadura puede
ser activado por uno o mas TFs, elementos poli(dA:dT) y por una cromatina alterada para
estimular la transcripcion independiente de activadores. Ademas las secuencias de ADN en
el inicio de la transcripcion parecen ser determinantes para la iniciacion (Hahn and Young,
2011).

Entre los diversos estudios realizados para entender cdmo se regula la expresion de
genes de levaduras se determind que: i) Las cajas TATA (TATA-boxes) son sitios de inicio de
la transcripcion presentes en muchos genes de levadura, que se encuentran normalmente
a 30 pb rio arriba del sitio de inicio de la traduccion; sin embargo no son obligatorias, ii)
“Upstream sequence elements” son los sitios de unién para activadores y represores
transcripcionales, iii) en algunos casos la activacion y represion se puede llevar a cabo por

los mismos factores de transcripcion, iv) reguladores globales estan involucrados en la
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regulacion de genes relacionados funcionalmente, v) no se requiere de un alineamiento
estricto entre el sitio de unién del activador transcripcional y la caja TATA de un gen de
levadura, vi) los factores de transcripcidon estan compuestos por dominios separables de
unién a ADN y de funcién activadora de la transcripcion, vii) en algunos casos particulares,
algunos activadores y la expresién de estos mismos estdn regulados a nivel traduccional
(Feldmann, 2012).

S. cerevisiae utiliza glucosa como la fuente de carbono preferencial, entrando a la via
glucolitica directamente y liberando etanol en el medio. Una vez que la glucosa ya no estd
disponible, puede utilizar fuentes alternativas de carbono para la produccién de energia
metabdlica y biomasa, tales como galactosa, sacarosa, maltosa, asi como algunas fuentes
no fermentables como el etanol, lactato, glicerol y acetato (Turcotte et al., 2009; Galdieri et
al., 2010).

Al no existir mas glucosa disponible, las células entran en la fase diduxica que se
caracteriza por una disminucion en el crecimiento celular y el cambio del metabolismo de
glicdlisis a la utilizacién aerébica del etanol, conocidos como metabolismo fermentativo y
respiratorio respectivamente (Galdieri et al., 2010). Cuando ocurre esta transicion, hay una
reprogramacion masiva de la expresion de muchos genes involucrados en distintas vias, por
ejemplo la del metabolismo del carbono, sintesis de proteinas y almacenamiento de
carbohidratos (DeRisi et al., 1997). Se sabe que se requieren cerca de 600 genes para el
crecimiento éptimo en fuentes de carbono no fermentables como el etanol. Dicha fuente
de carbono es producida normalmente por la célula como consecuencia de la fermentacion
alcohdlica, de tal forma que cuando es metabolizado se convierte en acetaldehido por la
enzima alcohol deshidrogenasa (codificada por ADH2), y a acetato por una aldehido
deshidrogenasa (ALD6). Posteriormente el acetato es transformado a acetil-CoA por la
acetil-CoA sintetasa (ACS1) (Turcotte et al., 2009).

La expresion de genes de la gluconeogénesis esta regulada en conjunto con la expresién
de varios genes respiratorios, pues éstos se requieren para la obtencidn de energia por
fosforilacién oxidativa durante el proceso de gluconeogénesis. Por esta razdn, las mutantes
deficientes en respiracién son incapaces de crecer en fuentes de carbono no fermentables.
Ademas se ha reportado que la estabilidad del ARNm de algunos genes de gluconeogénesis
aumenta en presencia de fuentes de carbono no fermentables (Turcotte et al., 2009).
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1.8. Efecto de la estructura de la cromatina

La cromatina es un complejo de ADN y proteinas, cuya estructura estd compuesta por
unidades repetidas y ordenadas de nucleosomas. Estos a su vez se conforman como
octdmeros de histonas, con 147 pb de ADN a su alrededor en 1.65 vueltas (Figura 8). Se le
considera una estructura de compactacién del ADN para estar dentro del nudcleo. Sin
embargo, se ha demostrado que puede participar dindmicamente con otros complejos
proteicos, en los procesos celulares como la transcripcion, recombinacion, reparacion del
ADN, formacion del centromero y del cinetocoro, regulacidén genética y epigenética (Li et
al., 2007)

Los nucleosomas eran vistos como una forma de empaquetar el ADN para poder estar
dentro del nucleo, se le consideraba material estatico y con estructuras que no eran de
interés. Esta vision cambié notablemente al demostrar que la estructura de la cromatina
juega un papel importante y dindmico, esencial en el control de la transcripciéon (Rando and
Winston, 2012).

Membrana Muclear
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Cromatina
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\{ Fibra de Cromatina %

Fibra Condensada
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Nucleosoma
(11 nm diam.)

ADMN
(2 nm diam.)

Figura 8. Esquema representativo de la estructura de la cromatina. Su empaquetamiento en los
nucleosomas y la constitucion de la fibra de 30 nm o solenoide, donde se lleva a cabo la transcripcion.
Tomado de grupos.emagister.com

La primera evidencia de su importancia proviene de estudios de la expresidn genética,
donde se mostraba que genes transcripcionalmente activos, eran mas sensibles a las
nucleasas que los genes que no son transcritos. Otros estudios sugirieron que la acetilacion
de las histonas puede afectar la transcripcién (Rando and Winston, 2012).
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Un aspecto importante de la funcion del promotor es la regulacidn de la ocupacion y
posicionamiento de los nucleosomas. En S. cerevisiae se reconocio que generalmente, las
regiones promotoras estaban libres de nucleosomas. Ademds que algunos estudios del
genoma encontraron una organizaciéon conservada de la cromatina en la mayoria de los
promotores en levadura (Hahn and Young, 2011). La cromatina también puede jugar un
papel pasivo en la regulacidon genética simplemente controlando cudles sitios de unién a
factores de transcripcion estan disponibles para su participacion en la regulacion genética
(Zawadzki et al., 2009).

La mayoria de los genes tienen i) una region libre de nucleosomas (NFR, por sus siglas
en inglés, Nucleosome Free Region) de aproximadamente 200 pb en los promotores; ii) un
nucleosoma +1 fuertemente posicionado, cuyo arreglo y anclaje de nucleosomas se
extiende por el ORF, iii) un nucleosoma -1 bien posicionado, iv) una NFR al extremo 3’ del
transcrito; v) una NFR mas profunda en los promotores de genes altamente expresados de
aquellos que no lo son (Zawadzki et al., 2009).

En general a mayor frecuencia de transcripcidn se puede observar una disminucién en
la ocupacion del nucleosoma -1, pues éste se escinde, ademds de que se aumenta la
longitud de la regién libre de nucleosomas, y mayor espaciamiento internucleosomal mas
cercano a las regiones codificantes (Rando and Winston, 2012).

A tasas altas de la transcripcioén, la ocupacién de nucleosomas disminuye sobre las
regiones codificantes, y los nucleosomas de las regiones codificantes se encuentran cada
vez mas deslocalizados. Se observd en la comparacién de los genes altamente transcritos
con los pobremente transcritos en una condicion de crecimiento, pero también se observé
cuando los genes son activados y reprimidos en respuesta a cambios en el ambiente (Rando
and Winston, 2012).
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2. ANTECEDENTES:

Se corrobord que la regulacion de GDH3 es a nivel transcripcional, reemplazando por
recombinacién homdloga a la regiéon promotora de GDH3, por el promotor tetO7 (promotor
que activa la expresién en ausencia de doxiciclina). Se hizo un analisis de la expresion de
estas construcciones por Northern Blot, donde se observé que GDH3 bajo la regulacion del
promotor tetO7 si se expresa en medio rico (YPD) desde etapas tempranas del cultivo
cuando aun hay glucosa en el medio y con el paso del tiempo se sigue expresando. Por el
contrario, en la cepa silvestre, se observd que la expresion de este gen bajo su propio
promotor, en ambas condiciones esta reprimido.

El andlisis de la expresién de GDH3 en medio minimo glucosa-amonio, mostré que
cuando se expresa bajo su propio promotor, la expresion de este gen estd reprimida, pero
la cepa mutante con el promotor tetO7 insensible a glucosa, el gen GDH3 muestra niveles
altos de expresion (Figura 9) (Campero-Basaldua, en preparacién).
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Figura 9. Analisis de expresion del gen GDH3 en medio rico y en glucosa-amonio por northern
blot. Cepa silvestre (GDH1, GDH3, GLT1) y la cepa que contiene a GDH3 bajo el promotor PtetO7
(Campero —Basaldua, en preparacion).

La elevada expresion del gen GDH3 bajo la regulacion del promotor tetO7 se observa incluso
al hacer un choque de privacién de glucosa, donde después de obtener las células a una
DOsoonm de 0.3, se hace un cambio por un medio de cultivo que no contiene glucosa ni
ninguna otra fuente de carbono, el gen GDH3 se expresa a niveles elevados después de 3,
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6 y 9 horas de incubacidon en estas condiciones (Figura 10) (Campero-Basaldua, en

preparacion).

R1158 GDHL, Ptet07-GDH3, GLT1 Privacion 0.3 DO
A
[ \
. [a)] wn 4 7
Glucosa — Amonio O T T T
o
=) o (o] a

GDH3

ACT1

Figura 10. Analisis de expresidn por Northern Blot del gen GDH3 en la cepa PtetO7-GDH3. Medio
glucosa-amonio y choque sin glucosa de 3, 6 y 9 horas.

Dado que el promotor es responsable de la regulacién de GDH3, se llevd a cabo el analisis
de las secuencias del género Saccharomyces y se obtuvieron los elementos cis conservados.
Se pudieron identificar a algunos candidatos que pudieran participar como reguladores
negativos como Nrgl/Nrg2 asi como Migl. Los candidatos como reguladores positivos
pueden ser el complejo Hap, GIn3 y Rtg3 (Figura 11).

Proponemos construir las mutantes pertinentes involucradas en la interaccidén con el
promotor, asi como en co-represores y algunos factores involucrados en la remodelacion
de la cromatina con el objetivo de analizar su participacidn en la represidn/activacion de
GDHS3.
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Figura 11. Esquema representativo del promotor de GDH3. Se muestran los sitios de
reconocimiento para reguladores negativos y positivos.

Nrgl y Nrg2 son regulados diferencialmente en respuesta a la fuente de carbono, tanto a
nivel ARN como de proteina. Los niveles de proteina de Nrgl aumentan en respuesta a la
limitacion de glucosa o el crecimiento en fuentes de carbono no fermentables, mientras los
niveles de Nrg2 se ven disminuidos. Se propone que Nrgl y Nrg2 tienen distinta regulacion,
expresién e incluso funcidn. Las proteinas Nrg estan involucradas en la regulacién de genes
como DOG2, SUC2, GAL, STA2, FLO11, considerados genes reprimidos por glucosa (Berkey
etal., 2004).

Migl es un regulador transcripcional de la expresién de MAL, GAL y SUC en respuesta
a glucosa, ademas es uno de los componentes mas conocidos y estudiados en la regulacion
negativa en respuesta a glucosa. Es una proteina de unién al ADN que pertenece a la clase
dedos de zinc (Hu et al., 1995).

La actividad de Migl esta regulada por fosforilacion y localizacién subcelular, donde a
altas concentraciones de glucosa, la proteina Migl es hipofosforilada y entra al nucleo,
donde puede llevar a cabo su papel represor de la transcripcion. Cuando la glucosa del
medio se agota, Migl es fosforilada y de forma inmediata es transportada al citoplasma
(DeVit et al., 1997)

Esta reportado que Migl se une a diversos promotores, como GAL1, GAL4, SUC2 y que
puede llevar a cabo la represidn por la interaccion con el co-represor global Ssn6-Tupl
(Treitel y Carlson, 1995); ademas este mismo co-represor es requerido para la represion por
Nrgl (Berkey et al., 2004). En este trabajo proponemos construir mutantes tup1A pues es
muy probable que esté funcionando como co-represor reclutado ya sea por Nrgl o Migl.
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Debido a que GDH3 se encuentra en la regién subtelomérica del cromosoma |, se podria
pensar que las desacetilasas de histonas como Sir2 y Hdal podrian estar participando en la
regulaciéon de la expresion mediante el remodelado de la cromatina, por lo que se decidio
hacer mutantes de los dos genes que codifican para ambas proteinas.

En la mayoria de los organismos, los telémeros consisten en una secuencia repetida de
ADN rica en G’s que va de 5’ a 3’ hacia el final del cromosoma. Esta estructura protege al
cromosoma de la degradacidn y las fusiones entre los extremos, previniendo la pérdida del
ADN terminal que sirve de sustrato para la telomerasa. Todo lo anteriormente descrito es
de vital importancia para el mantenimiento del cromosoma en eucariontes (Tham and
Zakian, 2002).

La transcripcion de los genes cercanos al telémero es reprimida, proceso conocido
como efecto de la posicidn del telémero (TPE, por sus siglas en inglés). Este fendmeno es
ampliamente estudiado en Saccharomyces, el cual involucra cambios en la conformacién
de la cromatina, siendo dependientes de la distancia y longitud del telémero, mediados a
través de Sir2 una desacetilasa de histonas del tipo Ill (Pedram et al., 2006, Tham and
Zakian, 2002).

Ademas de la participacion de los factores transcripcionales en la regulacion de la
transcripcion, se sugiere que podria existir otro punto de control tal como regulacién post-
transcripcional, incluso post-traduccional para las Gdh’s. Tal como se ha reportado
anteriormente por Mazon et al., en 1979 se conoce que la disminucidn de la actividad de
Gdh se debe a que la NADP-Gdh1 es degradada durante la privacién de glucosa. Por lo tanto
la relacién Gdh1/Gdh3 disminuye y la mayor parte de la actividad que se presenta se debe
a Gdh3 (Deluna et al., 2001). Aln no se conoce exactamente qué otros factores podrian
estar involucrados en la disminucion de Gdh3 en presencia de glucosa.

3. JUSTIFICACION:

La expresion de GDH3 se reprime en glucosa, dicha represion termina cuando se agota la
glucosa (Deluna et al.,, 2001). La represién pudiera depender en la interaccién de
elementos trans aun no identificados, con elementos cis que estan presentes en el
promotor de GDH3.

Es importante entender cémo se lleva a cabo la regulacidon de GDH3 dependiendo de
la fuente de carbono. Las Glutamato Deshidrogenasas son el punto de conexion entre el
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metabolismo del carbono y del nitrégeno, por lo que al ser enzimas clave para la levadura,

deben ser finamente reguladas para tener una utilizacion balanceada del a-cetoglutarato.

4. HIPOTESIS:

La represién del gen GDH3 depende de la accién concertada de mas de un elemento de

control negativo. Los altos niveles de expresion de GDH3 en ausencia de glucosa se deben

a la ausencia y/o inactivacion de uno o mas reguladores negativos y a la accién de uno o

mas reguladores positivos.

Ademas estos factores podrian reclutar a otros elementos que son capaces de modificar la

estructura de la cromatina para llevar a cabo la regulacién de GDH3 tanto en glucosa como

en etanol.

5. OBIJETIVO GENERAL:

Identificar el o los reguladores (trans) positivos y negativos responsables de la regulacién

del gen GDH3 de S. cerevisiae en presencia de glucosa como fuente de carbono.

5.1.

OBIJETIVOS PARTICULARES:

Construir mutantes sencillas en diversos reguladores como Migl, Tup1, Sir2, Nrg2.
Analizar la expresidon de GDH3 por Northern blot utilizando las cepas obtenidas en
el presente trabajo, asi como de las mutantes hdalA, nrglA, nrglAnrg24, gdhlA,
gdh3A y gdhlAgdh3A previamente construidas en nuestro laboratorio. Las
condiciones de crecimiento serdan en medio rico (YPD); medio minimo glucosa-
amonio y medio minimo glucosa-prolina.

Generar mutantes gdhlA, para ser analizadas en los fondos genéticos pertinentes y
analizar la expresién de GDH3 por actividad enzimatica.

Analizar la dindmica de la estructura de la cromatina en condiciones represoras y
activadoras del gen GDH3 (glucosa y etanol) mediante la técnica de Nucleosome
Scanning Assay (NuSA) (Infante et al., 2012).
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6. METODOLOGIA:

6.1. Cepasy condiciones de crecimiento

Las cepas utilizadas en este trabajo se presentan en la tabla I. Estas cepas se cultivaron en

medio minimo siguiendo la férmula del medio Yeast Nitrogen Base, Difco o en medio rico

YPD que contiene 1% extracto de levadura, 2% peptona de caseina, 2% Dextrosa anhidra.

Estas cepas fueron conservadas en medio sélido con los respectivos suplementos de

seleccién (aminodcidos o antibidticos).

Tabla I. Lista de cepas utilizadas en este trabajo y cepas de la coleccion del laboratorio(*).

Silvestre (WT) MATa CLA1 ura3A leu2A
hdalA* MATa CLA1 ura3A leu2A hdal::KANMX4
tuplA MATa CLA1 ura3A leu2A tup1::KANMX4
sir2A MATa CLA1 ura3A leu2A sir2::KANMX4
miglA MATa CLA1 ura3A leu2A migl::KANMX4
nrglA* MATa CLA1 ura34 leu2A nrg1::KANMX4
nrg2 A MATa CLA1 ura34 leu2A nrg2::KANMX4
nrglAnrg2A* MATa CLA1 ura3A leu2A nrg1::NAT
nrg2::KANMX4
gdhlA MATa CLA1 ura3A leu2A gdhl1::LEU2
gdh3A MATa CLA1 ura3A leu2A gdh3::URA3
gdh3A* MATa CLA1 ura3A leu2A gdh3::LEU2
gdhiAgdh3A* MATa CLA1 ura3A leu2A gdhl1::KANMX4
gdh3::LEU2
nrglAnrg2AgdhlA | MATa CLA1 ura3A leu24 nrgl1::NAT
nrg2::KANMX4 gdh1::URA3
nrglAnrg2Agdh34 | MATa CLA1 ura3A leu24A nrgl1::NAT
nrg2::KANMX4 gdh3::LEU2

El crecimiento de las cepas fue bajo temperatura controlada, 30°Cy en el caso de medio

liquido, se utilizé agitacién orbital a 250 rpm.

Los pre-cultivos se realizaron en 10ml de medio YPD, inoculando a una DOeoonm inicial

de 0.05.
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6.2. Construccion de mutantes en Saccharomyces cerevisiae

Se llevd a cabo el disefo experimental para la construcciéon de diversas mutantes
anteriormente mencionadas, utilizando oligonucledtidos especificos para la amplificacion
del médulo de geneticina (KANMX4), del gen URA3 o LEU2 segun sea el caso, y que
reemplazaran el gen en cuestion por recombinacién homoéloga.

Se amplificé el méddulo NRG2-KANMX4 que reemplazara el ORF completo de NRG2 con
el gen que le confiere resistencia a geneticina para seleccionar las mutantes obtenidas.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la enzima Phusion High Fidelity® (New
England, Biolabs) de acuerdo a las condiciones del fabricante. El programa utilizado para la
sintesis del modulo NRG2-KANMX4 fue: 98°C/5 minutos, 1ciclo; (98°C/30 segundos, 56°C/1
minuto, 72°C/2 minutos) 30 ciclos; 72°C/10 minutos, 1 ciclo. EIl ADN templado fue utilizado
a una concentracion de 50 ng/ul.

La amplificacion del mdédulo GDH3-LEUZ2 se realizd para reemplazar a GDH3 por LEU2
en una cepa CLA1 ura3 leu2 y obtener las mutantes por seleccion de auxotrofia.

El programa utilizado para obtener el médulo GDH3-LEU2 con la enzima Phusion High
Fidelity® (New England, Biolabs) fue el siguiente: 98°C/30 segundos, 1ciclo; (98°C/10
segundos, 56°C/30 segundos, 72°C/2 minutos) 30 ciclos; 72°C/5 minutos, 1 ciclo. El ADN
templado de la cepa $288C, fue utilizado a una concentracion de 50 ng/pl.

Para la amplificacion del mddulo GDH1-URA3 se utilizo el programa 98°C/30 segundos,
1ciclo; (98°C/10 segundos, 59°C/30 segundos, 72°C/1.5 minutos) 30 ciclos; 72°C/5 minutos,
1 ciclo. ElI ADN templado del plasmido pRS426, fue utilizado a una concentracién de 50
ng/ul.

Para verificar que se generaron las mutantes de forma correcta, se utilizaron los
oligonucleétidos de construccion en combinacion con los oligonucledtidos de verificacion
reportados en la tabla Il para realizar reacciones de PCR, cada reaccidn se hizo por separado,
verificando cada una de las mutaciones, en el caso de dobles y triples mutantes. Ningun
producto de amplificacién fue secuenciado para verificacién de la mutacidn.
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Tabla Il. Oligonucledtidos utilizados para la construcciéon y comprobacién de mutante, donde la secuencia
subrayada es complementaria al médulo con el cual se reemplazara el gen por recombinacién homdloga.
(*) El médulo para la mutante miglA se obtuvo de una mutante en el fondo BY4742, por lo cual no se
requerian oligonucleétidos tan grandes.

OLIGONUCLEOTIDOS DE CONSTRUCCION

Nombre Secuencia
TUP1KanFw AGC AGG GGA AGA AAG AAA TCA GCT TTC CAT CCA AACCAAT CGT
ACG CTG CAG GTC GAC
tuplA
TUP1KanRv CAA TGA ATT GAATAG TTT AGT TAG TTA CAT TTG TAA AGT GTT CCT
TATC GATGAATTCGAG CTCG
SIR2KanFw CAT TCAAACCATTTT TCC CTC ATC GGC CA TTA AAG CTG G CGT ACG
CT CAG GTC GAC
sir2A
SIR2KanRv TAT TAATT GCCACT TTT AATTA TTA AAT TGC CTT CTA C ATC GAT
GAATTCGAG CTCG
KanMIG1Fw AAC CTG GAG TGATGG TAAAGG C
miglA*
KanMIG1Rv GGG TTC CAC CAT CAG TAA AAG TAC
Mod.NRG1Fo ATG TTT TAC CCA TAT AAC TAT AGT AAC CTC AAT GTT TCT ACT ATG
) CCCGCA CCGTACGCT GCAGGTCGAC
nrglA
Mod.NRG1Re TTATTG TCCCTT TTT CAAATG TGT TCT ATA GTG TTG CAA GCA ATT
) ATC ATG ATC GAT GAATTC GAG CTC G
NRG2-Kan.Fo GAC AGC TCA AAT GAA TTT CCG GCA CCA AGT CAT ATG AGC ACC
) GTA CGCTGCAGG TCG AC
nrg24
NRG2-Kan.Re GAA CCG ACT ATC GTT CCT GCT ATT GTT CTT GGT GAG TAT TAC ATC
) GAT GAATTCGAG CTCG
Gdh1URA3RY CTC CCG ATAATC AATTTT CTT AAT TAATTA ATT GCG TTA CGA TTC
dh1A CGTTAGTTTTG CTG GCCGCATC
g
GAT ACG TAC TAT CGC ATT ATT CTA ATA TAA CAG TTA GGA GAC CAA
Gdh1URA3Fw
AGT GCA CCATACCACAGCTT
Gdh3LEU2Fw AAT GACTTC TGA CTT TGA GCC GTT CGA ACT CAG TTA TAT AAA GGT
dh3A ACA TAC ATA GGC AGT AATTGG TTG TTT GGCCGA G
g Gdh3LEU2RY TGC ATA GTA AAT TAA AAG TAG ATT ACA CTA CTA CAT ACA CAG ATA
GTT ACG AACTGC GTA TAT AGT TTC GTC TAC CC
OLIGONUCLEOTIDOS DE CONFIRMACION
TUPconFW CTT CAG CTA TAA AAC AAT GCG CTG AC
tuplA
TUPconRV2 CTG TAA GAT GAT GCAACCACACTTAACG
SIR2conFW AAG CTA CAT CTAGCACTCCTTCC
sir2A
SIR2conRV CTG AGA TTC TGA GGC TAT ACC ACC
miglA ConMIG1Fw GTT GCT AGC ATACTT GTT CGA GCT
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ConMIG1Rv GAC CTG GTT CCA TGA ATG AGA G
Conf-nrg1Fo CTT GGT TGC GGT CAA CAC CCT CAG C
nrglA
Conf-nrgl Re TTC GGA GAC AGT TCT GAT GCC TAG T
Nrg2Fo GCA GTA GCT CCT ACA TCG CTA ACA GG
nrg24
Nrg2Re CGT CAT CAC AGG AGA GGG TAA TCC
C°"gdhv3URA3F AAG CTG TTA TCA GCT GCT GCG
gdhiA
Congd h\}URA3R TCA TCA AAT AAG CCT GGT GTC C
CongiTLEUZ GGG ACA GTT TTA TCG TTG GTT AA
gdh3A
Congd;fLEUZ CTT CCG TAA TGC TGA ACC CTA TT
ME/‘:"\‘I'O Kan3’ Re GGC AGT TCC ATA GGA TGG CA
Maddulo
NAT NatRev TAA GCC GTG TCG TCA AGA GTG G
Maddulo
kA3 ConfURA3RV TAT ACT GTT GAC CCA ATG CGT C
ML‘;?JUZM ConLEU2fw TAA GAC CAT GTA ACT TTG CAT CCG

En el caso de las mutantes tuplA, miglA, nrg24, sir2A, se amplifico el mddulo de
geneticina utilizando como templado el plasmido pFA6a::KANMX4 vy utilizando los
oligonucleétidos pertinentes para cada caso. Para eliminar el gen MIG1 se realizé a partir
de ADN gendmico de la mutante mig1A::KANMX4 de la coleccién BY4742 (MatA, his3 leu2
lys2 ura3’). El médulo LEU2 se obtuvo amplificando el gen a partir de ADN gendmico de la
cepa S288c, y en el caso del mdédulo URA3, se utilizé como templado el plasmido pRS426
(Promega).

Una vez obtenido el médulo, se purificd el producto de PCR utilizando el paquete
Promega, Wizard SV Gel and PCR clean-up system, para poder transformar levadura por el
método de acetato de Litio, se aislaron ocho colonias de cada cepa obtenida, para llevar a
cabo tres pasos de purificacion en placa. Una vez obtenidas las cepas mutantes, se
analizaron por PCR con los oligonucleétidos especificos para cada caso. Algunas mutantes
se confirmaron por Northern blot cuando el resultado por PCR no fue contundente.

Ademads sobre la mutante nrg1Anrg2A se elimind el gen GDH3 y por separado GDH1
para generar las triples mutantes nrglAnrg2AgdhlA y nrg1Anrg2Agdh3A utilizando los
maodulos de construccién con URA3 o LEU2. Se comprobaron las tres mutaciones cada
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construccion por separado, mediante PCR utilizando diversas combinaciones de los
oligonucleétidos y ademas se verificaron las mutantes positivas mediante Northern blot.

6.3. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae por acetato de Litio

Se inoculé en 10 ml de medio YPD una colonia aislada de la cepa de interés, se incuba toda
la noche a 30°C a 250 rpm en agitacion orbital. Se utiliza éste pre-cultivo para inocular un
matraz con 40 ml de YPD a una DOgoonm de 0.1-0.2, se incubd a 30°C en agitacion orbital
hasta alcanzar una DOgoonm de 0.3-0.4, se colectaron las células por centrifugacién a 1500 x
g por 5 min, se hizo un lavado con 40 ml de agua estéril y finalmente se homogenizaron las
células en 1 ml de agua estéril para transferir a un tubo de 1.5 ml, se centrifugd a maxima
velocidad por 5 seg y se elimind el sobrenadante.

Se lavd con 1 ml de TE/LiOAc recién preparado (10 mM Tris HCl 1M pH 7.5, 100 mM
acetato de litio, 1 mM EDTA). Se centrifugaron, y se eliminé el sobrenadante, para
finalmente resuspender en 200 pl de TE/LIOAc, y colocando 50 pl de células en un tubo por
cada transformacion, incluidos los controles. Se agregaron 1-2 ug del producto de PCR
purificadoy 10 ul de ADN de esperma de salmdn, previamente hervido por 5 min. Se mezcla
y se adicionan 300 pl de PGE/TE/LiOAc al 50% recién preparado (PEG 50%, 100mM acetato
de litio, 10 mM Tris HCl pH 7.5, 1 mM EDTA).

Se incubaron las células a 30°C por 30 minutos, con agitacién leve. Una vez terminado
el tiempo de incubacién, se hizo un choque térmico a 42°C por 15 min. Las células se
colectaron por centrifugacion y se homogenizé el paquete celular en 1 ml de YPD, para
transferir a un tubo con 3 ml de YPD.

Se recuperaron las células incubando a 30°C, por 3 h. Las células se colectaron por
centrifugacidn y se lavaron, para posteriormente realizar la seleccidn, creciendo en medio
YPD sélido suplementado con geneticina (200 mg/L). Las cajas se incubaron hasta tener
colonias y se aislaron para re-estriar en cajas individuales para su posterior analisis por PCR.

6.4. Extraccion de ARN

Se llevd a cabo el crecimiento de las cepas pertinentes para cada experimento en medio
minimo glucosa-amonio o etanol-amonio para la obtencién de células y la posterior
extraccion de ARN total conforme al protocolo descrito a continuacién, obteniendo
muestras a una DOsoonm 0.3, 0 en alguna otra condicidn fisioldgica, después se colectaron
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las células por centrifugacién, se lavaron y se cambiaron a un medio sin fuente de carbono,
solo en el caso de los experimentos de privacion de glucosa. Todas las muestras obtenidas
se visualizaron en un gel de agarosa al 1% para ARN.

Para llevar a cabo la extracciéon de ARN total de células de levadura, se inoculé una
colonia de la cepa de interés en 10 ml de medio YPD para su crecimiento durante 15 h y ser
utilizado como pre-inéculo de un nuevo cultivo de mayor volumen (2000 ml) a una densidad
Optica de 0.05 DOsoo nm, Una vez inoculado se dejé en crecimiento en agitacion orbital a
30°C, hasta obtenerlo a la densidad éptica deseada (0.3, 0.5 DOsoo nm). Colectar las células
en un tubo cénico estéril, descartar el sobrenadante y hacer un lavado del paquete celular
con 10 ml de agua con DEPC, centrifugar y descartar el sobrenadante, congelar el paquete
celular con nitrégeno liquido y almacenar a -70°C hasta el momento que tenga que ser
procesado.

Una vez obtenidas todas las muestras de interés, se descongelan y se agregan 500ul de
solucion TES (Tris-HCl 10 mM, pH 7.5; EDTA 10 mM, pH 8.0; SDS 0.5%) e inmediatamente se
agregan 400 pl de fenol acido y se agita vigorosamente durante 10 seg. Se incuban de 30 a
60 min a 65°C con ocasional agitacion. Inmediatamente después se colocan los tubos en
hielo durante 10 min. Se centrifugan durante 5 min a velocidad maxima a 4°C. Se transfiere
la fase acuosa a un tubo de 1.5 ml, afiadir 400 pl de fenol acido y se agita vigorosamente.
Se incuban nuevamente los tubos en hielo durante 10 min y se centrifuga durante 5 min a
velocidad maxima a 4°C. Se transfiere la fase acuosa a un tubo de 1.5 ml, afladiendo 400 pl
de cloroformo. Agitando vigorosamente y se centrifuga 5 min a velocidad mdaxima a 4°C.
Se transfiere la fase acuosa a un tubo nuevo, agregando 40 pul de acetato de sodio 3M pH
5.3 y 1 ml de etanol absoluto frio y se precipita toda la noche.

Para precipitar el ARN, se centrifuga 15 min a 17000 x g, a 4°C. Se lava el precipitado
de ARN con etanol al 70% frio. Se centrifuga y se decanta, se deja secando por unos minutos
a temperatura ambiente para finalmente agregar 50ul de agua tratada con DEPC.

6.5. Northern Blot

Se decidid utilizar la técnica de Northern blot para estudiar la regulacién de la expresién de
GDH3 debido a que era la técnica disponible y estandarizada en el laboratorio para llevar a
cabo este tipo de analisis.

Se cuantificaron las muestras de ARN por espectrofotometria (Nanodrop 2000
Spectrophotometer, Thermo Scientific) para tener 30 ug de ARN de cada una de las
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muestras para cada carril del gel de agarosa. Se sometieron a migracién por voltaje (80
Volts) en un gel de agarosa-formaldehido (84ml H20 DEPC, 10 ml MAE 10X, 6 ml de
formaldehido 37%) con amortiguador de corrida MAE 1X (100 ml MAE 10X, 30 ml
formaldehido, 870 ml en agua bidestilada).

Se observo el gel con las muestras de ARN total en el transiluminador. Silos ARNs no
estan degradados se procede a la transferencia en la membrana.

Previo a la transferencia en la membrana, se lava el gel de agarosa con 250 ml de SSC
10X (175.3 g de NaCl, 88.2 g de citrato de sodio, ajustar a 1L) en el agitador, dos lavados de
20 minutos cada uno, esto para eliminar el exceso de formaldehido del gel.

Se llevé a cabo la transferencia por capilaridad a la membrana de Hybond-Nylon
utilizando el amortiguador SSC10X. La transferencia se llevd a cabo por 12-16 horas. Una
vez obtenido el filtro se fijé con ayuda del Stratalinker (UV Stratalinker 1800, Stratagene).

Se realizd el marcaje de la sonda de GDH3, GDH1 y ACT1 con P32 con el método de
Random Primer, se cuantificé el porcentaje de incorporacién y finalmente se llevé a cabo la
hibridacién de cada una de las sondas, en eventos por separado.

Una vez obtenida la membrana se llevd a cabo la hibridacion de ARN con la sonda
radioactiva correspondiente, primero con solucién de pre-hibridacién (7ml SDS 10%, 3ml
fosfato de sodio monobasico 1M pH 7.2, 10 ul de EDTA 0.5M) incubando una hora a 65°C.
Después se hirvid la sonda radioactiva por 10 minutos, se enfrié en hielo para poder
agregarla en la solucién. La hibridacion se llevé a cabo por aproximadamente 12 horas a
65°C.

Terminada la hibridacién se hicieron cuatro lavados del filtro, dos de baja astringencia
(SSC 2X + SDS 0.1X) y dos de alta astringencia (SSC 0.15X + SDS 0.1X) a 65°C. Se llevd a cabo
la exposicion del filtro, anotando las coordenadas de su ubicacién. Después de 24 horas de
exposicidn se llevé a cabo el analisis de la imagen.

6.6. Obtencion de ADN genémico

Se inocularon 10 ml de medio YPD con una colonia aislada de la cepa elegida, se incubaron
a 30°C, en agitacion orbital por toda la noche.

Se centrifugd a 2000 x g por 2-5 min a temperatura ambiente para colectar las células.
Se eliminé el sobrenadante y se resuspendié en 0.5 ml de agua bidestilada estéril para
transferir a un tubo de 1.5 ml. Se centrifugd a 17000 x g por 5 seg. Se elimind el
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sobrenadante para adicionar 200 pl de una solucion de: 2% Tritén X-100, 1% SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM Na-EDTA.

Se adicionaron 200 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) preparado al
momento. Se agregaron 0.3 g de perlas de vidrio a cada muestra para mezclar con agitacion
por vértex (maxima velocidad) por 3-4 min. Se adicionaron 200 pl de amortiguador TE pH
8.0. Centrifugar a 17000 x g por 5 min.

Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo limpio. Se agregaron 400 pl de
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se centrifugé a 17000 x g por 5 min para
transferir la fase acuosa a un microtubo limpio. Se repitid la extraccién con
Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico dos veces.

Finalmente se precipitd agregando 1 ml de etanol al 100% + 10 pl de acetato de amonio.
Se mezcld por inversion y centrifugd a 17000 x g por 2 min, se elimind el sobrenadante. El
precipitado de ADN se resuspendid en 400 ul de amortiguador TE + 10ul de RNAsa A (10
mg/ml). Se incubd a 37°C por 30 min.

Para precipitar el ADN se agregaron 10 ul de acetato de amonio 4 M + 1 ml de Etanol
al 100%. Se mezcld por inversion. Se centrifugaron las muestras a 17000 x g por 2 min. Se
eliminé el sobrenadante se lavé el precipitado con Etanol 80% y se secé a temperatura
ambiente.

6.7. Actividad de NADP-GDH

El extracto total de proteina se obtuvo de acuerdo con DelLuna et al., 2001. Se colectaron
las células y se resuspendieron en 1ml de amortiguador A (100 mM Tris pH 7.5, 1ImM de
EDTA, 1mM de Ditiotreitol [DTT], 1 mM fenil-metil-sulfonil flurido [PMSF]), se rompieron las
células en forma mecanica con perlas de vidrio en 8 ciclos de 1 min de agitacidén por vértex
y 1 min en hielo. Se centrifugaron terminados los 8 ciclos a 900 x g por 10 min, recuperando
el sobrenadante.

El extracto obtenido se utilizé inmediatamente para la cuantificacion de la actividad
enzimatica y posteriormente almacenado a 4°C por no mas de 7 dias para posteriores
analisis o repeticiones.

Para la actividad de GDH se prepararon tres mezclas de 50 ml:

28



Tabla Ill. Lista de reactivos necesarios para la cuantificacion de la actividad enzimatica de NADP-Gdh.

Sin a- .
Completo cetoglutarato Sin NH,
a-cetoglutarato 50mM 4ml - 2ml
NH4Cl 500 mM 4ml 2 ml -
TrisHCI1 M pH 7.5 4 ml 2 ml 2 ml
Aforar con H20 a 40 ml 20 ml 20 ml

El pH se ajustd a 7.2 antes de aforar al volumen final. Las alicuotas se guardaron en
congelacion a -20°C sin NADPH. El volumen final de la reaccién fue de 1 ml, utilizando
diferentes volumenes de una dilucién pertinente del extracto de proteina (2, 4, 8 y 16 pl),
donde se fue observando la pendiente de actividad al reducirse el NHa y el a-cetoglutarato
para convertirse en glutamato, mediante espectrofotometria (Cary 50 Bio, UV-visible
Spectrophotometer, Varian).

Se llevé a cabo la cuantificacion de proteina (Lowry et al.,, 1951), en placas de
microtitulacidn. La actividad especifica se calculéd mediante las pendientes obtenidas en la
medicidn por espectrofotometria y la concentracion de proteina total del extracto.

6.8. Zimograma para GDHs

Las cepas de interés se cultivaron en el medio elegido, hasta la DOsoonm deseada, incubando
a 30°C con agitacidn orbital.

Se obtuvo el extracto de proteina total con el protocolo anteriormente descrito,
utilizando un volumen de 400 pl de amortiguador A (100 mM Tris pH 7.5, 1mM de EDTA,
1mM de Dithiotreitol [DTT], 1 mM fenil-metil-sulfonil flurido [PMSF]) con el fin de obtener
la proteina mas concentrada y poder cargar en el gel nativo entre 50-100ug de proteina.

Tabla IV. Lista de preparacion de un gel de 1.5 mm para zimograma de NADP-Gdh.

Gel separador 5% Gel concentrador

Agua bidestilada 5.814 ml | Agua bidestilada 2.3 ml
Acrilamida 30% 1.67 ml | Acrilamida 30% 670 ul
TrisHCI1.5M pH 8.8 | 2.5 ml TrisHCI0O.5M pH 6.8 | 1 ml
Persulfato 15% 100 i Persulfato 15% 60 pl
TEMED 10 pl TEMED 10ul
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Se dejaron polimerizar por al menos dos horas. Se prepard el amortiguador de corrida
Tris-glicina 1X pH 8.8 (2X: 3g trizma base, 14.4g de glicina, ajustar pH con KOH, aforar a 1L)
y el amortiguador de carga para las muestras (glicerol 40%, azul de bromofenol 0.04%, Tris
HCI 0.5M pH 6.8). Las muestras se mezclaron con el amortiguador de carga a una
concentracion final 1X y éstas no fueron sometidas a alguna temperatura mayor a la del
ambiente, para evitar la desnaturalizacidon de las proteinas. La migracidn de las muestras
se hizo a 110V, por 1.5 h a 4°C.

Una vez desmontado el gel de la cdmara de electroforesis, se colocé en un recipiente
donde se cubrio con la solucién de reaccidn.

Tabla V. Preparacion de 10 ml de solucidn de reaccidn para revelar el gel nativo.

Reactivo Volumen | [final]
100 mM a-cetoglutarato | 500 pl 5mM
1 M NH4Cl 500 pl 50 mM
1M Tris HCl pH 7.5 1ml 100 mM
H,0 8ml -
NADP(H) 10 mg 1.19 mM

Se incubé por 30 minutos, para posteriormente ser observado por luz UV. Esta
metodologia se basa en el hecho de que el NADP(H) es fluorescente y el NAD(P) no lo es,
asi que los sitios del gel donde hubo reaccién se habra consumido el NADP(H) y se podra
observar una banda oscura, mientras que el resto del gel serd fluorescente.

6.9. Nucleosome Scanning Assay (NuSA)

La técnica descrita por Infante et al., 2012 combina el aislamiento del ADN correspondiente
al tamafo que es protegido por un nucleosoma (146 pb) después de ser digerido con
nucleasa micrococal (MNasa) y su posterior cuantificacion por g-PCR. El ADN protegido por
un nucleosoma, sera amplificado debido a que hay una mayor concentracién dentro de la
poblacion de moléculas, no asi con el ADN desprotegido (Figura 12).

Para llevar a cabo este andlisis, se disefiaron pares de oligonucledtidos para cada gen,
descritos en la tabla VI y VII. Se obtuvieron 19 pares de oligonucledtidos para GDH1 que
abarcan aproximadamente 800 pb en total, de los cuales 600 pb son del promotor y 200 pb
de una parte de la regidén codificante. Para el caso de GDH3 se disefiaron 22 pares de
oligonucledtidos que permitirdn analizar cerca de 1000 pb, de los cuales aproximadamente
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700 pb corresponden al promotor y los 300 pb restantes a la regién codificante. Estos
oligonucleétidos generaron productos de PCR de aproximadamente 100 pb, los cuales
tienen una zona de empalme con el siguiente amplicon en la mitad del anterior y asi
sucesivamente a lo largo de toda la zona de estudio.

Tabla VL. Lista de los pares de oligonucledtidos utilizados para el NuSA de GDH1.

G1Fw-595 CGT TTA CGA TTG GCT GGA TAA
G1Rw-502 CAT AAG GGG AGC CTG ATA CA
G1Fw-559 AAT ATG ATG CTACATCCACTCA
G1Rw-465 TAA GAT CAG GCC CGT TTC CA
G1Fw-521 TGT ATCAGG CTCCCCTTATG
G1Rw-428 TCG AGG CCA TCC AAT CAG AT
G1Fw-484 TGG AAA CGG GCCTGATCT TA
G1Rw-381 TGA AAATGCATG GGCCGG TT
G1Fw-448 ATCTGATTG GAT GGC CTC GA
G1Rw-339 ACG TGG GGT CGT ACT ATT TC
G1Fw-400 AAC CGG CCCATG CATTTT CA
G1Rw-310 AGC TGA TAA CAG CTT CTCTCT
G1Fw-359 GAA ATA GTA CGA CCC CACGT
G1Rw-264 TGCTGATTT TCATTATGG TACCT
G1Fw-330 AGA GAG AAG CTG TTATCA GCT
G1Rw-228 CTACTT CTTACG CTT TCT TCT TC
G1Fw-286 AGG TAC CAT AAT GAA AAT CAG CA
G1Rw-189 ACG TAT ACT TTG CTT TAA CAA GA
G1Fw-250 GAA GAA GAA AGC GTA AGA AGT AG
G1Rw-166 TTC CAATCT TCT CTT ACT TAG A
G1Fw-212 TCT TGT TAA AGC AAA GTATAC GT
G1Rw-111 ATG GGT AAACGCATT TGT AACT
G1Fw-187 TCT AAG TAA GAG AAG ATTGGA A
G1Rw-82 AAG TCATTT AAAGAG TGA GAG A
G1Fw-132 AGT TACAAATGCGTTTACCCAT
G1Rw-35 AGA ATA ATG CGATAG TACGTAT
G1Fw-103 TCT CTC ACT CTT TAAATGACT T
G1Rw+17 AAT TCT GGC TCT GACATT TC
G1Fw ATA CGT ACT ATCGCATTATICT
G1RW AGG AGA CAA CTT CTT CGT AAG

G1Fw GAA ATG TCA GAG CCA GAATT

G1Rw GCA AAA CCT TTC TGT ATT CTG

G1.16 | G1Fw CTT ACG AAG AAG TTG TCT CCT

G1.0

G1l.1

G1.2

G1.3

Gl.4

G1.5

G1.6

G1.7

G1.8

G1.9

G1.10

G1l.11

G1.12

G1.13

G1.14

G1.15
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G1Rw GTATGATTCTTT CTG GAA CAG

G1.17

G1Fw CAG AAT ACAGAAAGG TTTTGC

G1Rw TTG AGCAACTTCTTG TTC AC

G1.18

G1Fw CTG TTC CAG AAA GAATCATAC

G1Rw CTT GGC GGA GTT ATATTG CA

Tabla VII. Lista de los pares de oligonucledtidos utilizados para el NuSA de GDH3.
53.0 G3Fw-689 TAC AACTAA CAA GCACCGGA
G3Rw-584 TGC CAC AAG TAT GTT TAT AGA AG
G3.1 G3Fw-653 AGT GTA GAA GCT ATT ATT CTT GC
G3Rw-541 CAG AGA CCCAACAAAACTTAAA
G3.2 G3Fw-606 CTT CTATAAACATACTTG TGG CA
G3Rw-497 GCT CCG TTT TAT CAT ACTTTACT
G3Fw-562 TTT AAGTTTTGT TGG GTCTCT G
633 G3Rw-472 ATG GGC GTT AAT TACTTT GGC
G3Fw-519 AGT AAA GTATGA TAA AAC GGA GC
G3.4 G3Rw-408 TCT GTC AGC AGC CAT ATATAT
G3Fw-492 GCC AAA GTA ATT AAC GCC CAT
63.5 G3Rw-397 AGT GCA GAATAT CTGTCA GC
G3.6 G3Fw-428 ATA TAT ATG GCT GCT GAC AGA
G3Rw-338 CAATCA AGC AAA CTG AACGG
G3.7 G3Fw-416 GCT GAC AGATAT TCT GCACT
G3Rw-315 TTC CTT TCT TCA AAG AGC TGG
G3Fw-357 CCG TTCAGT TTG CTT GAT TG
3.8 G3Rw-259 TCG ATA AGA TAA GTA ATATAC CCT
G3Fw-335 CCA GCT CTT TGA AGA AAG GAA
63.9 G3Rw-232 CTG TCC CTT TAATAT CAATACTG
G3Fw-282 AGG GTA TAT TACTTA TCT TAT CGA
63.10 G3Rw-175 CTCTTT TTA AGA AAG GCATCATG
G3Fw-254 CAG TAT TGA TAT TAA AGG GAC AG
G3.11 G3Rw-142 ACT GTT TAT GTG AAA GTG AAATA
G3Fw-197 CAT GAT GCC TTT CTT AAA AAG AG
63.12 G3Rw-111 AGT TCG AACGGC TCA AAG TC
G3.13 G3Fw-164 TAT TTC ACT TTC ACATAA ACA GT
G3Rw-72 TGT GTG TGT GTG GCCTAT G
G3.14 G3Fw-130 GACTTT GAG CCG TTC GAACT
G3Rw-29 GACTGT TGCTACTTC CCT ATAT
63.15 G3Fw-90 CAT AGG CCACACACACACA
G3Rw+13 GTTCGCTTGTCATTITTITACT T
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G3.16

G3Fw-50 ATA TAG GGA AGT AGCAACAGTC

G3Rw+40 TCT CAT CGT AAG CCT GCT GA

G3.17

G3Fw-09 AAG TAA AAA ATG ACAAGCGAAC

G3Rw+99 ACA CTT TTT TAT ACT GTG GGA

G3.18

G3Fw+21 TCA GCA GGCTTA CGATGA GA

G3Rw+120 CGG GAC AGA AAC AAT AGG TA

G3.19

G3Fw+79 TCC CAC AGT ATA AAA AAG TGT

G3Rw+178 CCA CTT CTT GCT CGC CAT

G3.20

G3Fw+100 TACCTATTG TTT CTG TCC CG

G3Rw+199 AACTGC ACCCTG TAT CCT TG

G3.21

G3Fw+160 ATG GCG AGC AAG AAG TGG

G3Rw+260 GAC AGG TTCACT GAT GGG T

Esta técnica nos permitird analizar con mayor detalle el promotor de nuestro interés y
conocer la dindmica de la estructura de la cromatina que se lleva a cabo durante la represion
o activacion del gen en la condicidn en la cual se esta analizando el promotor.
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Figura 12. Esquema del procedimiento NuSA. En la figura se muestra un gel analitico de agarosa
2% hipotético para analizar el ADN digerido con MNasa. El gel muestra el peso molecular de los
fragmentos generados a bajos niveles de digestion y la region de ADN mononucleosomal que esta
resaltada a mayores concentraciones de MNasa. Una reproduccion de la digestion de la cromatina
con MNasa (5, 10, 15, 20 y 40 unidades) se muestra en la fotografia de abajo, donde S es el ADN
sin digerir y PM es el marcador de peso molecular. El enriquecimiento del ADN mononucleosomal

en comparacién al ADN no protegido es cuantificado por PCR tiempo real cuantitativo (qPCR).

Tomado y modificado de Infante et al., 2012.
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Posteriormente se llevd a cabo el crecimiento celular de la cepa silvestre (CLA1 ura3 leu2’)
en el medio de cultivo de eleccién (glucosa-amonio; etanol-amonio), hasta llegar a una
DOsoonm 0.3, al momento de obtener el cultivo se afiadieron 3.1 ml de formaldehido 37%
por cada 100 ml de cultivo, para obtener una concentracion final del 1% vy realizar el
entrecruzamiento entre ADN y proteinas. Se incubaron las células por 20 min en agitacion
horizontal. Para detener la reaccidn y evitar interacciones inespecificas se agregan 5.5 ml
de glicina 2.5 M (preparada al momento) por cada 100 ml de cultivo, para tener una
concentracion final de 125 mM. Se incubaron las células por 5 min, sin agitacion. Se
colectaron las células por centrifugacién a 800 x g por 2 min y se lavd dos veces el paquete
celular con TBS 1X frio.

Después se procedio a la generacién de esferoplastos, afiadiendo 8ml del amortiguador
Z (1M sorbitol, 50 mM Tris HCI pH 7.4, 10 mM de B-mercaptoetanol, éste ultimo se agrega
antes de usar), una vez homogenizado el paquete celular, se agrega zimolasa (10 mg/ml).
Se incubaron las células en agitacion horizontal, a 300 rpm por aproximadamente 20 min a
30°C. Para colectar los esferoplastos se centrifugd a 3000 g, por 10 min a 4°C. Se elimina el
sobrenadante. Este procedimiento puede ser optimizado para asegurar la posterior
digestion del ADN.

Para realizar la digestion con MNasa (nucleasa micrococal), se homogenizaron los
esferoplastos en 1.5 ml de amortiguador NPS (0.5 mM espermidina, agregar fresca, 0.075%
NP-40, 50 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.4, 5 mM MgCl,, 1 mM CaCl;, 1 mM B-mercaptoetanol).
Agregar el B-mercaptoetanol fresco. Se hicieron alicuotas de 600 pl para cada digestion.

Se hicieron 3 digestiones por cada cepa y condicién. Digerida con 50 U de MNasa
disueltas en amortiguador MNasa (Tris 10 mM pH 7.5, NaCl 10 mM, 100 ug/ml BSA), por 30
min a 37° C. Se necesita ademds una muestra de ADN gendmico no digerido para la
normalizacion en el g-PCR. Para parar la reaccion de digestion se agregan 10 pl de SDS 10%
por cada 10 mg/ml de Proteinasa K. Se incubd a 65° C toda la noche.

Para extraer el ADN gendmico que no fue digerido, es decir, aquél que estaba protegido
por los nucleosomas, se hace dos veces, afiadiendo un volumen igual (aproximadamente
685 pl) de fenol pH 8.0 y se agita vigorosamente. Se hace una extracciéon con un volumen
igual de cloroformo. Para precipitar se agregaron 20 pl de NaCl 5M y 2.5 volumenes de
isopropanol, se incubé aproximadamente 30 min, a -20°C, centrifugar a 14000 g por 30 min
a 4° C. El precipitado de ADN se dejo secar y se homogeniz6 en 40 ul de TE 1:10. Se
agregaron 2 pl de RNAsa A (10 mg/ml) e incub6 a 37°C por 1 h.

Las muestras obtenidas se corrieron en un gel para ADN, con el respectivo marcador
de peso molecular para poder observar el tamafio de las bandas correspondientes a
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monosomas (aquella entre 100 y 200 pb) para poder aislar esa banda del gel y purificar el
ADN utilizando un estuche de extraccion por gel (Promega, Wizard SV Gel and PCR clean-up
system), siguiendo el procedimiento recomendado por la compaiiia.

Para el analisis por g-PCR se hicieron diluciones 1:1000 del ADN digerido y para el no
digerido se hicieron cuatro diluciones seriales. El andlisis se realizé por duplicado para cada
dilucion de ADN no digerido, y nuestras muestras de interés, ADN digerido de la cepa
silvestre en glucosa y etanol con todos los oligonucledtidos disefiados sobre el promotor
tanto para GDH1 como para GDH3. Se utilizdé como control o curva estandar
oligonucledtidos que amplifican al gen VCX1, el cual codifica para un transportador de Ca?*
altamente conservado en S. cerevisiae.
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7. RESULTADOS:
7.1. Obtencion de las mutantes de estudio

Para poder realizar el andlisis de la expresion de GDH3, es necesario estudiar las mutantes
de cada uno de los candidatos a represores tal como Nrg2, Tupl, Sir2, Migl asi como las
dobles y triples mutantes pertinentes, comparando el resultado del analisis de la expresion
con una cepa silvestre (CLA1 ura3 leu2’) y los controles pertinentes para cada caso.

Se llevé a cabo la amplificacion de los mdédulos con los cuales se generaron las mutantes
por reemplazo mediante recombinacién homodloga, cada uno de los productos se obtuvo
mediante amplificacién por PCR y se verificd que el peso molecular correspondiera al
esperado.

NRG2-KANMX4 GDH3-LEU2 GDH1-URA3

A) 1 23 123 ¢ 1234 p i 23456 7

i

2000

1650
2000

1000 1650

850
1000

850

Figura 13. PCR de mddulos de construccion de mutantes y sondas para Northern blot. A) Carril 1:
Marcador 1 Kb plus, carril 2: Producto de PCR del médulo NRG2-KANMX4 (1589 pb), carril 3: marcador
A/Hind Ill. B) Carril 1: Marcador 1 Kb plus, carril 2: médulo NRG2-KANMX4 purificado, carril 3: marcador
MHind lIl. C) carril 1: Marcador 1 Kb plus, carril 2 y 3: Producto de PCR del médulo GDH3-LEU2, carril 4:
modulo GDH3-LEU2 purificado. D) Carril 1: Marcador 1 Kb plus, carril 2: Médulo GDH1-URA3, carril 3:
Mddulo GDH3-URAS3, carril 4: Sonda GDH1 (645 pb), carril 5: Sonda GDH3 (788 pb), carril 6: Sonda ACT1
(R77 nh) carril 7 Sanda NRG2 (1080 nh)
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Finalmente durante el desarrollo del presente trabajo obtuvimos las cepas nrg24::KANMX4,
considerado un fuerte candidato como represor de GDH3, asi como las mutantes
tuplA::KANMX4, sir2A::KANMX4, que podrian estar colaborando en la remodelacién de la
estructura de la cromatina de nuestro gen de interés, y las triples mutantes
nrglA::NATnrg2A::KANMX4gdh1A::URA3 y nrglA::NATnrg2A::KANMX4gdh3A::LEU2 para
estudiar un poco mas acerca del papel de estos reguladores. Ademas se confirmaron las
siguientes cepas de la coleccion del laboratorio: hdalA::KANMX4, nrglA::KANMX4,
nrglA::NATnrg2A::KANMX4.

7.2. Comprobacion de las mutantes obtenidas por PCR

Para llevar a cabo las comprobaciones por PCR de las mutantes obtenidas, primero se
realizo la extraccion de ADN gendmico de las cepas pertinentes.

Las cepas mutantes previamente obtenidas por el laboratorio también fueron
verificadas mediante la técnica de PCR en las condiciones anteriormente mencionadas, se
utilizaron dos combinaciones diferentes de oligonucledtidos, utilizando como templado
ADN gendmico proveniente de la cepa silvestre (control) y de las cepas mutantes a analizar.

Se utilizaron dos oligonucleétidos de confirmacién sobre los UTR’s, tanto en el ADN
gendmico de la cepa silvestre (Figura 14 A) como en el de la cepa mutante, donde se eliminé
el gen de interés y se reemplazd con un marcador de seleccién como KANMX4, NAT, URA3
o LEUZ2 (Figura 14 B), esta combinacién permite observar diferencias en el peso molecular
de ambos productos de la sintesis, mayor, menor o igual seglin sea el caso. La otra
combinacidn para la confirmacién se llevé a cabo utilizando un oligonucleétido sobre el UTR
5’ del gen y el otro oligonucledtido que sélo alinee con el médulo de KANMX4, NAT, URA3
o LEU2 segun corresponda, utilizando ADN gendmico de la cepa silvestre (Figura 14 C) y
ADN de la cepa mutante (Figura 14 D). Esta estrategia permite la amplificacién en la cepa
mutante, no asi en la silvestre.
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Figura 14. A-D: Esquema representativo de la estrategia utilizada para la confirmacién de las

cepas.

E-H: productos de la amplificacion por PCR, donde las letras indican el esquema seguido para su
verificacion. En la figura E, se verificd la doble mutante nrg1Anrg2A y la mutante sencilla hdalA, en
el esquema F y G, se verificaron las 8 colonias elegidas de la mutante sencilla nrg2A. En la figura H
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se verifico la cepa mig1A de la coleccion BY4742.

Los tamafios esperados del producto de PCR son:

Mddulo MIG1-KANMX4

C WT CLA1 ura3-leu2-
D migl BY4742

CWT BY4742

A B o D
hdalA 3005 pb 2390 pb - 1764 pb
nrglA 1924 pb 2596 pb - 1075 pb
nrg2A 1080 pb 1786 pb - 1264 pb
miglA 2500 pb 2491 pb - 574 pb

Las cepas de la coleccion del laboratorio fueron confirmadas, pues se obtuvo el

resultado esperado en cuanto al tamafo estimado, con ambas estrategias (figura 14 E).

Se obtuvo la mutante sencilla nrg24, donde se eligié la colonia 7 para los analisis

posteriores (figura 14 Fy G).

El moddulo MIG1-KANMX4 fue amplificado con diversas
oligonucleétidos, debido a los problemas anteriores para amplificarlo se probé:

oo w®p

Con los dos oligonucleétidos de confirmacidn

Con los dos oligonucleétidos para KANMX4

Oligonucledtido forward de confirmacion/oligonucledtido reverse para KANMX4
Oligonucledtido forward para KANMX4/oligonucledtido reverse de confirmacion

combinaciones de
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Se observo que los oligonucledétidos disefiados para amplificar el médulo de KANMX4

no funcionan en combinacién, por lo tanto se utilizé la combinacién B para obtener el
maodulo para la mutante mig1A (figura 14 F).

Como se puede observar en la figura 15, las comprobaciones por PCR de las cuatro
colonias de las triples mutantes nrg1Anrg2Agdh3A no son del todo claras, puesto que en el
esquema de comprobacion Cy D, donde se utiliza un oligonucleétido en el UTR 5’ y otro
oligonucleétido complementario al médulo con el cual se sustituye a GDH3, no se espera
ninguna amplificacidn para la cepa silvestre; sin embargo en algunos casos esta presente
un producto de PCR inespecifico (carriles: 2, 5, 12, 15, 23,27 y 29) .

A B C D
nrglA 1924 pb 2596 pb - 1075 pb
nrg2A 1080 pb 1786 pb - 1264 pb
gdh3A 1700 pb 1723 pb - 919 pb
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Figura 15. Productos de PCR de las verificaciones. Siguiendo el esquema de comprobacion de la
figura 11 A-D, se obtuvieron los productos de la amplificacién por PCR, donde las letras indican
el esquema seguido para su verificacion. En donde se verificaron cuatro colonias (C1-C4) de triples

mutantes nrglAnrg2Agdh3A4, analizando cada mutacion por separado, comparando con la cepa
silvestre (WT).
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Pese a lo anteriormente explicado, se considerd que las cepas 2 y 4 eran triples mutantes
nrglAnrg2Agdh3A::LEU2 puesto que se obtuvo el tamafio esperado, en al menos una de las
formas de verificacion, para cada mutacién por separado (figura 15, carriles para C2: 3, 8,
13, 18, 23, 28 y carriles para C4: 5, 10, 15, 20, 25, 30).

De igual forma se realizaron pruebas de \verificacion para la cepa
nrglAnrg2Agdh1A::URA3 por PCR, de las 8 clonas probadas, sélo la clona 4 resulté positiva.

La mutante mig1A de la coleccion BY4742 se tratd de comprobar por PCR, utilizando
los mismos esquemas de comprobacién (Figura 14 A-D); sin embargo en el método de
comprobacién Ay B no tienen la amplificacidn del tamafo esperado (figura 14; carriles 1, 2
y 3), en el esquema Cy D, donde en C no se espera amplificaciéon, hay dos bandas producto
de PCR que podemos denominar inespecificas (figura 14; carriles 8 y 9), y en la
comprobacién bajo el esquema D, se espera un amplificado de aproximadamente 574 pb,
el cual se observa claramente (figura 14; carril 10), ademas de las mismas dos bandas
obtenidas en C, por lo cual se considerd que se corrobord la mutacién de MIG1 en la cepa
de la coleccion BY4742.

Las cepas comprobadas por PCR se analizaron por Northern blot, obteniendo las células
de cultivos liquidos de glucosa amonio, comparando con las cepas pertinentes como
controles.

7.3. Analisis de la represion de GDH3 en glucosa

En el primer experimento realizado se llevd a cabo un choque de privacién de glucosa, se
utilizo la cepa silvestre CLA1 ura3 leu2 se crecié en medio liquido glucosa amonio, hasta
una DOesoonm 0.3, a partir de este momento se elimina la glucosa del medio, incubando las
levaduras por 5y 24 horas sin ninguna fuente de carbono.

Una vez hecha la extraccién, se hizo un gel para ARN (figura 16 A) para observar la
integridad de las muestras. A pesar de tener la muestra de 24 horas de poca calidad, se
llevé a cabo la transferencia de la membrana y se hibridd con la sonda radioactiva de GDH3,
es decir, nuestro gen de interés y ACT1 por separado, ésta Ultima para poder normalizar las
muestras al momento de revelar y cuantificar.

El resultado muestra que la expresién de GDH3 se ve reprimida en presencia de glucosa
y se observa que cuando se hace el cambio de medio (privacién de glucosa), incrementa su
expresion conforme pasa el tiempo (Figura 16).
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El cambio en el nivel de expresion obtenido por privacidon de glucosa como fuente de
carbono no serd tan fuerte como el aumento de expresién de GDH3 observado
anteriormente en cultivos provenientes de etanol (Avendafio et al; 2005). Sin embargo se
considera que la expresion aumenta 6 veces soélo al estar 5 h sin glucosa, a las 24 h la
expresion es 52 veces mayor. Cabe mencionar que este valor pudo haber sido sobre
estimado puesto que como se puede observar en la figura 16, la calidad del ARN obtenido
de las muestras con 24 h de privacién de glucosa es mucho menor en comparacién a las
otras muestras.

03 5h  24h
A) B)

Glucosa-Amonio

Wt 0.3
Wt 5H

o \‘ Wit 24H
N

GDH3 -

1 6
ACTI i_i (¥

Figura 16. Expresion de la cepa silvestre con privacion de glucosa. A) Gel de ARN de las muestras obtenidas de la cepa
silvestre a una DOgoonm 0.3, y después de la privacion de glucosa por 5 horas y 24 horas. B) Northern blot de las condiciones

obtenidas de medio minimo glucosa-amonio, de la cepa silvestre a una DOggonm 0.3 y privacidn de glucosa de 5y 24 horas.
Los numeros calculados, se obtuvieron comparando respecto a lo observado en ACT1.

Como se menciond anteriormente, GDH3 forma parte de la via metabdlica del nitrégeno y
su regulacion transcripcional estd controlada por la fuente de carbono, mientras que la
regulacién por efecto de la fuente de nitrégeno participa de forma secundaria (Avendafio
et al., 2005) por lo que propusimos analizar la expresion de GDH3 en diferentes medios
minimos conteniendo diferente fuente de carbono, como glucosa o etanol o diferentes
fuentes de nitrdgeno como amonio y prolina.
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7.3.1 Analisis de la participacion de Nrg1/Nrg2 en la regulacion de GDH3

Con el propésito de analizar si la expresion de GDH3 depende de Nrgl y Nrg2 se utilizé la
mutante nrglAnrg2A y se analizd la expresion de GDH3 en glucosa-prolina (fuente
secundaria de nitrégeno) pues podrian estar involucrados algunos otros factores de
transcripcién (activadores) cuya localizaciéon dentro del nicleo depende de la calidad de la
fuente de nitrégeno tal como sucede con Rtg3. En este experimento se utilizé como control
positivo un gen regulado por Nrgl, como es el caso de SUC2, el cual también es reprimido
por Migly por la represion mediada por nucleosomas realizada por el complejo Ssn6/Tup1l

(Zhou y Winston, 2001). Ademas en este experimento se realizé una privacion de glucosa
de 7y 10 h.

Es importante utilizar la mutante nrg14Anrg2A porque son genes paralogos cuya funcion
como represores ha sido estudiada anteriormente en S. cerevisiae, creemos que al eliminar
ambos genes el resultado del analisis de la expresion de GDH3 serd mas contundente.
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Figura 17. Northern blot de la doble mutante nrg1A nrg2A en Glucosa-Prolina. Se llevd a cabo en presencia y
privacidn de glucosa, donde ademas se observa el comportamiento del gen control SUC2.

Como se puede observar en la figura 17, el comportamiento de la expresion de GDH3 en la
cepa silvestre es como se esperaba, va aumentando de 1 a 3 veces cuando ya no hay glucosa
en el medio; sin embargo en la doble mutante nrgiAnrg2A se observa un ligero aumento
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de hasta 2.6 veces cuando hay glucosa en el medio. La normalizacién se llevd a cabo
utilizando el software Image Quant 5.2, utilizando al gen de actina (ACT1) como referencia.

La expresion de SUC2 en la doble mutante se observa que al eliminar su represor Nrgl,

se expresa de 6 a 8 veces mas con respecto a la cepa silvestre (figura 17), similar a lo
reportado en la literatura.

Lo anterior nos podria sugerir que al trabajar con la doble mutante nrglAnrg2A y
debido a los resultados obtenidos, no podremos definir si Nrgl o Nrg2 funciona como
activador o represor de la transcripcion de GDH3. Para poder entender esto se debe realizar

el mismo experimento con la doble mutante nrgl1Anrg24 y las mutantes sencillas nrg14 y
nrg2A.

Para completar este estudio se decidié construir la mutante sencilla nrg24, a fin de
poder analizar por separado el efecto de Nrgl y Nrg2. La condicion elegida fue medio
glucosa-amonio dado a que los analisis anteriormente descritos por Avendaiio et al., 2005
por medicién de actividad de B-galactosidasa y por Northern blot demuestran que en ese
medio de cultivo se puede observar una clara expresion/represion de GDH3.
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Figura 18. Northern blot de las mutantes sencillas y la doble mutante nrg14 nrg2A. Medio minimo glucosa
amonio, a una DOggonm de 0.3.

En la figura 18 se puede observar que en las mutantes nrglA y nrglA nrg2A existe un
aumento en la expresidn, pero también se observa una banda de menor peso molecular,
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que no se observa en la cepa silvestre, por lo que si se cuantifica la aparicién de ésta banda
con respecto a la silvestre, aumenta su expresion 1y 1.7 veces. La expresién de GDH1 no
se ve regulada de gran manera por Nrgl1/Nrg2, puesto que se puede considerar que es casi
igual a la cepa silvestre. Este experimento se llevd a cabo con réplica bioldgica y los

resultados fueron similares.

7.3.2. Estudio de triples mutantes para comprobar la participacion de los
TF’s en la regulacion de GDH3

Respecto al resultado obtenido para Nrgl y Nrg2, para corroborar que las dos bandas
observadas son transcritos de GDH3, fue necesario construir la triple mutante
nrglAnrg2Agdh3A y observar que ambas bandas desaparecieran, de ser asi el andlisis de un
inicio alternativo de la transcripcidon serd crucial para determinar la veracidad de este
resultado, ademds de que se reportaria por primera vez que GDH3 da lugar a dos
transcritos, que podrian dar lugar a dos proteinas de Gdh3 con diferente peso moleculary
tal vez diferentes caracteristicas bioquimicas. También se decidié construir la triple
mutante nrglAnrg2AgdhlA para ademas medir la actividad enzimdtica y corroborar si
aumenta la actividad de Gdh3 al no estar presentes los posibles represores.

Ademads para poder cuantificar la actividad especifica de GDH3 se decidié sobre-
expresar bajo el promotor de ENO2 a la secuencia codificante de GDH3, en un plasmido
multicopia pRS426 (pRS426::pENO2-GDH3) en la cepa silvestre y en la cepa gdh1A, muestra
la presencia de una doble banda de actividad de Gdh3 cuando se sobre-expresa GDH3 tanto
en el fondo genético de la cepa silvestre como en el de la mutante gdhl1A (figura 19).
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Figura 19. Zimograma y grafica de actividad en cepas que sobre-expresan Gdh3. A) Zimograma de actividad de
Gdh, donde se observan la cepa silvestre sin plasmido, con plasmido vacio y con la construccidn que sobre-
expresa GDH3. Lo mismo se observo para una cepa gdhlA. B) Grafica de comparacidn de la actividad especifica
de Gdh3 al cambiar el promotor autéctono por TET07, GDH1 o ENO2.

En un principio se pensaba que la doble banda correspondia, una para Gdh1l y otra para
Gdh3 (figura 19 A), la cual era visible sélo cuando se sobre-expresaba y aumentaba 7 u 8
veces su actividad especifica (figura 19 B). Sin embargo el experimento realizado en la cepa
gdhl1A corrobora que las dos bandas visibles, son dos isoformas de Gdh3. Seria importante
comprobar si las dos bandas observables en el Northern blot de la cepa nrg1Anrg2A dan
lugar de igual forma a dos isoformas de Gdh3.

Se analizaron por Northern blot las cepas obtenidas nrglAnrg2Agdh3A vy
nrglAnrg2AgdhlA para posteriormente medir la actividad de Gdh3. Se realizaron los
cultivos simultdneos para extraccion de ARN y de proteina total (figura 20 y figura 26).
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Figura 20. Analisis de expresion en la triple mutante nrg1Anrg2Agdh3A A) Extraccion de ARN de la cepa
silvestre, gdh1A, gdh34, la doble mutante gdh1Agdh3A, las cepas nrglA, nrg24, doble mutante nrglAnrg2A vy la
triple mutante nrg1Anrg2Agdh1A y dos colonias de la triple mutante nrg1Anrg2Agdh3A4 en glucosa amonio a una
DOgoonm de 0.3. B) Northern blot de las cepas anteriormente descritas.

Como se puede observar en la figura 20, se pudieron construir las triples mutantes:
nrglAnrg2AgdhlA CA y la nrglAnrg2Agdh3A C3, pues no hay hibridacion en GDH1 ni a
GDH3 respectivamente. Esto sumado a la comprobacién por PCR nos permite definir que
se obtuvieron las triples mutantes de forma exitosa. Los analisis de Northern blot nos
permiten corroborar que las dos bandas que se observaron en la mutante nrgl1Anrg24,
representan dos isoformas diferentes de GDH3, pues al hacer la triple mutante
nrglAnrg2Agdh3A desaparecen ambas bandas.

Ademas pudimos observar que en la mutante sencilla gdh34 y en la doble mutante
gdhlAgdh3A obtenidas previamente en nuestro laboratorio, vemos que aun existe
hibridacién con el gen GDH3, esto se puede deber a que la construcciéon de estas mutantes
se hizo por interrupcién del gen con una insercidn y no por eliminacién del gen completo
(Avendafio et al., 1997). Cabe mencionar que se volvio a obtener el resultado de la doble
banda de hibridacién para GDH3 en la mutante nrg1Anrg24, lo cual nos permite confiar en
los resultados obtenidos anteriormente. Las sondas para GDH1 y GDH3 abarcan
aproximadamente el 75% de la region intermedia del ORF de cada gen.
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7.3.3. Anadlisis de la participacion de remodeladores de la cromatina en la
regulacion de GDH3

Se procedié a analizar el efecto en la expresiéon de GDH3 utilizando las mutantes hdal4,
tuplA vy sir2A, comparando con la cepa silvestre (figura 21). Estd reportado en la literatura
que Hdal, Tupl y Sir2 son factores de transcripcién involucrados en la regulacidn de genes
mediante la modificacidon de la estructura de la cromatina, tanto de forma individual como
formando parte de un complejo con algunos otros represores.
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Figura 21. Northern blot de las mutantes hda1A, tup1A y sir2A en glucosa-amonio. Las muestras se obtuvieron
a una DOgoonm de 0.3 en medio minimo gluosa-amonio.

En la figura 21 se observa que GDH3 pudiera estar regulado levemente por los tres
remodeladores de la cromatina, sin embargo la figura no es lo suficientemente clara como
para concluir que participan o no.

Para poder estudiar mejor los efectos de los diferentes reguladores en la expresién de
GDH3 se decidié que era necesario construir mutantes en todos los reguladores de interés
a un fondo genético gdhiA, con el fin de cuantificar la actividad enzimatica de NADP-GDH,
de tal manera que un aumento en la expresién de GDH3 se vea reflejado en la actividad
enzimatica.

48



7.3.4. Migl y su participacion en la regulacion de GDH3

Con la finalidad de corroborar si Migl es un represor para GDH3 se intentd construir la
mutante mig1A por diferentes estrategias; sin embargo las comprobaciones de la mutante
no eran del todo claras, por lo cual se decidié hacer un andlisis por Northern blot con las
colonias obtenidas en el fondo genético CLAL1 ura3  leu2  y la mutante de la coleccion
BY4742, en dos condiciones fisioldgicas, glucosa amonio y etanol amonio (Figura 22).

CLA1 ura3- leu2- BY4742

WT 0.3 Glu-NHa
mig14C10.3 Glu-NH4
mig1A4C2 0.3 Glu-NH4
WT EtOH-NH4 12H
mig1AC1 EtOH-NHa
mig1AC2 EtOH-NH4
WT 0.3 Glu-NH4
mig1A40.3 Glu-NHa
WT EtOH-NH4 12H
mig1AEtOH-NHa

GDH3
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Figura 22. Northern blot de las mutantes mig1A. Medio minimo glucosa-amonio y etanol amonio, a una DOgoonm

b |
)

Como se puede observar en la figura 22, en el caso de las cepas con el fondo genético CLA1
ura3 leu2 se analizaron la cepa silvestre y dos colonias mig14, y para el fondo de la BY4742
sélo la cepa silvestre y la mutante miglA. La condicidn fisioldgica donde se espera observar
el papel del represor, es en glucosa amonio, puesto que al quitar al represor, GDH3 se debe
expresar aln en esta condicién. Es muy evidente que en el caso de las cepas obtenidas en
el fondo CLA1 ura3 leu2, no es un regulador negativo para GDH3, puesto que se mantiene
la expresidn igual a la cepa silvestre (figura 22). En el caso de la mig1A de la cepa BY4742,
en glucosa amonio, se observa un ligero aumento en la expresion.

Este experimento se llevd a cabo para determinar si Migl es un regulador negativo para
GDH3, y a pesar de que las mutantes obtenidas no fueron comprobadas por completo, los
datos obtenidos nos permiten pensar que Migl no es un represor para GDH3. Sin embargo,
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cabe mencionar que se deberia considerar construir una mutante que sea comprobada

completamente para tener un resultado mas concluyente.

7.3.5. El papel de Rtg3 en la regulacion de GDH3

La respuesta retrégrada (RTG) es una via de sefializacion intracelular descrita en S.
cerevisiae por Parikh et al., (1987). Esta via comunica al ndcleo que la mitocondria es
disfuncional, debido a una interrupcidn en la cadena de transporte de electrones (Butow

and Avadhani, 2004).
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Figura 23. Northern blot de la mutante rtg34 en glucosa prolina. DOgoonm de 0.3 y después del choque de

6, 10y 24 horas en etanol prolina.

Rtgl y Rtg3 son factores transcripcionales tipo bHLH (basic helix loop helix) de la respuesta

mitocondrial retrégrada en S. cerevisiae.

El experimento se realizé creciendo las células en glucosa prolina y después se hizo un
choque de 6, 10 y 24 h en etanol prolina. El resultado obtenido del Northern blot sugiere
gue Rtg3 funciona como un activador importante para GDH3 y en menor manera para GDH1

(figura 23).
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7.4. Actividades especificas de NADP-GDH en cultivos con y sin glucosa

La medicién de las actividades detectadas por ensayo de actividad NADP-GDH en la cepa
silvestre y gdh1A en medio minimo glucosa-amonio, muestra que existe una correlacién
entre los cambios en RNA mensajero (ver figura 16) y la proteina . En la figura 24 se observa
que en presencia de glucosa a una DOgsoonm 0.3 la actividad de Gdh3 es de apenas un 3% en
la cepa gdh1A cuando se compara con la silvestre, y después de hacer un cambio de medio
sin ninguna fuente de carbono, es decir, a las 24 horas de privacidn de glucosa se observa
un incremento de actividad GDH3 de hasta un 27% en la cepa gdh1A con respecto a la cepa

silvestre (Figura 24).
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Figura 24. Ensayo de actividad en medio minimo glucosa-amonio. Se observa que en presencia de glucosa (0.3),
casi no existe actividad Gdh3, mientras que a las 24 horas sin glucosa aumenta su actividad, al igual que el
transcrito.
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HEWT mgdhlA

La disminucidn de la actividad total de GDH en la cepa silvestre después de 24 horas de
privacién de glucosa se debe a que como se ha reportado por Mazén et al., en 1979, la
NADP-Gdh1 es degradada durante la privacién de glucosa. Por lo tanto la relacién
Gdh1/Gdh3 disminuye y la mayor parte de la actividad que se presenta se debe a Gdh3
(DeLuna et al., 2001).
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7.4.1. Cuantificacion de la actividad de Gdh3 en las cepas sir24 y hdalA

Se llevé a cabo el andlisis de actividad enzimatica en las dos clonas mutantes sir2Agdh1Ay
tres clonas de hdalAgdhlA para determinar la actividad sélo de Gdh3. Se cultivaron en
medio glucosa-amonio a una DOsgonm de 0.3 y se compard con la cepa silvestre, la gdhl14,
gdh3A y la doble mutante gdh1Agdh3A para observar el cambio de la actividad especifica
de NADP-GDH (Figura 25).
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Figura 25. Ensayo de actividad NADP-GDH de dobles mutantes. Medio minimo glucosa-amonio, DO6gonm 0.3,
para la cepa silvestre, y diversas mutantes.

Como ya se habia descrito anteriormente, la actividad especifica de la cepa silvestre en
presencia de glucosa, se debe principalmente a Gdh1, por lo cual al cuantificar la actividad
de una cepa gdhl4, es decir, que sélo tiene GDH3, no se detecta actividad alguna pues en
glucosa esta reprimida su expresidon. Por el contrario en una cepa gdh3A la actividad
especifica es como la de la cepa silvestre y en la doble mutante no se espera actividad
alguna.

Las clonas fueron nombradas con la letra C (clona) y un nimero aleatorio. El andlisis
de actividad especifica de NADP-GDH en la cepa hdalA gdhlA C5 muestra una mayor
actividad. Este dato podria ser indicativo de que la desacetilasa de histonas Hdal esté
involucrada con la expresion de GDH3. Sin embargo es preciso hacer mas estudios para
poder concluir si participa como represor de GDH3 puesto que en los estudios de Northern
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blot tampoco fueron muy claros. El experimento fue realizado una sola vez y no se llevé a
cabo ningun tipo de andlisis estadistico para verificar si existe un cambio significativo.

El resto de las clonas analizadas, tanto para Hdal y Sir2, pareciera no tener un efecto
significativo en el aumento de la actividad, por lo que podria decirse que no participan en
la represiéon de GDH3, a menos que sea de forma individual, ya que el cambio observado es
muy pequefio.

7.4.2. Actividad especifica de NAPD-GDH en triples mutantes

Finalmente una vez que obtuvimos todas las cepas necesarias para corroborar si
Nrgl/Nrg2 participan en la represién de GDH3, se realizd la cuantificacion de la actividad
especifica de las cepas pertinentes. Estos estudios se realizaron tanto en medio con glucosa
como en etanol, puesto que el aumento de la actividad de Gdh3 es mas notorio en la
condicién donde se expresa mayormente, que es etanol.

Como se puede observar en la figura 26 A, las muestras obtenidas en glucosa, la
actividad de la cepa silvestre es alta y se debe principalmente a Gdh1, como anteriormente
se ha descrito. En el caso de la cepa gdhlA la actividad se debe a Gdh3, la cual es muy baja
pues en glucosa practicamente no se expresa este gen (DelLuna et al., 2001).

La cepa gdh3A presenta una actividad similar a la de una cepa silvestre, pues como
sabemos, en glucosa Gdh1 es responsable de practicamente toda la actividad. En la doble
mutante gdh1Agdh3A (control negativo) no deberia detectarse actividad, sin embargo es
registrada una actividad muy baja, ligeramente mayor que la cepa gdhlA. Esto se puede
deber a la presencia de un gen alternativo, como se observé en el Northern blot de la figura
21 B, la cepa aun tiene el gen de GDH3, al igual que la cepa que creiamos era gdh3A es muy
probable que aun tenga el gen de GDH3, pues fueron construidas de la misma manera.
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Figura 26. Cuantificacion de la actividad de Gdh3 para la triple mutante nrg1Anrg2AgdhlA con sus
respectivos controles. Grafica con la actividad especifica de cada cepa en glucosa-amonio y etanol-amonio,
DO6oonm 0.3.
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WT Glucosa
gdh1A Glucosa
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gdh14, gdh3A Glucosa

nrgld Glucosa

nrg2A Glucosa

nrglA nrg2A Glucosa

WT Etanol

gdh1A Etanol

gdh3A Etanol

nrglh Etanol

nrg24 Etanol

nrgld nrg2A Etanol
nrglA nrg2A gdh1A Etanol m—i

nrglh nrg24 gdhlAGlucosa

En las cepas nrglA, nrg2A, la actividad observada es muy similar a la de la cepa silvestre,
pero la disminucién en la actividad es notoria cuando observamos a la doble mutante
nrglAnrg2A, que disminuye casi a la mitad (figura 26 A). Este dato concuerda con el analisis
de la expresion de GDH3 observada en la figura 17, donde dicha expresidén aumenta en la
doble mutante nrg1Anrg2A en comparacién con la cepa silvestre.

En la triple mutante se esperaba observar una actividad mayor de Gdh3, al no tener a
los posibles represores de GDH3 y ademas no tener a la enzima Gdh1 que interviene en el
mayor porcentaje de actividad especifica. Sin embargo en la figura 26 muestra que esto no
fue asi, incluso en condiciones de activacion de GDH3 como es el etanol, donde Unicamente
se observa que la cantidad de Gdh3 aumenta al no encontrarse Gdh1 en la cepa gdhlA,
pero en las demas cepas se observa un comportamiento similar al que se encontré en
glucosa (figura 26).

La figura 26 B nos permite concluir que Nrgl/Nrg2 no participan como represores para
GDH3.
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7.5. La actividad enzimatica de Gdh1l se puede detectar en gel

Otra forma para determinar si las mutantes analizadas permiten la expresién de GDH3, es
mediante un gel nativo donde se esperaria observar la actividad de la proteina en el gel, y
se podria determinar la banda especifica perteneciente a Gdh1 y la de Gdh3. Para realizar
estos experimentos se utilizé la misma técnica que observamos en la figura 19, al sobre-
expresar a Gdh3 con el promotor de ENO2.

Las cepas silvestre (CLAL ura3 leu2’), gdhlA, gdh3A, gdh1Agdh34, se cultivaron en
medio glucosa-amonio a diversas DOgoonm como 0.3, 0.6, 0.9 asi como 24 horas de cultivo
continuo, para poder observar si Gdh3 aparece en alguna de esas condiciones. Ademas se
utilizaron cultivos de la cepa silvestre crecidas en etanol-amonio, como control positivo,
pues se sabe que en esta condiciéon Gdh3 estd presente (figura 27).

Se llevd a cabo el extracto total de proteinas de cada una de las muestras y se cargaron
50 pg de proteina en cada caso.
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Figura 27. Zimograma para GDHs. Se obtuvieron las células de las cepas: silvestre, gdhl4, gdh34, y la doble
mutante a distintas densidades dpticas para poder observar la aparicion de la banda correspondiente de Gdh3.

Sin embargo no se pudo observar ningln cambio en el patrén de bandas de actividad, pues
a pesar de tener una condicion optima para que se exprese GDH3 (24 h de cultivo, donde
ya no hay glucosa disponible y en etanol, donde se expresa mayormente este gen), se
propuso entonces hacer otro analisis por zimograma donde se crecié la cepa silvestre, la
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gdhl1Ayla gdh34, en cultivos continuos de hasta 96 horas en medio YPD, glucosa-amonio y
etanol-amonio (figura 28 A). El resultado fue el mismo, no se observd la banda de Gdh3.

El resultado sugiere que el método no es lo suficientemente sensible para detectar a
Gdh3 en forma de una banda definida en el zimograma, tal vez por la baja concentracién de
proteina presente en el extracto. Se decidid medir actividad en celda con ayuda de un
espectrofotémetro, para determinar si hay proteina Gdh3 activa aunque no la podamos
observar en el gel.

Las graficas obtenidas muestran que si hay actividad de Gdh3 en las cepas y condiciones
donde se esperaba que la hubiera (figura 28 By C) pero no es lo suficientemente fuerte para
poder ser detectada en el gel. Este ensayo es una medicidn sin réplicas debido a que es un
experimento muy largo e implicd el manejo de muchas muestras de volimenes grandes, al
mismo tiempo. Se puede considerar realizar una réplica bioldgica posteriormente para
poder determinar al menos una desviacién estdndar que nos pueda dar mds informacion.
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Act. Especifica Act. Especifica Act. Especifica
Cepa Tiempo | (nmol min™ mg’ Cepa Tiempo | (nmol min™ mg’ Cepa Tiempo | (hmol min™ mg’
Y Y) Y)
0,3 OD 1.509 0,3 OD 0.156 0,3 OD 0.830
24 h 0.402 24 h 0.315 24 h 0.526
WT YPD 48 h 0.494 WT MM 48 h 0.320) WTETOH |48 h 0.595
72 h 0.505 72 h 0.331 72 h 0.463
96 h 0.525 96 h 0.514 96 h 0.417
0,3 0D 0.012 0,3 OD 0.067 0,3 0D 0.417
gdh1a GDH3 Cadl 00 gdh1A GDH3 Cadl 960 gdh1A GDH3 Zadd 0,
YPD 48 h 0.093 MM 48 h 0.319 ETOH 48 h 1.249
72 h 0.141 72 h 0.255 72 h 0.937
96 h 0.250 96 h 0.316 96 h 1.061
0,3 OD 0.666 0,3 OD 0.685 0,3 OD 1.417
GDH1 gdh3a = L2 GDH1 gdh3a = e GDH1 gdh3a 2ilh i)
YPD 48 h 0.418 MM 48 h 0.589 ETOH 48 h 1.357
72 h 0.536 72 h 0.522 72 h 1.522
96 h 0.074 96 h 0.410 96 h 0.775

Figura 28. Zimograma y Actividad especifica en diferentes medios de cultivo. A) Zimograma de las cepas: silvestre,
gdh1A, gdh3A en cultivos continuos de YPD, Glucosa-amonio y Etanol-amonio. B) Andlisis de actividad por celda
en las muestras utilizadas para zimograma. Se demuestra que existe actividad de Gdh3, pero que la técnica no es
tan sensible como la medicién de actividad por celda. C) Tabla de valores de las actividades especificas de la grafica.

Gdh3 tiene una menor participacion en la actividad enzimatica sobre todo en presencia de
glucosa. Podemos concluir que en condiciones como etanol, donde Gdh3 tiene mayor
actividad, no es suficiente la cantidad de proteina como para observarla en el zimograma,
aunque su actividad si es detectada al medirla en celda. Esta técnica no es tan sensible
como para observar a Gdh3 a menos que se sobre-exprese aproximadamente 7 veces mas,
tal como se hizo en la figura 19 donde se tiene al gen GDH3 bajo el promotor de ENO2, que
es considerado un promotor fuerte.

7.6. Analisis de la dinamica de la estructura de la cromatina en el

promotor de GDH1y GDH3

El andlisis del posicionamiento de los nucleosomas en el promotor por el método de NuSA,
es una herramienta poderosa que nos permitira determinar la estructura de la cromatina
en la condicidon represora y la que permite la expresion de GDH3.

Con esta metodologia se espera poder observar un cambio considerable que ponga al
descubierto las secuencias de las cajas para factores transcripcionales tanto para GDH1
como para GDH3.
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La digestion del ADN se realizd para las muestras de la cepa silvestre obtenidas de un
cultivo de glucosa-amonio y de etanol-amonio utilizando nucleasa micrococal por 50-65 min
(figura 29). Lo mismo se llevé a cabo con la cepa silvestre y la nrg1Anrg2A.

Glucosa+NH4 EtOH+NH4

50° 55" 60° 50° 55" 60

N3 —

400 pb 400 pb
N2 — 300 pb 300 pb
N1 200 pb 200 pb

e
100 pb 100 pb

Figura 29. Obtencion de la fraccidon del monosoma para NuSA. Digestién con MNasa de la cepa silvestre en
glucosa-amonio y etanol-amonio. Se observa que la region entre 100 y 200 pb corresponde al monosoma,
que sera aislado y purificado.

Con la fraccidon de ADN purificada se realizaron diluciones seriales, para posteriormente ser
analizada por g-PCR y graficar la proteccion relativa de los nucleosomas en el eje de las
ordenadas y la posicion de los nucleosomas en el promotor en el eje de las abscisas. De esta
manera se genera un mapa de la estructura de la cromatina en ambas condiciones, para la
region promotora de GDH1 y de GDH3.

El promotor de GDH1 presenta un remodelamiento de la cromatina en las condiciones
probadas. Se ha reportado que la expresidon de GDHI1 en condiciones respiratorias es
controlada por GLN3, GCN4 y HAP4 (Riego et al, 2002), nuestros datos concuerdan con lo
reportado (figura 30).

Se analizé el promotor de GDH1 como control, pues como se ha mencionado antes,
tienen una regulacién inversa, es decir que cuando uno se expresa el otro se reprime.
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Figura 30. NuSA del promotor de GDH1. Mapa del promotor de GDH1 en glucosa (azul) y etanol (rojo) donde
se observa la zona libre de nucleosomas (nucleosome free region, NFR) y un ligero cambio en la estructura.
Debajo de la grafica se observa el posicionamiento de las cajas de ciertos factores transcripcionales y los

nucleosomas detectados.

Para GDH3 se pudo observar un cambio notable en la estructura de la cromatina, donde en

condiciones de presencia de glucosa hay nucleosomas que impiden la transcripcion. De

forma contrastante, en etanol se observa una region totalmente libre de nucleosomas, que

deja al descubierto las cajas de factores transcripcionales como Nrgl, GIn3 y de algunos

activadores como el complejo Hap, que podrian favorecer el inicio de la transcripcién.
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Figura 31. NuSA del promotor de GDH3. Mapa del promotor de GDH3 en glucosa (azul) y etanol (rojo) donde
se observa la zona libre de nucleosomas (nucleosome free region, NFR), el posicionamiento de las cajas de
ciertos factores transcripcionales y los nucleosomas detectados.

Debido al resultado anterior, se decidié hacer un experimento a la inversa, donde se
cultivaron las células en etanol hasta una DOgoonm 0.3 y se les dio un choque de glucosa al
2%, por 5, 15, 30 y 120 min, con el fin de observar el cambio progresivo de la estructura de
la cromatina y determinar qué nucleosoma se recupera primero, lo cual nos mostraria las
cajas que oculta al condensarse la cromatina lo cual nos podria indicar cudl es principal
represor para GDH3 (figura 32).
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Figura 32. Experimento de choque de glucosa, NuSA, Northern blot y actividad especifica. A) Mapa del promotor de
GDH3 de una cepa silvestre (CLA1 ura3- leu2’) en etanol y después de 5, 15, 30 y 120 minutos de choque de glucosa, no
se muestran cambios significativos en el arreglo de los nucleosomas. B) Northern blot de la cepa silvestre en etanol a
una DOgoonm 0.3 y después de 5, 15, 30, 60 y 120 minutos de exposicidn a glucosa. C) Grafica de actividad especifica de

Gdhly Gdh3.
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El andlisis del cambio en la estructura de la cromatina comparando las dos condiciones de
cultivo, mostré que en etanol tenemos una amplia regién libre de y conforme aumenta el
tiempo de exposicidon a glucosa, se van colocando nucleosomas en todo el promotor,
especialmente a los 120 min (lineas discontinuas y continuas, figura 32 A) para bloquear la
transcripciéon de GDH3.

En cambio el analisis de expresidon por Northern blot muestra una represidn casi
inmediata al contacto con glucosa (figura 32 B). Ademas se cuantifico la actividad especifica
de Gdh3, donde se observa que en una cepa silvestre, en etanol amonio a una DOgoonm de
0.3 la actividad total de Gdh es baja, puesto que la mayoria estd dada por Gdh3, ya que
Gdh1 se encuentra reprimida en estas condiciones. Cuando dimos el choque de glucosa en
el medio de cultivo la actividad de Gdh dependiente de NADP(H) aumenta
considerablemente pues se debe casi en su totalidad a Gdh1 (figura 32 C).

En la figura 32 B, podemos observar que en el carril de los 5 minutos de exposicion a
glucosa, el ARN migra por debajo del resto de las muestras, esto se puede deber aimpurezas
que no fueron eliminadas totalmente en el proceso de extraccion o incluso a degradacion.

El analisis de estructura de la cromatina de la cepa nrg1Anrg2A en comparacion a la
cepa silvestre, realizada en condiciones represoras para GDH3, mostré que la cromatina se
encuentra practicamente de la misma forma que en la cepa silvestre en glucosa, con la NFR
del nucleédtido -600 al -150 aproximadamente (figura 33 A).

El Northern blot de este experimento mostré nuevamente las dos bandas de GDH3
verificando nuevamente el resultado previamente obtenido (figura 33 B). Pese a que se
repitié el dato de la doble banda en la doble mutante, no se pudo identificar algin cambio
en la cromatina, esto puede indicar que no se requiere de un remodelado en la cromatina
para la expresién observada de GDH3.
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Figura 33. NuSA y northern blot de la cepa nrg1Anrg2A. A) Mapa del promotor de GDH3 de una cepa silvestre (CLA1

ura3- leu2-) y la cepa nrg1Anrg24 en medio minimo glucosa-amonio. B) Northern blot de las muestras obtenidas del
NuSA.
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8. DISCUSION

Anteriormente se habia reportado que GDH3 presenta menor expresion cuando las células
se encuentran en medio YPD, durante la represion catabdlica por nitrégeno (NCR), es decir
cuando la célula detecta fuentes ricas de nitréogeno (amonio, glutamina y asparagina),
activando los genes necesarios para el transporte y metabolismo y reprimiendo aquellos
genes que estan involucrados en la utilizacién de fuentes pobres (arginina, glutamato,
alanina), lo cual sugeria que este gen podria ser regulado ademas de la fuente de carbono,
por la calidad de la fuente de nitrégeno (Avendafio et al., 2005). En este trabajo, se eligio
analizar la expresién de este gen en el medio de cultivo glucosa-amonio para continuar con
el analisis de la regulacién de GDH3 por la fuente de carbono, ya que es una condiciéon
intermedia en cuanto a la calidad de la fuente de nitrégeno, donde se puede observar
claramente la expresién y represion de GDH3.

Berkey et al., demostraron que Nrgl puede funcionar como un activador de la
transcripcion en ciertos contextos celulares. Se demostrd que al fusionar LexA-Nrg1 activa
la transcripcién del gen reportero lacZ en células mutantes ssn6A. Ademas se demostrd que
la ausencia de glucosa en el medio de cultivo no evita la unién de Nrgl al ADN, por lo tanto
la liberacién de la represion en glucosa implicaria tanto la pérdida de la actividad represora
y la participacion en la activacion. Esta podria ser la razén por la cual en glucosa-prolina
aumenté la expresion de GDH3 2.7 veces en una cepa nrglAnrg2A, como si hubiésemos
eliminado un represor, pero al quitar la glucosa del medio, se comporta como si hubiésemos
eliminado un activador, pues decae la expresion. Podriamos decir que es probable que Nrgl
se comporte como activador para GDH3 dependiendo del contexto celular en el que se
encuentre, tal vez influenciado por la represidn catabdlica del carbono y la de nitrégeno.

La propuesta de un posible sitio de inicio de la transcripcion alternativo para GDH3
surge del resultado obtenido en el Northern blot de la mutante nrgiAnrg2A, donde se
observaron dos bandas. Para comprobar este resultado se construyd la triple mutante
nrgl1Anrg2Agdh3A y se pudo concluir que ambas bandas corresponden a dos transcritos de
diferente peso molecular. Sin embargo no podemos concluir que este transcrito alternativo
da lugar a una proteina funcional, podria ser que exista un punto de control post-
transcripcional o incluso, que la nueva banda de hibridacion detectada sea un ARNm menos
estable y que sea producto de la degradaciéon el ARNm original.

Al cuantificar la actividad de las mutantes sencillas nrg1A, nrg2A con la doble mutante
nrglAnrg2A se puede observar claramente que la actividad de la doble mutante disminuye
a la mitad en comparacién con las mutantes sencillas, lo cual sugiere que interviene en la
expresion de alguna de las NADP-Gdh’s, como un activador. Este dato concuerda con el
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analisis de la expresién de GDH3 en el Northern blot de la figura 17, en donde la expreson
de GDH3 aumenta en la doble mutante nrg1Anrg2A aumenta la expresidon en comparacion
con la cepa silvestre, en condiciones de presencia de glucosa pero con una fuente
secundaria de nitrégeno, como lo es prolina.

La construccion de la mutante miglA nos permitié estudiar el papel de Migl en la
represion de GDH3 en cultivos con glucosa como fuente de carbono. Se considera que Migl
es el mayor efector en la represion por glucosa en S. cerevisiae. Dicha represidn pudiera
darse de forma directa o indirecta a través de la represién de genes que codifican para
activadores transcripcionales (Westholm et al., 2008), por todo esto se considerd
importante analizar a Migl como un posible regulador negativo de GDH3. La falta de una
comprobacién confiable de las mutantes y la falta de resultados concluyentes nos permiten
sugerir volver a construir la mutante migl1A, para analizar su papel en la regulacion de la
transcripciéon de GDH3.

La actividad especifica de Gdh3 en etanol aumenta considerablemente, incluso se sabe
que en cultivos continuos, durante el metabolismo respiratorio el 70% de actividad total de
NADP-GDH en una cepa silvestre corresponde a Gdh3; mientras que durante el
metabolismo fermentativo, con glucosa como fuente de carbono, la actividad se debe sélo
a Gdh1 (DeLuna et al., 2001). Esto concuerda con lo observado en el analisis de actividad
en cultivos de etanol y después del choque de glucosa (Figura 31 C), pues se detecta mayor
actividad especifica de NADP-GDH en presencia de glucosa debido a Gdh1 y en un cultivo
con etanol hay menor actividad, pero practicamente toda esa actividad es de Gdh3, esto se
puede deber a las propiedades alostéricas de cada homohexdamero o de los
heterohexameros.

Recientemente se ha descrito que Gdh3 pudiera ser necesaria para la resistencia a la
apoptosis inducida por estrés y el envejecimiento cronoldgico en las células que se
encuentran en estado estacionario (Lee et al., 2012), por lo tanto se podria considerar que
los posibles reguladores de este gen pueden ser aquellos que estan involucrados en la
respuesta a estrés tal como Msn2, Msn4, Cin5 o algunos otros candidatos responsables de
la regulacién en etanol como Adrl y que fueron identificados como posibles reguladores
por un analisis bioinformatico en linea. Esto podria ser interesante para estudiar
posteriormente en otro trabajo de investigacién.

El analisis de la estructura de la cromatina de los promotores de GDH1 y GDH3 en
condiciones contrastantes de fuente de carbono como lo son glucosa y etanol, nos permitié
dilucidar a los posibles reguladores implicados en la represidén/expresion de GDH3, ya que
en la region libre de nucleosomas se encuentran varias cajas de unidon de factores
transcripcionales como Nrgl, GIn3, Gen4, complejo Hap, entre otros candidatos. Al realizar
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este ensayo en la mutante nrglAnrg24, observamos que no existe un cambio en la
estructura de la cromatina con respecto a la cepa silvestre, lo cual es sorprendente pues el
cambio en la expresidn (hibridaciéon del transcrito) es evidente, mostrando una banda
adicional en la expresién de GDH3 en presencia de glucosa.

La participacion de Nrgl como regulador se apoya con el hecho de que éste regulador
se pueda unir al promotor de GDH3 al hacer ensayos de qChIP en medio glucosa-prolina,
tanto en fase exponencial como en fase estacionaria (Gonzalez Rangel, 2014).

Rtgly Rtg3 son factores transcripcionales tipo bHLH (basic helix loop helix) que forman
heterodimeros y se translocan del citoplasma al nucleo cuando RTG es activada, dicha
translocacién depende del estado de fosforilacion de Rtg3. El dominio de activacién
transcripcional esta dentro de Rtg3 (Hashim et al., 2004). Debido a esto, se realizé un
analisis por Northern blot de la mutante rtg3A para determinar si es un activador
transcripcional para GDH3. El resultado muestra que Rtg3 es un activador para GDH3 y en
menor manera para GDH1.

La RTG mantiene el suministro de 2-oxoglutarato, el cual es precursor de la biosintesis
de glutamato y glutamina mediante la activacion del metabolismo anaplerdtico de citrato y
oxalacetato, a través del ciclo del glioxilato cuando el metabolismo respiratorio, es decir el
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), estd comprometido por falla en el funcionamiento
de la mitocondria (Hashim et al., 2014).

Zawadzky y colaboradores, en 2007 realizaron un estudio general de los nucleosomas
y promotores en levadura tras la induccion en glucosa, para estudiar la re-programacién
transcripcional, pues es en esta condicion donde mads de la mitad del total de genes en la
levadura cambian su expresion significativamente. La mayor parte de los genes que se
inducen y se reprimen no muestran un cambio en el arreglo de los nucleosomas en su
promotor, aunque los promotores que si llevan a cabo la remodelacién, suelen tener una
caja TATA. GDH3 cuenta con una caja TATA a -93 pb del ATG, lo cual corrobora que tal como
pudimos observar por NuSA, sufre de remodelacién de la cromatina. Ademas cuenta con
tres sitios de union para Nrgl/2, conocidas como cajas PDS (Post Diauxic Shift, por sus siglas
en inglés), por lo que la participacion de estos factores transcripcionales en su regulacion,
es muy probable (Avendano et al., 2005).

La complejidad de las vias regulatorias de represidon por glucosa aun esta lejos de
nuestra comprension, puesto que algunas de las actividades regulatorias operan a nivel
transcripcional, en otros casos operan directamente en las enzimas involucradas. Ademas
no se conoce aun si el mecanismo de represién por glucosa fue el paso original para la
evolucidn hacia el efecto Crabtree o si éste mecanismo fue “adquirido” después durante la
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evolucién de algunos linajes de levaduras (Dashko et al., 2014). En el caso del estudio de la
regulacion de GDH3, aun no hemos encontrado a un represor que participe
mayoritariamente, a pesar de haber estudiado varios candidatos que se puedan unir al
promotor e incluso, algunos factores que regulan de manera indirecta mediante el cambio
de la estructura de la cromatina.

El sitio de unién adecuado para cada uno de los factores de transcripcién puede estar
dictado por el pre-posicionamiento de los nucleosomas, pero la regulacién de la expresion
a través de estos sitios de unidn no esta determinado por el re-posicionamiento de los
nucleosomas, si no por ciertos cambios en la actividad del factor transcripcional (Zawadzky
et al., 2007). Incluso se sabe que en muchos promotores, la presencia de una regién libre
de nucleosomas no se correlaciona con el estado de transcripcidon y se encuentra en
promotores activos e inactivos (Hahn and Young, 2011).

Los resultados obtenidos nos permitieron proponer un modelo de la regulacién de la
expresion de GDH3 en condiciones de glucosa y etanol (figura 34), mostrando el cambio en
la estructura de la cromatina del promotor y la posible participacion de Nrgl1/Nrg2 como
represor de la transcripcion y el papel de Rtg3 como activador.

Rtg3
Etanol o 1
PDS R-bo)(’/\"\» o
] GDH3
Glucosa AN | 6 ‘Gdh3.
m -
Co-represor [Z]\ Nrgl/2
R\
fj}’ GDH3

~

Figura 34. Modelo de la regulacion de GDH3 en etanol y glucosa. Esquema representativo del promotor de GDH3 de
una cepa silvestre (CLA1 ura3- leu2-) en medio minimo etanol amonio y glucosa-amonio. Se muestran los posibles
factores de transcripcion involucrados en la represidén/activacion de GDH3.
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Si eliminamos un represor que actle en forma conjunta con otros represores (formando
parte de un complejo), se espera que GDH3 se exprese incluso en presencia de glucosa,
pues no estd presente alguno de los represores y por lo tanto no se puede formar el
complejo que impide su transcripcidn. Sin embargo, si cada uno de los represores trabaja
de forma individual, es probable que no podamos observar el cambio en la expresion, pues
sifalta algun represor, tal vez exista otro represor que pueda suplir este papel, manteniendo
a nuestro gen de interés en estado reprimido.

9. CONCLUSIONES:

Se construyeron las mutantes nrg24, migld, tupld, sir2A, nrglAnrg2Agdhlld vy
nrglAnrg2Agdh3A que ayudardn al analisis de la regulacidon de GDH3.

Se analizd6 mas de una condicidn fisioldgica en todas las cepas, para determinar si la
fuente de nitrégeno influye de igual forma en la represién/expresion del gen de estudio.

El andlisis de expresion de las mutantes hdalA y sir2A, muestra que Hdal y Sir2 no
participan en la regulacion de GDH3 puesto que no se observan cambios considerables en
el analisis por Northern blot ni por cuantificacién de la actividad especifica.

La mutante miglA fue analizada en el fondo genético CLA1 ura3 leu2 y en el de la
coleccion BY4742 pero el andlisis por Northern blot no muestra que participe como
regulador negativo en la represion de GDH3 en presencia de glucosa como fuente de
carbono.

El andlisis de la cepa tuplA indica que pudiera tener un papel en la represién de GDH3,
eso aunado a que en la doble mutante nrg1A4 nrg24 se observa un ligero cambio, nos hacen
poner especial atencion al estudio de estas mutantes, pues se conoce que Nrgl puede
reclutar al complejo formado por Tup1/Ssn6 (Berkey et al., 2004).

Cada una de las cepas mutantes que se construyeron en este trabajo se utilizé para
analizar la expresion de GDH3 por Northern blot, en diferentes condiciones fisiolégicas, para
determinar el efecto de la fuente de nitrégeno y de carbono en la represién/expresion del
gen de estudio. Ademas se analizaron otras cepas mutantes que ya existian en la coleccién
del laboratorio. El resultado mas importante se obtuvo al analizar la cepa nrg14nrg2A.

El andlisis de la doble mutante nrg14nrg2A, en glucosa-amonio indica que podria ser
un represor y que el efecto es mas fuerte en la doble mutante. El cambio mds notable se
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observa mediante la aparicién de una nueva banda que podria deberse a la expresion de
una isoforma de Gdh3.

Al analizar la triple mutante nrg14Anrg2Agdh3A se determiné la que doble banda observada
en la nrg1Anrg2A pertenecen a GDH3, pues al eliminar el gen, ambas bandas desaparecen,
lo cual indica que no es una hibridacién inespecifica de la sonda. Ademas pudimos
determinar que las cepas mutantes gdh3A4 y gdh1Agdh3A4, aun tienen GDH3, lo cual explica
la actividad enzimatica reportada en la figura 26.

El ensayo de cuantificacion de la actividad enzimdtica en la triple mutante
nrgl1Anrg2AgdhlA nos permitié darnos cuenta que no existe un incremento en la actividad
como en las bandas de expresidn, lo cual nos sugiere que tal vez existe algun tipo de control
post-transcripcional que haga que no todo el transcrito se traduzca y por lo tanto no se
sintetiza suficiente proteina como para notar el cambio en nuestro ensayo de actividad en
gel zimograma.

Por ultimo el andlisis del arreglo de los nucleosomas en los promotores de GDH1 y de GDH3
muestran que la estructura de la cromatina cambia en presencia de glucosa o en etanol,
permitiendo la transcripcién cuando se presenta una regién libre de nucleosomas o
reprimiendo la expresion al tener una estructura compacta de la cromatina. Este analisis
nos da la pauta para conocer a los posibles reguladores que tienen su sitio de unién en la
secuencia de ADN del promotor de estos genes.

Hasta el momento se ha observado que para el caso de GDH3, los cambios en la estructura
de la cromatina no son tan rdpidos a diferencia de lo observado por medio de los estudios
de Northern blot (figura 31).

Cuando se analizé el arreglo de los nucleosomas en el promotor de GDH3 en la cepa
nrglAnrg2A en medio de cultivo glucosa amonio, por el método de NuSA se esperaba
observar un cambio parecido al observado en etanol en una cepa silvestre. Sin embargo
nuestros resultados nos muestran que no se requiere de un remodelado de la cromatina
tan drastico para la expresién del gen, pues a pesar de tener una estructura compacta, se
observa un aumento en la expresion.

10. PERSPECTIVAS:

Para corroborar si Tup1 esta involucrada en el control de la regulacién de GDH3, se podria
construir la doble mutante tup1AgdhlA para la cuantificacién de actividad enzimatica. Si
existe un aumento en la actividad, aunado al ligero cambio observado por Northern blot, se
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podria considerar que es un represor de GDH3. Ademas se sugiere realizar otro tipo de
andlisis como ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) para comprobar que Tupl se une al
ADN en el promotor de GDH3.

Construir nuevas mutantes candidatas de represores, incluso analizar la expresion de
GDH3 en condiciones de estrés tal como apoptosis y fase estacionaria, pues se ha descrito
anteriormente el papel que desempefia Gdh3 evitando el envejecimiento celular y la
pérdida de viabilidad de las células relacionada con apoptosis, tal como la acumulacién de
especies reactivas de oxigeno, fragmentacién nuclear, dafio en el ADN, entre otros (Lee et
al., 2012)

Para determinar si existe otro ARNm de GDH3 que podria ser potencialmente
traducido, se podria llevar a cabo un 5 RACE-PCR para obtener la secuencia completa de
dicho transcrito y definir si existe alguna otra isoforma funcional de la proteina.
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