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lll. RESUMEN

En este estudio se presenta un analisis detallado de los genes regulados
por el factor transcripcional Leu3 en la levadura Saccharomyces cerevisiae,

cuando la cepa crecen en diferentes fuentes de nitrogeno.

Se crecieron ceélulas de la cepa WT y de una mutante con genotipo leu3A
en un medio con glucosa como fuente de carbono y con glutamina, acido y-
aminobutirico o valina, isoleucina y leucina como fuentes de nitrogeno. Se extrajo
el RNA total de las células cuando se encontraban en la fase exponencial de
crecimiento. El RNA total se envi6é a secuenciar por medio de la técnica de RNA-
seq y con los datos obtenidos se realizé un analisis de expresion diferencial por

métodos computacionales y bioinformaticos.

De las cepas que crecieron en un medio con glutamina se obtuvieron 54
genes con expresion diferencial, 20 genes con expresion diferencial en un medio
con y-aminobutirico y 15 genes con expresion diferencial en un medio con valina,

isoleucina y leucina.

Se ha descrito que Leu3 regula positivamente a sus genes blancos solo en
presencia de su co-activador, el a-Isopropil malato. Esta molécula pequefia, es un
intermediario que se sintetiza en el primer paso de la biosintesis de leucina. En
ausencia de a-Isopropil malato, Leu3 actua como un represor, pero unicamente de

la expresidn basal de sus genes blancos (Kohlhaw, 2003).

Para estudiar el efecto del a-isopropil malato en la regulacién de Leu3, se
hicieron analisis de expresion diferencial de la cepa WT contra dos mutantes, una
doble mutante que no tiene la capacidad de producir a-isopropil malato (genotipo:
leudAleu9A) y una ftriple mutante que acumula a-isopropil malato (genotipo:
Preno2LEU4-Preno2L EU9leu1A)

De los 54 genes con expresion diferencial en la mutante leu3A se obtuvo un
total de 26 genes con expresion diferencial en la doble mutante y un total de 19

genes con expresion diferencial en la triple mutante.
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IV. INTRODUCCION
A. La duplicacién de genes en los organismos

Se entiende por duplicacién génica el aumento en el numero de genes a
partir de secuencias preexistentes (Ohno, 1970). Existen diferentes mecanismos
por medio de los cuales se duplican los genes: 1. Entrecruzamiento desigual, es
decir errores en la recombinacion homologa, el cual da como resultado tandems
de genes duplicados. 2. Transposicion replicativa del DNA, la cual puede ser por
recombinaciéon homodloga no alélica o por union de extremos no homologos y 3.
Retrotransposiciéon, que ocurre cuando un RNA mensajero (MRNA) es
retrotranscrito a DNA complementario (cDNA) e insertado al genoma, 4.
Poliploidizacion, en donde hay un cambio numérico en la serie completa de
cromosomas, resultado de una division celular anormal o de la hibridacion irregular
de dos células. Si los genomas de una especie poliploide provienen de la misma
especie ancestral, se dice que es autopoliploide o autoploide; si provienen de dos
especies ancestrales diferentes, se dice que es alopoliploide o aloploide (Hahn,
2009; Hurles, 2004).

Las duplicaciones parciales del genoma se dan principalmente por
entrecruzamiento desigual y retrotrasposicion. Esta ultima da lugar a pérdidas de
intrones y secuencias regulatorias; para que estos genes sean expresados es
necesario que se integren cerca de regiones regulatorias (Hahn, 2009; Zhang,
2003). La duplicacion total del genoma (WGD, por sus siglas en inglés) ocurre
mediante fendmenos de poliploidizacién, con posterior pérdida de genes y un re-
arreglo del genoma. Esta clase de duplicacion es poco frecuente ya que el
genoma se vuelve inestable; a pesar de esto se ha encontrado que muchos
organismos han divergido a partir de un evento de WGD (Van de Peer, Maere y
Meyer, 2009). Para el linaje de S. cerevisiae se ha propuesto que la estabilidad de
la célula aloploide fue proporcionada por la hibridacion de dos células ancestrales,
considerando tal hibridacion como la consecuencia directa de su WGD (Marcet-
Houben y Gablado, 2005).

Aun cuando existe controversia acerca de la contribucidon relativa de la
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duplicacion del genoma completo respecto a la duplicacion de genes individuales
(Sankoff, 2001), hay suficiente evidencia molecular para afirmar que la estructuras
actuales de algunos genomas eucariontes son el resultado de uno o mas eventos

de duplicacion genémica (Friedman y Hughes, 2001; Wolfe, 2001).

Los estudios comparativos de genomas completos han mostrado que la
duplicacion de grandes segmentos de DNA constituye un proceso continuo
durante la evolucion gendmica de diferentes organismos (Friedman y Hughes,
2001; Ohno, 1970). Li y colaboradores han estimado que los genes duplicados
constituyen un 15% del genoma humano (Li et al., 2001). De la misma forma, se
ha encontrado que las secuencias duplicadas representan el 17% en Haemophilus
influenzae, 8% del genoma de Drosophila melanogaster, el 20% en
Caenorhabditis elegans, el 25% en Arabidopsis thaliana y 20% en S. cerevisiae
(Mewes et al., 1997; Wolfe, 2001; Lynch y Conery, 2000).

Se considera que la WGD ha tenido un fuerte impacto en varios linajes tales
como plantas, animales, hongos y protozoos (Jaillon et al., 2009). En plantas la
WGD se ha identificado en las monocotiledoneas y dicotiledéneas (Coghlan et al.,
2005), el evento mas antiguo sugiere que todas las plantas con flor provienen de
un ancestro poliploide (Blanc, 2004; Bowers, 2003). En animales se sugieren dos
WGD ancestrales (Coghlan et al., 2005).

B. Las implicaciones de la duplicacion génica: fuente evolutiva de

diversidad biolégica

El interés por descubrir cuales son los mecanismos por los cuales un
organismo adquiere nuevas caracteristicas ha prevalecido desde antes de que
Darwin publicara su famoso libro “El Origen de las Especies” en 1859, en el cual
introduce la teoria de que las poblaciones evolucionan a través de las
generaciones por un proceso de seleccion natural. Las duplicaciones genéticas
constituyen una fuente primaria de material para el origen de novedades
evolutivas; se ha propuesto que estos nuevos genes tienen inicialmente una

funcién redundante, sin embargo, después de ser sometidos a una presién de
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seleccién, los genes desarrollan diferentes tazas de evolucién. ElI gen que tiene
una capacidad evolutiva lenta, conserva la misma funcion mientras que el gen que
se adapta a los cambios de las condiciones ambientales, evoluciona con rapidez y
puede adquirir mutaciones que le permitan realizar nuevas funciones (Ohno,
1970).

Un modelo alternativo al modelo clasico mencionado anteriormente, es el
modelo llamado duplicacién, degeneracion y complementaciéon (DDC, por sus
siglas en inglés) (Force et al., 1999; Hughes, 1994). Este modelo establece que
muchos genes tienen dos funciones, después de la duplicacion ambos duplicados
mutan para llevar a cabo una de las dos funciones ancestrales. De manera que
cada copia se especializa en una funcién unica. Por ejemplo, en el caso de K.
lactis que es una levadura tipo ancestral de S. cerevisiae, el gen KIBAT1 codifica
para una enzima bifuncional; que participa tanto en la biosintesis como en el
catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada (BCAA, por sus siglas en
ingles), mientras que en S. cerevisiae existen dos enzimas que llevan a cabo esta
funcién, Bat1 se especializé en la biosintesis y Bat2 en el catabolismo (Colon et
al., 2011).

La diferencia intrinseca de ambos modelos radica en que, el modelo clasico
propone la evolucién de nuevas funciones posterior a la duplicacién genética,
mientras que el modelo DDC propone que las funciones que realizan los genes
duplicados ya existian anteriormente en su gen ancestral. Hay numerosos
estudios que demuestran que los genes duplicados pueden adquirir nuevas
funciones y patrones de expresion, considerandose como un elemento clave en la
generacion de la diversidad biolégica (Conant y Wolfe, 2008; Kellis. Birren y
Lander, 2004; Piskur y Langkjaer, 2004; Sidow, 1996). Por otra parte, también
existen numerosos estudios que demuestras que el modelo DDC es importante en
diversas especies de eucariontes (van Hoof, 2005; Yu et al, 2005; Jaillon et al.,
2004; Force et al., 1999).

La duplicacion génica conlleva la retencion de genes en diversas especies.

De manera general, se consideran cuatro destinos que pueden tener los genes
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paralogos posteriormente a la duplicacion:

1. Pérdida de funcion. Es un proceso neutral que elimina como gen funcional
una de las copias duplicadas, que puede permanecer como un pseudogen
o eliminarse por un re-arreglo cromosomal (Rastongi y Liberles, 2005;
Schacherer et al., 2004; Sankoff, 2001).

2. Conservacion de la funcién ancestral. Se da principalmente cuando la dosis
adicional representa una ventaja y se mantiene por conversion génica
constante. Es comun en proteinas que forman complejos macromoleculares
y en donde es importante mantener la estequiometria de las subunidades

del complejo (Kellis et al., 2004).

3. Nueva funcion. Comprende un proceso adaptativo donde después de la
duplicacion una copia del gen conserva la funcion ancestral, mientras la
otra copia muta (cambiando su secuencia codificante o regulatoria) hacia
una funcidn o especializacion de algun aspecto de su actividad, que no
estaba presente en el gen previo a la duplicacion. Este mecanismo permite
la retencién de ambas copias (Rastongi y Liberles, 2005; Schacherer et al.,
2004; Sankoff, 2001).

4. Sub-funcionalizacion. Consiste en la division de la funcion del gen ancestral
entre los dos duplicados. Frecuentemente, la expresion de cada uno de los
genes cambia, de tal manera que se expresan en diferentes condiciones
ambientales o en diferentes fases del desarrollo del organismo. La sub-
funcionalizacion también puede ocurrir a nivel de la proteina y puede llevar
a una especializacion funcional, cuando una de las dos proteinas adquiere
la capacidad para llevar a cabo de manera mas eficiente una de las
funciones del gen parental (Pefialosa et al.,, 2012; Quezada et al., 2008;
DelLuna et al., 2001).

Una duplicacion gendmica representa el aumento abrupto en el numero de
genes y el aumento en el numero de genes se ha relacionado con transiciones

importantes entre grupos de organismos, por ejemplo entre vertebrados e
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invertebrados (Bird, 1995). En el caso de la levadura S. cerevisiae se hipotetiza
que la retencién selectiva de genes en doble copia contribuy6 al desarrollo de su
metabolismo facultativo (Merico, 2007; Piskur, 2004).

C. S. cerevisiae como modelo de estudio

La levadura S. cerevisiae se ha convertido en un modelo biolégico
importante de organismos eucariotas, debido a multiples caracteristicas (Zarin y
Moses, 2014). Dentro de estas caracteristicas caben mencionar las siguientes:
comparte una arquitectura celular con eucariotas superiores con un genoma
mucho mas pequefo, es un organismo unicelular no patdégeno que se puede
cultivar facilmente en el laboratorio con un tiempo de generacion relativamente
corto, presenta un ciclo de vida con fases bioldgicas, una haploide que facilita
generar, aislar y caracterizar mutantes y una diploide idénea para realizar estudios
de complementacion; posee la capacidad de realizar recombinacion homdloga a
muy alta frecuencia, facilitando la obtencion de mutantes para el estudio de la
funcién de diversos genes; el 72% de su genoma codifica para proteinas (baja
cantidad de intrones) y baja cantidad de secuencias repetidas, lo que permitié una
rapida secuenciacion y ensamblaje de su genoma. Ademas se cuenta con las
secuencias de los genomas de 18 Saccharomycetes relacionados, con los cuales

se pueden realizar estudios comparativos (Mell, 2003; Wolfe, 2006).

D. Duplicacién génica en la levadura S. cerevisiae

Con un poco mas de 6,000 genes distribuidos en 16 cromosomas, el
genoma de S. cerevisiae fue el primer genoma eucarionte secuenciado, proyecto
que tuvo una duracién de 6 afos (1990 a 1996) y en el que participaron varios
consorcios internacionales (Wolfe, 2015). El analisis de la secuencia gendmica de
la levadura puso de manifiesto la existencia y la magnitud de la redundancia
génica. Alrededor del 20% de su genoma esta duplicado (Wolfe, 2015; Mewes,
1997).
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Diversos estudios han demostrado que estos genes paralogos son el
resultado tanto de una duplicacion total del genoma que involucrd la pérdida y
retencion selectiva de algunos de ellos, asi como de eventos independientes de

duplicacién génica a menor escala.

En 1997 Wolf y Shields propusieron un modelo que propone que la
duplicacion total del genoma de S. cerevisiae era consistente con la hipotesis de
Ohno que refleja la importancia de la poliploidia como mecanismo evolutivo
(Wolfe, 2001). Ellos propusieron un modelo en el cual el ancestro de S. cerevisiae
era una célula tetraploide degenerada a causa de la duplicacion total del genoma,
una serie de translocaciones entre cromosomas mediante la cual el material
genético sufrié un re-arreglo y que finalmente, sélo una pequefia fraccién de estos
genes duplicados se retuvo (Gordon, 2011; Seoighe, 1998; Wolfe, 1997). Esta
hipotesis fue apoyada por estudios realizados en el 2004, donde se encontraron
en S. cerevisiae numerosos bloques paralogos de material génico que mostraban
sintenia; de igual manera se hizo una comparacioén con Kluyveromyces waltti, que
diversific6 antes de la WGD, encontrando sintenia entre segmentos paralogos de
S. cerevise y segmentos ortdlogos de K. waltti (Kellis, 2004). Otros grupos
secuenciaron especies de ascomicetos relacionados y confirmaron la hipétesis de
Wolf y Shields. Los genomas de las levaduras que no sufrieron WGD conservaban
una doble sintenia en relacién con el genoma de S. cerevisiae como en el caso de
K. waltti, es decir, en lugar de tener un par de regiones duplicadas tenian una
region unica que contenia todos los genes en un orden diferente (Dietrich, 2004;
Dujon, 2004).

Basado en el alto nivel de sintenia encontrado entre los bloques de genes
ancestrales duplicados que fueron reconstruidos, se propuso que la WGD en
levaduras se origind a partir de un evento de autopoliploidizacion y se postulé que
la WGD podria generar ciertas caracteristicas para la adaptacion a nuevos
ambientes por medio de la diversificacion de funciones (Gordon, 2011; Kellis,
2004). Sin embargo, también se sabe que la poliploidia se produce a costa de

generar una inestabilidad gendmica aun cuando la célula regrese a su ploidia
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normal a través de mutaciones, perdida de genes o re-ordenamientos (Mayer,
1990). Por otra parte, la mayoria de trabajos experimentales que comparan
poblaciones con diferentes ploidias generalmente proporcionan apoyo a la

superioridad de la ploidia normal frente a los aumentos de ésta (Gerstein, 2009).

En un estudio reciente que utilizd un nuevo enfoque filogenético (no
utilizado en el linaje de S. cerevisiae anteriormente) analizaron la antigua
duplicacién del genoma, encontrando evidencia convincente de que el origen de la
WGD se deriva de la hibridaciéon entre especies ancestrales y no de una
autopoliploidizacion como se habia establecido y que ademas sirvi6 para dar

estabilidad a la forma alopoliploide.

Finalmente se postula que la naturaleza de la ventaja evolutiva inicial de la
WGD en la levadura sigue siendo una pregunta abierta y que brinda una nueva
perspectiva a la interpretacion de las consecuencias de la misma asi como en las
implicaciones de nuestra comprension de la evolucion de los genomas eucariontes

en general (Marcet-Houben y Gabaldon, 2015).

E. Implicaciones de la WGD en S. cerevisiae

Todos los estudios sobre las implicaciones que trajo consigo la WGD se
han realizado bajo el enfoque de autopoliploidia y han reflejado una divergencia
funcional rapida después de la WGD, sin embargo si se contempla un escenario
de un ancestro hibrido (alopoliploidia) una fraccion de los genes duplicados
previstos se originan de especies distintas, por lo que las diferencias funcionales
no necesariamente serian causa de la presion evolutiva. Esto aunado a que la
hibridacién entre especies reune diferentes propiedades fisiolégicas y aisla
sexualmente el linaje recién formado, proporcionando una ventaja selectiva inicial
para explicar la WGD observada en los eucariontes (Marcet-Houben y Gabaldon
2015).

Aunque se desconocen las ventajas evolutivas iniciales que confirié la WGD

a través de una antigua hibridacién de dos especies, es evidente que la WGD tuvo
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profundas consecuencias ya que el contenido doble del material génico en una
especie dada crea de manera inmediata una barrera reproductiva entre ellos y sus
ancestros, y proporciona materia prima para la divergencia de las funciones

génicas entre paralogos (Wolfe, 2015).

Kluyveromyces lactis es una levadura relacionada con S. cerevisiae, que
divergio del linaje de Saccharomyces antes del evento de duplicacién génica. K.
lactis posee un metabolismo estrictamente aerobio y la respiracion no se reprime
en presencia de glucosa; este fendmeno constituye una diferencia fisioldgica

importante entre K. lactis y S. cerevisiae (Kellis et al., 2004).

Al igual que S. cerevisiae todas las levaduras que sufrieron WGD poseen
caracteristicas que les otorgan un metabolismo facultativo: a) degradan la glucosa
o fructosa a etanol (fermentacion), incluso en presencia de oxigeno (Efecto
Crabtree); b) pueden crecer en ausencia de oxigeno; y c) generan mutantes
mitocondriales deficientes en respiracion, llamadas petites. Se ha propuesto que la
conservacion de genes paralogos facilito la adquisicion de este metabolismo
facultativo en el periodo Cretacico, periodo en el cual surgieron las angiospermas,
y el metabolismo facultativo fue un arma biolégica importante para conquistar
nichos ecoldgicos nuevos ya que mediante la produccidon de etanol las levaduras
impedian el crecimiento de otros microorganismos (Merico et al., 2007; Force et
al., 1999). Este hallazgo ha generado una ventana abierta hacia el interés en el

estudio de los genes paralogos y su divergencia funcional.

Estudios recientes también proporcionan evidencias importantes para el
entendimiento de la adaptacion evolutiva independiente de la WGD. Un estudio
muestra como especies que no duplicaron su genoma completo, pudieron
desarrollar mediante una evolucién independiente, rasgos parecidos a las
especies que sufrieron WGD. Un ejemplo es la levadura Dekkera bruxellensis que
al igual que S. cerevisiae es capaz de tolerar altas concentraciones de glucosa y
etanol y consecuentemente llevar a cabo fermentacién aerébica. Es importante
mencionar que D. bruxellensis se separ6é del linaje de Saccharomyces hace

aproximadamente 200 millones de afios, mucho antes de la duplicacion total del
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genoma (Guo, 2016; Rozpedowska, 2011).

F. Metabolismo nitrogenado en la levadura S. cerevisiae

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes para mantener el
metabolismo de las levaduras ya que es un elemento importante para la sintesis
de metabolitos fundamentales de su fisiologia celular. Las levaduras pueden
utilizar mas de 30 fuentes diferentes de nitrdgeno organico como aminoacidos,
amonio, urea, bases nitrogenadas y derivados de purinas. Estas fuentes de
nitrdgeno pueden clasificarse segun su calidad, en primarias o secundarias. En
fuentes primarias como amonio, glutamina y asparagina la levadura tiene una tasa
de crecimiento mayor que en las fuentes secundarias como acido y-aminobutirico
(GABA), urea, prolina y alanina. Si estos compuestos no se utilizan para
biosintesis son catabolizados para obtener nitrogeno a partir del amonio a traves
de un proceso de desaminacion o a partir del glutamato a través de

transaminacion. (Cooper, 1982)

Figura 1. Reacciones
involucradas en la utilizacion
de fuentes de nitrégeno por
S. cerevisiae. Cuadros grises,
fuentes de nitrégeno. Cuadros
blancos, intermediarios de las
vias. Circulos azules, enzimas:
Gdh1 (1), Gdh2 (2), GIn1 (3) y
Glt1 (4). Flechas gruesas de
color gris, sefalan vias
catabdlicas. Flechas delgadas
de color gris, sefalan los
productos de carbono
provenientes de las vias
catabdlicas. Los productos de
carbono encerrados en un
circulo, no  pueden ser
metabolizados por la célula.
Figura tomada de Gordon,
2007.
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Existen dos grupos de fuentes de nitrogeno en base a la velocidad de
crecimiento de las células. Un en el cual, las células crecen rapidamente y tienen
un mecanismo de NCR (Represion Catabdlica Nitrogenada) muy activo y otro en
el cual, las células crecen mas lento y se caracterizan por la activacion del

mecanismo de GAAC (Control General de Aminoacidos) (Gordon, 2007).

La NCR se activa cuando S. cerevisiae crece en fuentes primarias de
nitrogeno, también llamadas fuentes represoras debido a que, el mecanismo
consiste en reprimir la expresion de genes que codifican para permeasas (que
transportan nitrégeno) y enzimas que participan en el catabolismo de fuentes no
represoras o0 secundarias de nitrogeno (Magasanik y Kaiser, 2002). En S.
cerevisiae, este mecanismo esta regulado por cuatro factores transcripcionales
(TF, por sus siglas en inglés) GIn3 y Gat1, que actuan como activadores y Dal80 y
Deh1 que actuan como represores. Estos TF se unen a la secuencia consenso &’
GATAA 3’ de la region promotora de sus genes blanco (Hofman-Bang, 1999). A su
vez, se sabe que la activacion por NCR esta regulada por el complejo de
proteinas sensible a rapamicina (TORC1, por sus siglas en inglés). En una fuente
limitada de nitrégeno, la represion de TORC1 promueve la unién de GIn3 a la
proteina citoplasmatica Ure2 (por medio de fosforilacion). Al unirse a Ure2, el TF
GIn3 no puede entrar al nucleo y por lo tanto no puede activar a sus genes blanco
(Beck y Hall, 1999).

El GAAC es un mecanismo que responde al estrés y a la disponibilidad de
nutrientes en el medio. Cuando la levadura crece en un medio con pocos
nutrientes la proteina Gen2 se fosforila y promueve la tranduccion del TF Gen4.
Gcn4d es capaz de activar a mas de 30 genes biosintéticos uniéndose a la

secuencia 5" GAAC 3’ de sus promotores (Hinnebusch, 2005).

Un estudio muestra que Gcn4 también puede ser activado a través de la
represion de TORC1 y que bajo un tratamiento con rapamicina Gcn4 induce genes
involucrados en biosintesis de aminoacidos, intermediarios metabdlicos y
procesos de trasporte en un numero similar a los genes regulados por GIn3. Se

determind que Gcn4 actua en conjunto con GIn3 activando genes que se
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requieren para la asimilacion de fuentes secundarias de nitrdgeno tales como
GABA. (Staschke, 2010).

G. Los genes paralogos BAT1y BAT2 de S. cerevisiae

Existe un grupo de pares de genes (algunos provenientes del evento
ancestral de alopoliploidazacién) en S. cerevisiae, que son particularmente
interesantes debido a que estan implicados en el metabolismo del nitrégeno y
codifican enzimas que utilizan como sustratos algunos intermediarios del ciclo de
los acidos tricarboxilicos, por lo cual su actividad también debe estar acoplada al
metabolismo central del carbono. Esto sugiere que su conservacion en doble copia
podria ser una adaptacion a las necesidades del metabolismo facultativo (Colon et
al., 2011).

Dentro de estas parejas de genes paralogos cabe mencionar a GDH1 y
GDH3 que codifican para dos isozimas con actividad de glutamato
deshidrogenasa (DelLuna et al., 2001), LEU4 y LEU9 que codifican para dos
isopropilmalato sintasas (Lopez et al., 2015), LYS20 y LYS21 que codifican para
dos homocitrato sintasas (Quezada et al., 2008), ALT71 y ALT2 que codifican para
transaminasas de alanina (Penalosa, 2012), y BAT1 y BAT2 que codifican para

transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada (Colon et al., 2011).

Las transaminasas de aminoacidos o aminotrasferasas son un conjunto de
enzimas del grupo de las transferasas, que catalizan la trasferencia de un grupo
amino entre un aminoacido y un cetoacido, usando como donador y receptor de
amonio al glutamato y 2-oxoglutarato, respectivamente. Su reaccién es libremente
reversible y su constante de equilibrio es cercana a la unidad. Estas enzimas
utilizan como cofactor al piridoxal 5-fosfato (PLP, por sus siglas en inglés),
derivado de la vitamina B6, que es uno de los cofactores biolégicos mas utilizados
por enzimas relacionadas con el metabolismo de aminoacidos (Jansonius, 1998).
Las transaminasas juegan un papel muy importante dentro del metabolismo de
nitrégeno, ya que permiten la utilizacion de fuentes de nitrégeno diferentes a las

involucradas directamente en el metabolismo central del nitrégeno (Colon et al.,
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2011).

Los genes paralogos BAT1 y BATZ2 codifican para las aminotrasferasas de
cadena ramificada Bat1 y Bat2 que participan en el ultimo paso de la biosintesis
de BCAA Yy en el primer paso de su catabolismo (via de Ehrlich) (Eden, Simchen y
Benvenisty, 1996). El perfil de expresion en BAT71 es predominantemente

biosintético, mientras que en BAT2 es predominantemente catabdlico.

Es importante mencionar que, la unica forma de obtener amonio a partir de
los aminoacidos de cadena ramificada es a través de la transaminacion mediada
por Bat1 y Bat2. Se ha propuesto que el significado bioldgico de la via de Ehrlich
es mantener una baja concentracidn intracelular de a-cetéacidos con lo cual se
empuja el flujo de la via en sentido de la degradacién de aminoacidos (Hazelwood
et al., 2008).

El dnico ortdlogo a los genes BAT1 y BATZ2 presente en la levadura tipo
ancestral K. lactis es el gen KIBAT1 que codifica para una enzima bifuncional, que
participa tanto en la biosintesis como en el catabolismo de BCAA. La enzima
KiBat1 es 82% idéntica a Bat1 y 80% idéntica a Bat2.

En S. cerevisiae las funciones biosintética y catabdlica se redistribuy6 en
las enzimas Bat1 y Bat2, respectivamente, a través de un proceso de
subfuncionalizacién de los mecanismos que determinan la expresion de BAT1 y
BAT2. Bat1 es una proteina de 393 aa y 43,6 KDa con un punto isoeléctrico de
8.7. En el extremo amino terminal tiene un péptido sefal de 16 aa que la dirige a la
matriz mitocondrial. Bat2 es una proteina citosdlica de 376 aa y 41,6 KDa con un

punto isoeléctrico de 6.9 (Colon et al., 2011).

H. Regulacién transcripcional en S. cerevisiae

Muchos mecanismos de genes regulatorios importantes han sido
conservados en eucariotes. La levadura S. cerevisiae ha sido un modelo de
estudio fundamental en el descubrimiento y elucidacion de estos mecanismos
conservados, incluyendo estructura y secuencias de activacion rio arriba en el
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promotor, clasificacion y regulacion de TF (Hahn y Young, 2011).

Se han generado preguntas interesantes: ;Cémo afecta a la maquinaria
transcripcional basica el efecto de los activadores y represores? ;Como son
reguladas las actividades de los reguladores? ; Como se integran las diversas vias
de regulacién para coordinar el crecimiento de la célula y responder a sefales
externas? (Struhl, 1995).

Se han hecho enormes avances para dar respuesta a estas preguntas y
entender a cabalidad los mecanismos de regulacion; sin embargo, aun queda
mucho que explorar de estas areas para determinar como cooperan entre si la
gran gama de factores transcripcionales y como mediante diversas interacciones

son capaces de regular la expresion genética positiva o negativamente.

A lo largo de los afios se ha tomado un interés particular en el estudio de la
biosintesis de BCAA en la levadura S. cerevisiae debido a las interesantes
observaciones de sus mecanismos de regulacion. La biosintesis de BCAA tiene
dos proteinas de regulacion claves. Gen4, que participa en la respuesta general a
la escasez de aminoacidos y purinas y Leu3, que se creia un regulador especifico
de la biosintesis de leucina y que ahora se ha comprobado que tiene efectos
regulatorios en genes que participan en otras vias metabdlicas (Boer et al., 2005;
Kohlhaw, 2003).

. Regulaciéon y Expresién de los genes BAT1y BAT2

La expresién de BAT1 se induce durante la fase logaritmica de crecimiento
en condiciones que promueven la sintesis de BCAA (perfil biosintético) y su
expresion disminuye en presencia del producto final. La expresion de BAT2
aumenta en la fase estacionaria o en condiciones que requieren catabolismo de
BCAA y es esencial para el crecimiento de S. cerevisiae en fuentes de carbono no
fermentables. Ademas, las actividades enzimaticas de Bat1 y Bat2 son
consistentes con su perfil de expresién (Colon, 2011; Schoondermark-Stolk et al.,
2005, Eden et al., 1996).
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Analisis in silico muestran que el promotor del gen BAT1 tiene secuencias
consenso para union al DNA de los TF Gend y Leu3 en muchas especies de
levadura sensu stricto (levaduras que no sufrieron duplicacion del genoma
completo). Mientras que, en el promotor de BAT2 se conservaron las cajas
consenso de GIn3, Put3 y Leu3. En un estudio que se ha realizado recientemente
en el laboratorio, a cerca de los elementos regulatorios cis y trans de BAT1 y
BAT2 se ha demostrado que estos genes se encuentran bajo la regulacion de mas
TF y que su expresion depende en gran parte de la concentracion de metabolitos

en la célula (Tesis de Doctorado, James Enrique Gonzalez).

J. Mecanismo de regulacion del factor transcripcional Leu3 y su cofactor
a-IPM

Leu3 es un TF que pertenece a la familia de dedos de zinc, especificamente
a la familia Zn(Il)Cys6, motivo conservado unicamente en los ascomicetos. Los
miembros de esta familia contienen complejos de zinc binucleados donde los dos
iones de zinc estan unidos a seis residuos de cisteina y tienen la peculiaridad de
reconocer el sitio de unién 5’CGGXnCCG3’ en la secuencia del promotor de sus
genes blanco y de unirse como homodimero a esta secuencia (MacPhearson,
2006).

Leu3 puede actuar como represor o activador de genes que codifican para
las enzimas involucradas en la biosintesis de BCAA (Kohlhaw, 2003). La senal
inmediata para llevar a cabo una regulacion positiva de la transcripcion, es un
intermediario de la biosintesis de leucina, el a-IsoPropil Malato (a-IPM), que se
acumula durante la escasez de este aminoacido en el medio de cultivo. Leu3
permanece unido al DNA en ausencia de a-IPM, causando un efecto de represion
basal por un mecanismo desconocido (Hahn and Young, 2011; Gou y Kohlhaw,
1996; Brisco y Kohlhaw, 1990).

Se han realizado experimentos del mecanismo de regulacién de Leu3 en
células de mamiferos, las cuales carecen de las vias metabdlicas para

biosintetizar BCAA. Se ha observado que, la regulacion depende unicamente de la
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concentracion de a-IPM y que sigue el mismo mecanismo descrito en levadura.
Estos experimentos descartan la posible existencia de un co-represor que
intervenga en la represion basal ejercida por Leu3 en sus genes blancos y al
mismo tiempo, se propone que la unidbn de a-IPM provoca un cambio
conformacional que exhibe el dominio de activacion de Leu3 para llevar a cabo la

activacion transcripcional. (Wang et al., 1997; Guo y Kohlhaw, 1996).

Existen estudios genéticos de mutantes del gen LEU3 que también sugieren
que el descubrimiento del dominio de activacién de Leu3 se debe a interacciones
intramoleculares e intermoleculares (Wang et al., 1999; Friden, et al., 1989). Por
otro lado se encontrdé que in vitro la capacidad de Leu3 para ejercer represioén en
ausencia de a-IPM, se correlaciona con la presencia del TF TBP (proteina de
union a la caja TATA) asociada al TF Mot1 (involucrado en la represion de muchos
genes codificantes en levadura) (Wade y Jaehning, 1996). Sin embargo, se

desconoce el mecanismo.

Leu3 como represor Leu3 como activador

5CGGXnCCG3’ 5CGGXnCCG3’

— —

Figura 2. Mecanismo de regulacién de Leu3-a-IPM: Las enzimas a-isopropil malato sintasas
catalizan el primer paso de la biosintesis de leucina, produciendo a-IPM como intermediario.
Cuando hay mucha leucina en el medio, se produce una regulacién negativa sobre las a-isopropil
malato sintasas y la concentracion de a-IPM disminuye. Cuando no hay suficiente leucina en el
medio, la produccién de a-IPM aumenta. Leu3 siempre se encuentra unido como homodimero a las
secuencias palindromicas de unién a DNA de los genes que regula, por medio de un dominio de
uniéon a DNA (DBD), independiente de su dominio de activaciéon (AD). En ausencia de a-IPM, el AD
de Leu3 se encuentra oculto entre interacciones intra e intermoleculares y actia como un represor
basal de los genes que regula. Sin embargo, cuando a-IPM se une a Leu3 tiene lugar un cambio
conformacional que deja al descubierto su dominio de activaciéon, de tal manera que Leu3 actua
como un activador. Imagen modificada, tomada de Hahn, 2011.
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El complejo Leu3-a-IPM se ha caracterizado por ser un regulador transcripcional
importante de la biosintesis de BCAA. El GAAC ejerce una regulacion de esta via
a un nivel mas alto, mediado por Gcn4. El efecto de Gen4 se realiza por dos
mecanismos. Por un lado Gcn4 aumenta el nivel de Leu3 y por lo tanto la
expresion de los genes que regula este TF. Por otro lado, Gen4 es un regulador
positivo de los genes ILV3, LEU4, BAT1y BAT2.

K. Genes regulados por el factor transcripcional Leu3

Hasta el 2003 analisis genéticos y bioquimicos habian demostrado que las
expresiones de siete genes de S. cerevisiae estaban, al menos en parte, bajo el
control de Leu3. Cinco de estos genes pertenecen a la via de la biosintesis de
BCAA; LEU1, LEU2, LEU4, ILV2, ILV5. Los dos restantes son BAP2, que codifica
para una permeasa de aa encargada del trasporte de BCAA y GDH1 que es
responsable de la asimilacion de amonio en S. cerevisiae (Kohlhaw, 2003). Estos
siete genes contienen un sitio de union para Leu3 (5’CCGGNNCCGG3’) en su
region 5' no traducida, a excepcion de LEU4, que tiene una secuencia de

decanucledtido imperfecta (Friden y Schimmel, 1988).

En el 2005 se realizé un analisis con microarreglos de DNA, comparando a
una cepa mutante leu3A contra una cepa isogénica de referencia de S. cerevisiae;
en limitacion de nitrégeno y limitacién de carbono. Este estudio se realizé con el fin
de establecer el reguldn de Leu3 in vivo y estudiar el impacto de esta regulacion

transcripcional en el metabolismo de nitrogeno y en la fisiologia de S. cerevisiae.

En limitacién de carbono la ausencia de Leu3 evidencio una reduccién del
nivel de transcripcién de 5 genes establecidos previamente como blancos de Leu3
y que participan en la biosintesis de BCAA, los cuales son: ILV2, ILV5, LEU4,
LEU1 y LEUZ2. Por otro lado, se observd una expresion reducida de un nuevo gen
que participa en la biosintesis de leucina e isoleucina, BAT1 y dos genes mas,
OAC1 que codifica para un transportador mitocondrial de oxalacetato, sulfato,

tiosulfato y a-IPM y GAT1 que codifica a un activador transcripcional que participa
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en la regulacion de nitrégeno (Boer et al., 2005).

En limitacion de amonio se encontrd un total de 87 genes sobre-
expresados, de los cuales 62 participan activamente en la biosintesis de
aminoacidos. Un total de 47 genes reprimidos, de los cuales 13 genes participan
en el metabolismo de las reservas energéticas, 34 en sefales de transduccion y
22 en otras vias. A demas, se evidencié que en un medio con limitacion de amonio
los genes que se encuentran rio arriba del a-IPM en la biosintesis de BCAA, ILV1,
ILV2, ILV6, ILV3, LEU4, LEU9 y BAT2 incrementaban su expresion en la leu3A en
comparacion con la WT; mientras que aquello genes que se encuentran rio abajo
del a-IPM, LEU1, LEU2 y BAT1 disminuyeron su expresion en la mutante. Estos
resultados sugieren que en condiciones en donde hay una limitacién de amonio la
ausencia de Leu3 provoca una escasez de leucina a la cual responde Gcn4
enmascarando la ausencia de la transcripcion dependiente de Leu3 y esto fue
evidente en genes tales como ILV2, ILV5 y LEU4 que han sido establecidos como
blancos de Gcn4 (Boer, 2005). Por otra parte, en el medio con limitacién de
amonio la ausencia de Leu3 causO un drastico descenso del contenido de
carbohidratos de almacenamiento y de la expresion de los genes que estan
involucrados en su metabolismo, tales como: GAC1, GDB1, GLC3, GLG1, GPH1,
GSY2, PCL6y PCL9 (Boer, 2005).

Biosintesis de Aminoacidos de Cadena
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Figura 3. Biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada. Enzimas; Ilvl, Treonina
desaminasa; llv2, subunidad catalitica de la acetolactato sintasa; Ilv6, subunidad regulatoria de la
acetolactato sintasa; llvs, acetohidroxiacido reductoisomerasa; Ilv3, dihidroxiacido deshidratasa;
Leud, a-IPM sintasa I; Leu9, a-IPM sintasa Il; Leu1, IPM Isomerasa; Leu2, 3-IPM deshidrogenasa;
Bat1, aminotransferasa de BCAA’s mitocondrial; Bat2, aminotransferasa de BCAA’s citosdlica.
Abbreviations: AALD, acetaldehido activo; PYR, piruvato; KB, a-cetobutirato; THR, treonina; AL,
acetolactato; AHB, a-aceto-a-hidroxibutirato; DHIV, a,B-dihidroxi isovalerato; DHMV, a,B-dihidroxi-
B-metil valerato; KIV, a-ceto isovalerato; KMV, a-ceto- 3-metil valerato; a-IPM, a-isopropil malate;
B-IPM, B-isopropil malato, KIC, a-ceto isocaproato; LEU, leucina; VAL, valina; ILE, isoleucina.
Imagen modificada, tomada de Boer, 2005.

L. Secuenciaciéon de nueva generacion (Next-Generation Sequencing,
NGS)

La secuenciacion masiva de DNA nos permite analizar una amplia variedad
de fendmenos biolégicos mediante la coleccion de datos que se realiza a través de
tecnologias de alto rendimiento. En los ultimos tres anos, paralelamente diversas
plataformas de secuenciacion de DNA han evolucionado rapidamente, reduciendo
el costo en mas de dos 6rdenes de magnitud. La NGS tiene el potencial de
acelerar drasticamente la investigacion biologica y biomédica, al permitir el analisis

exhaustivo de los genomas, transcriptomas e interactomas (Shendure y Ji, 2008).

El transcriptoma es el conjunto completo de transcritos de las células para
una etapa de desarrollo especifica o condicion fisiologica. (Wang, Gerstein y
Snyder, 2009). Numerosas tecnologias se han desarrollado para caracterizar el
transcriptoma de una poblacién de células incluyendo los microarreglos y el
método de secuenciacion de Sanger. Por otro lado, el desarrollo de los métodos
basados en secuenciacion de alto rendimiento ha cambiado la manera en la que
se estudian los transcriptomas. La secuenciacion de RNA (RNA-seq) implica la
secuenciacion directa de DNA complementario (cDNA) utilizando tecnologias de
secuenciacion de DNA de alto rendimiento seguido del mapeo de las lecturas de
secuencias en el genoma (Garber et al., 2011; Nagalakshmi et al., 2010; Wang et
al., 2009).

Hasta la fecha se han realizado muchos estudios comparativos de RNA-seq

y microarreglos. Estudios comparativos entre las dos técnicas han sido reportadas
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para Candida parapsilosis, Candida albicans, Schizossaccharomyces pombe,

Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, en

tejido de ratén y en una variedad de células humanas (Nookae et al., 2012); y a

pesar de que se ha demostrado que ambas plataformas tienen una alta

consistencia en sus resultados de expresion diferencial, el RNA-seq ofrece varias

ventajas clave sobre el resto de tecnologias. Algunas de ellas se presentan a

continuacion (Wang et al., 2009).

Tabla No. 1. Comparacion entre técnicas para el analisis de transcriptomas

ESPECIFICACIONES
TECNOLOGICAS

MICROARREGLOS

SECUENCIACION

CDNA O EST

RNA-SEQ

Principio

Resolucion
Rendimiento

Dependencia de la
secuencia genémica

Ruido de fondo

Simultaneamente
mapea las regiones
transcritas y la
expresion geénica

Rango dinamico de
cuantificar el nivel de
expresion de genes

Habilidad para
distinguir  diferentes
isoformas

Habilidad para

distinguir la expresion
alélica

Cantidad necesaria
de RNA
Costo por

transcriptomas

Hibridacion

De varios a 100 pb
Alto

Si

Alto

Si

Entre 100 y 1000

Limitado

Limitado

Alto

Alto

Secuenciacion de
Sanger

Base simple
Bajo

No

Bajo

Limitado para la
expresion génica

No practico

Si

Si

Alto

Alto

Secuenciacion de
alto rendimiento

Base simple
Alto

En algunos casos

Bajo

Si

> 8000 veces

Si

Si

Bajo

Relativamente baja
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios realizados en nuestro laboratorio (Tesis de Doctorado, James
Enrique Gonzalez) han identificado un mecanismo peculiar de la regulacion del
complejo Leu3p-a-IPM en la pareja de genes paralogos BAT1 y BATZ2 de la

levadura S. cerevisiae.

En condiciones fermentativas, con glutamina (GLN) como fuente de

nitrégeno la cepa mutante leu3A de S. cerevisiae en comparacién con la cepa WT:

1. Disminuye la expresion de BAT1

2. Aumenta la expresion de BAT2

3. En un cultivo en fase exponencial temprana la concentracion de valina,
leucina, alanina, glutamico, histidina y arginina es menor y la concentraciéon
de estos aminoacidos aumenta gradualmente a lo largo de la fase

exponencial.

El perfil de expresidon opuesto observado en BAT1 y BAT2, indica que Leu3
reprime la expresion de BAT2. Sin embargo, resultados recientes revelaron que en
una mutante leu3A/Gcn4A no se observa el aumento de expresion de BAT2,
sugiriendo que, en GLN como fuente de nitrdgeno la ausencia de Leu3 provoca
una escasez de aminoacidos, dando una senal para que Gcn4 active genes

biosintético, dentro de los cuales se encuentra BAT2.

En base a los resultados anteriores, se generaron las siguientes preguntas
de:

e ;Cual es el regulon del complejo Leu3p-a-IPM en diferentes fuentes de
nitrogeno?

e ;Cuadles son los genes que en un fondo genético leu3A modifican su
expresion por la presencia de Gen4?

e ,Gcn4 interviene en la regulacion de genes cuando la leu3A crece en

fuentes secundarias de nitrdgeno?
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VI. HIPOTESIS

A. Hipétesis nula

En la levadura S. cerevisiae, el TF Leu3 regula el mismo grupo de genes sin

importar la fuente de nitrégeno en la que crezca.

B. Hipoétesis alterna

En la levadura S. cerevisiae, el TF Leu3 regula un grupo diferente de genes

dependiendo de la fuente de nitrégeno en la que crezcan.
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VIl. OBJETIVOS

Identificar los genes regulados directa e indirectamente por el TF Leu3 de la

levadura S. cerevisiae en diferentes fuentes de nitrogeno.

A. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar los genes con expresion diferencial de la cepa WT vy la

mutante /eu3A en fuentes primarias y secundarias de nitrogeno.
2. Determinar los posibles mecanismos de regulacién del TF Leu3 cuando
S. cerevisiae crece en glutamina, acido y-aminobutirico o Valina,

Isoleucina y Leucina

3. Analizar la expresién diferencial de los genes regulados por Leu3 en una

cepa que no produce o-IPM y una que acumula a-IPM.
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VIll. METODOLOGIA

A. Experimentos control: se realizaron estos experimentos con el fin de
reproducir resultados obtenidos previamente en el laboratorio y confirmar las
mutantes con las que se trabajo en este proyecto (ver resultados en la seccion

de apéndices).

1. Cepas: se utilizaron 3 mutantes construidas previamente para otros
proyectos de investigacion y una cepa silvestre (WT) derivada de la cepa

S288c de la levadura S. cerevisiae
Tabla No. 2. Genotipo de las cepas utilizadas

NOMBRE O GENOTIPO INDICACIONES Y

NOMENCLATURA CARACTERISTICAS ~ (CFERENCIA

CLA1-2 (WT) | MATa ura3 Se quité el gen URA3 como Quezada et al.,
marcador de seleccion. 2008
Auxotrofa de uracilo

LEU3A | MATa ura3 Se quitd el gen LEU3 y se  Martinez, J. 2014
leu3A::NAT agrego en su locus un gen (tesis de
de confiere resistencia al licenciatura)
antibiético  nourseotricina.
Auxotrofa de uracilo

Peno2LEU4/9LEU1A | MATa Se quité el gen LEUT y se  Gonzalez J. (tesis
Preno2LEU4 agrego en su locus el gen de doctorado)
Preno2LEU9 URAS3. Tiene a los genes
leu1A:: URA3 LEU4 y LEU9 en su propio
leu loci bajo el promotor del gen

ENO2 (sobre expresa Leu4

y Leu9). Auxdétrofa de

leucina

LEU4ALEU9A | MATa Se quit6é el gen LEU4 y se Lopezet_al.,, 2015
leu4A::URA3  agregd a su locus el gen
leu9A::KanMX URA3. Se quité el gen
leu LEU9 y se agregd en su
locus a un gen que confiere
resistencia al antibidtico
geneticina.  Auxodtrofa de
leucina
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2. Protocolos de confirmacion: las cepas mutantes fueron confirmadas

mediante diferentes estrategias experimentales.
2.1. Caracterizacion fisiolégica mediante fenotipo y curvas de crecimiento

Se prepard un pre-inéculo de cada una de las cepas en medio YPD y se
dejo crecer durante 16 h. posteriormente se inocularon en 100 ml de Medio
Minimo (MM) con las fuentes de nitrégeno requeridas a una densidad 6ptica (DO
600nm) de 0.05 y se continué midiendo la DO cada dos horas hasta las 12 horas
(h) de crecimiento. En el caso de la WT vs leu3A se continué midiendo a las 16 h,
25h,29 hy 34 h. En el caso de WT vs Peno2LEU4/9leu1A y leu4Aleu9A se midio

nuevamente a las 25.5 hy 29 h.

Las curvas se graficaron en el programa software Prism version 5.00
(https:/lwww.graphpad.com/scientific-software/), en donde se obtuvieron las
pendientes (p) de cada curva. El tiempo de duplicacion (Td4) y la velocidad

especifica de crecimiento (J) se obtuvieron mediante las siguientes férmulas:

Ta = log102/p
M =Ln2/Tq

La p se define como una medida de la capacidad de generacion de
biomasa que tiene la unidad de biomasa. Es decir, mide la cantidad de gramos de
biomasa que es capaz de generar cada gramo de biomasa en la unidad de

tiempo.
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2.2. Confirmacion de la mutante leu3A mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Tabla No. 3. Componentes de la PCR.
CALCULO CALCULO PARA 3

COMPONENTES PARA 1 REACCIONES
REACCION (MIX)
5x phusion HF 5ul 15u
10mm dNTP’s 0.5ul 1.5ul
10um oligo sentido 0.85ul 2.554l
10um oligo antisentido 0.85ul 2.554l
Templado DNA (50ng/ul) 0.5ul -
Phiusion DNA polimerasa 0.12ul 0.36pl
H20 miliQ Aforar a 25l 52.54l

La PCR se realizé minimizando algunos componentes que sugiere el insertd de
la enzima Phusion® High-Fidelity DNA polymerase.

Tabla No. 4. Condiciones del termociclador

TEMPERATURA TIEMPO

94 °C 3 min

94 °C 30 seg

60 °C 30 seg 30X
72 °C 2 min *

72 °C 5min

12°C o0

*la polimerasa Phiusion amplifica 1kb entre 15-30 segundo
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Tabla No. 5. Oligonucleétidos sentido y antisentido

FRAGMENTO A SECUENCIAS
AMPLIFICAR

Fw 5 GAC TCG CTG CGT AAAACC TC 3
Rv 5 CAAGGC TGG TTG GCG GTT TA 3’

GEN LEU3

Los oligonucledtidos fueron disefiados para amplificar la regiéon sobre el locus de LEU3,

240 pb rio arriba en la region 5’UTR y 259 pb rio abajo en la region 3'UTR.

2.3. Caracterizacion fisiolégica mediante auxotrofias de crecimiento

Se hicieron los siguientes medios de cultivo sélido en placas petri con
diferentes nutrientes para confirmar las auxotrofias de las cepas WT,
Peno2LEU4/91eu1A y LeudAleu9A.

Medio Minimo + uracilo + leucina
Medio Minimo + Leucina

Medio Minimo + Uracilo

Se estrio una colonia de cada cepa directamente al medio sélido y se

dejaron crecer durante 48 h a 30 °C.

2.4. Confirmacion de la expresion mediante Northern Blot (NB)

2.4.1. Protocolo de extraccion de RNA total: Fenol/Cloroformo/Alcohol

Isoamilico (FCI)

2.4.1.1. Cultivo celular
a. Poner un pre-indculo en 10 ml de YPD e incubar de 14-16 h. Sembrar
los medios necesarios a una DOeoo de 0.04 - 0.045. Cuando el cultivo
llegue a una DOsoo de 0.45-0.5 colocarlo en un tubo falcon estéril y
centrifugar a 4 °C a 2800 rpm/3 min. Realizar 1 lavados con 10 ml de

H20 DEPC fria. Re-suspender las células (el pelet) en 1 ml de H20
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DEPC fria y trasferir a un Eppendorf de 1.5 ml. Centrifugar a 4 °C
durante 1 min y remover el liquido.
Congelar con nitrégeno liquido y guardar a -70°C o extraer el RNA en el

momento.

2.4.1.2. Extraccion de RNA

a.

Adicionar 200 pl de buffer lisis, 200 yl de FCl y perlas de vidrio (~2/3 del

volumen total).

. Agitar en vortex en el cuarto frio (6 °C) por 10 min (maxima velocidad).

Luego centrifugar 10 min a 4°C.
Tomar de sobrenadante entre 300-350 ul, transferir a un nuevo
eppendorf y adicionar una cantidad igual de FCI, Centrifugar 5 min a 4

°C a maxima velocidad.

. Repetir el paso anterior lavando una vez mas con FCI, dos con Cl y una

vez con C, tomar entre 25-30 ul menos de sobrenadante en cada

lavado.

. Tomar el sobrenadante y transferir a un nuevo eppendorf que contenga

500 pl de etanol absoluto y 20 pl de NaAc 4 M. Agitar por inversion.
Precipitar 3 h a -70 °C o toda la noche a -20 °C, centrifugar a 4 °C a
14,000 rpm por 10 min y remover el sobrenadante.

Lavar el pelet adicionando 500 pl de etanol al 80 % y centrifugar 5 min a
14,000 rpm, descartar el sobrenadante y dejar secando el pelet a

temperatura ambiente por 30 min.

. Re-suspender en 100 uyl de H20 DEPC y dejar disolver el pelet

(alrededor de 2 h en hielo). Mezclar bien con pipeta (utilizar puntas con

filtro) evitando hacer burbujas y medir la concentracion en el Nanodrop.

2.4.1.3. Medir la concentracion

a.

Encender el equipo y programar para la medicion de RNA. Colocar
como blanco H20 DEPC (1.20 pl). Limpiar con un pafio y cargar para las
mediciones 1.20 ul de cada muestra. El pico de la grafica debe estar en

260 nm (verificar pureza con las mediciones de 280/260 y 230/280).
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24.2.

2.4.3.

Electroforesis
Limpiar previamente la camara y el tanque de electroforesis con SDS

1% y enjuagar con agua (H20) mas DEPC

. Para preparar el gel (11x14 cm) mezclando 1 g de agarosa con 84 ml de

H20 y 10 ml de MAE 10X. Hervir 30 s, dejar enfriar a 55 °C
aproximadamente y afiadir 6 ml de formaldehido (en la campana).
Vaciar en el molde para que se solidifique. Utilizar el peine de 10 pozos
y 1.5 mm de grosor.

Preparar en el momento el amortiguador de corrida (MAE1X vy

formaldehido 1.1%) y llenar el tanque con 900 ml de este.

. Preparar la muestra mezclando 10 pug de RNA con 22.5 ul de buffer de

carga 1.25X y 1.5 ul de bromuro de etidio al 1%. Calentar las muestras a
65 °C durante 15 min, dar un pulso en la centrifuga y cargar los posos
del gel de agarosa con cada muestra.

Correr el gel a 60-80 volts durante 4-5 h (el colorante azul no debe salir
del gel)

Transferencia de RNA

Lavar 2 veces el gel obtenido en la electroforesis con 200ml de SCC
10X durante 20 min sobre el agitador (para quitar el exceso de
formaldehido).

Poner un vidrio apoyado en los bordes de un recipiente pyrex y verter en
el recipiente 400 ml de SCC 10X.

Encima del vidrio colocar papel filtro 3 mm de 35x14 cm, dejando cada
extremo del papel filtro dentro del SCC 10X que se encuentra dentro del
recipiente. Evitar dejar burbujas debajo del papel.

Colocar el gel encima del papel filtro y sujetar los bordes del gel con tiras
de parafilm para evitar que el SCC sea absorbido por las toallas de
papel sin pasar por el gel.

Humedecer una membrana de nylon cargada positivamente de 12x14

cm con H20 destilada y luego dejar remojando en SCC 10X durante 5
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min. Colocar la membrana encima del gel, es importante evitar que
quede cualquier burbuja.

Colocar encima de la membrana dos papeles filtro de 12x14 cm
humedecidos con SCC 10X.

Colocar sobre el papel filtro una pila de servitoallas y/o gacetas de 7-10
cm. Finalmente colocar algun objeto aproximadamente de 1 kg de peso.

Dejar transfiriendo el RNA al menos por 12 h.

. Lavar la membrana con SCC 1X durante 30 s y fijar covalentemente el

RNA a la membrana iluminandola con luz ultravioleta durante 5 min.

Hibridar, exponer y revelar la membrana.

. Colocar la membrana en un tubo de hibridacién y pre-hibridar la

membrana con 10 ml de buffer de pre-hibridacion durante 1 h a 65 °C
Marcar las sondas necesarias siguiendo el inserto del kit de Random
Primer (Stratagene). Hervir durante 10 min en bafio maria y colocar
inmediatamente en hielo.

Cambiar el liquido de pre-hibridacion por 15 ml de buffer de pre-
hibridacion nuevo y agregar la sonda marcada radioactivamente. Incubar

a 65 °C durante al menos 12 h.

. Lavar la membrana con soluciéon de baja y alta astringencia a 65 °C

durante el tiempo necesario para remover la marca radioactiva adherida
a la membrana inespecificamente.

Colocar la membrana envuelta en plastico (plastipack) en un cassete de
autorradiografia durante al menos 14 h. Llevar al typhon a revelar la

pantalla.

B. Extraccion y Secuenciacion de RNA

Se enviaron muestras de RNA total a la Unidad Universitaria de

Secuenciacion Masiva de DNA (UUSMD) del Instituto de Biotecnologia -IBT-,
UNAM; de las siguientes cepas: WT, leu3A, Peno2LEU4/9leu1A (triple mutante) y

leud4Aleu9A (doble mutante) en medio con glucosa como fuente de carbono y
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glutamina (GLN), acido y-aminobutirico (GABA) o valina, isoleucina y leucina (V |

L), como fuente de nitrogeno.

El RNA total (RNAt) se extrajo con el protocolo descrito en el inciso 2.4.1.2.
El RNALt se purificd con el kit RNAeasy mini de QIAGEN, siguiendo el protocolo del

fabricante. Las muestras obtenidas cumplieron con las siguientes caracteristicas:

—

. 5-10pg de RNAt en 25ul de H20 libre de Rnasas
Numero de Integridad del RNA (RIN) mayor a 9
Relacion del RNA ribosomal 25S/18S mayor a 1.6

> W N

Relacién absorbancia 260/280 entre 1.8-2.0

Las librerias para el RNA-seq fueron preparadas a partir de RNAt siguiendo
el protocolo High Sample (HS) Protocol del TrueSeq Stranded mRNA Sample Prep
Kit de lllumina. Las librerias que contenian cDNA de cada muestra fueron
secuenciadas con el equipo NexSeq 500 de lllumina, configurado para lecturas
simples de 75 pb en el caso de la cepa WT y la mutante leu34, y lecturas dobles

de 75 pb para la triple y doble mutante.

C. Analisis de expresion diferencial

El control de calidad de las lecturas se llevo a cabo con el software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), removiendo las
lecturas con una calidad por debajo de Q30. Las lecturas crudas fueron mapeadas
contra el genoma de referencia de S. cerevisiae S288c de NCBI genome database
(GCF_000146045.2_R64 genomic.fna) con el software Bwa-0.7.12

(https://www.hpc.science.unsw.edu.au/software/bwa/0712)

El anélisis de expresién diferencial de las dos replicas biolégicas fue llevado
a cabo mediante el lenguaje de programacion R (R Development Core Team,
2011), utilizando los paquetes edgeR (Robinson, McCarthy, y Smyth, 2010),
DESeq (Anders y Huber, 2010) y NOIsegBIO (Tarazona et _al., 2015). Para
normalizar los datos se utilizdé el método de normalizacion propio de cada paquete
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con al menos una cuenta por milléon. En base a los resultados de los 3 programas
se realizd un Ranking 200 para elegir el programa mas adecuado Yy filtrar los
datos. Los resultados finales se obtuvieron del analisis de expresion diferencial
con el software NOIsegBIO con una probabilidad mayor o igual a 0.95 y un Log

Fold Change (LogFC) mayor a 1.

Las graficas observadas en este proyecto se realizaron en R con los paquetes
ggplot2 (Ito y Murphy, 2013), GOplot (Walter, Sanchez-Cabo y Ricote, 2015) y
Cytoscape (Shannon et al., 2003), segun el caso, mientras que los datos de las
redes de interaccion y la agrupacién de genes por procesos (procesos bioldgicos y
rutas metabdlicas) se obtuvo en el paquete String (Szklarczyk et al., 2017) con una
restriccion moderada-alta de 0.7 y gProfiler (Reimand et al., 2016) con un FDR <
0.05.
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IX. RESULTADOS
A. Secuenciacion masiva mediante RNA-seq.

1. Control de calidad: se realiz6 una electroforesis y un electroferogramas de
las muestras de RNAt de las cepas WT, leu3A, Peno2LEU4/9leu1A y

leu4Aleu9A previo a su secuenciacion; con el fin de evaluar su integridad.

4-LEU3A (6)

7-Agua

1-Pevo2 LEU4/9leu1/ (Q) 2-Peno2LEU4/9leu1l (Q) 3-LEU4)/LEU9A (Q)

4-LEU4//LEU9A (Q)

Figura 4. Control de calidad de cada una de las muestras de RNAt extraido de
las cepas WT, leu3A, Peno2LEU4/9leu1A (triple mutante) y leu4Aleu9A (doble mutante)
cuando crecen en un medio con GLN, GABA o V | L. Las figuras 4a y 4c muestran los
resultados de electroforesis. Los carriles L contienen el marcador de peso molecular y en el
resto de carriles se encuentran las muestras de RNAt. Las figuras 3b y 3d muestran los
resultados de los electroferogramas. Los ejes Y representan la fluorescencia absorbida y
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los ejes X representa el peso molecular. En las figuras 3a y 3b se observan las muestras
de RNAt de la cepa WT y la leu3A, cuando crecieron en un medio con GLN (figurada, carril
1y 2; figura 4b, panel 1 y 2), GABA (figura 4a, carril 3 y 4; figura 4b, panel 3y4)oV IL
(figura 4a, carril 5 y 6; figura 4b, panel 5 y 6). Se muestran Unicamente las imagenes de los
resultados de la réplica biologica (RB) 1. Los resultados de la RB 2, son similares. En las
figuras 4c y 4d, se observan las muestras de RNAt de la triple y la doble mutante, cuando
crecieron en un medio con GLN (no se realizé secuenciacion de RNA para la triple y la
doble mutante cuando crecirton en GABA o V I L). La figura 4c, carril 1 y 2 y figura 4d,
panel 1y 2; muestran los resultados del control de calidad de las muestras de RNAt de las
RB 1y 2 de la triple mutante. La figura 4c, carril 3 y 4 y figura 4d panel 3 y 4; muestran los
resultados de la RB 1 y 2 de la doble mutante. Las corridas se validaron utilizan agua como
control negativo (figura 4b, panel 7).

Cada una de las muestras de RNAt tuvo un RIN (valor de integridad
del RNA) de entre 9 y 10. Se aprecia en ambas imagenes de electroforesis
(figura 4b y 4c) que las muestras no sufrieron degradacion, el resultado se
confirma observando en los electroferogramas (figura 4b y 4d) los picos
bien definidos de las poblaciones de RNA ribosomal 16S y 25S de S.
cerevisiae. Estos resultados indican que, las muestras de RNAt enviadas a

secuenciar fueron de muy buena calidad.

Lecturas y porcentaje de mapeo: la secuenciacion se realizé con el quipo
NexSeq 500 de lllumina y las lecturas obtenidas (posterior a su analisis de
calidad, ver metodologia) fueron mapeadas contra el genoma de referencia

de S. cerevisiae S288c.

Tabla 4. Muestras de la RB 1

Cepa WT Mutante leu3A
GLN GABA VIL GLN GABA VIL
Secuenciacion 1X75 1X75 1X75 1X75 1X75 1X75
Lecturas totales @ 18335155 | 21282715 | 19122749 @ 27559925 | 21483862 @ 15378198
Porcentaje de
lecturas 95.20 % 94.53 % 94.967 % 95.31 % 95.08% 95.16 %
mapeadas
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Tabla 5. Muestras de la RB 2

Cepa WT Mutante leu3A
GLN GABA VIL GLN GABA VIL
Secuenciacion 1x75 1x75 1x75 1x75 1x75 1x75
Lecturas totales 18948906 9392987 | 15784703 | 16952825 @ 16402742 18237729
Porcentaje de
lecturas 95.02 % 95.60 % 94.86 % 95.17 % 95.46 % 95.31 %
mapeadas
Tabla 8. Muestras de la RB 1 y RB 2 en glutamina
Peno2L EU4/9leu1A leud4Aleu9A
RB 1 RB 2 RB 1 RB2
Secuenciacion 2X75 2X75 2X75 2X75
Lecturas totales 28545878 | 31295842 27505362 | 33436390
P°r°e':2j:ezz:;°t”ras 9291%  9434%  9528% = 94.18%

Las Tablas muestran el tipo de secuenciacion, el nimero total de lecturas obtenidas
después de la secuenciacion y el porcentaje de lecturas que mapearon contra el genoma
de referencia de la cepa WT S288c de S. cerevisiae. En la tabla 6 y 7 se observan los
resultados de las muestras de RNA secuenciadas de la cepa WT y la mutante /eu3A
cuando crecieron en un medio con GLN, GABA o V | L. En la tabla 8 se observan los
resultados de las muestras de mRNA (RNA mensajero) secuenciadas cuando la triple y la
doble mutante crecieron en GLN como fuente de nitrégeno.

Aunque es evidente que se obtiene una cantidad mayor de lecturas
con un tipo de secuenciacion pareado (Tabla 8), la ventaja de contar con
bases de datos de un genoma de referencia pequefio y completamente
secuenciado como el de S. cerevisiae, evita la necesidad de utilizar este
tipo de secuenciacion y obtener aun asi una buena cobertura (Tabla 6y 7)
con un porcentaje general de lecturas mapeadas mayor al 90% para todos

los casos.
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B. Analisis de expresion diferencial (ED)

1. Tabla 9. Punto de corte y filtrado de datos: se realizé un analisis en base
a un ranking 200, con el fin de elegir el mejor paquete para filtrar los datos
de ED.

RANKING 200
edgeR NOlseqBio DESeq

Genes Genes Genes

control FDR Posicién LogFC Posicion control Prob Posicion Log2FC Posicion control padj Posicion Log2FC Posicion

1.03E-
LEU2 05 9 -2.63 147 LEU2 1 3 -2.64 14 LEU2 0.004 8 -2.66 14

BAT2 0.001 27 2.04 NA  HIS4 1 4 1.28 134 BAT2 0.01 14 2.01 33

LEU1 0.095 88 -143 NA LEUT 1 15 -1.45 90 LEU1 0.6 65 -1.47 80

GDH1 0.17 112 1.32 NA  GDH1 1 18 -1.34 118 GDH1 1 NA 1.35 110

HIS4 019 115 1.29 NA  BAT1 099 34 -1.16 188 HIS4 1 NA 1.27 137

LEU4 023 136 1.25 NA ILV1 099 37 1.17 185 LEU4 1 NA 1.21 162

ILV1 0.307 166 1.18 NA LEU4 097 54 1.23 156 BAT1 1 NA -1.18 181

BAT1 0.34 188 -114 NA BAT2096 59 2.03 33 ILvt 1 NA -1.15 190

ILv2 076 NA 0.86 NA GCN40.95 80 0.6 NA GCN4 1 NA 0.58 NA
ILV6 0.9 NA 0.75 NA ILV3 0.94 87 0.68 NA ILv3 1 NA 0.66 NA
ILV3 099 NA 0.69 NA ILV6 0.94 95 0.74 NA ILV6 1 NA 0.73 NA

GCN4 1 NA  0.61 NA ILV2 0.91 120 0.84 NA ILvz 1 NA 0.83 NA

En la Tabla 9 se muestra el analisis de ranking 200 para los resultados del analisis
de ED cuando la cepa WT y mutante /leu3A crecieron en GLN como fuente de nitrégeno. El
analisis de ED se realiz6 con 3 paquetes del lenguaje de programacién en R (R
Development Core Team, 2011); edgeR (Robinson, McCarth y Smyth, 2010), NOISegBIO
(Tarazona et al., 2015) y DESeq (Anders y Huber, 2010). Los resultados obtenidos por
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cada paquete se ordenaron del mas al menos significativo, hasta el resultado nimero 200;
segun la confiabilidad de los datos (False Discovery Rate -FDR-, Probabilidad -Prob-, valor
de p ajustado -padj-), es decir la probabilidad de obtener resultados falsos positivos vy
segun la diferencia en la expresion con respecto a la WT (log Fold Change -logFC-). El
analisis estadistico de confiabilidad en cada paquete se interpreta de manera diferente, en
edgeR y DESeq se recomienda tener un FDR y un padj; respectivamente, no mayor a 0.05,
en NOISeqgBIO se recomienda una Prob mayor a 0.95. El analisis de LogFC se interpreta
igual en los 3 paquetes; un mayor LogFC indica una diferencia mayor de expresion en la
mutante con respecto a la WT. NA significa que el valor no se encuentra dentro de los
primeros mejores doscientos resultados y por lo tanto no se incluye en la tabla. La
mayoria de genes control evaluados, son genes que tienen antecedentes de ser regulados

por Leu3 en alguna condicion en particular.
Las mejores posiciones se obtuvieron con el paquete NOIseqBIO,
con una Prob > 0.95 y un LogFC > 1 (Tabla 9).

EdgeR y DESeq son de los métodos paramétricos mas utilizados y
confiables para medir expresion diferencial, sobre todo cuando se tienen
muchas RB. EdgeR estima la expresion diferencial utilizando una
estimacion empirica de Bayes y un test exacto basado en un modelo
binomial negativo. DESeq utiliza un modelo binomial negativo similar, pero
modela la relacién observada entre la media y la varianza, al estimar la
dispersion, permitiendo una estimacién de parametros mas general, basada

en los datos (Seyednasrollah, 2013).

Se ha reportado que los métodos paramétricos tienen mas poder que
los enfoques no paramétricos como NOIsegBIO. Sin embargo, los métodos
paramétricos pueden conducir a resultados no fiables si los supuestos
distributivos no se cumplen, como suele suceder cuando se cuenta con un
numero reducido de réplicas biolégicas como en nuestro caso. Esto aunado
a que, en algunas de nuestras replicas biolégicas se observdé una

dispersion significativa.

NOIsegBIO al ser un método no paramétrico no asume ningun tipo
de distribucion sino la determina segun los datos observados. Ademas, al
igual que edgeR, implementa un enfoque empirico de Bayes que mejora el

manejo de variabilidad bioldgica especifica de cada gen y que por lo tanto
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es muy efectivo en el control de FDR muy altos (Tarazona, 2015), como se

aprecia en la tabla anterior. Es importante hacer notar que a pesar de las

diferencias en los resultados de confiabilidad de cada programa, la

consistencia de los genes que se encuentran fuera del punto de corte

escogido se mantiene.

Validacion de los resultados: para validar los analisis de ED, se

compararon los resultados de expresion obtenidos por la técnica de RNA-

seq contra los obtenidos por NB.

a) Expresion diferencial por
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b) Expresion diferencial por

BAT1

RNA-seq

LEU2 LEUI GDH1 BAT2 HIS4

Bwt_vs_leu3A
mwt_vs_PENO2LEU4/LEU9leu1A

wt_vs_leudleu9

Figura 5. Validacion de los resultaos de expresion diferencial. El RNA se
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extrajo de las cepas WT, leu3A, Peno: EU4/9leu1A (triple mutante) y leu4Aleu9A (doble
mutante), cuando crecieron en GLN como fuente de nitrdgeno. Se escogieron 4 genes
regulados directamente por Leu3-a-IPM (BAT1, LEU2, LEU1 y GDHT), 2 genes que
aumentan su expresion en la mutante leu3A por la activacién del mecanismo del GAAC
(BAT2 y HIS4) y un gen que no se expresa en glucosa como fuente de carbono (GDH3,
control negativo). En la Figura 5a, NB; el eje Y indica el nombre de los genes control (ACT1 es un
gen constitutivo que se utilizd6 como control de carga de RNA). En el eje X se encuentran los carriles
numerados del 1 al 4 e identificados con el nombre de la cepa de la que se extrajo el RNA. En la
Figura 5b, RNA-seq; el eje Y representa el nimero de veces que aumenta o disminuye la expresion
de los genes de cada mutante con respecto a la WT y se representa como un cambio en términos
logaritmicos (LogFC). En el eje X se encuentran los nombres de los genes control. Las barras se
clasifican por colores para identificar la ED de cada una de las mutantes con respecto a la cepa WT;
leu3A (azul), Peno2LEU4/9leu1A (negro) y leu4Aleu9A (verde).

Se ha descrito que los genes BAT1, LEU2, LEU1 y GDH1 siguen un
mecanismo de regulacion canonico ejercido por Leu3-a-IPM; por lo tanto,
son activados por Leu3 unicamente en presencia a-IPM. En la mutante
leu3A la expresion de BAT1, LEU2, LEU1y GDH1 disminuyd con relacion a
la expresién de la WT (figura 5a, carril 1 y 2; figura 5b, barras azules),
demostrando que Leu3 actua como un regulador positivo para estos genes.
En la doble mutante leu4Aleu9A, incapaz de producir a-IPM, la expresion de
BAT1, LEU2, LEU1 y GDH1 disminuyd con relacién a la expresion de la
cepa WT (figura 5a, carril1 y 4; figura 5b, barras verdes). Esto indica que,
se necesita de Leu3 y a-IPM para activar la transcripcion de BAT1, LEUZ2,
LEU1 y GDH1, en ausencia de cualquiera de los dos, la expresion de estos
genes disminuye. En la triple mutante, que acumula a-IPM, vimos un
aumento de la expresion de BAT1 y LEUZ2 con respecto a la cepa WT. La
expresion de LEUT disminuyo y la de GDH1 no cambio (figura 5a, carriles 1
y 3; figura 5b, barras negras). La disminucién de la expresién de LEU1 en la
triple mutante se debe a que, su construccién implicé generar un genotipo
leu1A. En el caso de GDH1, los resultados obtenidos por RNA-seq
mostraron un LogFC de 0.44 y una Prob de 0.98. Sin embargo, esta ED no
se muestra en la figura ya que, no es mayor al punto de corte establecido

LogFC > 1 para el analisis de los datos.
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BAT2 y HIS4 aumentaron su expresion en la mutante /eu3A con
respecto a la cepa WT (figura 5a, carril 1 y 2; figura 5b, barras azules),
dando la impresion de que Leu3 actua como represor. Sin embargo, BAT2 y
HIS4 no han sido reportados como genes que se regulen por Leu3-a-IPM.
En el trabajo de Doctorado de James Enrique Gonzalez, 2017; se
comprobd que este aumento de expresion se debe a la regulacion positiva
de Gen4, como una forma de responder a la escasez de aminoacidos que
se genera por la ausencia de Leu3. En la doble mutante la expresion de
BAT2 no cambi6 con relacién a la expresidon de la WT (figura 5a, carril 1y 4,
figura 5b, barra verde), demostrando que la ausencia de a-IPM no afecta su
regulacion. La expresion de HIS4 se ve ligeramente aumentada en el NB
(figura 5a, carril 1 y 4), pero no en los resultados de RNA-seq (figura 5b,
barra verde). Cabe mencionar que HIS4 obtuvo un LogFC de 0.69 y una
Prob de 0.99. En la triple mutante la expresion de BAT2 y HIS4 no cambio
con respecto a la expresién de la WT (figura 5a, carriles 1 y 3; figura 5b,
barras negras), demostrando que la acumulacién de a-IPM no tienen un

efecto en su regulacion.

El gen GDH3, utilizado como control negativo, no cambi6é su
expresion en ninguna de las mutantes con respecto a la expresion de la
cepa WT (figura 5a, carriles 1, 2, 3 y 4; figura 5b, barras azules, negras y

verdes). Este resultado, le otorga mas credibilidad a los datos.

Las diferencias en la expresion genética de BAT1, LEU2, LEU1,
GDH1, BAT2, HIS4 y GDH3 obtenidos por NB (figura 5a) fueron
consistentes con los resultados obtenidos por RNA-seq (figura 5b). En
consecuencia, se puede garantizar que todo el proceso de secuenciacion y

filtrado de datos se realiz6 de manera adecuada.
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3. Expresion diferencial de la cepa WT: se cuantifico el numero de genes
que aumentaron y disminuyeron su expresion cuando la cepa WT de S.
cerevisiae crecié en GLN, GABA o V | L, con el fin de evaluar el cambio de

expresion genética en diferentes fuentes de nitrogeno.

a) b) c)
Up-GLN Up-GABA Up-VI L Up-GLN

&P

Down-GABA Down-GLN Down-V I L

Figura 6. Expresién diferencial de la cepa WT. En la figura 6a y 6¢ se muestra el
numero de genes que aumentaron su expresion cuando la WT crecié en un medio con
GLN, pero que disminuyeron su expresion cuando crecié en un medio con GABA (figura
6a) o V I L (figura 6b). En la figura 6b, se muestra el numero de genes que disminuyeron su
expresion cuando la WT crecié en un medio con GLN, pero que aumentaron su expresion
cuando la WT crecié en un medio con GABA (figura 6b, lado izquierdo) o V | L (figura 6b,
lado derecho). La interseccion de la figura 6b muestra el nUmero de genes en comun que
aumentaron su expresion en un medio tanto con GABA como con V | L, mientras que
disminuyeron su expresion en un medio con GLN.

Se detectaron 17 genes que aumentaron su expresion cuando la WT
crecié en GLN. De estos 17 genes 8 disminuyen su expresién cuando la WT
crecio en GABA (AGP1, BAP3, CIS3, CPR1, CWP2, GDN1, TPO2, y TSA1)
(figura 6a) y 9 disminuyeron su expresion cuando la WT crecié en V | L
(BAT1, CWP2, CYC1, HMX1, ILV3, LEU1, NDE1, TSA1y URAT) (figura 6¢).
Un total de 106 genes disminuyeron su expresion en GLN. 22 de éstos
aumentaron su expresion cuando la WT crecié en GABA, 51 aumentaron su
expresion en V | L y los 33 restantes aumentan su expresién en ambas

condiciones.
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4. Expresion diferencial de la mutante /leu3A: Se cuantificé el numero de
genes que aumentaron y disminuyeron su expresién cuando la mutante
leu3A crecié en GLN, GABA o V | L, comparandola con la cepa WT, con el

fin de evaluar el cambio de expresion genética en diferentes fuentes de

nitrégeno.
a) b)
Genes
Gene reprimidos
sobre-expresados ~— _—
GLN GABA GLN GABA

/4 /()

VIL VIL

Figura 7. Expresiéon diferencial de la mutante /eu3A. Numero de genes que
aumentaron su expresion (figura 7a) y nimero de genes que disminuyeron su expresion
(figura 7b) en la mutante /leu3A con respecto a la cepa WT, cuando crecieron en un medio
con GLN, GABA o V I L, como fuente de nitrégeno.

El numero de genes sobre-expresados (aumentaron su expresion
con respecto a la WT) cambié cuando la leu3A crecié en diferentes fuente
de nitrogeno. Se observaron 41 genes sobre-expresados cuando la leu3A
crecido en un medio con GLN, 9 con GABA y 4 con V | L (figura 7a). El
numero de genes reprimidos fue similar (genes que disminuyeron su
expresion con respecto a al WT) cuando la leu3A crecio en las 3 fuentes de

nitrégeno (figura 7b).
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5. Redes de interaccion Proteina-Proteina (Pi-Pi): se graficaron las redes
de interaccion Pi-Pi, para poder identificar las interacciones que tenian
entre si las proteinas que son codificadas por los genes que mostraron ED

en la leu3A.
GABA

GLN
a) c)
Genes No existen
sobre-expresados interacciones
significativas
b) d) f)
Genes
reprimidos

Figura 8. Redes de interaccion Pi-Pi. Red de proteinas codificadas por los genes
que fueron sobre-expresados (figura 8a, 8c, y 8e) y por los genes que fueron reprimidos
(figura 8b, 8d, 8f) cuando la leu3A, crecié en un medio con GLN, GABA o V | L como fuente
de nitrégeno. Para graficar las redes de interaccion Pi-Pi se utilizd el programa String
(Szklarczyk et al.,, 2017) con una confianza alta-moderada de 0.7, tomando en cuenta
Unicamente las interacciones conocidas y predecibles.

De los 41 genes que fueron sobre-expresados (figura 7a) y los 13
genes que fueron reprimidos (figura 7b) cuando la leu3A crecié en un medio
con GLN, 36 genes sobre-expresados y 9 genes reprimidos, codifican
proteinas que interaccionan entre si formando una red de conexién muy
densa (figura 8a y 8b). Estos resultados indican que cuando la mutante
leu3A crece en un medio con GLN, los genes con ED codifican proteinas
con un nivel alto de asociacion funcional. Las proteinas codificadas por los
genes que tuvieron ED cuando la leu3A crecié en un medio con GABA o V |
L; no formaron redes densas, pero algunas de estas proteinas tuvieron una

fuerte interaccion entre si (figura 8c, 8d, 8e y 8f).
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Del grupo de genes sobre-expresados, 4 aumentaron su expresion
tanto en un medio con GLN como en un medio con GABA (figura 7a). De
estos 4 genes, SNZ1 y SNO1 son los unicos que codifican proteinas que

interaccionan fuertemente entre si (figura 8ay 8c).

Del grupo de genes que fueron reprimidos, BAT1, LEU2 y LEU1
disminuyeron su expresion tanto en un medio con GLN como en un medio
con GABA (figura 7b). Los 3 genes codifican proteinas con un nivel de
interaccion alta entre si (figura 8b y 8d). Mientras que, 5 genes, YLR161W,
ASP3-1, ASP3-2, ASP3-3 y ASP3-4; disminuyeron su expresién en un
medio con cualquiera de las 3 fuentes de nitrogeno, GLN, GABA o V | L
(figura 7b). De los 5 genes reprimidos, 4 (ASP3,1-4) codifican para

proteinas con un nivel alto de interaccién entre si (figura 8d y 8e).

. Redes de asociacion funcional: con el fin de identificar las rutas
metabdlicas enriquecidas por las proteinas que codifican los genes con ED;
se graficé una red genética de asociacién funcional de los genes sobre-
expresados y de los genes reprimidos cuando la leu3A crecié en un medio
con GLN.

a) Red de asociaciéon funcional de los genes que fueron sobre-

expresados.

65



Metabolic Pathways

b) Rutas metabdlicas enriquecidas con las proteinas codificadas por

los que fueron genes sobre-expresados.
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d) Rutas metabdlicas enriquecidas con las proteinas codificadas por

los genes que fueron reprimidos.

Figura 9. Red de interacciéon funcional. Genes que fueron sobre-expresados
(figuras 9a) y genes que fueron reprimidos (figura 9b) en la mutante /eu3A, cuando crecio
en GLN como fuente de nitrégeno. Se clasificé a cada gen por moédulos en base a la
asociacion funcional de las proteinas que codifican, utilizando el algoritmo multi-nivel eigen
implementado en el paquete igraph (http://igraph.org/) en R (R Development Core Team,
2011). Finalmente, las redes de asociacion funcional se graficaron con el software
Cytoscape (Shannon et al., 2003). El tamafio de cada nodo es proporcional a su grado de
conectividad (numero de interacciones que tiene el nodo dentro de la red) y el grosor del
conector es proporcional a la significancia de su interaccion con su gen aledafio. De cada
red de interaccidon funcional se hizo un analisis de enriquecimiento de vias metabdlicas
(figuras 9b y 9d). Posteriormente, se exploraron las vias metabdlicas enriquecidas con las
proteinas codificadas por los genes de cada maddulo, utilizando gProfiler (Reimand et al.,
2016) con un FDR < 0.05. El eje Y indica el nombre de cada via metabdlica. En el eje X se
muestra el valor de p de cada via metabdlica enriquecida, representado en términos
logaritmicos.

De la red de asociacién funcional de los genes sobre-expresados se
obtuvieron 4 médulos (figura 9a), Mientras que para los genes reprimidos se
obtuvieron 2 moddulos (figura 9c). En la figura 9a uno de estos cuatro
modulos (amarillo) contiene unicamente 2 genes. El médulo azul contiene 9
genes, de los cuales el gen YGL117W es el que tiene mayor grado de
conectividad; esto es importante ya que se ha observado que el grado de

conectividad esta correlacionado positivamente con la letalidad. De los 8
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genes del modulo verde, ARG1 y ARGY7 tienen el mayor grado de
conectividad mientras que de los 17 genes del modulo rojo, HIS4 y TRP3
tienen el mayor grado de conectividad. El analisis de enriquecimiento de
vias metabdlicas en la figura 9b muestra un total de 2 vias enriquecidas
para el médulo azul, 12 para el médulo rojo y 6 para el médulo verde (de las
cuales 2 se comparten con el modulo rojo). En la figura 9c se observa que
los genes que fueron reprimidos se dividen en dos modulos (azul con 4
genes y rojo con 5 genes), siendo GDH1 el gen con mayor grado de
conectividad en el modulo azul y ALD6 para el modulo rojo. El analisis de
enriquecimiento de vias metabdlicas en la figura 9d muestr6é un total de 9
vias enriquecidas para el médulo azul y 7 para el médulo rojo, de las cuales

comparten 3 entre si.

7.Tabla 10. Analisis de sitios de unién a DNA para TF: con el fin de
identificar los mecanismos que intervienen en la regulacién de los genes de
la reds de interaccidon funcional; se identificaron los sitios de union a DNA

para Leu3, Gen4'y GIn3.

Leu3 Gcen4 GIn3
Evidencia R.D. R.P. R.D. R.P. R.D. R.P.
Genes 2 0 27 29 8 20
S-expresados
Genes 4 4 2 8 1 6
reprimidos

En la tabla 10 se observa el nimero de genes de la redes de asociacion funcional
(figura 9a y 9c) que tienen sitios de unién a DNA para Leu3, Gcn4, GIn3. El andlisis se
realizé con el software yeastract (http://www.yeastract.com/findregulators.php) utilizando la
opcién busqueda por asociacion regulatoria y restringiendo la busqueda Unicamente a la
evidencia de unién al DNA. R.D, regulaciéon documentada (regulacion directa e indirecta);
R.P: regulacién potencial (con cajas de unién al promotor, pero sin regulacion
documentada).
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Gcen4 tiene sitios de unidon para DNA en 32 de 36 promotores de los
genes sobre-expresados (27 con R.D y 29 con R.P). GIn3 tiene sitios de
unidén a DNA en 8 promotores de los genes sobre-expresados con evidencia
documentada y 15 solo son posibles blancos. La unién de Leu3 en los
genes sobre-expresados fue unicamente un control negativo, debido a que
estos genes estan aumentando su expresion en ausencia de dicho TF; sin
embargo, hay dos genes LEU4 y LYS21 que tienen evidencia documentada

de ser regulados por Leu3.

DE los 8 promotores de los genes reprimidos, Los promotores de
BAT1, LEU2, LEU1 y GDH1 tienen sitios de union a DNA para Leu3. Los
otros 4 genes (ASP3,1-4 y ALD6) deben ser regulados por Leu3 de manera
indirecta. Solo los promotores de LEUT y LEUZ2 tienen sitios de unién a DNA
para Gcn4 (con evidencia experimental), aunque los otros 6 promotores de
los genes reprimidos parecen ser blancos potenciales para este TF.
Finalmente se cuenta con evidencia experimental de que el promotor de
GDH1 tiene sitios de unidén a DNA para GIn3; mientras que, los promotores
de ASP3-1, ASP3-2, ASP3-3, ASP3-40 y BAT1 parecen ser blancos

potenciales.
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b)

Procesos biolégicos (PB) y vias metabdlicas (VM): para definir los
cambios en el metabolismo en la leu3A, se obtuvo el enriquecimiento de
procesos bioldgicos, rutas metabdlicas y posibles TF (involucrados en la
regulacion de los genes con ED) cuando la mutante /leu3A crecidé en un
medio con GLN, GABAo V| L.
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Figura 10. Procesos bioldgicos y vias metabédlicas. Enriquecimiento de los PB
(burbujas verde), las VM (burbujas rosa) y los TF (que tienen cajas de union a DNA en el
promotor de los genes con DE) (burbujas azules), con los genes obtenidos en el analisis de
expresion diferencial entre la cepa WT y la mutante /leu34 cuando crecieron en un medio
con GLN (figura 10a), GABA (figura 10b) o V | L (figura 10c). Las figuras se graficaron
utilizando los paquetes gProfiler (Reimand et al., 2016) y Geoplot (Walter, Sanchez-Cabo y
Ricote, 2015) en R (R Development Core Team, 2011). El eje Y indica el valor de p
ajustado en términos logaritmicos, que nos dice que tan significativo es el enriquecimiento.
Por lo tanto, las burbujas que se encuentren por encima de la linea amarilla (punto de
corte: valor de p ajustado < 0.05) son los procesos verdaderamente enriquecidos, mientras
que las burbujas que se encuentran por debajo del punto de corte no son confiables. En el
eje X se encuentra el valor de z-score que indica el tipo de regulacién. Del 0 a la izquierda
se encuentran los procesos regulados negativamente mientras que del 0 a la derecha
estan los procesos que son regulados positivamente. El tamafio de las burbujas es
proporcional al nimero de genes que enriquecen el PB o VM.

Cuando /eu3A creci6 en un medio con GLN (figura 10a), los
principales PB y VM que se incrementan estan relacionados con la
biosintesis de aminoacidos. Los promotores de los genes que enriquecen
estos PB y VM conservan un motivo de unién a DNA para Gcn4, lo que
sugiere que este TF esta participando en su regulacion. Por el contrario los
promotores de los genes que enriquecieron los PB y VM que disminuyen

conservan un motivo de unidén a DNA para Leu3.

Cuando leu3A creci6 en un medio con GABA (figura 10b), ningun PB

o VM incrementé significativamente. Por el contrario, se refleja la
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disminucién del metabolismo de ciertos aminoacidos y metabolitos
secundarios. Al igual que en GLN, los promotores de los genes que
enriquecen los PB y VM que disminuyen conservan un motivo de union para
Leu3, sin embargo no hay genes que conserven un motivo de union para

Gcn4 como sucede en GLN.

Cuando /eu3A crecio en un medio con V | L (figura 10c), al igual que
en GABA, ningun PB o VM incrementa significativamente. Se refleja la
disminucién de los procesos relacionados con el catabolismo de asparagina
y la respuesta celular a niveles de nitrogeno. Estos procesos son

enriquecidos unicamente por la familia de genes ASP3.
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9. Papel del a-IPM en la ED de los genes regulados por Leu3: para definir
qué genes son regulados por Leu3-a-IPM, se graficaron los resultados de
ED cuando las mutantes leu3A, Peno2LEU4/9leu1A (cepa que acumula a-
IPM) y leud4Aleu9A (cepa que no produce a-IPM) crecieron en GLN como

fuente de nitrégeno.
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Figura 11. Papel del a-IPM en la ED de los genes regulados por Leu3. Genes que
incrementaron su expresion (dentro del grupo de genes sobre-expresados en la leu3A) y
los genes que disminuyeron su expresion (dentro del genes reprimidos en la leu3A),
cuando las mutantes PENO2LEU4/9leu1A y leu4Aleu9A crecieron en GLN como fuente de
nitrégeno con respecto a la WT. La figura se graficd con el paquete ggplot2 (lto y Murphy,
2013), de R. El eje Y contiene el nombre de los genes con ED de las mutantes. El eje X
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indica el cambié cuantitativo de la ED (LogFC). Los resultados de cada mutante se
identificaron segun el color de las barras; leu3A (barras azules), Peno2L EU4/9leu1A (barras
negras) y leud4Aleu9A (barras grises). Es importante mencionar que, para facilidad visual,
los resultados de ED de las diferentes mutantes para un mismo gen (barras azules, negras
y grises) se sobreponen; sin embargo el LogFC al inicio de cada color debe tomarse como
0.

De los 54 genes con ED cuando la mutante leu3A crecié en un medio
con GLN, 41 pertecen al grupo de genes sobre-expresados y 13 genes
pertecen al grupo de genes reprimidos (figura 11, barras azules). De los 41
genes sobre-expresados en la leu3A, 16 aumentaron su expresion en la
doble mutante (SNO1, SNZ1, SSU1, MIP6, ARG1, YGL117W, CPA2,
FMP23, MCHS5, LYS2, PCL5, TEA1, ASN1, GLY1, LYS2, Y CPA1) (figura
11, barras grises); mientras que, 9 aumentaron su expresion en la triple
mutante (SNO1, SNZ1, SSU1, MIP6, ARG1, YGL117W, CPA2, MCH5 Y
LYS2) y solo 1 disminuyd su expresion en la triple mutante (THI73) (figura
11, barras negras). 24 de los 41 genes sobre-expresados en leu3A no
tuvieron ED en la doble mutante ni en la triple mutante (SRL4, TMT1, CAR1,
BAT2, GLN1, RIB5, SRY1, STR2, REE1, ALT1, ARG7, ADH5, ARO3, HIS4,
ARO4, HIS5, LEU4, AROS8, ILV1, TRP3, LYS21, TRP5, TRP2 vy LYS4),
(figura 11, barras azules). De los 13 genes que fueron reprimidos en la
leu3A (figura 11, barras azules), 10 disminuyeron su expresion en la doble
mutante (BAT1, GDH1, LEU1, LEU2, INO1, ASP3-4, ASP3-2, ASP3-1,
ASP3-3y SSA4) (figura 4, barras grises); mientras que, 6 disminuyeron su
expresion en la triple mutante (LEU2, INO1, ASP3-4, ASP3-2, ASP3-1,
ASP3-3y SSA4) y 3 aumentaron su expresiéon en la triple mutante (BATT,
GDH1Y LEUZ2) (figura 11, barras negras). 3 de los 13 genes reprimidos en
la leu3A no tuvieron ED en la doble ni en la triple mutante (DALT,
YLR161W'y CWP1), (figura 11, barras azules).
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10.Modelo Grafico: con el fin de sintetizar la informacion obtenida en este
estudio, se graficaron los posibles mecanismos de regulacion de Leu3
cuando S. cerevisiae crecié en glutamina, acido y-aminobutirico o Valina,

Isoleucina y Leucina como fuente de nitrégeno.

a) Regulacion del TF Leu3 cuando S. cerevisiae crecié en GLN

WT leu3A

b) Regulacion del TF Leu3 cuando S. cerevisiae crecié en GABA

WT leu3A
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c) Regulacién del TF Leu3 cuando S. cerevisiae crecié enV I L

WT leu3A
Gend NCR
. +EEHB:
Leud — . lLeu3
Glm3
4 ¥

Leucina
LASP3,(1-4)

Figura 12. Modelo grafico de los mecanismos de regulacion de Leu3.
Regulacion de Leu3 cuando S. cerevisiae crecio en GLN (figura 12a), GABA (figura 12b) o
V | L (figura 12c). Regulacion en la cepa WT, recuadros o circulos amarillos; Regulacion en
la mutante /eu3A, recuadros o circulos verdes. Condicién en la cual participa la activacion
del GAAC, circulos. Condiciéon en la cual participa la NCR, cuadros. Aumento de
concentracién o expresion, flechas verdes. Disminucion de concentracion o expresion,
flechas rojas. Mecanismo que en esa condicién no se lleva a cabo, flechas punteadas.
Ausencia de proteina o mecanismo, texto rojo tachado. Mecanismo del cual no se tiene
certeza que suceda, ??. Concentracién aminoacidos [aa].
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X. DISCUSION

En nuestro estudio, se utilizaron 3 fuentes de nitrégeno; GLN que es una
fuente de nitrégeno represora, donadora importante de nitrégeno para las
reacciones biosintéticas. GABA o V | L, que son dos fuentes no represoras y por lo
tanto permiten la expresiébn de gene cuyos productos catabolizan fuentes de
nitrogeno (Gordon, 2007). A demas en V | L, la leucina puede ejercer una
regulacion negativa en el heterodimero Leu4-Leu9, reduciendo asi la produccion
de a-IPM (co-activador de Leu3d) (Lépez, 2015). Es importante mencionar, que
bajo las concentraciones que se utilizaron en nuestro estudio (anexo A3), la GLN
es una buena fuente de nitrégeno, mientras que GABA y V | L, son malas fuentes

de nitrégeno.

Como era de esperarse, cuando la cepa WT de S. cerevisiae crecié en un
medio con GLN, la velocidad especifica de crecimiento (u) fue mayor que cuando
crecidé en un medio con GABA o V | L como fuentes de nitrogeno (apéndice 1.1.,
fig. 13e). Ademas, cuando la cepa WT crecio en un medio con GABA o V | L, se
ejercid un mecanismo de regulacion en el cual se activaron 106 genes, de los
cuales podemos sugerir que 33 de ellos son dependientes de represion catabdlica
nitrogenada (NCR) (figura 6b).

Cuando se crecieron las cepas WT y leu3A en un medio con GLN, se observé
una disminucion significativa de la p de la mutante leu3A (apéndice 1.1., fig. 13e).
Adicionalmente, se mostré un aumento en la expresion de 41 genes (figura 7a).
También se sabe que, la ausencia de Leu3 cuando S. cerevisiae crece en GLN
provoca una disminucion en la concentracion de aminoacidos en la fase
exponencial temprana de crecimiento, la cual aumenta en la fase exponencial
tardia (tesis doctoral, James Gonzalez 2017). Estos resultados sugieren
fuertemente que la ausencia de Leu3 en estas condiciones induce la activacion del
control general de aminoacidos (GAAC). Por el contrario, en un medio con GABA
oV IL lap entre la mutante leu3A y la cepa WT fueron muy parecidas (apéndice
1.1., fig. 13e) y solo se observé un aumento de expresion de 9 genes con GABA y
4 genes con V | L, respectivamente (figura 6a). Es posible que esto se haya
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debido al mecanismo de NCR que actua en ambas condiciones ya que muchos de
los genes regulados positivamente por Gecn4, son blancos potenciales de GIn3
(tabla 10).

Con el fin de analizar detalladamente la importancia de Leu3 en el
metabolismo celular de S. cerevisiae cuando crece en un medio con GLN, GABA o
V I L; se construyeron redes de interaccion Pi-Pi (figura 8) y redes de asociacion
funcional (figura 9) y se identificaron los procesos biologicos (PB) y vias
metabolicas (VM) enriquecidas (figura 10), de las proteinas que codifican los

genes que tuvieron ED en la mutante leu3A.

Se formaron redes de interaccion Pi-Pi densas cuando la mutante leu3A
crecio en GLN (figura 8a y 8b). De éstas se formaron 2 redes de asociacion
funcional; una de los genes sobre-expresados (figura 9a) y una de los genes
reprimidos (figura 9c). De los 36 genes sobre-expresados que formaron la red de
asociacion funcional, los 17 genes del médulo rojo y los 8 genes del médulo verde
(figura 9a), estuvieron involucrados en la regulacion positiva de 9 y 2 VM,
respectivamente; dirigidas a la biosintesis de aa (figura 9b; figura 10a, burbujas
verdes y rosas). Se confirmd que este aumento en la biosintesis de aminoacidos
fue debido a la regulacion positiva de Gen4, ya que de los 36 genes de la red de
asociacion funcional, 34 genes tienen cajas de union para Gen4 (27 con evidencia
experimental) (Tabla 10). Los 2 genes sobre-expresados que no tienen cajas de
unién para Gen4 son THI73 y STR2, que pertenecen al modulo azul (figura 9a) el
cual presentd un enriquecimiento en el metabolismo de riboflavina y de
compuestos de selenio. En la red de asociacion funcional HIS4, TRP3, ARG7 y
ARGT1 fueron los genes que tuvieron un mayor numero de interacciones (figura 11,
modulo rojo y verde), lo cual indica que son genes clave en la activacion del GAAC

en estas condiciones.

Los genes sobre-expresados cuando la mutante /leu3A crecié en un medio
con GABA, no formaron una red de asociacion funcional, sin embargo; dentro de
éstos se encontraron 2 genes (SNZ1 y SNOT) que codifican dos proteinas que

interaccionan fuertemente entre si y que también fueron sobre-expresados cuando
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la mutante leu3A crecié en un medio con GLN (figura 9a, modulo amarillo). Estas
proteinas forman un complejo con actividad de glutaminasa y participan en el
metabolismo de la vitamina B6 en conjunto con otras 9 proteinas (Dong, 2004). Se
ha reportado que estos genes responden a la limitacion de nutrientes (Padilla,
1998), lo que explica que aumentaran su expresiéon cuando la mutante /eu3A
crecio en GLN o GABA.

Por otro lado, los 9 genes reprimidos cuando /eu3A crecid en GLN,
formaron una red de asociacién funcional de dos modulos (azul y rojo) (figura 9c).
Los genes reprimidos cuando la mutante leu3A crecio en GABA o V | L, no
formaron una red de interaccion Pi-Pi densas y por lo tanto no se pudo formar una
red de asociacién funcional; sin embargo, dentro de la red de interaccion Pi-Pi se
incluyeron proteinas que interaccionaron fuertemente entre si (figura 8d y 8f). Asi
mismo los genes que las codifican también fueron reprimidos cuando la mutante
leu3A crecié en un medio con GLN. BAT1, LEU2 y LEU1 fueron genes reprimidos
cuando la mutante leu3A crecié en GLN o GABA (figuras 5b, 8d y 9c). Estos genes
codifican proteinas que participan en la biosintesis de BCAA y la disminucién de
su expresion fue debida a que son genes regulados positivamente por Leu3-a-
IPM. En este caso, la ED cuando la mutante /leu3A crecié en un medio con V | L
fue un control negativo, debido a que en presencia de su producto final, Leu3
actua como represor (Kohlhaw, 2003; Lépez, 2015). Por otro lado, YLR161W,
ASP3-1, ASP3-2, ASP3-3 y ASP3-4 fueron genes reprimidos cuando la mutante
leu3A crecié en un medio con GLN, GABA o V I L (figura 7b); sin embargo, solo los
genes ASP3,1-4 tuvieron interacciones significativas entre si y formaron parte de
la red de asociacién funcional (figura 9c). La familia de las ASP3 (ASP3,1-4) son
un grupo de genes idénticos situados en el cromosoma Xll, que codifican para la I-
asparaginasa Il asociada a la pared celular (Kim, 1988). ASP1 codifica para la I-
asparaginasa | citosodlica (Sinclair, 1994), pero la expresion de ASP1 no fue
afectada cuando la mutante /eu3A crecié en un medio con GLN, GABA o V I L.
Ambas enzimas participan en el catabolismo de asparagina y se ha descrito que la
expresion de ASP3 se induce durante la escasez de nitrdgeno, en apariencia

regulada por GIn3/Ure2 (Oliveira, 2003). Sin embargo, la ausencia de Leu3
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provocd que ASP3 disminuyera su expresion incluso en fuentes no represoras.
Ademas, ninguna de las ASP3,7-4 tienen sitios de unidén a DNA para Leu3, pero si
son blancos potenciales para GIn3 (tabla 10) y por lo tanto se podria decir que
Leu3 actua en conjunto con GIn3 para llevar a cabo la regulacién positiva de las
ASP3,1-4. Estos resultados indican que Leu3 se involucra en el metabolismo
central de nitrégeno a través de la regulacion transcripcional de los genes GDH1
(HU, 1995) y la familia ASP3.

La red de asociacion funcional cuando /eu3A crecié en un medio con GLN,
estuvo conformada por los genes BAT1, LEU2, LEU1 y GDH1 (figura 9¢c, mddulo
azul) y ASP3-1, ASP3-2, ASP3-3, ASP3-4 y ALD6 (figura d, modulo rojo). En
presencia de GABA o V | L, los genes que fueron reprimidos en la mutante /leu3A
no formaron una red de asociacion funcional (figura 8d y 8f), debido a que Ila
expresion de GDH1 (que es el gen que conecta el médulo azul y el médulo rojo)
no disminuy6. Esto se debe a que en un medio con GABA o V | L, GDH1 es
regulado positivamente por GIn3 a través de NCR (Tabla 10). La proteina
codificada por GDH1 interaccion6 fuertemente con otras proteinas, formando una
red que enriquecio procesos tales como: biosintesis de aminoacidos, biosintesis
de metabolitos secundarios, metabolismo de acidos carboxilicos, metabolismo de
nitrégeno y biosintesis de CoA (figura 9d). Estos resultados podrian indicar que, la
diminucién en la concentracién de aminoacidos cuando la leu3A creci6é en GLN fue
debida a la disminuciéon de Ghd1, a través de la disminucidn de procesos
metabdlicos que generan amonio y esqueletos de carbono para la biosintesis de

diversos aminoacidos.

El analisis de sitios de unién a DNA (tabla 10) identificé que LEU4, LYS21,
LEU1 y LEU2 son regulados positivamente por Gen4. Ademas se sabe que Gen4
puede regular positivamente de forma directa al gen LEU3 (Kohlhaw, 2001). En
una mutante leu3A, los genes LEU4 y LYS21 aumentaron su expresién, mientras
que LEU1 y LEUZ2 disminuyeron su expresion. Estos resultados indican que la

regulacion de Gcn4 en estos genes se da por diferentes mecanismos. LEU4 y
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LYS21 son regulados de forma directa, mientras que LEUT y LEU2 pueden ser

regulados por Gen4, unicamente a través de Leu3.

Los analisis de ED de las cepas que crecieron en un medio con GLN,
mostraron que en la cepa que no produce a-IPM (leu4Aleu9A), BAT1, LEU2, LEU1
Y GDH1 disminuyeron su expresion y que en una cepa que acumula a-IPM
(Peno2LEU4/9leu1A), BAT1, LEU2 Y GDH1 aumentaron su expresion, en
comparacion con una cepa WT. Esto se debe a que los 4 genes se regulan por el
mecanismo canonico de Leu3-alPM (tabla 10). Sin embargo, de los 9 genes
restantes, 3 no mostraron una ED y 6 disminuyeron su expresion en la leu4Aleu9A
y en la Peno2LEU4/9leu1A. Sorprendentemente, también existe un numero de 9
genes que fueron sobre-expresados en la mutante /leu3A y que su expresion
también aumentd en la mutante leud4Aleu9A y en la mutante Peno2LEU4/9leu1A
(figura 11). Esto resultados indica que, el cambio en la concentracion intracelular
de a-IPM no afecto la regulacion de estos genes. Es importante recordar que, la
doble y triple mutante necesitan leucina exdgena para crecer y posiblemente la
leucina esté actuando como metabolito sefal, activando a TORC1 (Jewell, 2015).
Este complejo multiproteico participa en la regulacion de muchos procesos que
ayudan a mantener el estado nutricional durante el crecimiento celular (e.j. NCR,

respuesta retrograda, respuesta a estrés, biosintesis de ribosomas).

Finalmente la figura 11 muestra que, del grupo de genes que fue sobre-
expresados cuando la leu3A crecido en GLN, 7 genes aumentaron su expresion
(FMP23, PCL5, TEA1, ASN1, GLY1, LYS20 y CPA1) Unicamente en la leu4Aleu9A
y 1 disminuyd su expresion (THI73) unicamente en la Peno2LEU4/9leu1A. Estos
genes son un grupo interesante de investigar, pero su analisis no entran dentro de

los objetivo de este proyecto.

En resumen se puede decir que, el hecho de que los PB fueran regulados
positivamente cuando la leu3A crecié en un medio con GLN (figura 10a) y que los
PB fueran regulados negativamente cuando la /leu3A creci6 en un medio con
GABA o V | L (figura 10c y 10b), nos indica que el TF Leu3 tuvo un papel

importante, aunque diferente, en las tres fuentes de nitrogeno estudiadas.
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Cuando S. cerevisiae crecid en GLN como fuente de nitrogeno, Leu3
mantuvo un nivel nutricional estable mediante la activacion de genes que
participan en la biosintesis de BCAA, la activacion indirecta de la familia de genes
ASP3 y la activacion de GDH1 para la asimilacion de amonio. En ausencia de
Leu3, se genera una escasez nutricional inducida principalmente por la
disminucién Gdh1 que, debido a su papel central en el metabolismo del nitrégeno,
provoca la disminucion de procesos metabdlicos que generan amonio y
esqueletos de carbono para la biosintesis de diversos aminoacidos. La escasez de
aminoacidos en estas condiciones induce una respuesta del GAAC que aumenta
la expresion de 32 genes biosintéticos que codifican enzimas involucradas en la

biosintesis de aa, por medio de Gen4 (figura 12a).

En fuentes de nitrogeno secundarias como GABA, la falta de Leu3 provoco
la disminucién de la biosintesis de BAAC; sin embargo, La reduccion significativa
de procesos metabdlicos de moléculas pequefias (figura 10b), sugiere una falta de
respuesta de Gcnd4 en estas condiciones. Es posible que el GAAC se vea
interferido por la falta de aa para la traduccion de Gcn4. En este caso los
resultados sugieren que, cuando S. cerevisiae crecié en GABA, a pesar de tener
una NCR activa, la participaciéon de Gcn4 juega un papel importante en el

metabolismo celular de la levadura (figura 12b).

En un medio con V | L, la leucina ejerce una regulacién por
retroalimentacion negativa en las a-IPM sintasas y por lo tanto se disminuye la
concentracion de a-IPM en el medio. Esto a su vez provoca que Leu3 no funcione
como un activador. A pesar de esto, cuando se crecio a la leu3A en un medio con
V I L, la expresion de los genes ASP3 disminuyo significativamente. Estos
resultados demuestran que Leu3 es importante en el proceso de respuesta celular

a los niveles de nitrogeno por medio de las ASP3,(1-4) (figura 12c).
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Xl. CONCLUSIONES

. El factor transcripcional Leu3 de S. cerevisiae, regula un conjunto de genes

diferentes dependiendo de la fuente de nitrégeno en la que crezca.

. Cuando S. cerevisiae crece en una fuente primaria de nitrogeno como
glutamina, Leu3 actua como un activador transcripcional para un grupo de

genes importantes cuyo funcionamiento evita un estado de escasez nutricional.
. El factor transcripcional Leu3 mantiene una respuesta a los niveles de nitrégeno
por medio de la regulacion de los genes ASP3,71-4, en fuentes primarias y

secundarias de nitrogeno.

. Los genes BAT1, LEU1, LEU2 Y GDH1 son regulados de manera directa por el

complejo Leu3-a-IPM.
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Xll. PERSPECTIVAS

. Medir la concentracién de proteina Gen4 en un fondo genético leu3A a lo largo
de la fase exponencial de crecimiento en glutamina como fuente de nitrogeno,
para confirmar que en ausencia de Leu3 en S. cerevisiae induce la activacion

del control general de aminoacidos.

Medir la concentracion de aminoacidos de una cepa Pigen-
constitutivo) GDH1leu3A, para comprobar que la disminucion en la concentraciéon
de aminoacidos cuando la mutante /eu3A crece en un medio con glutamina, se
debe a la disminucion de la expresion del gen GDHT1 que es regulado

positivamente por Leu3.

. Realizar un aminograma de la cepa WT y la mutante /leu3A crecidas en acido
gamma-aminobutirico como fuente de nitrégeno y medir la concentracién de
proteina Gen4 a lo largo de la fase exponencial, con el fin de comprobar si
existe una induccion del control general de aminoacidos en fuentes

secundarias y si se lleva a cabo la traduccion de Gen4.

. Medir la expresion de mRNA de los genes ASP3,71-4 en las mutantes leu3A,
GIn3A 'y leu3AGIn3A, para definir la participacion de cada factor transcripcional

en la activacion de estos genes.

. Realizar un analisis de todos los genes que aumentan o disminuyen su
expresion en las mutantes leu4Aleu9A y en la Peno2L EU4/9leu1A, para definir

el mecanismo que regula la expresion diferencial de estos genes.

. Realizar un analisis de los genes 7 genes que aumentaron sus expresiones
(FMP23, PCL5, TEA1, ASN1, GLY1, LYS20 y CPAT) en la leud4Aleu9A y del
gen que disminuyd su expresion (THI73) en la Peno2LEU4/9leu1A, cuando

crecen en glutamina como fuente de nitrégeno.
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XIV. ANEXOS

A. Medios de cultivo

1. Concentraciones finales de los componentes del medio YPD utilizado en
este estudio.

Componentes Concentracion Final (p/v)
Extracto de levadura 1%
Peptona de caseina 2%
Dextrosa anhidra 2%

2. Cantidad de componentes para preparar un litro de Medio Minimo.

Componentes Cantidades
Vitaminas 1000X 1ml
Trazas 1000X 1 ml
Sales 20ml
Dextrosa 20g
3. Concentracion final de las diferentes fuentes de nitrogeno en el Medio
Minimo.
Fuente de Nitrégeno Concentracion final (mg/L)
Glutamina 333
GABA 333
Valina 150
Isoleucina 30
Leucina 100
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B. Preparacion de reactivos

Solucidn

Buffer de carga 1.25X

Buffer lisis

FCI

H20 DEPC 1%

MAE 10X

SCC 20X

SDS 10%

Preparacion

22 ml de formamida desionizada, 0.8 ml de
formaldehido al 37%, 0.5 ml de MAE 10X, 0.4 ml de
glicerol al 80% y 100 pl de azul de bromofenol al 2%,
aforar a 4ml con H20 DEPC

50 mM Tris pH 7-7,4; 130mM de cloruro de sodio, 5
mM de EDTA Y 5 % de SDS

25 parte de fenol, 24 partes de cloroformo y 1 parte de
alcohol isoamilico

Disolver 9 ul de DEPC en 900 ml de H20 bidestilada en
un recipiente de 1 litro, agitar durante 4 h, dejar reposar
toda la noche y esterilizar en la autoclave

50 mM de acetato de sodio tri-hidratado y 10 mM de
EDTA di sodico. Ajustar el pH a 7 con hidroxido de
sodio 10N. Esterilizar por filtracion y guardar a 4 °C y
proteger de la luz (aforar con H20 bidestilada)

Disolver 175.3 g de cloruro de sodio y 88.2 g de citrato
de sodio, aforar a 1 litro con H20 bidestilada

100 g de SDS en 1 litro de H20 bidestilada
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C. Genes con expresion diferencial: WT vs leu3A

1. Anexo C1. Lista de genes con expresion diferencial en un medio con glutamina

Gene Prob LogFC Regulation Protein Function
ADH5 0,9758 1,4835 Sobre-expresados Alcohol dehydrogenase involved in ethanol production; ADHS5 has a paralog, ADH1, that
isoenzyme V arose from the whole genome duplication
ALT1 0,9674 1,5646 Sobre-expresados Alanine transaminase (glutamic involved in alanine biosynthesis and catabolism; TOR1-
pyruvic transaminase) independent role in determining chronological lifespan;
expression is induced in the presence of alanine; repression is
mediated by Nrg1p; ALT1 has a paralog, ALT2, that arose from
the whole genome duplication; Alt2p is catalytically inactive
ARG1 1 2,1436 Sobre-expresados Arginosuccinate synthetase catalyzes the formation of L-argininosuccinate from citrulline and
L-aspartate in the arginine biosynthesis pathway; potential
Cdc28p substrate
ARG7 1 1,4855 Sobre-expresados Mitochondrial ornithine catalyzes the fifth step in arginine biosynthesis; also possesses
acetyltransferase acetylglutamate synthase activity, regenerates acetylglutamate
while forming ornithine
ARO3 1 1,4474 Sobre-expresados 3-deoxy-D-arabino- catalyzes the first step in aromatic amino acid biosynthesis and
heptulosonate-7-phosphate is feedback-inhibited by phenylalanine or high concentration of
(DAHP) synthase tyrosine or tryptophan
ARO4 1 1,2466 Sobre-expresados 3-deoxy-D-arabino- catalyzes the first step in aromatic amino acid biosynthesis and
heptulosonate-7-phosphate is feedback-inhibited by tyrosine or high concentrations of
(DAHP) synthase phenylalanine or tryptophan; relative distribution to the nucleus
increases upon DNA replication stress
AROS8 1 1,2113 Sobre-expresados Aromatic aminotransferase | expression is regulated by general control of amino acid

biosynthesis
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10

11

12

13

14

ASN1

BAT2

CAR1

CPA1

CPA2

FMP23

GLN1

0,9591

0,9631

0,9999

0,9999

0,9999

0,9752

1,4915

2,0277

2,0717

1,4020

1,3232

3,4360

1,9816

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Asparagine synthetase;
catalyzes the synthesis of L-
asparagine from L-aspartate in
the asparagine biosynthetic
pathway

Cytosolic branched-chain amino
acid (BCAA) aminotransferase

Arginase

Small subunit of carbamoyl
phosphate synthetase;
carbamoyl phosphate

synthetase catalyzes a step in
the synthesis of citrulline, an
arginine precursor

Large subunit of carbamoyl
phosphate synthetase

Putative protein of unknown
function

Glutamine synthetase (GS)

ASNT1 has a paralog, ASN2, that arose from the whole genome
duplication

preferentially involved in BCAA catabolism; homolog of murine
ECAZ39; highly expressed during stationary phase and repressed
during logarithmic phase; BAT2 has a paralog, BAT1, that arose
from the whole genome duplication

catabolizes arginine to ornithine and urea; expression responds
to both induction by arginine and nitrogen catabolite repression;
disruption decreases production of carcinogen ethyl carbamate
during wine fermentation and also enhances freeze tolerance

translationally regulated by an attenuator peptide encoded by
YOR302W within the CPA7 mRNA 5'-leader

carbamoyl phosphate synthetase catalyzes a step in the

synthesis of citrulline, an arginine precursor

proposed to be involved in iron or copper homeostasis; the
authentic, non-tagged protein is detected in highly purified
mitochondria in high-throughput studies

synthesizes glutamine from glutamate and ammonia; with Glt1p,
forms the secondary pathway for glutamate biosynthesis from
ammonia; expression regulated by nitrogen source and by amino
acid limitation; forms filaments of back-to-back stacks of
cylindrical homo-decamers at low pH, leading to enzymatic
inactivation and storage during states of advanced cellular
starvation; relocalizes from nucleus to cytoplasmic foci upon
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15

16

17

18

19

20

21

22

GLY1

HIS4

HIS5

ILv1

LEU4

LYS2

LYS20

LYS21

0,9676

0,9986

0,9945

0,9701

0,9500

0,9999

1,0889

1,2828

1,2315

1,1672

1,2280

1,0888

1,4822

1,1376

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Threonine aldolase

Multifunctional enzyme
containing phosphoribosyl-ATP
pyrophosphatase

Histidinol-phosphate
aminotransferase

Threonine deaminase

Alpha-isopropylmalate synthase
(2-isopropylmalate synthase)

Alpha aminoadipate reductase;
catalyzes the reduction of alpha-
aminoadipate to alpha-
aminoadipate 6-semialdehyde,
which is the fifth step in
biosynthesis of lysine

Homocitrate synthase isozyme
and functions in DNA repair

Homocitrate synthase isozyme;
catalyzes the condensation of
acetyl-CoA and alpha-
ketoglutarate to form

DNA replication stress

catalyzes the cleavage of L-allo-threonine and L-threonine to
glycine; involved in glycine biosynthesis

phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase, and histidinol
dehydrogenase activities; catalyzes the second, third, ninth and
tenth steps in histidine biosynthesis

catalyzes the seventh step in histidine biosynthesis; responsive
to general control of amino acid biosynthesis; mutations cause
histidine auxotrophy and sensitivity to Cu, Co, and Ni salts

catalyzes first step in isoleucine biosynthesis; expression is
under general amino acid control; /LV71 locus exhibits highly
positioned nucleosomes whose organization is independent of
known /ILV1 regulation

the main isozyme responsible for the first step in the leucine
biosynthesis pathway; LEU4 has a paralog, LEU9, that arose
from the whole genome duplication

activation requires posttranslational phosphopantetheinylation by
Lys5p

catalyzes the condensation of acetyl-CoA and alpha-
ketoglutarate to form homocitrate, which is the first step in the
lysine biosynthesis pathway; LYS20 has a paralog, LYS21, that
arose from the whole genome duplication

is the first step in the lysine biosynthesis pathway; LYS27 has a
paralog, LYS20, that arose from the whole genome duplication
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23

24

25

26

27

28

29

30

31

LYS4

MCHS

MiIP6

PCL5

REE1

RIB5

SNO1

SNzZ1

SRL4

0,9681

0,9999

0,9507

0,9999

0,9895

0,9955

0,9979

0,9734

1,0323

1,7625

2,5197

1,6167

1,6943

1,8362

4,0569

3,5166

3,3968

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

homocitrate

Homoaconitase

Plasma membrane riboflavin

transporter

Alpha aminoadipate reductase

Cyclin

Cytoplasmic protein involved in
the regulation of enolase
(ENOT)

Riboflavin synthase

Protein of unconfirmed function

Protein involved in vitamin B6
biosynthesis

Protein of unknown function

catalyzes the conversion of homocitrate to homoisocitrate, which
is a step in the lysine biosynthesis pathway

facilitates the uptake of vitamin B2; required for FAD-dependent
processes; sequence similarity to mammalian monocarboxylate
permeases, however mutants are not deficient in
monocarboxylate transport

catalyzes the reduction of alpha-aminoadipate to alpha-
aminoadipate 6-semialdehyde, which is the fifth step in
biosynthesis of lysine; activation requires posttranslational
phosphopantetheinylation by Lys5p

interacts with and phosphorylated by Pho85p cyclin-dependent
kinase (Cdk), induced by Gcndp at level of transcription,
specifically required for Gendp degradation, may be sensor of
cellular protein biosynthetic capacity

mRNA expression is induced by calcium shortage, copper
deficiency (via Mac1p) and the presence of galactose (via
Gal4p); mRNA expression is also regulated by the cell cycle

catalyzes the last step of the riboflavin biosynthesis pathway

involved in pyridoxine metabolism; expression is induced during
stationary phase; forms a putative glutamine amidotransferase
complex with Snz1p, with Sno1p serving as the glutaminase

member of a stationary phase-induced gene family; coregulated
with SNO1; interacts with Sno1p and with Yhr198p, perhaps as a
multiprotein complex containing other Snz and Sno proteins

involved in regulation of dNTP production; null mutant
suppresses the lethality of Icd1 and rad53 mutations; expression
is induced by Kar4p
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32

33

34

35

36

37

38

39

40

SRY1

SSuU1

STR2

TEA1

THI73

T™T1

TRP2

TRP3

TRP5

0,9999

0,9618

0,9888

0,9585

0,9588

0,9843

0,9771

0,9918

1,7425

1,6720

1,7346

1,6527

2,7925

2,4393

1,0395

1,1516

1,0529

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

3-hydroxyaspartate

dehydratase; deaminates L-
threo-3-hydroxyaspartate to
form oxaloacetate and
ammonia; required in the
presence of hydroxyaspartate

Plasma membrane sulfite pump
involved in sulfite metabolism

Cystathionine gamma-synthase,
converts cysteine into
cystathionine

Ty1 enhancer activator involved
in Ty enhancer-mediated
transcription; required for full
levels of Ty enhancer-mediated
transcription

Putative membrane

permease

plasma

Trans-aconitate
methyltransferase

Anthranilate synthase

Indole-3-glycerol-phosphate
synthase

Tryptophan synthase

highly similar to mouse serine racemase (Srr) but has no serine
racemase activity

required for efficient sulfite efflux; major facilitator superfamily
protein

STR2 has a paralog, YML0O82W, that arose from the whole
genome duplication

C6 zinc cluster DNA-binding protein

proposed to be involved in carboxylic acid uptake and repressed
by thiamine; substrate of Dbf2p/Mob1p kinase; transcription is
altered if mitochondrial dysfunction occurs

cytosolic enzyme that catalyzes the methyl esterification of 3-
isopropylmalate, an intermediate of the leucine biosynthetic
pathway, and trans-aconitate, which inhibits the citric acid cycle

catalyzes the initial step of tryptophan biosynthesis, forms
multifunctional hetero-oligomeric anthranilate synthase:indole-3-
glycerol phosphate synthase enzyme complex with Trp3p

forms bifunctional hetero-oligomeric anthranilate
synthase:indole-3-glycerol phosphate synthase enzyme complex
with Trp2p

catalyzes the last step of tryptophan biosynthesis; regulated by
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41

42

43

44

45

46

YGL117W

ALD6

ASP3-1

ASP3-2

ASP3-3

ASP3-4

0,9953

0,9536

0,9800

0,9791

0,9692

0,9768

2,1408

-1,3489

-2,2516

-2,1731

-2,2642

-2,1847

Sobre-expresados

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

Putative protein of unknown
function

Cytosolic aldehyde
dehydrogenase

Cell-wall  L-asparaginase |l
involved in asparagine
catabolism

Cell-wall  L-asparaginase |l
involved in asparagine

catabolism; expression induced
during nitrogen starvation

Cell-wall  L-asparaginase |l
involved in asparagine
catabolism; expression induced
during nitrogen starvation

Cell-wall  L-asparaginase |l
involved in asparagine
catabolism

the general control system of amino acid biosynthesis

activated by Mg2+ and utilizes NADP+ as the preferred
coenzyme; required for conversion of acetaldehyde to acetate;
constitutively expressed; locates to the mitochondrial outer
surface upon oxidative stress

expression induced during nitrogen starvation; ORF contains a
short non-coding RNA that enhances expression of full-length
gene; likely arose in via horizontal gene transfer from the wine
yeast Wickerhamomyces anomalus or a close relative; reference
strain S288C has four copies of ASP3; ASP3-1 has a paralog,
ASP3-3, that arose from a segmental duplication

ORF contains a short non-coding RNA that enhances expression
of full-length gene; likely arose in via horizontal gene transfer
from the wine yeast Wickerhamomyces anomalus or a close
relative; reference strain S288C has four copies of ASP3; ASP3-
2 has a paralog, ASP3-4, that arose from a segmental
duplication

ORF contains a short non-coding RNA that enhances expression
of full-length gene; likely arose in via horizontal gene transfer
from the wine yeast Wickerhamomyces anomalus or a close
relative; reference strain S288C has four copies of ASP3; ASP3-
3 has a paralog, ASP3-1, that arose from a segmental
duplication

expression induced during nitrogen starvation; ORF contains a
short non-coding RNA that enhances expression of full-length
gene; likely arose in via horizontal gene transfer from the wine
yeast Wickerhamomyces anomalus or a close relative; reference
strain S288C has four copies of ASP3; ASP3-4 has a paralog,
ASP3-2, that arose from a segmental duplication
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47

48

49

50

51

52

53

54

BAT1 0,99
CwWP1 0,999
GDH1 1
INO1 1
LEU1 1
LEU2 1
SSA4 0,955
YLR161W 0,955

-1,1600

-3,1978

-1,3363

-1,0077

-1,4541

-2,6438

-3,9933

-2,8245

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

branched-chain
(BCAA)

Mitochondrial
amino acid
aminotransferase

Cell wall mannoprotein that
localizes to birth scars of
daughter cells

NADP(+)-dependent
dehydrogenase

glutamate

Inositol-3-phosphate synthase

Isopropylmalate isomerase
Beta-isopropylmalate

dehydrogenase (IMDH)

Heat shock protein that is highly
induced upon stress

Putative protein of unknown
function

homolog of murine ECA39; highly expressed during logarithmic
phase and repressed during stationary phase; BAT1 has a
paralog, BAT2, that arose from the whole genome duplication

linked to a beta-1,3- and beta-1,6-glucan heteropolymer through
a phosphodiester bond; required for propionic acid resistance

synthesizes glutamate from ammonia and alpha-ketoglutarate;
rate of alpha-ketoglutarate utilization differs from Gdh3p;
expression regulated by nitrogen and carbon sources; GDH1 has
a paralog, GDH3, that arose from the whole genome duplication

involved in synthesis of inositol phosphates and inositol-
containing phospholipids; transcription is coregulated with other
phospholipid biosynthetic genes by Ino2p and Ino4p, which bind
the UASINO DNA element

catalyzes the second step in the leucine biosynthesis pathway

catalyzes the third step in the leucine biosynthesis pathway; can
additionally catalyze the conversion of beta-ethylmalate into
alpha-ketovalerate

plays a role in SRP-dependent cotranslational protein-membrane
targeting and translocation; member of the HSP70 family;
cytoplasmic protein that concentrates in nuclei upon starvation;
SSA4 has a paralog, SSA3, that arose from the whole genome
duplication

YLR156W, YLR159W, and YLR161W are three identical open
reading frames in S288C encoded near the ribosomal DNA
region of chromosome 12; YLR161W has a paralog, YLR157W-
D, that arose from a segmental duplication
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2. Anexo C2. Lista de genes con expresion diferencial en un medio con acido y-aminobutirico

Gene Prob LogFC Regulation Protein Function
AAT2 0,9684 1,2464 Sobre-expresados Cytosolic aspartate localizes to peroxisomes in oleate-grown cells
aminotransferase
involved in nitrogen
metabolism;
BNA1 0,9994 1,3099 Sobre-expresados  3-hydroxyanthranilic required for the de novo biosynthesis of NAD from
acid dioxygenase tryptophan via kynurenine; expression regulated by
Hst1p
CAR1 1 1,7199 Sobre-expresados  Arginase catabolizes arginine to ornithine and urea;
expression responds to both induction by arginine
and nitrogen catabolite repression; disruption
decreases production of carcinogen ethyl carbamate
during wine fermentation and also enhances freeze
tolerance
IDH1 0,9766 1,1294 Sobre-expresados Subunit of mitochondrial complex catalyzes the oxidation of isocitrate to
NAD(+)-dependent alpha-ketoglutarate in the TCA cycle
isocitrate
dehydrogenase
SNO1 0,9987 2,6937 Sobre-expresados Protein of unconfirmed involved in pyridoxine metabolism; expression is
function induced during stationary phase; forms a putative
glutamine amidotransferase complex with Snz1p,
with Sno1p serving as the glutaminase
SNz1 1 1,8575 Sobre-expresados  Protein  involved in member of a stationary phase-induced gene family;
vitamin B6 biosynthesis  coregulated with SNO7; interacts with Sno1p and
with Yhr198p, perhaps as a multiprotein complex
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10

11

12

SRL4 0,9993

tV(UAC)B 1

YGL117W 0,9990

YLR161W 0,9727

ASP3-1 1

ASP3-2 1

3,3843

4,3475

2,0062

-3,9561

-2,6303

-2,6158

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

reprimidos

reprimidos

reprimidos

Protein of unknown

function

Valine tRNA (tRNA-Val)

Putative  protein  of
unknown function

Putative  protein  of
unknown function

Cell-wall L-
asparaginase Il involved
in asparagine
catabolism

Cell-wall L-
asparaginase Il involved
in asparagine
catabolism; expression

induced during nitrogen
starvation

containing other Snz and Sno proteins

involved in regulation of dNTP production; null
mutant suppresses the lethality of lcd1 and rad53
mutations; expression is induced by Kar4p

predicted by tRNAscan-SE analysis

YLR156W, YLR159W, and YLR161W are three
identical open reading frames in S288C encoded
near the ribosomal DNA region of chromosome 12;
YLR161W has a paralog, YLR157W-D, that arose
from a segmental duplication

expression induced during nitrogen starvation; ORF
contains a short non-coding RNA that enhances
expression of full-length gene; likely arose in via
horizontal gene ftransfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASPS3;
ASP3-1 has a paralog, ASP3-3, that arose from a
segmental duplication

ORF contains a short non-coding RNA that
enhances expression of full-length gene; likely arose
in via horizontal gene transfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASP3;
ASP3-2 has a paralog, ASP3-4, that arose from a
segmental duplication

102



13

14

15

16

ASP3-3

ASP3-4

BAT1

IMD2

1

1

0,9992

0,9938

-2,5915

-2,6011

-1,5305

-1,2944

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

Cell-wall L-
asparaginase Il involved
in asparagine
catabolism; expression

induced during nitrogen
starvation

Cell-wall L-
asparaginase Il involved
in asparagine
catabolism

Mitochondrial branched-
chain amino acid
(BCAA)
aminotransferase;
preferentially involved in

BCAA biosynthesis;
homolog of murine
ECA39

Inosine monophosphate
dehydrogenase

ORF contains a short non-coding RNA that
enhances expression of full-length gene; likely arose
in via horizontal gene transfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASP3;
ASP3-3 has a paralog, ASP3-1, that arose from a
segmental duplication

expression induced during nitrogen starvation; ORF
contains a short non-coding RNA that enhances
expression of full-length gene; likely arose in via
horizontal gene ftransfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASPS3;
ASP3-4 has a paralog, ASP3-2, that arose from a
segmental duplication

highly expressed during logarithmic phase and
repressed during stationary phase; BAT71 has a
paralog, BAT2, that arose from the whole genome
duplication

catalyzes the rate-limiting step in GTP biosynthesis,
expression is induced by mycophenolic acid
resulting in resistance to the drug, expression is
repressed by nutrient limitation; IMD2 has a paralog,
YARO73W/YARO75W, that arose from a segmental
duplication
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17

18

19

20

LEU1

LEU2

URA1

YLR159W

1 -1,4982 reprimidos
1 -1,9842 reprimidos
0,9984 -1,9950 reprimidos
1 -3,9094 reprimidos

Isopropylmalate
isomerase

Beta-isopropylmalate
dehydrogenase (IMDH)

Dihydroorotate
dehydrogenase

Putative  protein  of
unknown function

catalyzes the second the leucine

biosynthesis pathway

step in

catalyzes the third step in the leucine biosynthesis
pathway; can additionally catalyze the conversion of
beta-ethylmalate into alpha-ketovalerate

catalyzes the fourth enzymatic step in the de novo
biosynthesis of pyrimidines, converting dihydroorotic
acid into orotic acid

YLR156W, YLR159W, and YLR161W are three
identical open reading frames in S288C encoded
near the ribosomal DNA region of chromosome 12;
YLR159W has a paralog, YLR156W, that arose from
a segmental duplication

3. Anexo C3. Lista de genes con expresion diferencial en un mediocon V | L

Gene Prob LogFC Regulation Protein Function
1| AAT2 0,9684 1,2464 Sobre-expresados Cytosolic aspartate localizes to peroxisomes in oleate-grown cells
aminotransferase involved
in nitrogen metabolism;
2 | BNA1 0,9994 1,3099 Sobre-expresados 3-hydroxyanthranilic acid required for the de novo biosynthesis of NAD from

dioxygenase

tryptophan via kynurenine; expression regulated by
Hst1p
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10

CAR1 1
IDH1 0,9766
SNO1 0,9987
SNZ1 1
SRL4 0,9993
tV(UAC)B 1

YGL117W 0,9990

YLR161W 0,9727

1,7199

1,1294

2,6937

1,8575

3,3843

4,3475

2,0062

-3,9561

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

Sobre-expresados

reprimidos

Arginase

Subunit of mitochondrial
NAD(+)-dependent
isocitrate dehydrogenase

Protein of unconfirmed

function

Protein involved in vitamin
B6 biosynthesis

Protein of unknown

function

Valine tRNA (tRNA-Val)

Putative protein of
unknown function

Putative protein of
unknown function

catabolizes arginine to ornithine and urea;
expression responds to both induction by arginine
and nitrogen catabolite repression; disruption
decreases production of carcinogen ethyl carbamate
during wine fermentation and also enhances freeze
tolerance

complex catalyzes the oxidation of isocitrate to
alpha-ketoglutarate in the TCA cycle

involved in pyridoxine metabolism; expression is
induced during stationary phase; forms a putative
glutamine amidotransferase complex with Snz1p,
with Sno1p serving as the glutaminase

member of a stationary phase-induced gene family;
coregulated with SNO7; interacts with Sno1p and
with Yhr198p, perhaps as a multiprotein complex
containing other Snz and Sno proteins

involved in regulation of dNTP production; null
mutant suppresses the lethality of Icd1 and rad53
mutations; expression is induced by Kar4p

predicted by tRNAscan-SE analysis

YLR156W, YLR159W, and YLR161W are three
identical open reading frames in S288C encoded
near the ribosomal DNA region of chromosome 12;
YLR161W has a paralog, YLR157W-D, that arose
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11

12

13

14

ASP3-1

ASP3-2

ASP3-3

ASP3-4

1

1

1

1

-2,6303

-2,6158

-2,5915

-2,6011

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

Cell-wall L-asparaginase |l
involved in asparagine
catabolism

Cell-wall L-asparaginase Il
involved in asparagine
catabolism; expression
induced during nitrogen
starvation

Cell-wall L-asparaginase |l
involved in asparagine
catabolism; expression
induced during nitrogen
starvation

Cell-wall L-asparaginase I
involved in asparagine
catabolism

from a segmental duplication

expression induced during nitrogen starvation; ORF
contains a short non-coding RNA that enhances
expression of full-length gene; likely arose in via
horizontal gene transfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASP3;
ASP3-1 has a paralog, ASP3-3, that arose from a
segmental duplication

ORF contains a short non-coding RNA that
enhances expression of full-length gene; likely arose
in via horizontal gene transfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASP3;
ASP3-2 has a paralog, ASP3-4, that arose from a
segmental duplication

ORF contains a short non-coding RNA that
enhances expression of full-length gene; likely arose
in via horizontal gene transfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASP3;
ASP3-3 has a paralog, ASP3-1, that arose from a
segmental duplication

expression induced during nitrogen starvation; ORF
contains a short non-coding RNA that enhances
expression of full-length gene; likely arose in via
horizontal gene transfer from the wine yeast
Wickerhamomyces anomalus or a close relative;
reference strain S288C has four copies of ASP3;
ASP3-4 has a paralog, ASP3-2, that arose from a
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15

16

17

18

19

20

BAT1 0,9992 -1,5305
IMD2 0,9938 -1,2944
LEU1 1 -1,4982
LEU2 1 -1,9842
URA1 0,9984 -1,9950
YLR159W 1 -3,9094

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

reprimidos

Mitochondrial ~ branched-
chain amino acid (BCAA)
aminotransferase;

preferentially involved in
BCAA biosynthesis;
homolog of murine ECA39

Inosine  monophosphate
dehydrogenase

Isopropylmalate
isomerase

Beta-isopropylmalate
dehydrogenase (IMDH)

Dihydroorotate
dehydrogenase

Putative protein of
unknown function

segmental duplication

highly expressed during logarithmic phase and
repressed during stationary phase; BAT7 has a
paralog, BAT2, that arose from the whole genome
duplication

catalyzes the rate-limiting step in GTP biosynthesis,
expression is induced by mycophenolic acid
resulting in resistance to the drug, expression is
repressed by nutrient limitation; IMD2 has a paralog,
YARO73W/YARO75W, that arose from a segmental
duplication

catalyzes the second step in the leucine

biosynthesis pathway

catalyzes the third step in the leucine biosynthesis
pathway; can additionally catalyze the conversion of
beta-ethylmalate into alpha-ketovalerate

catalyzes the fourth enzymatic step in the de novo
biosynthesis of pyrimidines, converting dihydroorotic
acid into orotic acid

YLR156W, YLR159W, and YLR161W are three
identical open reading frames in S288C encoded
near the ribosomal DNA region of chromosome 12;
YLR159W has a paralog, YLR156W, that arose from
a segmental duplication
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XV. APENDICES

A. Resultados de los experimentos control
1. Confirmacion de la mutante leu3A

1.1.Fenotipo de crecimiento: se graficaron las curvas de crecimiento de la
cepa WT y la mutante Leu3A y se compard su u cuando crecieron en

diferentes fuentes de nitrogeno.

Velocidad de crecimiento b Fuente de nitrégeno:
a) de S. cerevisiae ' ) Glutamina
1 1
£ E
o o
o 0.1 —_e— WT_Glutamina o 01 . WT
-5 WIT_GABA —8— leu3A
— WT.VIL
0.01+ T T T T T T " 0.01+ T T T T T T d
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h) Tiempo (h)
Fuente de nitrégeno:
c) 4cido y-aminobutirico d) Fuente de nitrégeno:
(GABA) valina. isoleucina v leucina
14 14
£ £
& 3
o 0.14 8 0.14
- W7 e WT
B leuda -8 leu3A
O & 10 1 2 25 30 0.01 T T T y y T y
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)
Tiempo (h)
e) Velocidad especifica de
crecimiento
Cepas \ Fuente de nitrogeno
Glutamina | GABA  VIL
WT 029 015  0.13
leud3A  0.13 1 0.10 0.11

Figura 13. Curvas de crecimiento de la cepa WT y la leu3A en un medio con
GLN, GABA o V I L como fuentes de nitrégeno. Eje Y representa, densidad 6ptica
medida a 600nm. Eje X, tiempo en horas. Figura, comparacion de la velocidad de
crecimiento cuando la cepa WT crecié en un medio con GLN, GABA o V | L. Figura 13b,
13c y 13d, comparaciéon de la velocidad de crecimiento entre la cepa WT y la mutante
leu3A cuando crecieron en un medio con GLN (13b), GABA (13c) o V I L (13d). Figura
13e, comparacion de las p de la cepa WT y de la mutante /eu3A, cuando crecieron en las
diferentes fuentes de nitrégeno.
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S. cerevisiae disminuy6 su velocidad de crecimiento en fuentes de
nitrogeno secundarias no represoras como GABA (0.15) y V I L (0.11)
comparada con fuentes represoras como GLN (0.29) (figura 13a y 13e).
La mutante leu3A disminuyd su velocidad de crecimiento en presencia de
GLN y GABA, en comparacion con la WT (figura 13b, 13c, y 13e). Sin
embargo, en un medio con V | L, leu3A tuvo una velocidad de crecimiento
muy parecida a la velocidad de crecimiento de la WT (figura 13d y 13e).
Esto podria indicar que la leu3A, disminuyo la velocidad de crecimiento
debido a la escasez intracelular de V | L. Por otro lado, la diferencia de la
velocidad especifica de crecimiento entre la leu3A y la WT es mas evidente
en GLN que en GABA (figuras 13e). Esto le otorga a Leu3 un papel de
regulacion mas significativo en fuentes represoras de nitrogeno.
Probablemente en GABA participen otros TF que compensan la ausencia
de Leu3 y evitan que la velocidad de crecimiento disminuya de gran

manera.

1.2.Confirmacion de genotipo por PCR: Se realiz6 un PCR usando como
templado DNA gendmico de la cepa WT y la mutante leu3A. El producto de
PCR se corri6 en un gel de agarosa al 1% y se comparo el tamano de los

fragmentos amplificados.

a) b) 1 2 3

Figura 14. Confirmacion de la mutante mutante /leu3A por PCR punto final.
Figura 14a, representa el disefio experimental para amplificar el locus del gen LEU3 en la
cepa WT y en la mutante leu3A. El oligonucleédtido sentido fue disefiado para amplificar
240 pb rio arriba del coddon de inicio, sobre la regidn 5UTR; mientras que, el
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oligonucledtido antisentido fue disefiado para amplificar 259 pb rio abajo del codén de
término, sobre la region 3’'UTR. Figura 14b, gel de agarosa; carril 1, marcador de peso
molecular (1Kb plus DNA lader, Thermo Fisher Scientific ®); carril 2, producto de PCR de
la cepa WT; carril 3, producto de PCR de la mutante leu3A.

En la WT la region codificante del gen LEU3 mide 2,621 pb. En la
leu34, el gen LEU3 fue remplazado por recombinacion homologa por el
gen de resistencia al antibiotico nourseotricina (NAT) que mide 1201 pb.
Para confirma el genotipo de la cepa mutante se sumé al tamafio de cada
gen (LEU3 y NAT), el tamafio de los fragmentos de las regiones UTR que
amplifican los oligonucleétidos. El fragmento amplificado en la WT debe
medié alrededor de 3,120 pb, mientras que el fragmento amplificado en la
leu3A midi6 alrededor de 1,700 pb, tal como se observd en el gel de

agarosa (figura 14b).

1.3.Confirmacion de expresion por Northern Blot (NB): Se realiz6 un NB
con el fin de reproducir los resultados de expresién de RNA de los genes
BAT1 y BAT2, obtenidos previamente en el laboratorio (Tesis de

Doctorado, James Enrique Gonzalez).

Figura 15. Confirmacién de expresion por NB. Perfiles de expresion de los
genes BAT1y BAT2 de la cepa WT y de la mutante Leu3A cuando crecen en GLN, GABA
o V| L como fuentes de nitrégeno. ACT1 es un gen constitutivo que se utilizé como control
de carga de la concentracion de RNAL.
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El gen BAT1 tuvo un perfil de expresion biosintético. Cuando la cepa
WT crecié en GLN, BAT1 se expreso fuertemente debido a que es una
fuente de nitrogeno primaria, en la cual la célula requiere biosintetizar
aminoacidos. BAT1 no ha sido reportado como un gen NCR-dependiente,
es decir, su expresion no deberia responder a la calidad de la fuente de
nitrogeno; Sin embargo, se expreso en presencia de GABA de manera
basal. Cuando la cepa WT crecié en presencia de V | L, la leucina ejercid
una regulacion negativa sobre las a-IPM sintasas y por lo tanto Leu3 no
activé la expresion de BAT1. En una mutante leu3A, la expresion de BAT1
disminuy6 cuando ésta crecio en GLN y GABA siendo mas evidente en
GLN. Cuando leu3A crecié en presencia de V | L, la expresion de BAT1 fue

igual a la expresion de la cepa WT crecidaen V | L.

BAT2 es un gen NCR-dependiente; no se expresé cuando la cepa
WT crece en presencia de fuentes de nitrégeno represivas tales como GLN
y se expresd cuando ésta crece en fuentes de nitrégeno no represivas
como GABA o V | L. Debido a que, BAT2 tuvo un perfil de expresién
catabdlico, cuando se crecid la cepa WT en presencia de V | L, su
expresion es muy fuerte. Al contrario de BAT1, el gen BAT2 aumentd su
expresion cuando se crecié a la mutante leu3A en presencia de GLN o
GABA; sin embargo, cuando crece en presencia de V | L, su expresion es

igual a la expresion del gen BAT2 de la cepa WT crecidaen V I L.

2.Confirmacion de la triple mutante Peno2LEU4/9leu1A y la doble mutante
leud4Aleu9A.

2.1. Fenotipo de crecimiento: Se graficaron las curvas de crecimiento de la
cepa WT, la triple y doble mutante y se compard su y cuando crecen en

diferentes fuentes de nitrégeno.
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Figura 16. Fenotipo de crecimiento. Comparacion de las velocidades de
crecimiento de la cepa WT, la doble y triple mutante cuando crecieron en un medio con
GLN (figura 16a), GABA (figura 16b) o V | L (figura 16c) como fuente de nitrégeno. La
doble y la triple mutante eran auxétrofas de leucina; por lo que, los medios con GLN y
GABA requirieron de leucina exégena para que las mutantes pudieran crecer. Eje Y,
densidad éptica medida a 600nm. Eje X, tiempo en horas. Figura 16d, comparacién de las
J de la cepa WT, la doble y triple mutante cuando crecieron en presencia de GLN, GABA
o V| L como fuente de nitrégeno.

La mutante Peno2LEU4/9leu1A tiene bajo el promotor de ENOZ2 a los
genes que sintetizan las enzimas a-IPM sintasas (LEU4 y LEU9), que
participan en el primer paso de la biosintesis de leucina. Ademas no tiene
el gen LEU1 que sintetiza la enzima isopropilmalato isomerasa que
participa en el siguiente paso de la via. Por lo tanto esta cepa producia y
acumula grandes cantidades de a-IPM. Por el contrario la leu4Aleu9A no

tiene los genes LEU4 y LEU9 y era incapaz de producir a-IPM.

La comparacion de las velocidades de crecimiento de éstas
mutantes con la cepa WT cuando crecieron en un medio que contiene GLN
(figura 16a), GABA (figura 16b) o V | L (figura 16¢c) como fuente de
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2.2,

nitrégeno, indica que la concentracion de a-IPM no tuvo ninguna
repercusion en la velocidad de crecimiento. Ahora bien, es importante
mencionar que ambas mutantes son auxotrofas de leucina y que fue
necesario agregar leucina exdégena al medio para que pudieran crecer. Es
posible que, el impacto de la concentracién intracelular de a-IPM en cada
mutante, no se haya visto reflejado en la velocidad de crecimiento, debido
a que la levadura tuvo todos los nutrientes que requirié. Esto no descarta la
posibilidad de que la concentracion intracelular de a-IPM produzca

cambios en la expresion genética de las mutantes.

Caracterizacion fenotipica en placa: para confirmar el fenotipo de
crecimiento de la cepa WT, la doble y triple mutante; se crecieron éstas
cepas en placas de agar solido con y sin los nutrientes necesarios para su
crecimiento.
a) MM + leu + ura

Las tres cepas WT,
Peno2LEU4/9leu1A y
leu4Aleu9A  crecieron en
medio minimo con uracilo y
leucina, debido a que el

medio suplementa sus

auxotrofias.
b) MM + leu

La cepa WT no crecié en
medio minimo con leucina
debido a que no tiene el gen
URA3 como marcador de
seleccion y por lo tanto
necesitaba uracilo en el

medio.
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c) MM + ura

Debido a que la triple y doble
mutante son auxétrofas de
leucina, necesitaban leucina
exdgena para crecer en

cualquier medio.

Figura 17. Caracterizacion fenotipica en placa. Crecimiento de la cepa WT,
de la triple y dobles mutantes en placas de agar solido con diferentes nutrientes. Figura
17a, medio minimo (MM) con leucina (leu) y uracilo (ura). Figura 17b, medio minimo
con leucina. Figura 17c, medio minimo con uracilo.

2.3.Confirmacion de expresioén por NB: se realizé un ensayo de NB con el
fin de reproducir los datos de expresion de RNA de los genes BAT1 y
BAT2 de la triple y la doble mutante, cuando crecen en GLN, GABAo VI L

como fuente de nitrogeno.

GLN VIL
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Figura 18 se observan los perfiles de expresion de los genes BAT1 y BAT2 de la

.
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cepa WT, la triple y doble mutante cuando crecieron en un medio con GLN o V | L como
fuentes de nitrégeno. Se utilizé al gen ACT7 como control de carga de la concentracion de
RNAL.

Como era de esperarse para BAT1, que es un gen regulado
positivamente por Leu3, su expresion incrementa en la triple mutante
Peno2LEU4/9leu1A en comparacion con la expresion de la cepa WT, tanto
en GLN como en V | L. Este hallazgo es una evidencia clara de que la
triple mutante esta acumulando a-IPM, que es el co-activador de Leu3.
Este hecho es apoyado por la disminucidén de la expresion de BAT1 de la
doble mutante leu4Aleu9A cuando crece en GLN y V | L. Por el contrario,
cuando las mutantes crecen en GLN o V | L, no se observa un cambio de
la expresion de BAT2, con relacion a la WT. Esto nos indica que, el
aumento de la expresion de BAT2 en la leu3A cuando crece en GLN (figura

3) es independiente de la concentracién intracelular de a-IPM.

B. Reporte de investigacion 2016: Trabajo de colaboracion entre la Universidad de Roma

“La Sapienza” y la Universidad Nacional Auténoma de México, apoyado por el

ministerio de relaciones exteriores de México e Italia.

Prof. Michele M. Bianchi -Coordinator en Roma-
Dr. Patrizia Filetici — Investigadora asociada-
Dept. de Biologia y Biotecnologia Charles Darwin.
Universidad de Roma “La Sapienza”

PhD. M. Alicia Gonzalez Manjarrez —Coordinadora en México-
Fulvia Stefany Argueta Zepeda —Estudiante de Maestria-
Instituto de Fisiologia Celular

Universidad Nacional Auténoma de México -UNAM-

Estancia de Investigacion del 20 de Junio al 19 de Julio de 2016
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Reporte de Resultados
Perfil de acetilacion dependiente de Gen5 en los promotores de los genes BAT1 y
BAT2 de la levadura Saccharomyces cerevisiae

Objetivo

Determinar y comparar el perfil de acetilacion dependiente de GenS de los promotores de
BATI y BAT? en la cepa silvestre (WT) de la levadura S. cerevisiae y su mutante sencilla
gcnSA cuando crecen en Valina, isoleucina y leucina (V I L) como fuente de nitrogeno.

Primera Semana (20-26 de Junio)

El 20 de Junio tomé el vuelo de México a Roma. Arribé el 21 de Junio en la noche. El
22 de Junio me reuni con el Prof. Michele M. Bianchi y sus estudiantes de posgrado en la
Universidad de Roma “SAPIENZA”. Ellos me llevaron a conocer la universidad, el
departamento y los laboratorios en donde estuve trabajando el resto del mes. De igual
manera me mostraron las diferentes areas de trabajo, materiales y equipos. El siguiente dia
el Prof. Bianchi me presentd con la Dra. Patrizia Filetici y sus estudiantes con quienes
realizaria los experimentos necesarios para desarrollar el proyecto de investigacion. Tuve
un seminario con ambos grupos de trabajo para discutir los objetivos del proyecto y
desarrollar un plan de trabajo explicito.

Segunda semana (27-4 de Julio)

Preparé medio rico YPD (1% de extracto de levadura, 2% de peptone, 2% de glucose)
para refrescar las cepas de S. cerevisiae y la mutante simple gcn54. Las células crecieron en
medio so6lido YPD durante 48 h. Tomé una colonia e inoculé medio liquido YPD, en el
cual crecieron durante 24 horas mas. Finalmente Inoculé del medio liquido otra placa de
agar solido de YPD vy seleccioné las colonias para empezar a trabajar. Durante la segunda
semana también preparé medio minimo liquido con valina (P/V, 150mg/Lt), isoleucina
(P/V, 30mg/Lt) y leucina (P/V, 100mg/LT) como fuente de nitrogeno para crecer a las
cepas WT y gcn5A para el experimento de Inmunopresipitacion de cromatina (ChIP). Esta
combinacion de fuentes de nitrogeno la llamamos V I L. También preparé los materiales y
reactivos necesarios para desarrollar la técnica de ChIP.

Tercera semana (5-11 de Julio)

La técnica de ChIP la realicé siguiendo el protocolo utilizado por la Dr. Filetici. Creci
las células de ambas cepas hasta tener una densidad optica entre 0.45 y 0.5 (OD/ml at
600nm) en medio minimo V I L. Cuando las cé¢lulas alcanzaron esta densidad se realizo el
crosslinking para fijar enlaces entre el DNA y las proteinas. La estrategia experimental
incluyé 8 muestras: 2 cepas diferentes (WT y gcn54) en 4 condiciones diferentes (INPUT,
muestras tratadas con el anticuerpo anti-H3K14, anti-UMH3 y muestras sin tratar con

ningun aticuerpo). Al final del protocolo se obtuvieron 60ul de DNA por cada muestra).
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Table 1: Nombres de las muestras obtenidas al final del ChlIP

Numero Nombre

1 WT Input 5
2 WT anti H3K14 6
3 WT UMH3 7
4 WT No antibody 8

Cuarta semana (12-19 de Julio)

Numero Nombre

genSA Input

genSA anti H3K14
genSA UMH3
gcenSA No antibody

En un trabajo previo en el laboratorio de la Dra. Alicia Gonzalez se obtuvieron los mapas
de la posicion de nucleosomas de los promotores de BAT1 y BAT2 utilizando la técnica de
nucleosome scanning assay (NuSA) con diferentes primers que amplifican regiones de
aproximadamente 100pb alrededor de ambos promotores (Imagen 1). A demas se

obtuvieron resultados previos que muestran las regiones enriquecidas de Gen5-myc en el

promotor de BAT2.

Imagen 1: seleccion de primers
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En base a experimentos se escogieron ciertos pares de primers y se probo la eficiencia de
cada uno de ellos mediante PCR punto final (Imagen 2).
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Imagen 2: eficiencia de primers
700pb
400pb

100pb

Todos los primers amplificaron bien a excepcion del B2.17 el cual tuvo menos
eficiencia. Finalmente se escogieron los primers B1.22 para amplificar el promotor de
BATI y B2.3 para amplificar el promotor de BA72. Con ambos pares de primers se
probaron las muestras obtenidas en la Inmunopresipitacion de cromatina mediante PCR
punto final.

Imagen 3: prueba de calidad de las muestras obtenidas con el protocolo de ChIP

100pb

100pb
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Las bandas obtenidas en la amplificacion de cada muestra fue buena (Imagen 3)
(también se utilizaron primer que amplifican actina como muestras control). Debido al
¢éxito de los resultados se decidid6 medir cuantitativamente cada banda de la imagen

mediante el software 5.2.1 de Biorad con el fin de obtener resultados preliminares del ChIP
(Imagen 4).

Imagen 4: resultado preliminar de la acetilacion de los promotores de BAT1 y BAT2
por Gcn5.

La imagen muestra que GenS puede ser responsable de la acetilacion del promotor
BAT?2 y que podria jugar un papel importante en la regulacion de éste gen en V I L como
fuente de nitrogeno. A diferencia del promotor de BATI, que no se ve afectado por la
ausencia del gen GCNS5.

Imagen 5: gPCR de las muestras obtenidas por ChIP en diferentes regiones de los
promotores BAT1y BAT2.
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El resultado obtenido mediante PCR punto final y qPCR se replican en las
coordenadas del promotor B1.22 y B2.3, sin embargo los resultados obtenidos para las
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nuevas coordenadas B1.7 B2.8, B2.13 y B2.17 son contrastantes con los antecedentes (ver
imagen 1)

La regién B1.7 parece estar siendo acetilada, lo que sugiere que GenS también juega
un papel en la regulacion de BATI. En el promotor de BAT2 a diferencia de la region B.3,
las regiones B.8, B.13 y B.17 parecieran estar acetiladas en la mutante gcn5A y no en la
WT lo cual contrasta con los antecedentes de ChIP en gen5-myc (imagen 1), en donde se

muestra un enriquecimiento en el pegado de Gen$ tanto en la region B.3 como en la region
B.17.

Conclusion final

Debido a que los resultados de acetilacion en la Histona 3, lisina 14 (H3K14) en
diferentes regiones de los promotores BATI y BAT2 son contrastantes con los antecedentes
se necesita realizar una réplica bioldgica para determinar si GcenS estd jugando
verdaderamente un papel importante en la regulacion de BATI y/o BAT2 en V 1 L como
fuente de nitrogeno.

Recomendaciones

1. De los antecedentes con los que se cuentan, repetir el experimento de northen blot para
confirmar los resultados de expresion de los genes BATI y BAT2, cuando la cepa WT y
la mutante gcn3SA crecen en glutamina y V I L como fuentes de nitrégeno.

2. Realizar los NUSA de los promotores de BAT1 y BAT2 cuando la mutante gcnS5A crece
en glutamina y V I L, para verificar que el posicionamiento de los nucleosomas
coincida con los resultados del ChIP.

3. Realizar los ensayos de ChIP’s de la cepa WT y la mutante gcn5A cuando crecen en
glutamina y V I L para tener una condicion control y poder comparar los resultados.
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