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RESUMEN

Debido a que se conoce muy poco acerca de la participacion del factor
transcripcional GIn3p de Saccharomyces cerevisiae sobre la regulacidbn de genes
diferentes al catabolismo del nitrdgeno, nosotros nos planteamos estudiar la expresion
de los genes TDH1, TDH2 Y TDH3 en ausencia de este factor transcripcional y cuando
se tiene a una mutante que conserva el dominio de activacion funcional (@In3AD). La
eleccion de genes se basé en un experimento de microarreglos que demostré que
guince genes dependen del dominio de activacion de GIn3p incluyendo a TDH1,TDH2
y TDH3,que codifican para enzimas que participan en la glucdlisis. El experimento de
microarreglos se realizé en un medio SN-glutamina y glucosa comparando a la WT con

la cepa gIn3D del cual se obtuvo una lista, y comparando a la cepa gIn3D con la cepa

glin3'(DA) del cuél se obtuvo otra lista independiente. Los genes comunes entre estas

dos listas son los genes que dependen del dominio de activacién de GIn3p.

En nuestro estudio corroboramos que cuando la levadura Saccharomyces
cerevisiae utiliza etanol como fuente de carbono no logra crecer en ausencia de GLNS;
sin embargo, la cepa mutante que lleva el dominio de activacion si crece en el mismo
medio. Adicionalmente, el estudio de la expresion de los genes TDH1 y TDH2 por RT-
PCR demostré que en la cepa mutante nula de GLN3 disminuye su expresién en SN-
glucosa y SN-etanol , pero se recupera en la mutante que conserva al dominio de

activacion.



ABSTRACT

Little is known about the relationship between GLN3 and other genes which are
not related with the nitrogen catabolism. Based on a microarray experiment, we
identified a group of genes that are regulated directly or inderectly by the activation
domain of GLN3 including TDH1,TDH2 and TDH3, whose protein products are
enzymes involved in glucose catabolism.

We found that when the yeast Saccharomyces cerevisiae is grown in SN-ethanaol,
the gIn3? strain can not grow, whereas the gln3  strain which contains a GIn3p that
conserves the activation domain, grows at similar rate than wild type strain.

Furthermore, the mRNA expression analysis showed that the expression level of
TDH1 and TDH2 decreased in the gln3? strain, whereas the gIn3  strain recovers with
similar level of expression that of the wild type strain, not only in a SN-glucose medium

but also in a SN-ethanol . We also observed differential expression of TDH3 in a SN-

glucose.
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INTRODUCCION

I. Bases moleculares del metabolismo nitr6genado en Saccharomyces cerevisiae

1.1 Metabolismo del nitrégeno

El nitrégeno es un nutriente esencial para todas las formas de vida. La presion de
seleccion evolutiva ha favorecido a aquellas células que son capaces de transportar y
catabolizar una amplia variedad de compuestos nitrogenados, asi como de sintetizarlos
de manera enddgena. Estas propiedades que son tipicas de organismos unicelulares
de vida libre, han sido bien estudiadas en Escherichia coli y Saccharomyces

.. 1
cerevisiae.

La levadura S. cerevisiae puede utilizar alrededor de treinta compuestos que
contienen grupos funcionales nitrogenados que incluyen aminoéacidos, urea, amonio,

bases nitrogenadas y derivados de purina (Fig. 1) 2. Estas moléculas entran a la célula

por medio de permeasas y son inmediatamente utilizadas en reacciones biosintéticas 6
bien catabolizadas para liberar al nitrogeno en forma de amonio (desaminacién), de
glutamato (transaminacién), o ambas. La glutamina es sintetizada por la condensacién
del glutamato y del amonio una reaccion catalizada por la glutamino sintetasa (GNL1).

El glutamato y la glutamina, son los principales donadores de nitrdgeno en las

. . ez 2
reacciones biosintéticas”.
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Como se ilustra en la fgura 1, el amonio, el glutamato y la glutamina pueden
estar interrelacionados por sistemas enzimaticos especificos formando el metabolismo

central del nitrégeno.
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Figura 1. Principales reacciones involucradas en la utilizacion de fuentes de nitrégeno

en la levadura S. cerevisiae (Tomado de Godard et al 2007)
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El transporte de nitrégeno, su anabolismo y su catabolismo, estan sujetos a un
control estricto de acuerdo al nitrégeno contenido en el medio. Este control actla sobre
la transcripcion de los genes, sobre la actividad en la sintesis yde proteinas sobre la

. : 3
degradacion de enzimas y permeasas’.

El control transcripcional de genes involucrados en el anabolismo del nitrégeno
puede ser de dos tipos: el que afecta a los genes en una via metabdlica especificay el
control general de la biosintesis de amino acidos (GAAC) que afecta diversas vias
biosintéticas. Este ultimo es mediado por el factor transcripcional Gcn4 que actda en
células carentes de una fuente exégena de aminoacidos. Cuando esto ocurre, la

proteina Gen2 (elF2a cinasa) reprime la traduccion del mRNA de Gena®,

Gcndp activa la expresion de un gran numero de genes involucrados en la
biosintesis de aminoacidos. Ademas, si existe alguna deficiencia en cualquier amino-
acido, Gendp se requiere para la transcripcion de diversos genes tales como HIS3,

ARG4,y ARO3 °.

Por medio de estudios gendmicos, se ha identificado un grupo completo de
genes blanco de Gcn4. En uno de estos experimentos, se identificaron con
microarreglos 539 genes cuya expresion es activada de manera dependiente de Gcn4p

, . , . . . 6
en células carentes de aminoacidos en el medio de cultivo .
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La secuencia de reconocimiento del DNA de Gcn4p es 5-TGACTC-3" y se une
a este mediante un motivo de tipo cremallera de leucina. Se ha diservado que la
presencia de una sola caja de Gcndp en los promotores de genes que codifican
enzimas de biosintesis de aminoacidos , es suficiente para su induccién.

En diversos estudios, se usa el compuesto 1,2,3-amino-triazol (3-AT), para
simular la ausencia de amino &cidos en el medio, dado que esta molécula compite por
el sustrato de una de las enzimas involucradas en la biosintesis de la histidina,

generando por lo tanto un auxotrofia fenotipica que induce la expresiéon de Gcn4p8.

Por otra parte, muchos aminoacidos pueden ser utilizados como fuentes
generales de nitr6geno; la mayoria de ellos presentes en el medio externo, son
detectados por la levadura por un complejo sensor presente en la membrana (Ssylp-

Ptr3p-Ssyp5 [SPS] ). Este complejo activa la transcripcibn de permeasas de

aminoacidos via Stplp, Stp2p y de factores transcripcionales como Uga35p/DaI81p8.

14



1.2 Represién Catabdlica Nitrogenada

Asi como el control transcripcional actia sobre los genes involucrados en el
anabolismo del nitrégeno, el control que actia en el transporte y catabolismo, puede ser
de dos tipos: un control especifico que afecta un namero limitado de genes y la
represion catabolica nitrogenada (NCR, por sus siglas en inglés), que actia sobre una
amplia variedad de éstos.

De esta manera, diversos compuestos nitrogenados tales como arginina, prolina,
serina, treonina, urea, alantoina, acido g-amino butirico (GABA) y amino&cidos
aromaticos inducen especificamente la transcripcién de los genes relacionados con su
utilizacion®. La represién catabolica nitrogenada se ejerce tipicamente sobre muchos
genes involucrados en la utilizacion de fuentes no preferenciales de nitr6geno; es decir,
cuando una buena fuente de nitrogeno {/g. amonio, glutamina, y asparagina) esta

disponible en el medio®.
La NCR actua a través de la inhibicion de dos factores transcripcionales de la

familia GATA (GIn3p y Gatlp/Nillp), los cuales se unen a las secuencias 5"-GATA- 3’ °,

15



Se ha propuesto que la via TOR actla a través de una cascada de sefializacién
gue implica una serie de fosforilaciones y desfosforilaciones que mantienen a GIn3
fosforilado y localizado en el citoplasma, de tal manera que su desfosforilacion causaria
su translocacion al nicleo. Sin embargo, también se ha se observado que GIn3 puede

. . . . o1
estar hiperfosforilado y localizado dentro del nacleo durante el ayuno de aminoacidos™ .

La inhibicion Tor-dependiente de GIn3p involucra a la proteina Ure2 que retiene

: . . 10
a GIn3p en el citoplasma, lo cual previene su entrada al nicleo ~.

BUENA FUENTE DE NITROGENO MALA FUENTE DE NITROGENO

@

GATA

CITOPLASMA NUCLEO CITOPLASMA NUCLEO

Figura 2. Regulacién de GIn3p
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Como se muestra en la figura 2, en presencia de una buena fuente de nitrégeno
GIn3p se encuentra retenido en el citoplasma por la proteina Ure2p, mientras que
cuando se utiliza una fuente pobre de nitrogeno tal como la prolina, se disocia del

complejo que forma con Ure2p y se transloca al ndcleo y activar a sus genes blanco.

1.3 Estructuray funcion del factor transcripcional GIn3

GLN3 codifica al factor transcripcional que regula positivamente a los genes
sujetos a la NCR por medio de un motivo del tipo dedo de cinc se une a la secuencia 5°-
GATAAG-3° UASNTR  que se encuentra en los promotores de diversos genes

. e " 12
involucrados en la utilizacion de malas fuentes de nitrogeno™".

La translocacion de GIn3p del citoplasma al nacleo, y viceversa, depende de las
proteinas Srplp y Crmlp, respectivamente. La via de la GTPasa Ran y un citoesqueleto
de actina intacto, también son importantes para una translocacion nuclear éptima de

GIn3p®,
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Se han identificado los siguientes dominios funcionales en GIn3p (Fig. 2); un
motivo dedo de cinc (Cys2/Cys;) con el cual se une a la caja GATA, un motivo a-hélice
gue media la activacion transcripcional, una region C-terminal que se asocia con
Torlp, el dominio de exportacion nuclear (NES), el de localizacion nuclear (NLS), el

dominio de union a la proteina Ure2p y el dominio en el cual la proteina es fosforilada

(K/R).

Gin3p T T ..

1 102 126-140 150 306- 336- 351- 388- 600 667
330 345 361 394
URE BD GATA NES K/R NLS TOR BD

Figura 3. Dominios del Factor Transcripcional GIn3p. AD, dominio de activacion;BD,

dominio de unién; NES, sefial de exportacion nuclear; NLS sefial de localizacion
nuclear; Torlp, dominio de unién a la proteina Torlp; K/R ,sitio de fosforilacion; Ure2p,
dominio de union a la proteina Ure2p.
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Algunos genes caracteristicos que son activados por GIn3p, son DAL5

(permeasa de alantoato), PUT4 (permeasa de prolina), GAP1 (permeasa general de

amino acidos), GDH1 (glutamato deshidrogenasa NADPH) y GLT1 (glutamato sintasa).

Se ha descrito que algunos genes en la ausencia de GIn3 resultan en un mRNA mas

largo porque el sitio de union GATAAG pueden servir como un sitio de iniciacion

TATAM,

Las interacciones reportadas de GIn3p con otras proteinas son las siguientes:

Tabla 1. Interacciones fisicas de la proteina GIn3p con otras proteinas

ProteinaBlanco Tipo de interaccion Hit Referencia
Ure2p Complejo reconstituido GIn3p 24
25
Sistema de dos
GIn3p hibridos Crmlp
25
Sistema de dos
GIn3p hibridos Torlp
26
Sistema de dos
Snflp hibridos GIn3p

* Fuente: www.yeastgenome.org
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Il.- Bases moleculares del metabolismo del carbono en Saccharomyces

cerevisiae.

2.1 Fases de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

Las fases de crecimiento descritas en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
cuando crece en un medio de cultivo como la glucosa, son una fase lag en la cual las
células se adaptan al medio y se preparan para dividirse, una fase logaritmica en la cual
células se duplican y generan etanol a partir de la fuente de carbono (metabolismo
fermentativo) y un cambio llamado “diauxico” que es un periodo en el que las células
cambian de un metabolismo fementativo a uno respiratorio. Luego atraviesan por un
cambio “postdiauxico” ; un periodo de tiempo para el cual las células comienzan a
utilizar el etanol generado, en tanto que en la fase estacionaria los nutrientes del medio

se han agotado y las células no pueden dividirse.'®

2.2 Metabolismo de la glucosa

La glucosa es la principal fuente de carbono y energia para la mayoria de las
células. Ademas de ser nutriente, regula varios aspectos del crecimiento, metabolismo y
desarrollo celular. Para la levadura Saccharomyces cerevisiae, la glucosa es la fuente
de carbono y de energia preferida. De ahi que la levadura haya desarrollado
mecanismos que rapidamente sefializan la presencia de glucosa y que ke aseguran un

o .16
uso 6ptimo y exclusivo™".

20



En S. cerevisiae la presencia de glucosa modula distintos procesos celulares,
como la biogénesis de las enzimas mitocondriales, pasando asi de un metabolismo

. . . . 17
oxidativo a un metabolismo fermentativo™ .

La regulacion del metabolismo, supone controlar a distintos niveles las rutas
implicadas: a corto plazo se modifica la actividad de distintas proteinas, como es el caso
de la inactivacion por catabolitos de los transportadores de galactosa y maltosa;
mientras que a largo plazo se producen cambios en la actividad transcripcional.

En la levadura, la glucosa regula la expresion génica mediante dos vias
diferentes: la ruta de induccion y la ruta de la represion. Mediante la ruta de la
represion, se inactiva la expresién génica de un gran numero de genes tales como los
responsables de la utilizacion de fuentes de carbono diferentes a la glucosa, como los
de la gluconeogénesis y la respiracion. En esta ruta, estan involucrados los factores

transcripcionales Miglp, Cat8p y Sip4p, asi como también el complejo cinasa Snfl p17.

Por el contrario mediante la ruta de induccién se activan los genes responsables
de la utilizacién de la glucosa como genes que codifican para enzimas glucoliticas y

transportadores de hexosas HXT, y los sensores de glucosa Rgt2p y Snf3p. 7,
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2.3 Glucolisis

La glucdlisis es la secuencia de reacciones que convierte a la glucosa en
piruvato con la produccién concomitante de cantidades relativamente escasas de ATP.
En los organismos aerobios, la glucdlisis sirve de preambulo al ciclo del &cido citrico o
ciclo de Krebs y a la cadena de transporte electronico, las cuales recolectan la mayor
parte de la energia de la glucosa.

Bajo condiciones aerdbicas el piruvato entra a la mitocondria donde es
completamente oxidado hasta CO2 y H20 .

Si el suministro de oxigeno es insuficiente, el piruvato se convierte en lactato;
pero en las levaduras, en condiciones anaerdbicas se transforma en etanol

(fermentacién)lG.

Los intermediarios en la glucdlisis tienen seis o tres carbonos. La reaccién neta

de la tranformacion de glucosa en piruvato es:
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Glucosa + 2Pi + 2 ADP + 2NAD* ® 2 Piruvato + 2ATP + 2 NADH + 2H"

Prompra {nse
H O
4
G
w00
-
H-C-0H
-G~k
CHyOH

[ Gkscosa

¥ ¥ e
H @D
¥
H-C-00
Ohuiia HO-C-H
4P H-C-0
H-C-0H
a0 P

Li
CH,OH
Cad}

HO-C-H

- Ck

L
CH,O-P

ATF L. —
®L@®
Lge i T 2 S T T CH.O= P

Ca
HO-C-H
H-C- 084
H=C=0H
CHD= P

Fruciosa
&F

Fruckosa
1.6 g

s kT
g
i e H=G-0H
CHO-F 40P

Drnadres-2cesona-toslag

Segunda fase
H D
Li
o
2 H-C-0H
CHO-F Glgeraniere
ety
ap
HU 1
2 A
-
vy
00p (Al
2 H-C~0
D= o 1 ik
@ g0 Ao J-hiosks
L .@ glddion
" ATF
o on A
2 HC-DH
CH.O-p  Acdo Jostoghobngg
¥
._.- OH
C
W= =P
CHLOM Ao 2-oafoghcino
= 0
¥
@ CH
H
c-o-P
= Foriton W
LADE Jipeyy

Ghearakaphics-F-ioslans

p TDH1

TDH2
TDH3

Figura 4. Esquema de la via glucolitica (Tomado de www.javeriana.edu.co)
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2.4 Los genes TDH1, TDH2,y TDH3

Las enzimas (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasas son de las mas

abundantes en las levaduras; constituyen aproximadamente el 5% de las proteinas

. o 18
solubles en las células cuando crecen en una fuente de carbono glucolitica™".

Estas enzimas, catalizan la conversion de gliceraldehido 3- fosfato a acido
1,3 difosfoglicérico en la segunda fase de la glucdlisis y se llaman gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasas.

Existen tres genes estructurales que codifican para estas enzimas en la célula
haploide estos genes son : TDH1, TDH2 y TDH3 de la levadura, cada uno de los

. : , 22
cudles se expresa en diferentes niveles™.

En algunas cepas la sintesis de la gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa es
inducida en presencia de glucosa, mientras que en otras cepas, la sintesis parece ser

constitutiva’®.  Se han aislado multiples formas activas de la gliceraldehido 3- fosfato

deshidrogenasa, lo cudl sugiere la presencia de isoenzimas. También se ha reportado
gue hay una forma principal de estas isoenzimas basandose en un analisis de la
secuencia proteica; esta forma principal resulté ser el polipétido de TDH3. TDH3,
también llamado GAPDH, GAP y GLD realiza aproximadamente el 65% de la actividad

. ... 18
enzimatica™ .
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Se ha reportado que el nivel de expresion de TDH3 no cambia significativamente
por un intercambio de una fuente de carbono no fermentable (v.gr glicerol, lactato) a
una fuente de carbono fermentable (v.gr glucosa) . Esto indica que el gen de TDH3 se

- . . 19.
expresa constitutivamente en las células de la levadura en estas condiciones™ .

Se ha sugerido que el promotor de TDH3 esta regulado por multiples secuencias

] . . . : 18
rio arriba (UAS), la mayoria de ellas no caracterizadas a nivel molecular .

En términos de proteinas trans- activadoras, se han propuesto dos para el
promotor de TDH3: EI factor involucrado en la glucdlisis Gerlp) y un factor de
regulacion general (Grflp). Las mutantes nulas de GCR1 mostraron un decremento en
el nivel de expresidbn de hasta 50 veces menos para la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa. Estos estudios sugieren que Gcrlp, es 6 afecta la actividad de una

proteina que interactla con el promotor de TDH3 20
Por otra parte, Grflp es una proteina que se une a las UASs de los genes que
codifican para las enzimas glucoliticas ENO1, ENO2 y TDH3 L Se ha identificado

también que la expresion constitutiva de TDH3 se sustenta por dos elementos en el
promotor, uno de ellos dependiente de una fuente fermentable de carbono y otro

dependiente de una fuente no fermentable de carbono 18,
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Se ha observado, que el gen TDH1 se expresa durante la fase estacionaria y por
lo tanto, se ha sugerido que podria estar involucrado en un proceso distinto a la

- - 23 . . .2 g
glucdlisis “~. No se tiene informacion sobre la regulacion de TDH2.
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lll.- ANTECEDENTES

La participacién de GIn3p en la activacion de los genes que codifican para
enzimas y proteinas de transporte de fuentes deficientes de nitrégeno en
Sacccharomyces cerevisiae, es quizd la funcibn mas estudiada de este factor
transcripcional. No obstante, experimentos realizados por Gonzalez, A. et.al (Datos no
publicados) han demostrado que GIn3p directa 6 indirectamente participa también en la
activacion transcripcional de genes diferentes al catabolismo del nitrégeno. En un
experimento de microarreglos (Fig.1) realizado por Riego,L. y GonzalezA. (Datos no
publicados) en el que se analizé la expresion génica en las cepas silvestre, la mutante
nula de GLN3 y una mutante del gen GLN3 en la cual se deletdé la region
correspondiente a la caja GATA, y que por lo tanto Unicamente dej6 a la proteina con el
dominio de activacion funcional, se obtuvieron una lista de genes cuya expresion

depende del dominio de activacion de GIn3p (Fig. 2).

Genes que dependen de

GIn3p
A
r )
WT gln3D gln3  (AD)

Genes que dependen del
dominio de activacién GIn3p

Figura 5. Disefio del experimento de microarreglos
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ENZIMAS

PROTEINAS

RIBOSOMALES

PROTEINAS

FUNCION

DESCONOCIDA

PROTEINA

DE

IMEMBRANA

UBIQUITINA

HISTONA

ARF2

RRP46

PHA2

TDH1

TDH2

TDH3

RPS14b

RPS31

RPL20a

RPL33

YDL121c

YMR173w-a

ZEO1

UBI4

HHF1

Figura 6. Genes que dependen del dominio de activacion

De esta lista se desprende un gen que es activado directamente por GCN4

(PHA2), proteinas de membrana (ZEO1), y los genes TDH1, TDH2 y TDH3, que

participan en

la glucdlisis,

gluconeogénesis.

Fenotipicamente tambien se ha

demostrado que la ausencia de GLN3 afecta dramaticamente el crecimiento de la

levadura en un medio que contiene etanol como fuente de carbono. Sin embargo, la

cepa mutante que conserva el dominio de activacién de GIn3p logra crecer en el mismo

medio a una velocidad similar que la silvestre.
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Esto apunta a la participacién del dominio de activacion de la proteina GIn3p en

la regulacién de los genes TDH1,TDH2,y TDH3.
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IV.- OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Contribuir al entendimiento de las redes regulatorias en las que participa el factor

transcripcional GIn3p.

4.2 Objetivo Especifico

Determinar como se ve afectada la expresion de los genes TDH1,TDH2 y TDHS,

por la ausencia del factor transcripcional GIn3p o bien cuando este factor Unicamente

conserva su dominio de activacion.
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V.- Material y Métodos

5.1 Cepas utilizadas en este estudio

Nombre Genotipo Referencia
Parental CLA Mata ura3-1 leu2-3 Avendario et.al.(1997)
gin3D CLA Mata gIn3D:: kanMX Valenzuela et.al. (2001)
ura3-1 leu2-3
gin3’ CLA Mata gin3:: URAZ Valenzuela et. al. (1998)

leu2-3
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5.2 Medios de cultivo utilizados para las curvas de crecimiento y extraccion

de RNA de las cepas parental y mutantes.

SN/glutamina/uracilo/leucina

Componente Concentracion

Glucosa 2%

Glutamina mM

Vitaminas Stock Vitaminas 1000x del cual
se utilizan 1mL/L
Biotina .0002 %
Pantotenato de calcio .04 %
Acido folico .0002 %
Niacina .04 %
Acido p-aminobenzoico .02 %
Piridoxina-HCI .04 %
Riboflavina .02 %
Tiamina-HCI .04 %
Inositol .02 %
Lentejas de NaOH
Agua bidestilada

Trazas Stock Trazas 1000x
del cual se utilizan 1 mL/L
Acido borico .05¢g .05 %
Sulfato cuprico .004 g .004 %
Yoduro de potasio .Olg .01 %
Cloruro férrico .02¢ .02 %
Sulfato manganoso .04 g .04 %
Molibdato de sodio .02¢ .02 %
Sulfato de Zinc .04 ¢ .04 %

Aforar a 100

Agua bidestilada ml

Sales Stock Sales 50x del cual se
utilizan 20mL/L
Fosfato monopotéasico 5049 5%
Sulfato de Magnesio . 7 H,O 59 5%
NacCl 1lg 1%
CaCIz .2 Hzo 1 g 1%
CHCI; (agregar al final) 5ml
Agua bidestilada Aforara 1 It

Uracilo 0.002%

Leucina 0.01%
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SN/glutamina/uracilo/leucina/etanol

Componente Concentracion

Etanol 2%

Glutamina mM

Vitaminas Stock Vitaminas 1000x del cual
se utilizan 1mL/L
Biotina .0002 %
Pantotenato de calcio .04 %
Acido folico .0002 %
Niacina .04 %
Acido p-aminobenzoico .02 %
Piridoxina-HCI .04 %
Riboflavina .02 %
Tiamina-HCI .04 %
Inositol .02 %
Lentejas de NaOH
Agua bidestilada

Trazas Stock Trazas 1000x del cual se
utilizan 1mL/L
Acido bérico .05¢ .05 %
Sulfato cuprico .004 g .004 %
Yoduro de potasio .0lg .01 %
Cloruro férrico .02g¢ .02 %
Sulfato manganoso .04 g .04 %
Molibdato de sodio .02¢ .02 %
Sulfato de Zinc .04 ¢ .04 %

Aforar a 100

Agua bidestilada ml

Sales Stock Sales 50x del cudl se
utilizan 20mL/L
Fosfato monopotasico 50¢9 5%
Sulfato de Magnesio . 7 H,O 59 5%
NacCl 1lg 1%
CaCl, . 2 H,0 1g A%
CHCI; (agregar al final) 5 mi
Agua bidestilada Aforara 1 It

Uracilo 0.002%

Leucina 0.01%
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Nota: También se utilizé el medio YNB (0.6 gr por cada litro) ,el cual contiene Vitaminas,
Trazas y Sales. A este medio se le adicioné la fuente de carbono correspondiente al 2%
y la glutamina como fuente de nitrdgeno a una concentracion de 7 m M.

Todos los medios se esterilizaron por autoclave durante 20 minutos a una

presion de 20 Ib/ir®

5.3 Curvas de crecimiento

Para verificar el fenotipo de la cepa silvestre, la cepa mutante nula de GLN3 y la
cepa mutante que conserva el dominio de activacién funcional en las fuentes de
carbono en estudio, se realizaron dos curvas de crecimiento Las células crecieron en un
medio SN que contiene glucosa-glutamina, y por otro lado se cultivaron en un medio
SN etanolglutamina. Para ello se crecié un preindculo de las células por 16 horas en
tubos con 5 ml de medio minimo con glucosa a 28°C y a una agitacion de 200 r.p.m.

Después de las 16 horas se inocul6 a una densidad optica igual 0.05 en
matraces con 50ml de medio minimo (Asp). Después de inocular, las células se
crecieron en las mismas condiciones de temperatura y agitacion que en el pre-cultivo, y
se tom6 una muestra cada dos horas, considerandose el tiempo cero (Tp ) a la
densidad Optica inicial de 0.05.

Los tiempos de duplicacion se establecieron con la ecuacion de la recta y=mx + b
en donde y= logaritmo decimal de la absorbancia, m= a la pendiente, x= tiempo y b= la

ordenada del origen.



5.4 Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Se disefaron tres pares de oligonucledtidos para amplificar a los genes TDH1,
TDH2 y TDHS3. Los oligonucleédtidos sentido estan disefiados en las regiones 5" no
traducidas de los genes tomando como base 200pb rio arriba del sitio ATG de inicio de
la traduccidon de cada uno de los genes , mientras que los oligonucleétidos anti-sentido
en las regiones codificantes. Debido a que los genes TDH1, TDH2 y TDH3 son genes
paralbgos muy conservados, para disefiar los oligonucleétidos antisentido se realizd un
alineamiento con el software Bioedit, con el fin de identificar las regiones menos

conservadas y diferenciales.
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Figura 7. Alineamiento para establecer el disefio de los oligonucledtidos antisentido

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en este estudio

Nombre del oligonucledtido

Secuencia (5- 3")

TDH1 Forward

TGACCAAAACTGGAGTCTCGAA

TDH1 Reverse

TTCTGCTCCAATGTTTGTTG

TDH2 Forward

GTACCCAGTGATCGCAGACCTGCAA

TDH2 Reverse

GGGCTTCTCTAAACATTGAC

TDH3 Forward

GGTTGAAACCAGTTCCCTGAA

TDH3 Reverse

GTCCACTCTTTGACTGCTAC
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5.5 Amplificacion y Analisis de Restriccion

Para verificar que la amplificacion de los genes TDH1, TDH2 y TDH3 es
espécifica, se amplificd la secuencia delimitada por estos oligonucleétidos sobre DNA
geondmico y se realizd un analisis de restriccion para cada uno de los genes. De este
analisis se seleccionaron a las enzimas Clal y Xbal.

El andlisis de restriccion se realizd basandonos en la suposicion de que cada par
de oligos podria amplificar a los tres genes, para ello, los pares de oligonucleotidos se
superpusieron en cada una de las secuencias de los tres genes. En la siguiente tabla,

se muestran los tamafios de los fragmentos esperados.

Secuencia utilizada Oligos de TDH1 Oligos de TDH2
TDH1 Clal 448 Y 121 Xbal 326y 243
TDH2 Clal 451Y3 Xbal246Y 208
TDH3 Clal 457y 275 Xbal 480 Y 252
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5.6 Extraccién de RNAy Reaccién con DNAasa

Se realizd una extraccion de RNA total con TRIPURE Invitrogen de la cepa
silvestre, de la cepa mutante nula y la mutante que conserva el dominio de activacion.
La extraccion se llevo a cabo en dos medios distintos: SN glutamina-glucosa y SN
glutamina-etanol . Para ello se crecid un preinoculo de las células por 16 horas en tubos
con 5 ml de medio minimo a 28°C y a una agitacion de 200 r.p.m. Posteriormente se
inoculdb cada cepa en un matraz con 50ml de medio minimo con glucosa a una
densidad Optica de 0.05. Para la extraccibn en el medio que contiene glucosa y
glutamina, las células se dejaron crecer hasta una densidad optica de 0.6, y en este
punto se realizé la extraccion. Para aislar el RNA de las cepas, se utilizé 1ml de Tripure
el cual contiene fenol y tiocianato de guanidina, 200 uL de cloroformo, 500 pL de
isopropanol y etanol al 75%. Las centrifugaciones se realizaron a 13,000 g, 12,000 g, y
7000 g.

Para el caso de la extraccion de las células en el medio SN etanol-glutamina, las
células fueron inoculadas en un medio SN glucosa-glutamina en matraces de 50ml , y

se dejaron crecer hasta una densidad Optica igual a 0.6.
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Después, se lavaron las células dos veces con agua destilada estéril, y se
pasaron al medio SN etanol-glutamina. Las células se dejaron crecer en este medio por
seis horas, para establecer un “shock de etanol”. Esto ultimo para permitirle a la cepa
mutante nula de GLN3 crecer, dado que en el medio que contiene etanol, no se
observa crecimiento.

Después de la extraccion del RNA se realizé un gel desnaturalizante con el fin de
verificar la calidad del RNA, y se cuantifico a una longitud de onda multiple Azgo/280. Se
tomo la lectura de Azgp para establecer la concentracion de RNA con la ecuacion:

Concentracion de RNA= (Lectura a 260nm)(Coeficiente de extincion)(Factor de
dilucion) En donde el coeficiente de extincion es= 40 y el factor de dilucion utilizado fue
de 200.

Con la finalidad de eliminar al DNA que pudo haberse extraido junto al RNA, se
llevo a cabo una reaccion con DNA asa de acuerdo al protocolo descrito por invitrogen.
Utilizandose un volumen equivalente a 1ug de RNA para esta reaccion, 1uL de enzima
DNAsa de una concentracion 1U/ uL, 2 puL de Buffer de la enzima y agua DEPC para

completar un volumen total de reaccion de 10 pL
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5.7 RT-PCR

La sintesis de cDNA se realizod utilizando el volumen correspondiente 400ng de
RNA y como oligonucleétido de partida para esta sintesis se us6 1uL de un stock a una
concentracion 50um del oligonucledtido antisentido de cada uno de los genes.

Los ciclos utilizados se describen en la siguiente tabla:

Transcripcién Reversa Desnaturalizacion Enfriamento
15 minutos 45 minutos 5 minutos
55°C 99°C 5°C

Oligonucledtido antisentido

Posteriormente se realiz6 una PCR convencional para amplificar a los genes
utilizando al cDNA como molde, variando el nimero de ciclos para evitar la saturacion
de la reaccion. (30, 25 , 23 y 20 ciclos). En el programa de PCR se usaron 40
segundos y 59°C de tiempo y temperatura de alineamiento respectivamente. Se utilizé
1ul de los oligonucleétidos correspondientes a cada gen de un stock a 50uM, 0.5 ul de
DNTP’s que proviene de un stock de una concentracion igual a 10mM , 0.25 pl de Taq
polimersa (invitrogen y AB 1U/ pL) , 5 pl del buffer de la enzima, 3 pl de MgCl, de un

stock 25 mM y agua estéril para completar un volumen total de 50 uM.
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VI. RESULTADOS

6.1 EI analisis con enzimas de restriccion confirma que los genes se

amplifican de manera diferencial.

Para confirmar que los genes paralogos TDH1, TDH2 y TDH3 se amplifican
diferencialmente, realizamos un analisis con enzimas de restriccion que nos confirmé

gue los genes se amplificaron de forma diferencial de acuerdo a los fragmentos
esperados (Fig. 5 panel A).

A B

TDH1 TDH3

M TDH1 TDH2 TDH3

M ND Clal ND Xbal

732
569
454

480

252

Figura 8. Analisis de Restriccion de los genes TDH1 y TDH3, Panel A:

amplificacion de los genes TDH1,TDH2 y TDH3; M, marcador de peso molecular. Panel
B: analisis de restriccion de los genes TDH1 Y TDH3; ND,no digerido.
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El gen de TDH2 no se digiri6 con Xbal debido a que el tamafio de los
fragmentos no nos permite diferenciar si hay contaminacion con otro producto, y el

corte con Clal genera un fragmento muy pequefio no detectable de 3pb.

6.2 El fenotipo de crecimiento de las cepas WT, gin3Dy gIn3 en un medio

SN etanol, muestra que GLN3 actla sobre la expresion de genes relacionados con

uso de etanol como fuente de carbono.

Un experimento que nos permite establecer el efecto fenotipico que tiene un gen
mutado en una cepa, es observar la diferencia en las velocidades de crecimiento en

comparacion con la cepa parental. La curva de crecimiento de las cepas WT, gin3Dy

gIn3 muestra que GLN3 esta involucrado en el crecimiento de las cepas principalmente

en el medio SN-etanol yen menor medida en el uso de glucosa como se muestra en

las gréaficas y en los tiempos de duplicaciéon calculados.
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Figura 9. Curva de crecimiento de las cepas WT, gIn3D y gIn3  en un medio SN
glucosa y glutamina; WT cepa silvestre; N mutante gin3D, T mutante gln3

Los tiempos de duplicacién calculados de las cepas WT, gIn3Dy gIn3 en este

medio fueron de 2, 3.6 y 2.6 horas, respectivamente. Por lo tanto, para tener un
crecimiento similar al de la cepa silvestre, se requiere a GLN3. No obstante, si se tiene
al dominio de activacion de GLN3 obtenemos una velocidad de crecimiento similar al
de la cepa parental puesto que los tiempos de duplicacion son 2 para lawt y 2.6 para la
cepa con el dominio de activacion respectivamente. Las diferencias en la velocidad de
crecimiento en glucosa, no son tan evidentes como se observa en la curva de

crecimiento cuando se usa etanol como fuente de carbono:
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Figura 10. Curva de crecimiento de las cepas WT, Dgin3y gIn3 en un medio SN
etanol y glutamina. WT cepa silvestre; N mutante gin3D, T mutante gin3’

Durante el crecimiento de las células en un medio con etanol, se observa que en
la cepa nula de GLN3, practicamente no se observa crecimiento, mientras que la cepa
gue contiene al dominio de activacion de GLN3, si logra crecer.

De aqui se infiere que se requiere a GLN3 6 més especificamente, al dominio de

activacion de GLN3, directa 0 indirectamente, para la expresién de genes relativos al

uso de etanol.



6.3 La expresion de los genes TDH1, TDH2 y TDH3 varia en dos condiciones:

si usa unafuente de carbono fermentable (glucosa)y unafuente no fermentable

(etanol) y varia entre las cepas Dgln3y gIn3 .

En la fgura 11, se muestran los resultados de el estudio de la expresion de los

genes TDH1,TDH2 y TDH3 vy los genes control DAL5 y GLN3 por RT-PCR. DALS5, es un

gen tipicamente activado por GLN3 y que codifica para una permeasa de alantoato.

En el panel izquierdo, evaluamos la expresiéon de los genes anteriores en un medio

SN-glucosa, y en el panel derecho, en un medio SN-etanol

WT gln3D  gIn3

TDH1

104 06
TDH3
1 06 08
1 02 04
GLN3| e -
1 0 08

Glucosa

WT gln3D g¢In3

TDH1

TDH2

TDH3

GLN3

ACT1

Etanol

Figura 11. Panel Izquierdo: RT-PCR de los genes TDH1,TDH2, TDH3, DAL5 y GLN3 en un medio

de cultivo SN-glucosa; Panel Derecho: RT-PCR SN-etanol. El gen ACT1 se utilizé como referencia.



En el medio SN-glucosa, la expresion del gen TDH1y TDH2 en la cepa gIin3D se

reduce a menos de la mitad con respecto a la cepa slvestre, mientras que la expresion

del gen TDH3 en la cepa gIn3D disminuye su nivel de expresion en un 33% . No obstante,
en la cepa gIn3 observamos que el nivel de expresion se recupera pero no a niveles

similares al de la cepa silvestre para TDH1 y TDH2 . Pero para TDH3, se incrementa casi
al mismo nivel de expresion que el que exhibe la cepa silvestre.

En el gen control DAL5 esperdbamos que la expresion en la cepa mutante nula de
GLN3 tuviera un nivel de expresion basal como se observa en la linea cuatro del panel
izquierdo (Fig 11); pero en la cepa con el dominio de activacion de GIn3p se tiene un nivel
de expresion mayor, lo cual nos esta indicando que posiblemente el dominio de activacion
per se podria regular la expresion de DALS5 pero se observé que Gatlp afecta la expresion
de DALS en ausencia de GLN3 en un estudio realizado por Dubois et.al.(2008). Esto
justifica que la expresion de DAL5 sea semejante a la cepa parental en la mutante que
conserva al dominio de activacion.

Para el medio SN-etanol observamos que el nivel de expresion de TDH1 y TDH2 se

reduce a menos de la mitad con respecto a la cepa silvestre en la mutante nula de GLN3.
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Dicho nivel de expresién se recupera cuando observamos a la mutante gln3™ para

ambos genes a niveles mayores que la wt. La expresiéon del gen TDH3 en SN-etanol no
varia para ninguna de las cepas en estudio.

De lo anterior podemos concluir que el dominio de activacion participa en la
expresion del gen de TDH1y TDH2, y mas aun en la expresiéon de TDH3 cuando utiliza
glucosa como fuente de carbono, y sobre la expresion de TDH1y TDH2 cuando utiliza
etanol. Pero no afecta la expresion de TDH3, cuando utiliza etanol como fuente de

carbono.
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VIl . DISCUSION

En trabajos anteriores, se ha observado la relacion del dominio de activacién de
la proteina GIn3p con la expresién de genes diferentes al catabolismo del nitrdgeno. Un
ejemplo de ello, es el estudio de la expresion del gen HIS3 el cual codifica para una
enzima que participa en b biosintesis de histidina y que es activado por Gecn4p, un
factor trancripcional que esencialmente activa a los genes involucrados en la
biosinteisis de amioacidos. En un analisis por Northern Blot, se observé que la
expresion de HIS3 disminuye dos veces en ausencia de GIn3p con respecto a la cepa
silvestre, pero dicho nivel de expresidon se recupera a niveles similares al de la cepa

parental cuando se tiene Unicamente al dominio de activacion como se observa en la

figura 12. WT ure2D gln3D gln3- (AD)

4 15 6 1 2 1.3 4

AT r -

+ - + -
HIS3 .“. ~'.-
ACTl--.-...-_

igura 12. Andlisis de expresion por Northern Blot del gen HIS3 en las cepas
WT, ure2D, gIn3D, y gIn3™. 3AT (1,2,3 amino-triazol). Gonzalez, A. (Datos no

publicados).



Cabe sefalar que el estudio se hizo en un ausencia y presencia del compuesto
3-AT (1,2,3- amino-triazol), quien simula la ausencia de aminoacidos en el medio y que
por lo tanto, genera una auxotrofia fenotipica. Esto permite la induccion GCN4.

Por lo tanto, este resultado presenta al dominio de activacion de GIn3p como un
posible regulador per se; es decir que no requiere de unirse al DNA para inducir la
expresion de genes diferentes a aquellos que estan involucrados en la degradacion de
malas fuentes de nitrégeno.

Otro trabajo que confirma el papel del dominio de activacién de GIn3p como un
regulador, es el estudio de la actividad del promotor de UGAS, que es un gen regulado

por GIn3p, fusionado al gen reportero LacZ en las cepas WT, gcn4?, gin3? y gIn3".
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Figura 13. Actividad del promotor del gen URA3 (Ishida, C. et al 2006)
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En este estudio, se plantea que la activacion de la transcripcion de los genes
UGA3 y GLT1 depende de la accion combinada de los factores transcripcionales
Gcendp y GIn3p, pero como se observa en la grafica namero 13, el nivel de expresion de
la cepa mutante que contiene al dominio de activacion funcional incrementa con
respecto a las cepas mutantes nula de GLN3 y GCN4.

Nuestros resultados sugieren que GIn3p regula a los genes TDH1, TDH2 y TDH3
en un medio SN-glucosa, y a los genes TDH1 y TDH2 en un medio SN- etanol.

Hasta ahora, lo que se conoce de la regulacion transcripcional de los genes
TDH1, TDH2 y TDH3 es que en su activacion esté involucrado el factor transcripcional
GCR1; Holland, M. y Yokoi, T. (1987) observaron que la expresion de estos genes
disminuye mas de 20 veces en la cepa mutante gcrlD . También se conoce que la
expresion de TDH3 no varia cuando la levadura crece en un medio con una fuente no
fermentable (v.gr. glicerol, lactato) 6 una fuente fermentable como la glucosa, y que el
promotor de este gen también conocido como GAPDH tiene tres elementos en cis : una
secuencias UAS1 dependiente de una fuente fermentable, una secuencia represora
dependiente de una fuente fermentable (URS) y una secuencia dependiente de una

fuente no fermentable. (UAS2). El UAS1l,y el UAS2 son los responsables de la

expresion constitutiva de TDH3™ .
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Sin embargo no se conoce la relacion entre el factor transcripcional GIn3p con
genes de utilizacién de la glucosa de etanol.

De acuerdo al fenotipo obtenido en la curva de crecimiento en el medio SN-
etanol, observamos que la mutante nula del GLN3 no se duplica, por lo que muy
posiblemente GLN3 no solo este afectando la expresion de genes tales como HISS3,
UGA3 6 TDH1, TDH2 y en menor medida de TDHS3, relacionados con la fosforilacion
oxidativa dado que el etanol es una fuente no fermentable y en este medio observamos

que TDH3 no varia su expresion. Por lo tanto, TDH3 realiza su funcion en este medio.

El hecho de que en un medio SN-glucosa, las cepas gin3Dy gin3 se dupliquen, es

debido a que la levadura puede utilizar rutas alternas para el uso de la glucosa como la
via de las pentosas. Muy probablemente el papel de GIn3p a través de su dominio de
activacion, sea como un co-activador o una proteina mediadora de diferentes genes
gue participan en las redes regulatorias que implican a los fuentes de carbono y
nitrégeno. Es bastante conocido que dichas redes se conectan a través de vias de
sefializacion como la via de TOR.

No obstante, es importante realizar otros experimentos que demuestren la

interaccién proteina-proteina entre GIn3p y otros factores transcripcionales.

51



VIl .-CONCLUSIONES

El factor transcripcional, GIn3p afecta, directa ¢ indirectamente la expresion de
los genes TDH1, TDH2 y TDH3 en un medio SN-glucosa. y el de TDH1 y TDH2 en un
medio SN-etanol.

También afecta el crecimiento de la cepa mutante nula, por lo que puede estar

involucrado en la regulacion otros genes alternativos como los de la respiracion.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Verificar la Expresion de los genes TDH1, TDH2 y TDH3 por PCR en tiempo

real.

Verificar la interaccion de GIn3p con factores transcripcionales relacionados con
la regulacion de TDH1,TDH2 y TDHS3 tales como GCR1 con experimentos como

FRET, Co-inmunoprecipitacién 6 por fusion con la proteina verde fluorescente.
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