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ANTECEDENTES 
 

 

El análisis funcional de genes de Saccharomyces cerevisiae ha tenido un gran 

avance en los últimos años debido al desarrollo de técnicas que permiten 

delecionar o etiquetar genes por recombinación homóloga en el genoma de 

dicho organismo de forma rápida y sencilla (Sheff & Thorn, 2004). En un 

procedimiento estándar sería necesario clonar fragmentos del gen de interés 

flanqueando a un determinado marcador de selección. Luego de transformar a 

las células con esta construcción, ocurre recombinación homóloga entre las 

regiones flanqueantes lo que resulta en la deleción del gen y la simultánea 

integración del marcador de selección. Debido a la elevada frecuencia de 

recombinación en la levadura S. cerevisiae, ha sido posible reducir estas 

regiones flanqueantes a secuencias de  35 – 40 pares de bases, permitiendo la 

construcción de módulos de deleción utilizando la técnica de PCR. Este 

sistema permite entonces la construcción de módulos de deleción sin pasar por 

el paso del clonado (Baudin et al., 1993, Manivasakam et al., 1995).  

Existe un gran número de marcadores de selección, incluyendo marcadores de 

auxotrofía o marcadores de resistencia a drogas. La obtención de mutantes de 

deleción se facilita cuando se utilizan marcadores heterólogos ya que se 

disminuye la recombinación del marcador con el genoma de la célula huésped. 

Por esta razón se han desarrollado numerosos módulos con marcadores 

heterólogos, como por ejemplo marcadores basados en el gen kanr de 

Escherichia coli (confiere resistencia a geneticina o G418) y el gen his5+ de 

Schizosaccharomyces pombe (complementa la mutación his3 de S. cerevisiae) 

(Wach, 1996, Wach et al., 1994, Longtine et al., 1998, Goldstein & McCusker, 

1999). También se han desarrollado sistemas para rescatar los marcadores de 

selección lo que permite reutilizarlos en un subsiguiente proceso de 

mutagénesis. Estos sistemas incluyen marcadores de selección flanqueados 

por secuencias con repeticiones directas (Wach et al., 1994, Alani et al., 1987, 

Langle-Rouault & Jacobs, 1995) o flanqueados por secuencias loxP donde el 

marcador se escinde por recombinación homóloga mediada por la recombinasa 

Cre (Gueldener et al., 2002, Guldener et al., 1996). 
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Por otra parte, existe un gran número de módulos para generar proteínas de 

fusión, los cuales incluyen epítopes para inmunohistoquímica, purificación de 

proteínas, microscopía de fluorescencia, etc. (Janke et al., 2004, Gauss et al., 

2005, Longtine et al., 1998). El hecho de que los epítopes se introduzcan 

directamente por recombinación homóloga en el genoma permite modificar a 

los genes blanco en su contexto natural sin perturbar su regulación nativa  

(Sheff & Thorn, 2004). El uso de esta técnica permite la expresión de proteínas 

en niveles endógenos y evita los problemas asociados al uso de proteínas de 

fusión expresadas en plásmidos que podrían generar patrones no homogéneos 

de expresión en una población celular (Gauss et al., 2005). 

 
Para llevar a cabo los experimentos planteados durante este trabajo fue 

necesario construir varias cepas mutantes. Estas cepas se construyeron a 

partir de la cepa �1278, o derivadas de la misma. La elección de esta cepa 

tuvo varios motivos; en primer lugar, la cepa �1278 es la cepa de referencia en 

gran parte de los estudios que guiaron a establecer el concepto de NCR 

(Godard et al., 2007, Andre et al., 1995), así como también los mecanismos de 

regulación de los genes UGA (Andre, 1990, Andre et al., 1993, Andre & 

Jauniaux, 1990b, Grenson, 1987, Vissers et al., 1989, Vissers et al., 1990, 

Bermudez Moretti et al., 1995, Correa García, 2000, Correa Garcia et al., 1997, 

Luzzani et al., 2007, Moretti et al., 2001) y los mecanismos de acción y 

activación del sensor SPS (Bermudez Moretti et al., 2005, Abdel-Sater et al., 

2004a, Abdel-Sater et al., 2004b, Iraqui et al., 1999, Wielemans et al., 2010, 

Bernard & Andre, 2001b). Más aún, la cepa �1278 presenta diferencias con 

respecto a la cepa S288c, cuyo genoma fue secuenciado, en cuanto a la 

sensibilidad a NCR de los genes que codifican para enzimas y transportadores 

involucrados en la utilización de fuentes pobres de nitrógeno (Godard et al., 

2007). Por otra parte, existen colecciones de mutantes de deleción en casi 

todos los marcos de lectura abiertos de las levaduras. Dichas cepas poseen un 

gran número de auxotrofías y es debido a esto que no pudieron ser utilizadas 

para este trabajo ya que la mayor parte de los aminoácidos utilizados para 

suplementar los medios para el crecimiento de las cepas auxotróficas son 

capaces de inducir señales mediadas por el sensor SPS.  
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RESULTADOS 
 

 

1. Mutantes de deleción  
 

1.1   Reemplazo del gen de interés por un marcador de selección 
 

Las cepas SBCY01 (leu3�), SBCY03 (gcn4�), SBCY05 (leu4� leu5�), 

SBCY20 (leu3� uga35�), SBCY22 (leu3� 6HA-UGA3) y SBCY23 (leu3� 6HA-

UGA35) se construyeron utilizando la estrategia de deleción de genes basada 

en PCR (Wach et al., 1994, Wach, 1996), tal como se describió en la sección 

Materiales y Métodos. Esta técnica permite el reemplazo del gen de interés por 

un marcador de selección.  

En la Figura 15 se muestra a modo de ejemplo cómo se llevó a cabo la 

construcción de la cepa SBCY01 (leu3�). Se utilizó el plásmido pFA6a-

kanMX4 (Wach, 1996, Wach et al., 1994) (ver Apéndice) como templado para 

la PCR y primers diseñados de tal manera que en sus extremos 3´ poseen 18 - 

19 nucleótidos complementarios a secuencias adyacentes al marcador de 

selección kanMX4 y en sus extremos 5´ poseen secuencias de 

aproximadamente 40 bases homólogas a LEU3. Se generó entonces un 

fragmento de PCR que contiene al marcador de selección kanMX4, que 

confiere resistencia a G418, flanqueado por dos regiones de homología al gen 

LEU3. Con este producto de PCR se transformaron células wild type y se 

seleccionaron las mutantes de deleción que se obtuvieron por recombinación 

homóloga en placas de YPD con G418. La verificación del reemplazo correcto 

del gen se realizó también por PCR (Figura 15B y C). 
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Figura 15. Construcción de la cepa SBCY01 (leu3�). (A) Esquema de la técnica utilizada 
para la construcción de la cepa leu3�. (B) Primers para la verificación de la correcta deleción 
del gen LEU3. (C) Electroforesis en gel de agarosa para verificar la inserción del módulo 
kanMX4 en el locus LEU3 por PCR colony. Una colonia positiva presenta un producto de 707 
pares de bases en la reacción de PCR con los primers F-LEU3 prom y R-kan int (calle 5) y 
ningún producto con los primers F-LEU3 prom y R-LEU3 int (calle 4). Una colonia negativa o 
células wild type presentan una banda de 342 pares de bases, correspondiente al producto 
obtenido con los primers F-LEU3 prom y R-LEU3 int (calle 2) y no presenta ningún producto 
con los primers F-LEU3 prom y R-kan int (calle 3). En la calle 1 se muestra el marcador de 
peso molecular (Ladder 100 pares de bases (PB-L)).  
 

 

Las células deficientes en la proteína Leu3 (SBCY01, SBCY20, SBCY22 y 

SBCY23) así como también las cepas deficientes en Gcn4 (SBCY03) 

presentan una disminución en su tasa de crecimiento luego de cinco 

generaciones en un medio sin triptofano (Giaever et al., 2002). Este fenotipo 

característico se aprovechó para verificar estas mutaciones. 
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El fenotipo de la cepa SBCY05 (leu4� leu5�) se corroboró por su incapacidad 

de crecer en medio mínimo sin leucina ya que al ser deficiente en los genes 

LEU4 y LEU5 esta cepa es incapaz de sintetizar leucina (Kohlhaw, 2003). 

 

1.2   Reemplazo del gen de interés por un marcador de selección y 
posterior escisión del mismo 

 

La cepa SBCY04 (leu4�) se construyó utilizando una modificación de la 

estrategia de deleción de genes basada en PCR (Guldener et al., 1996), tal 

como se describió en la sección Materiales y Métodos. Esta técnica permite el 

reemplazo del gen de interés por un marcador de selección con la posterior 

escisión del mismo mediada por la recombinasa Cre. 

En la Figura 16 se muestra cómo se llevó a cabo la construcción de dicha 

cepa. El plásmido pUG6 (Guldener et al., 1996) (ver Apéndice) se utilizó como 

templado para la PCR. Dicho plásmido contiene el marcador de selección 

kanMX4 flanqueado por secuencias loxP. Los primers fueron diseñados de tal 

manera que en sus extremos 3´ poseen 18 - 19 nucleótidos complementarios a 

secuencias adyacentes al marcador de selección y en sus extremos 5´ poseen 

secuencias de aproximadamente 40 bases homólogas al gen LEU4. Se generó 

entonces un fragmento de PCR que contiene la secuencia loxP-kanMX-loxP 

flanqueada por dos regiones de homología a LEU4. Con este producto de PCR 

se transformaron células wild type y se seleccionaron las mutantes de deleción 

que se obtuvieron por recombinación homóloga en placas de YPD con G418. 

La verificación del reemplazo correcto del gen se realizó también por PCR 

(Figura 16B y C). Una vez obtenida la mutante leu4Δ::loxP-kanMX-loxP las 

células se transformaron con el plásmido pSH47 (Guldener et al., 1996) (ver 

Apéndice) que contiene el gen que codifica para la recombinasa Cre río abajo 

del promotor inducible por galactosa GAL1. Luego de la inducción con 

galactosa se verificó la correcta escisión del marcador de resistencia al 

antibiótico tanto por incapacidad de crecimiento en medio conteniendo G418 

como por PCR (Figura 16B y C).   
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Figura 16. Construcción de la cepa SBCY04 (leu4�). (A) Esquema de la técnica utilizada 
para la construcción de la cepa leu4�. (B) Primers para la verificación de la correcta deleción 
del gen LEU4 por recombinación homóloga y posterior escisión del marcador de selección. (C) 
Electroforesis en gel de agarosa para verificar la inserción y escisión del fragmento loxP-
kanMX4-loxP en el locus LEU4 por PCR colony. Una colonia negativa o células wild type 
presentan una banda de 794 pares de bases correspondiente al producto obtenido con los 
primers F-LEU4 prom y R-LEU4 int (calle 2) y no presenta ningún producto con los primers F-
LEU4 prom y R-kan int (calle 3). Una colonia positiva donde se insertó el fragmento loxP-
kanMX4-loxP presenta un producto de 676 pares de bases en la reacción de PCR con los 
primers F-LEU4 prom y R-kan int (calle 5) y ningún producto con los primers F-LEU4 prom y R-
LEU4 int (calle 4). Si la escisión del módulo loxP-kanMX4-loxP ocurrió correctamente luego de 
la expresión de la recombinasa Cre, se obtiene un fragmento de 322 pares de bases con los 
primers F-LEU4 prom y R-LEU4 down (calle 8), mientras que si la recombinación no ocurrió se 
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obtiene un fragmento de 1863 pares de bases (calle 7). En las calles 1 y 6 se muestra el 
marcador de peso molecular (Ladder 100 pares de bases (Biodynamics)).  

 

 

La cepa SBCY04 (leu4�), que fue utilizada para la construcción de las cepas 

SBCY05 (leu4� leu5�) y SBCY08 (his3� leu4�), no presenta un fenotipo 

característico. 

 

 

2. Cepas que expresan proteínas de fusión con el epítope HA en el 
extremo C-terminal 

 

Las cepas SBCY02 (LEU3-3HA), SBCY31 (UGA4-3HA) y SBCY37 (ssy1� 

UGA4-3HA) se construyeron utilizando una modificación de la técnica de 

deleción de genes basada en PCR (Longtine et al., 1998) tal como se describió 

en la sección Materiales y Métodos. Esta técnica permite realizar una 

modificación en el genoma de la cepa a construir donde se inserta una 

secuencia que codifica para un epítope en el extremo 3´ del gen de interés. De 

esta forma se obtiene un gen en su posición original en el genoma que codifica 

para una proteína de fusión bajo el control de su promotor natural, permitiendo 

así tener niveles de expresión similares a los fisiológicos.  

En la Figura 17A se muestra a modo de ejemplo cómo se llevó a cabo la 

construcción de la cepa SBCY02 (LEU3-3HA). Brevemente, se amplificó por 

PCR el módulo de selección 3HA-kanMX6 utilizando como templado el 

plásmido pFA6a-3HA-kanMX6 (Longtine et al., 1998) (ver Apéndice) y primers 

diseñados de tal manera que en sus extremos 3´ poseen 18 - 19 nucleótidos 

complementarios a secuencias adyacentes al módulo kanMX6 y en sus 

extremos 5´ poseen secuencias de aproximadamente 40 bases homólogas al 

extremo 3´ del gen LEU3. Con este producto de PCR se transformaron células 

wild type y las mutantes que se obtuvieron por recombinación homóloga se 

seleccionaron en placas de YPD con G418. La verificación de la obtención del 

gen de fusión se realizó también por PCR (Figura 17B y C).  
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Figura 17. Construcción de la cepa SBCY02 (LEU3-3HA). (A) Esquema de la técnica 
utilizada para la construcción de la cepa LEU3-3HA. (B) Primers utilizados para corroborar la 
correcta formación del gen de fusión. (C) Electroforesis en gel de agarosa para verificar la 
inserción del fragmento 3HA-kanMX6 en el locus LEU3 por PCR colony. Una colonia positiva 
presenta un producto de 602 pares de bases en la reacción de PCR con los primers F-LEU3 
int y R-kan int (calle 6) y un producto de 2118 pares de bases en la reacción que contiene los 
primers F-LEU3 int y R-LEU3 down (calle 5). Una colonia negativa o células wild type presenta 
una banda de 584 pares de bases, correspondiente al producto obtenido con los primers F-
LEU3 int y R-LEU3 down (calle 2) y no presenta producto con los primers F-LEU3 int y R-kan 
int (calle 3). En las calles 1 y 4 se muestra el marcador de peso molecular (Ladder 100 pares 
de bases (Biodynamics)).  
 

 

Como se mencionó anteriormente, las cepas deficientes en la proteína Leu3 

presentan una disminución en su tasa de crecimiento luego de cinco 

generaciones en un medio sin triptofano (Giaever et al., 2002). Para verificar la 

funcionalidad de la proteína Leu3-3HA se realizaron pruebas de crecimiento en 

medio sin triptofano.  
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3. Cepas que expresan proteínas de fusión con el epítope HA en el 
extremo N-terminal 

 

La fusión del epítope HA al extremo C-terminal de las proteínas Uga3 y 

Uga35/Dal81 afecta su función (comunicación personal con el Dr. Bernard 

Turcotte, Department of Medicine, Royal Victoria Hospital, McGill University, 

Montréal, Québec, Canada), por lo que se decidió en estos casos realizar la 

fusión en el extremo N-terminal.  

Las cepas SBCY09 (6HA-LEU3), SBCY10 (6HA-UGA35), SBCY13 (6HA-

UGA3), SBCY24 (ssy1� 6HA-UGA35), SBCY25 (uga35� 6HA-UGA3), 

SBCY26 (ssy1� 6HA-UGA3), SBCY27 (uga3� 6HA-UGA35), SBCY33 

(UGA4::UASGABAmut 6HA-UGA3), SBCY34 (UGA4::UASGABAdel 6HA-UGA3), 

SBCY35 (UGA4::UASGABAmut 6HA-UGA35) y SBCY36 (UGA4::UASGABAdel 

6HA-UGA35) se construyeron utilizando una modificación de la técnica de 

deleción de genes basada en PCR (Gauss et al., 2005), que permite la fusión 

de un epítope al extremo N-terminal del gen de interés en su posición original 

en el genoma. De esta manera se obtiene una cepa que expresa una proteína 

fusionada al epítope HA en su extremo N-terminal bajo el control de su 

promotor natural.  

En la Figura 18 se muestra a modo de ejemplo cómo se llevó a cabo la 

construcción de la cepa SBCY10 (6HA-UGA35). El plásmido pOM10 (Gauss et 

al., 2005) (ver Apéndice) se utilizó como templado para la PCR tal como se 

describió en la sección Materiales y Métodos. Dicho plásmido contiene al gen 

de resistencia a antibiótico, kanMX4, flanqueado por secuencias loxP y 6 

epítopes HA en tandem. Los primers fueron diseñados de tal manera que en 

sus extremos 3´ poseen 18 - 19 nucleótidos complementarios a secuencias 

adyacentes al módulo de selección y a los epítopes HA y en sus extremos 5´ 

poseen secuencias de aproximadamente 40 bases homólogas a  la región 5´ 

del gen UGA35. Se generó por PCR un fragmento que contiene la secuencia 

loxP-kanMX4-loxP-6HA flanqueada por dos regiones de homología a UGA35. 

Con este producto de PCR se transformaron células wild type y se 

seleccionaron las mutantes que se obtuvieron por recombinación homóloga en 
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placas de YPD con G418. La verificación de la inserción se realizó también por 

PCR (Figura 18B y C).  

 

 
 
Figura 18. Construcción de la cepa SBCY10 (6HA-UGA35). (A) Esquema de la técnica 
utilizada para la construcción de la cepa 6HA-UGA35. (B) Primers utilizados para corroborar la 
correcta inserción del epítope HA y la escisión del módulo de selección por recombinación 
homóloga. (C) Electroforesis en gel de agarosa para verificar la inserción del fragmento loxP-
kanMX4-loxP-6HA en el locus UGA35 y posterior escisión del fragmento loxP-kanMX4-loxP 
por PCR colony. Una colonia negativa o células wild type presentan una banda de 399 pares 
de bases correspondiente al producto obtenido con los primers F-UGA35 prom y R-UGA35 int 
(calle 2) y no presenta ningún producto con los primers F-UGA35 prom y R-kan int (calle 3). 
Una colonia positiva, donde se insertó el fragmento loxP-kanMX4-loxP-6HA, presenta un 
producto de 775 pares de bases en la reacción de PCR con los primers F-UGA35 prom y R-
kan int (calle 5) y un producto de 2218 pares de bases con los primers F-UGA35 prom y R-
UGA35 int (calle 4). Si la escisión del módulo loxP-kanMX4-loxP ocurrió correctamente se 
obtiene un fragmento de 677 pares de bases con los primers F-UGA35 prom y R-UG35 int 
(calle 7) y ningún producto con los primers F-UGA35 prom y R-Kan int (calle 8). En las calles 1 
y 6 se muestra el marcador de peso molecular (Ladder 100 pares de bases (PB-L)).  
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Una vez obtenida la mutante loxP-kanMX4-loxP-6HA::UGA35, las células se 

transformaron con el plásmido pSH47 (Guldener et al., 1996) (ver Apéndice), 

que contiene el gen que codifica para la recombinasa Cre río abajo del 

promotor inducible por galactosa GAL1. Luego de inducir con galactosa, se 

verificó la escisión del marcador de selección tanto por su incapacidad de 

crecimiento en medio conteniendo G418 como por PCR (Figura 18B y C). 

 

Las cepas deficientes en la proteína Uga3 y/o Uga35/Dal81 son incapaces de 

crecer en medios conteniendo GABA como única fuente de nitrógeno. Para 

verificar la funcionalidad de las proteínas 6HA-Uga3 y 6HA-Uga35/Dal81 se 

realizaron pruebas de crecimiento para verificar que las cepas mantuvieran la 

capacidad de crecer en presencia de GABA como única fuente de nitrógeno. 

 

 

4. Intercambio de marcadores de selección 
 

Las cepas SBCY17 (uga35�) y SBCY18 (ssy1�) se construyeron 

intercambiando el módulo kanMX de cada cepa por el módulo natMX obtenido 

a partir del plásmido pAG25 (Goldstein & McCusker, 1999) (ver Apéndice). 

Ambos módulos de selección comparten homologías presentes en las regiones 

promotoras y terminadoras por lo cual se produce la recombinación homóloga 

con el consiguiente cambio de módulo.  

En la Figura 19 se muestra a modo de ejemplo cómo se llevó a cabo la 

construcción de la cepa SBCY18 (ssy1�::natMX). El reemplazo correcto del 

marcador kanMX por natMX se verificó por pérdida de la capacidad de crecer 

en medio con G418 y capacidad de crecer en medio con ClonNAT.  
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Figura 19. Esquema de la técnica utilizada para la construcción de la cepa SBCY18 
(ssy1�::natMX). 

 

 

5. Cepas auxótrofas para histidina 
 

La cepa SBCY08 se construyó utilizando la técnica de intercambio de 

marcadores de selección descripta por Voth et. al. (Voth et al., 2003). 

En la Figura 20 se muestra cómo se llevó a cabo la construcción de la cepa 

SBCY08 (his3� leu4�). Se transformaron células leu4� con el plásmido M3929 

(Voth et al., 2003) (ver Apéndice) previamente digerido con la enzima de 

restricción BamHI. Este plásmido contiene el gen HIS3 interrumpido por el 

marcador de selección kanMX. Las mutantes obtenidas por recombinación 

homóloga se seleccionaron en medio YPD conteniendo G418. La correcta 

interrupción del gen HIS3 se corroboró por incapacidad de crecimiento en 

medio mínimo sin histidina. 
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Figura 20. Esquema de la técnica utilizada para la construcción de las cepas auxótrofas 
para histidina. 
 

 

6. Construcción de cepas por mutagénesis sitio-dirigida in vivo o 
“Delitto Perfetto” 

 

Para la construcción de las cepas SBCY29 (UGA4::UASGABAmut) y SBCY30 

(UGA4::UASGABAdel) se utilizó la técnica de mutagénesis sitio-dirigida in vivo o 

“Delitto Perfetto” (Storici et al., 2001) con algunas modificaciones, tal como se 

describió en la sección Materiales y Métodos. Esta técnica permite la 

generación de una determinada mutación en el genoma de la cepa que se 

quiere modificar sin que queden rastros de los marcadores de selección en la 

secuencia. 

En la Figura 21 se muestra a modo de ejemplo cómo se llevó a cabo la 

construcción de la cepa SBCY29 (UGA4::UASGABAmut). En una primera etapa 

(Figura 21A), se insertó el módulo de selección kanMX-KlURA3 en el promotor 

del gen UGA4 por recombinación homóloga. Para esto se utilizó el plásmido 
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pCORE (Storici et al., 2001) como templado para la PCR y primers diseñados 

de tal manera que en sus extremos 3´ poseen 18 - 19 nucleótidos 

complementarios a secuencias adyacentes al módulo de selección y en sus 

extremos 5´ poseen secuencias de aproximadamente 40 bases homólogas al 

promotor del gen UGA4. Se generó por PCR un fragmento que contiene la 

secuencia kanMX-KlURA3 flanqueada por dos regiones de homología al 

promotor de UGA4 y se lo utilizó para transformar células wild type. Las 

mutantes donde se produjo la inserción del módulo kanMX-KlURA3 se 

seleccionaron en placas de YPD con G418. La verificación de la inserción se 

realizó también por PCR (Figura 21C y D).  

 

 

 

Figura 21. Técnica de mutagénesis sitio-dirigida in vivo o “Delitto perfetto”. (A) Esquema 
de la técnica utilizada para la construcción de la cepa SBCY28 (uga4::kanMX-KlURA3). (B) 
Esquema de la técnica utilizada para la construcción de la cepa SBCY29 (UGA4::UASGABAmut) 
(C) Esquema de los primers utilizados para corroborar la correcta inserción del módulo pCORE 
y el posterior reemplazo por la secuencia UGA4::UASGABAmut. (D) Electroforesis en gel de 
agarosa para verificar la inserción del módulo pCORE y el posterior reemplazo por la secuencia 
UGA4::UASGABAmut en el locus UGA4 por PCR colony. Una colonia donde se insertó el módulo 
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pCORE presenta un producto de aproximadamente 800 pares de bases en la reacción de PCR 
con los primers F-UGA4 -780 y F-kan int (calle 3) y no presenta ningún producto con los 
primers F-UGA4 -780 y R-UGA4 ChIP (calle 2). Células que incorporaron la mutación 
UGA4::UASGABAmut o células wild type presentan una banda de 437 pares de bases 
correspondiente al producto obtenido con los primers F-UGA4 -780 y R-UGA4 ChIP (calle 4) y 
no presenta ningún producto con los primers F-UGA -780 y F-kan int (calle 5). En la calle 1 se 
muestra el marcador de peso molecular (Ladder 100 pares de bases (PB-L)). (E) Alineamiento 
de secuencias comparando la secuencia del promotor UGA4 wild type con la secuencia 
obtenida para el promotor UGA4::UASGABAmut.  
 

 

Luego, se amplificó la secuencia correspondiente al promotor mutado del gen 

UGA4 a partir del plásmido YEp357-UASGABAmut y se transformaron células de 

la cepa SBCY28 (uga4::kanMX-KlURA3) con dicho fragmento de PCR (Figura 

21B). La contra-selección se realizó en medio mínimo conteniendo uracilo y 5-

FOA. Sólo aquellas células auxótrofas para uracilo son capaces de crecer en 

un medio conteniendo 5-FOA, o sea que se seleccionaron aquellas mutantes 

que intercambiaron el marcador de selección URA3 por el fragmento del 

promotor del gen UGA4 mutado. Se seleccionaron aquellas colonias capaces 

de crecer en medio conteniendo 5-FOA e incapaces de crecer en medio 

conteniendo G418, se les realizó una PCR colony para corroborar el 

intercambio del pCORE por la versión mutada del promotor de UGA4 (Figuras 

21C y D) y luego se secuenció para corroborar la generación de la mutación 

(Figura 21E). 

 

 

7. Construcción de la cepa que expresa la proteína Leu4fbr 

 

La enzima �-isopropilmalato sintasa (�-IPM sintasa) codificada por el gen LEU4 

cataliza la síntesis de �-IPM, siendo ésta la primera reacción del proceso de 

biosíntesis de la leucina. Su actividad es inhibida por el producto final del 

proceso, leucina (Kohlhaw, 2003). Mutaciones en esta enzima generan cepas 

resistentes al análogo tóxico de la leucina 5´-5´-5´-trifluoro-leucina (TFL) 

(Satyanarayana et al., 1968, Bussey & Umbarger, 1970). 

Para construir la cepa que expresa la proteína Leu4 resistente al feedback por 

leucina (Leu4fbr) se clonó el gen LEU4fbr a partir de una cepa mutante 

espontánea aislada por crecimiento en TFL (cepa XK14-15D gentilmente 
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provista por el Dr. Anders Brandt (Carlsberg Laboratory, Copenhagen Valby, 

Denmark)) en el plásmido centromérico pRS413 (Christianson et al., 1992) (ver 

Apéndice), generando el plásmido pSBC-LEU4fbr. Los detalles del clonado se 

describen en la sección Materiales y Métodos. La cepa XK14-15D no se utilizó 

para hacer los ensayos en este trabajo porque, además de no ser isogénica 

con la cepa �1278, no contiene las auxotrofías necesarias para llevar a cabo 

los ensayos propuestos. 

Estudios previos realizados sobre varias mutantes aisladas a partir de 

crecimiento espontáneo en TFL demostraron que los aminoácidos presentes en 

la región de unión a la leucina, o región regulatoria, de la proteína Leu4 son los 

responsables de la inhibición por este aminoácido. Entre los residuos 

identificados, se encuentran los siguientes: Gly514, Gly516, Ser516, Ser519, Ser547, 

Ser548 y Ala552  (Figura 22) (Cavalieri et al., 1999).  

 

 

 

Figura 22. Esquema de las mutaciones identificadas en el gen LEU4 a partir de cepas 
mutantes aisladas a partir de crecimiento espontáneo en TFL (Cavalieri et al., 1999). 
 

 

Como no se conocía la mutación causante de la resistencia a TFL en la cepa 

XK14-15D se procedió a secuenciar el gen LEU4fbr. Para esto se amplificó por 

PCR la región codificante del gen LEU4fbr a partir de ADN genómico de la cepa 

XK14-15D y se secuenció con varios primers complementarios a la secuencia 

del gen LEU4. El ensamblaje de las secuencias obtenidas se realizó utilizando 

el programa CAP3 (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) y su análisis mostró la 

presencia de una mutación con respecto a la secuencia de LEU4 disponible en 

la base de datos SGD (Saccharomyces Genome Database 

www.yeastgenome.org/) que produce el cambio de la serina de la posición 547 

por prolina. Si bien ya se había descripto una mutación en la Ser547 (Cavalieri et 
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al., 1999), ésta consistía en una deleción y no en un cambio por prolina. 

Publicamos esta secuencia en la base de datos GenBank del NCBI (Número de 

acceso GU598519).  

Una vez obtenido el plásmido pSBC-LEU4fbr, se lo utilizó para transformar la 

cepa SBCY08 (leu4� his3�). Para verificar que los niveles de �-IPM estuvieran 

efectivamente modificándose en esta cepa, se clonó el promotor del gen BAP2 

río arriba del gen lacZ en el plásmido YEp357, tal como se describió en la 

sección Materiales y Métodos, ya que se sabe que la expresión de la permeasa 

Bap2 es modulada por el factor de transcripción Leu3 en una forma 

dependiente de �-IPM, siendo elevados sus niveles de expresión en 

condiciones donde se acumula este intermediario (Nielsen et al., 2001). Para 

ello se determinó actividad de la enzima �-galactosidasa en células wild type y 

LEU4fbr transformadas con el plásmido que contiene la construcción BAP2-lacZ 

crecidas en medio mínimo conteniendo amonio como fuente de nitrógeno. Se 

observó que los niveles de expresión de BAP2-lacZ en la cepa LEU4fbr son 5 

veces mayores que en la cepa wild type. Estos resultados concuerdan con los 

publicados (Nielsen et al., 2001) e indican que en esta cepa los niveles de �-

IPM están siendo efectivamente modificados.  
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CAPITULO II 

Mecanismos moleculares que llevan a la regulación por aminoácidos del 

gen UGA4 
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ANTECEDENTES 
 

 

Como se mencionó en la introducción, la regulación transcripcional del gen 

UGA4 es compleja, ya que, su expresión es inducible por GABA, está sujeto a 

NCR y además está regulado por el pH, por la calidad de la fuente de carbono 

y por los aminoácidos extracelulares disponibles. Los experimentos realizados 

durante este trabajo se llevaron a cabo en presencia de una fuente pobre de 

nitrógeno, en este caso prolina, debido a que UGA4 es un gen sensible a NCR, 

y se utilizó glucosa como fuente de carbono. Además, se utilizó un medio con 

pH controlado ya que la acidificación del mismo puede generar aumentos en la 

expresión de UGA4. 

En cuanto a la regulación por aminoácidos extracelulares del gen UGA4, se 

sabe que el agregado de una mezcla de aminoácidos al medio de cultivo, 

previo al agregado de GABA, inhibe la inducción del gen en una forma 

dependiente del sensor de aminoácidos SPS. Asimismo, estudios globales 

revelaron pequeños cambios en los niveles de expresión de UGA4 en cepas 

deficientes en los factores de transcripción Stp1 y Stp2 (Eckert-Boulet et al., 

2004).  

No todos los aminoácidos son capaces de activar de la misma forma al sensor 

SPS (Iraqui et al., 1999). Por ejemplo el GABA y la prolina no son capaces de 

inducir su activación. Esto convierte a la prolina en una fuente pobre de 

nitrógeno ideal para este estudio.  

La inducción del gen UGA4 depende de los factores de transcripción Uga3 y 

Uga35/Dal81, los cuales actúan a través del elemento UASGABA presente en el 

promotor de este gen. El hecho de que mutaciones en el dominio Zn(II)2-Cys6 

presente en la proteína Uga3 resulte en una pérdida de su actividad in vivo, 

junto con evidencias que demuestran que dicha proteína es capaz de unirse in 

vitro a sondas conteniendo las secuencias correspondientes a los elementos 

UASGABA de los genes UGA1 y UGA4, indican que Uga3 es capaz de 

interactuar con los promotores de dichos genes para ejercer su acción en 

respuesta al GABA. Por otra parte, el dominio Zn(II)2-Cys6 de la proteína 

Uga35/Dal81 no es necesario para que cumpla con su función en la activación 
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de de los genes DUR1 y DUR2, sin embargo, en un estudio global se reportó 

interacción in vivo de dicho factor con el promotor de UGA4 (Harbison et al., 

2004).  

El factor Uga35/Dal81 posee un rol sinérgico e importante en la amplificación 

de la expresión inducida de genes de varias vías para la utilización de fuentes 

de nitrógeno, y en todas las ocasiones, actúa junto con un factor específico de 

inductor. En el caso del catabolismo del GABA, este factor es Uga3, mientras 

que para la inducción del gen AGP1 (catabolismo de aminoácidos), es Stp1.  

Por todo lo expuesto, los objetivos de este capítulo fueron identificar las 

regiones regulatorias del promotor UGA4 involucradas en la respuesta a los 

aminoácidos extracelulares mediada por el sensor SPS e identificar los factores 

de transcripción involurados en dicha regulación. También se evaluó la 

interacción de algunos de estos factores con el promotor del gen UGA4 así 

como también la posible interacción de algunos de estos factores entre sí.  
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RESULTADOS 
 

 

1. El sensor SPS media el efecto negativo de los aminoácidos sobre la 
inducción del gen UGA4 

 

Estudios previos demostraron que la inducción por GABA del gen UGA4 de 

Saccharomyces cerevisiae es inhibida por el agregado de una mezcla de 

aminoácidos al medio de cultivo y que este efecto es mediado por el sensor de 

aminoácidos SPS (Bermudez Moretti et al., 2005). Para estudiar los 

mecanismos moleculares por los cuales los aminoácidos producen este efecto, 

células wild type y células deficientes en una de las proteínas componente del 

sensor SPS, Ssy1, transformadas con un plásmido que contiene la 

construcción UGA4-lacZ, se trataron con distintos aminoácidos activadores del 

sensor SPS como leucina, fenilalanina, triptofano o metionina (Iraqui et al., 

1999) y se realizaron ensayos de �-galactosidasa. Los resultados mostrados 

en la Figura 23A indican que cada uno de los distintos aminoácidos 

activadores del sensor también inhiben la inducción del gen UGA4. Además, 

esta inhibición depende del sensor SPS ya que este efecto disminuye cuando 

la proteína Ssy1 está ausente (Figura 23B).  

 

 

Figura 23. Efecto de los aminoácidos sobre la transcripción dirigida por la construcción 
UGA4-lacZ en células wild type y células ssy1�. Células wild type (23344c) (A) y ssy1� 
(30995b) (B) transformadas con el plásmido que contiene la construcción UGA4-lacZ 
provenientes de medio mínimo (MM) se cosecharon y transfirieron a medio fresco con el 
agregado o no de leucina, fenilalanina, metionina o triptofano 1,3 mM. Luego de 30 minutos de 
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incubación, se agregó GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a los 60 minutos y se midió 
actividad de la enzima �-galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como 
la media ± EE de 2 experimentos independientes.  
 
 

A partir de estos resultados se continuó trabajando con leucina como 

aminoácido activador del sensor SPS debido a que es un aminoácido 

ampliamente utilizado en este tipo de estudios y es un fuerte activador de 

dicho sensor (Forsberg et al., 2001a). 

Para corroborar los resultados obtenidos mediante ensayos de genes 

reporteros, se utilizaron también las técnicas de RT-PCR cuantitativa (RT-

qPCR) y Western blot. Células wild type y deficientes en SSY1 se trataron con 

leucina y/o GABA y se procedió a la extracción del ARN o de proteínas, tal 

como se describió en la sección Materiales y Métodos. Para realizar el ensayo 

de Western blot se construyeron dos cepas, una wild type y la otra ssy1�, que 

expresan a la proteína Uga4 fusionada al epítope HA en su extremo C-

terminal, tal como se describió en la sección Materiales y Métodos y en el 

Capítulo I, sección 2. Los resultados obtenidos al analizar la expresión de 

UGA4 utilizando genes reporteros se confirmaron tanto por RT-qPCR (Figura 

24A) como por Western blot (Figura 24B), es decir, que la leucina inhibe la 

inducción por GABA del gen UGA4 y que este efecto es mediado por el sensor 

SPS.  
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Figura 24. Efecto de la leucina sobre la expresión del gen UGA4 en células wild type y  
células ssy1�. (A) Niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células wild type (23344c) y 
ssy1� (30995b). Células provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo 
medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 
mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó GABA 0,1 mM (barras grises y negras), se 
tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. 
Los niveles de expresión de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de expresión del 
gen de expresión constitutiva TBP1. Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos 
independientes. Las barras con diferentes letras (a, b) son significativamente diferentes entre 
sí (p < 0,05). (B) Niveles de expresión de la proteína Uga4-HA en células wild type (SBCY31) y 
ssy1� (SBCY37). Células que expresan la proteína Uga4-HA provenientes de medio mínimo, 
se transfirieron al mismo medio con el agregado o no de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos 
de incubación se agregó GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a distintos tiempos, se 
extrajeron proteínas y se realizó una electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida 
12%. Debajo de cada calle se grafican los valores de expresión de la proteína Uga4 calculados 
normalizando la expresión de dicha proteína a las proteínas totales cargadas en cada calle. La 
cuantificación se llevó a cabo utilizando el programa Image-J.  
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2. Análisis de la región regulatoria del gen UGA4 
 

2.1   Búsqueda in silico de sitios consenso de unión de factores de 
transcripción  

 

El promotor del gen UGA4 contiene dos regiones regulatorias bien 

caracterizadas denominadas UASGABA y UASGATA. Los factores de transcripción 

Uga3 y Uga35/Dal81 actúan a través del elemento UASGABA en respuesta al 

inductor GABA (Andre et al., 1995, Talibi et al., 1995), mientras que los factores 

GATA actúan a través del elemento UASGATA regulando la expresión 

dependiente de la fuente de nitrógeno (Coffman et al., 1997, Soussi-Boudekou 

et al., 1997). 

Con el objeto de identificar las regiones regulatorias del gen UGA4 

involucradas en la respuesta a aminoácidos extracelulares se realizó una 

búsqueda in silico de sitios consenso de unión de factores de transcripción 

sobre el promotor de este gen. Para esto se utilizaron las bases de datos 

SCPD (http://rulai.cshl.edu/SCPD/) (Figura 25) e YEASTRACT 

(http://www.yeastract.com/) (Figura 26).  

 

 
Figura 25. Sitios consenso de unión de factores de transcripción presentes en el 
promotor del gen UGA4 obtenidos utilizando la base de datos SCPD. 
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La búsqueda realizada con la base de datos del SCPD (Figura 25) no mostró 

presencia de sitios consenso de unión para ninguno de los factores de 

transcripción efectores de la señal disparada por el sensor SPS como son Stp1, 

Stp2 o Uga35/Dal81.  

La búsqueda realizada utilizando la base de datos del YEASTRACT (Figura 26) 

no sólo incluye los factores de transcripción potenciales sino que también 

incluye aquellos factores de transcripción cuya participación en la regulación de 

UGA4 se encuentra documentada. Esta búsqueda mostró la participación de 

los factores Stp1, Stp2 y Uga35/Dal81 en la regulación del gen UGA4. En el 

caso de los factores Stp1 y Stp2 la evidencia proviene de estudios globales de 

transcripción donde se comparó la expresión del gen UGA4 en células wild type 

y células deficientes en estos factores (Eckert-Boulet et al., 2004); sin embargo 

no aporta información acerca de la forma en que estos factores regulan al gen 

UGA4 ni de si su efecto sobre el promotor UGA4 es directo o indirecto. En el 

caso del factor de transcripción Uga35/Dal81, las evidencias de su participación 

en la regulación de UGA4 a través del elemento UASGABA son indirectas 

(Vissers et al., 1989, Andre et al., 1993). Por otra parte, a partir de estudios 

globales se postuló su interacción con el promotor de UGA4 (Harbison et al., 

2004).  
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Figura 26. Sitios consenso de unión de factores de transcripción presentes en el 
promotor del gen UGA4 obtenidos utilizando la base de datos YEASTRACT. En la 
segunda columna se muestran los factores cuya participación en la regulación de UGA4 se 
encuentra reportada, mientras que en la tercera y cuarta columna se muestran los factores de 
transcripción potenciales de acuerdo con la presencia de sitios consenso para su interacción en 
el promotor de UGA4. 
 

 

2.2   Estudio de los elementos presentes en la región regulatoria del 
gen UGA4 involucrados en la respuesta a aminoácidos 

 

Para estudiar las regiones regulatorias involucradas en la respuesta del gen 

UGA4 a los aminoácidos extracelulares se construyeron distintas versiones 

mutadas del promotor de UGA4, las cuales se clonaron río arriba del gen 

reportero lacZ en el plásmido YEp357 (Figura 27), tal como se describió en la 

sección Materiales y Métodos. 
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Figura 27. Deleciones y mutaciones realizadas sobre el promotor del gen UGA4. (A) 
Construcción UGA4-lacZ que contiene la región 5’-regulatoria y parte de la región codificante 
de UGA4 (-583 a +15, con respecto al codón de iniciación ATG). (B) Construcción UASGATA�-
lacZ que carece del elemento UASGATA (-406 a +15, con respecto al codón de iniciación ATG). 
(C) Construcción UAS�-lacZ que carece de los elementos UASGATA y UASGABA (-385 a +15, con 
respecto al codón de iniciación ATG). (D) Construcción UASGABAmut-lacZ donde se alteró la 
secuencia central del elemento UASGABA cambiando la secuencia GCCGGCGGC por la 
secuencia ATTAGTAAT. (E) Construcción UASGABAdel-lacZ donde se escindió la secuencia 
central del elemento UASGABA GCCGGCGGC.  

 

 

Una vez obtenidos los plásmidos con las construcciones, se transformaron 

células wild type y ssy1� y se realizaron ensayos de medición de actividad de 

�-galactosidasa a partir de células tratadas con leucina y/o GABA (Figura 28). 

Los resultados muestran que cuando el elemento UASGATA no está presente, 

se siguen observando tanto la inducción por GABA como el efecto negativo de 

la leucina (Figura 28C). En la cepa deficiente en Ssy1, en cambio, el efecto 

negativo de la leucina desaparece (Figura 28D), tal como se había observado 

para el promotor completo (Figura 28A y B). Por lo tanto, el elemento UASGATA 

no parece estar involucrado en la respuesta a la leucina extracelular.  
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Figura 28. Efecto de la leucina sobre la transcripción dirigida por distintas versiones del 
promotor UGA4 en células wild type y ssy1�. Células wild type (23344c) y ssy1� (30995b) 
transformadas con los plásmidos que contienen las construcciones UGA4-lacZ, UASGATA�-
lacZ, UAS�-lacZ, UASGABAmut-lacZ y UASGABAdel-lacZ  provenientes de medio mínimo (MM) 
se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (cuadrados) o no 
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(círculos) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó GABA 0,1 mM, se 
tomaron muestras a distintos tiempos y se midió actividad de la enzima �-galactosidasa. Los 
resultados se expresan en Unidades Miller como la media ± EE de 5 experimentos 
independientes. 
 

 

El hecho de que los niveles basales de expresión se reduzcan cuando el 

elemento UASGATA está ausente (comparar Figura 28A con Figura 28C) 

correlaciona con lo descripto por Talibi y col. (Talibi et al., 1995), quienes 

demostraron que el elemento UASGATA es capaz de producir niveles 

significativos de expresión en ausencia de inductor cuando las células están 

creciendo en presencia de una fuente pobre de nitrógeno como prolina.  

En ausencia de ambos elementos regulatorios (UASGATA y UASGABA), no se 

observa inducción por GABA del gen UGA4 ni efecto de la leucina en ninguna 

de las dos cepas ensayadas (Figura 28E y F). El elemento UASGABA ha sido 

identificado como el blanco de los factores responsables de la inducción por 

GABA del gen UGA4 (Talibi et al., 1995), por lo que no se esperaba observar 

inducción al utilizar la construcción UAS�-lacZ.  

Por último, se estudió la participación de la región central del elemento 

UASGABA en la respuesta a aminoácidos. El factor de transcripción 

Uga35/Dal81 actúa, junto con el factor Uga3, a través del elemento UASGABA 

del gen UGA4 induciendo su transcripción en respuesta al GABA (Andre et al., 

1995, Talibi et al., 1995). Además, Uga35/Dal81 es necesario para la inducción 

de la permeasa de aminoácidos AGP1 en respuesta a los aminoácidos 

extracelulares (Boban & Ljungdahl, 2007, Abdel-Sater et al., 2004b, Iraqui et 

al., 1999).  Por otra parte, se ha reportado que las secuencias blanco de la 

respuesta a aminoácidos, denominadas UASaa, presentes en los promotores 

de los genes BAP3, BAP2 y AGP1, tienen en común la presencia de dos 

secuencias CGGC espaciadas por entre tres y seis nucleótidos (Abdel-Sater et 

al., 2004b) y que en el caso del gen de la permeasa AGP1 ésta secuencia 

sería también blanco del factor de transcripción Uga35/Dal81 (Boban & 

Ljungdahl, 2007). La secuencia central del elemento UASGABA del gen UGA4 

contiene dos repeticiones CGGC similares a las presentes en los elementos 

UASaa pero espaciadas solamente por una base. Teniendo en cuenta esos 

antecedentes se decidió alterar esta secuencia y así estudiar su participación 
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en la regulación por aminoácidos del gen UGA4. En la  Figura 28G se observa 

que al alterar el elemento UASGABA del gen UGA4 los niveles de expresión 

aumentan significativamente inclusive en ausencia de inductor. Este resultado 

sugiere la presencia de un represor actuando a través del elemento UASGABA 

en el promotor wild type cuyo sitio de unión se alteró al realizar la mutagénesis 

dirigida. Para confirmar que los valores elevados de expresión eran causados 

por la alteración del elemento UASGABA y no por la secuencia generada luego 

de la mutación, se delecionó la secuencia central de dicho elemento. En la 

Figura 28I se puede ver que la expresión dirigida por la construcción 

UASGABAdel-lacZ también es elevada en ausencia de inductor, confirmando los 

resultados obtenidos con la construcción UASGABAmut-lacZ.  

En células wild type (Figura 28G e I), y en menor medida en células ssy1� 

(Figuras 28H y J), se puede observar que la transcripción dirigida por ambas 

construcciones, UASGABAmut-lacZ y UASGABAdel-lacZ, se ve levemente 

afectada por el agregado de leucina al medio. El gen lacZ ha sido ampliamente 

utilizado como gen reportero en levaduras para estudiar sistemas inducibles 

donde se requiere síntesis de novo de la enzima �-galactosidasa (Serebriiskii 

& Golemis, 2000). Como las construcciones UASGABAmut-lacZ y UASGABAdel-

lacZ generan niveles basales de expresión altos, es de esperar que haya una 

acumulación de la enzima �-galactosidasa, la cual podría estar impidiendo la 

visualización de disminuciones en los niveles de transcripción a tiempos 

cortos. Para determinar si existe una represión causada por el agregado de 

leucina al medio sobre la transcripción de las versiones mutadas del promotor 

UGA4, UASGABAmut y UASGABAdel, se decidió medir los niveles de expresión a 

nivel de ARN mensajero de las versiones mutadas del promotor UGA4. Para 

ello, se construyeron dos cepas que contienen dichas mutaciones en el 

promotor del gen UGA4 en el genoma, tal como se describió en la sección 

Materiales y Métodos y en  el Capítulo I, sección 6. Los resultados (Figura 29) 

muestran que los niveles basales de expresión del gen UGA4 bajo el control 

de los promotores UGA4::UASGABAmut y UGA4::UASGABAdel son 

significativamente mayores con respecto a la expresión de UGA4 bajo el 

promotor wild type y el agregado de GABA no produce una expresión mayor 

confirmando los resultados observados en los ensayos de �-galactosidasa 



Capítulo II 

107 

 

(Figura 28G e I). Cuando se pre-incuban las células con leucina antes del 

agregado del GABA se observa una disminución en la expresión similar a la 

observada en los ensayos de �-galactosidasa. Esta represión de la expresión 

constitutiva del promotor mutado parece ser menor a la inhibición de la  

inducción observada para el promotor wild type (comparar con Figura 24A), por 

lo que la secuencia central del elemento UASGABA podría ser en parte 

responsable del efecto de la leucina sobre el promotor del gen UGA4. Cabe 

aclarar que una represión de la expresión constitutiva no es comparable a una 

inhibición de la inducción por lo que es necesario utilizar otro abordaje 

experimental para estudiar la participación del elemento UASGABA en la 

respuesta a aminoácidos extracelulares.  

 

 

Figura 29. Transcripción del gen UGA4 bajo el control de versiones mutadas de su 
promotor. Se midieron los niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células 
UGA4::UASGABAmut (SBCY29) (A) y UGA4::UASGABAdel (SBCY30) (B). En ambos casos se 
graficaron también los niveles basales de expresión de UGA4 en células wild type para facilitar 
el análisis. Células provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo 
medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. 
Luego de 30 minutos de incubación se agregó GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se 
tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. 
Los niveles de expresión de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de expresión del 
gen de expresión constitutiva TBP1.  Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos 
independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente diferentes entre 
sí (p < 0,05). 
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3. El factor de transcripción Leu3 actúa como represor sobre el elemento 
UASGABA del promotor UGA4 de forma indirecta e independiente de �-
IPM 

 

A partir de los resultados obtenidos alterando el elemento UASGABA del 

promotor UGA4 por mutagénesis dirigida se decidió realizar un análisis in silico 

buscando posibles factores de transcripción que pudieran estar actuando 

negativamente sobre esa región. Si bien se sabe que los factores de 

transcripción Uga3 y Uga35/Dal81 actúan a través del elemento UASGABA no 

se los consideró posibles represores del gen UGA4 ya que la ausencia de 

estos factores produce niveles indetectables de expresión (Andre, 1990, Talibi 

et al., 1995).  

Utilizando la base de datos SCPD (http://rulai.cshl.edu/SCPD/) se compararon 

los sitios consenso de unión de factores de transcripción presentes en el 

promotor del gen UGA4 y en la versión del mismo que tiene la secuencia 

central del elemento UASGABA mutada (Figura 30). Identificamos un factor de 

transcripción denominado Leu3 cuyo sitio consenso de unión al ADN coincide 

con la secuencia central del elemento UASGABA, como ya se había reportado 

(Talibi et al., 1995, Noel & Turcotte, 1998). Inicialmente se había vinculado a 

Leu3 con la regulación transcripcional de genes involucrados en la biosíntesis 

de aminoácidos ramificados (Zhou & Kohlhaw, 1990, Friden & Schimmel, 

1988), aunque luego se descubrió que también participa en la regulación de la 

transcripción de la permeasa de aminoácidos ramificados BAP2 (Nielsen et al., 

2001) y del gen GDH1, responsable principalmente de la asimilación de amonio 

(Hu et al., 1995), entre otros genes. Estudios globales realizados utilizando 

células leu3� creciendo bajo condiciones limitantes de nitrógeno reportaron 

variaciones en los niveles transcripcionales de varios genes, entre los que se 

incluye UGA4 (Boer et al., 2005).  
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Figura 30. Comparación de los sitios consenso de unión de factores de transcripción 
presentes en el promotor UGA4 y en el promotor UGA4mut.  
 
 

El hecho de que alterar el sitio consenso de unión del factor de transcripción 

Leu3 presente en la secuencia central del elemento UASGABA produzca niveles 

elevados de transcripción en ausencia de inductor, junto con los resultados 

publicados por Boer y col. (Boer et al., 2005), nos llevaron a postular a Leu3 

como un posible represor del gen UGA4. Para confirmarlo generamos una 

cepa deficiente en dicha proteína tal como se describió en la sección 

Materiales y Métodos y en el Capítulo I, sección 1.1.  

Células leu3� transformadas con el plásmido que contiene la construcción 

UGA4-lacZ se trataron con leucina y/o GABA y se realizaron ensayos de 

medición de actividad de �-galactosidasa. En la Figura 31A se observa que los 

niveles de expresión de la construcción UGA4-lacZ en la cepa leu3� son 

elevados inclusive en ausencia de inductor. Este patrón de expresión se 

asemeja al observado en la Figura 28G e I donde se analizó la actividad del 

promotor UGA4 con el elemento UASGABA mutado o la del promotor incompleto 

pero en la cepa wild type. Estos resultados nos indican que el factor de 

transcripción Leu3 está actuando directa o indirectamente como un represor 

sobre el gen UGA4.  
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Figura 31. Regulación del gen UGA4 por el factor Leu3. (A) Células leu3� (SBCY01) 
transformadas con el plásmido que contiene la construcción UGA4-lacZ provenientes de medio 
mínimo (MM) se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (cuadrados) 
o no (círculos) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó GABA 0,1 
mM, se tomaron muestras a distintos tiempos y se midió actividad de la enzima �-
galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como la media ± EE de 5 
experimentos independientes. (B) Se midieron los niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en 
células leu3� (SBCY01). Células provenientes de medio mínimo, se cosecharon y transfirieron 
al mismo medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de 
leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó GABA 0,1 mM (barras grises y 
negras). Se tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones 
de RT-qPCR. Los niveles de expresión de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de 
expresión del gen de expresión constitutiva TBP1. Se graficaron también los niveles basales de 
expresión de UGA4 en células wild type para facilitar el análisis. Los datos representan la 
media ± EE de 3 experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son 
significativamente diferentes entre sí (p < 0,05). 
 

 

Los niveles de expresión de UGA4-lacZ no parecen aumentar a lo largo del 

tiempo luego del agregado de GABA ni tampoco parecen afectarse por el 

agregado de leucina (Figura 31A). Para confirmar estos resultados se midieron 

los niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células de la cepa leu3� 

tratadas con leucina y/o GABA. Los resultados (Figura 31B) muestran que los 

niveles basales de expresión de UGA4 son mayores en la cepa leu3� que en 

la cepa wild type, tal como se había observado en los ensayos de �-

galactosidasa (Figura 31A). Si bien en ausencia del factor Leu3 existe 

inducción por GABA del gen UGA4 (3 veces de inducción), esta inducción es 

menor que en una cepa wild type (23 veces de inducción) (Figura 24A). Por 

otra parte, no se observa efecto de la leucina sobre la expresión de UGA4-lacZ 

(Figura 31A) pero sí sobre los niveles de ARN mensajero (Figura 31B). Estas 

diferencias probablemente se deban a la acumulación de la enzima �-
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galactosidasa causada por la expresión constitutiva de UGA4-lacZ en la cepa 

leu3�, la cual enmascara la inducción en respuesta al GABA. En cuanto al 

efecto inhibitorio de la leucina sobre la inducción, este efecto es dos veces 

menor en la cepa leu3� (Figura 31B) que en la cepa wild type (Figura 24A). 

Estos resultados sugieren que el factor Leu3 podría estar mediando parte del 

efecto de la leucina sobre el gen UGA4. 

Con el objetivo de determinar si la acción del factor Leu3 sobre el gen UGA4 es 

directa a través de su interacción con el promotor de este gen se realizaron 

ensayos de Inmunoprecipitación de la Cromatina (ChIP). Para esto fue 

necesario construir una cepa que expresa la proteína Leu3 fusionada en su 

extremo C-terminal al epítope HA, tal como se describió en la sección 

Materiales y Métodos y en el Capítulo 1, Sección 2. Las células que expresan 

la proteína de fusión Leu3-HA se trataron o no con leucina y se realizó el 

ensayo de ChIP tal como se describió en la sección Materiales y Métodos. No 

se detectó unión significativa del factor Leu3 al promotor de UGA4 en las 

condiciones ensayadas (Figura 32). Por el contrario, sí se detectó unión de 

Leu3-HA al promotor del gen utilizado como control positivo, LEU2.  

 

 
Figura 32. Análisis de la interacción del factor de transcripción Leu3 con el promotor de 
UGA4. Células que expresan la proteína Leu3-HA (SBCY02) provenientes de medio mínimo 
(MM) se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado o no de leucina 1,3 
mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo usando anticuerpos contra el epítope HA. La 
PCR cuantitativa (qPCR) se realizó utilizando primers que amplifican una región del promotor 
de UGA4 (F/R-UGA4qPCR) (barras negras), una región del promotor de LEU2 (F/R-
LEU2qPCR) (barras grises) (control positivo) y una región ubicada 2,5 kb río abajo del 
promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) (control negativo). El inmunoprecipitado 
(IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculó el cociente de señal versus ruido sobre el 
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control (IgG). Para calcular la unión al promotor de interés o Enriquecimiento se utilizó el 
método del ��CT.  Los datos representan la media ± EE de 5 experimentos independientes. 
Las letras representan la comparación entre condiciones para el promotor UGA4. Las barras 
con diferentes letras (a, b, c) son significativamente diferentes entre sí (p < 0,05). El asterisco 
representa diferencias significativas entre distintos pares de primers (p < 0,05). 
 

 

Estos resultados sugieren una acción indirecta del factor Leu3 sobre el gen 

UGA4, aunque no podemos descartar que la interacción entre Leu3-HA y el 

promotor de UGA4 ocurra pero no esté siendo detectada.  

Resultados similares se obtuvieron utilizando una cepa que expresa la proteína 

Leu3 fusionada al epítope HA en su extremo N-terminal.  

Se sabe que la actividad regulatoria de Leu3 depende de los niveles de �-IPM. 

En condiciones donde los niveles de �-IPM son altos, Leu3 actúa como un 

activador, mientras que cuando los niveles son bajos, actúa como un represor 

(Kohlhaw, 2003). Para determinar si el efecto represor de Leu3 sobre UGA4 es 

también regulado por los niveles intracelulares de �-IPM, construimos dos 

cepas con distintas capacidades de sintetizar �-IPM, tal como se describió en la 

sección Materiales y Métodos y en el Capítulo 1, secciones 1.1, 1.2, 5 y 7. La 

primera de ellas es una cepa leu4� leu5� que es incapaz de sintetizar �-IPM 

ya que carece de actividad de la enzima �-IPM sintasa. La segunda cepa 

expresa una versión mutada de la proteína Leu4 insensible al feedback 

negativo por leucina. Dicha mutación causa tanto acumulación del intermediario 

de la biosíntesis de la leucina, el �-IPM, como de leucina, incluso en 

condiciones donde hay exceso de dicho aminoácido (Hu et al., 1995).   

Células wild type, leu4� leu5�, LEU4fbr y ssy1� transformadas con el plásmido 

que contiene la construcción UGA4-lacZ  se hicieron crecer en medio mínimo o 

en medio mínimo conteniendo leucina (2 mM) e isoleucina (1 mM). En esta 

última condición se espera una disminución de los niveles intracelulares de �-

IPM en células wild type, pero no en células LEU4fbr (Hu et al., 1995). Luego 

las células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de medición de 

actividad de �-galactosidasa. En la Tabla 7 se puede observar que tanto en la 

cepa wild type como en la cepa mutante que expresa la enzima �-IPM sintasa 

resistente a feedback por leucina (LEU4fbr) la expresión de UGA4-lacZ 

dependiente de GABA en medio mínimo es alta. Sin embargo, cuando estas 
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dos cepas crecieron en presencia de leucina e isoleucina los niveles de 

inducción dependiente de GABA se redujeron. Cuando se realizó el 

experimento de la misma manera pero utilizando una cepa ssy1�, esta 

reducción no se produjo indicando que la menor inducción observada es 

causada por la señal disparada por el sensor SPS en respuesta a los 

aminoácidos y no por una disminución en los niveles intracelulares de �-IPM. 

 

 

Tabla 7. Expresión de la construcción UGA4-lacZ en células con distintas 
capacidades de sintetizar �-IPM. 
 

 wild type ssy1� 
leu4� 
leu5�

a
 

LEU4
fbr

 

MM 70 ± 13 80 ± 8 45 ± 9 71 ± 9 

MM + GABA 506 ± 80 495 ± 24 59 ± 7 511 ± 27 

MM + Leu (2 mM) + Ile (1 mM)b  66 ± 2 44 ± 3 21 ± 4 92 ± 9 

MM + Leu (2 mM) + Ile (1 mM)b + GABA 284 ± 27 470 ± 22 53 ± 5 266 ± 3 
a La cepa SBCY05 requiere leucina (0,23 mM) para su crecimiento. 
b Como altas concentraciones de leucina pueden causar retardo en el crecimiento, se agregó isoleucina 
para aliviar este efecto (Hu et al., 1995). 
 
Células wild type (23344c), ssy1� (30995b), leu4� leu5� (SBCY05) y LEU4

fbr (SBCY08/pSBC-
LEU4

fbr) transformadas con el plásmido que contiene la construcción UGA4-lacZ crecieron en 
medio mínimo (MM) o medio mínimo con el agregado de leucina (2mM) e isoleucina (1 mM). 
Cada cultivo se dividió en dos partes y sólo una mitad fue incubada con GABA 0,1 mM durante 
60 minutos. Pasado este tiempo se tomaron muestras y se midió actividad de la enzima �-
galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como la media ± EE de 4 
experimentos independientes.  

 

 

Por otra parte, cuando se analizaron los niveles de expresión de UGA4-lacZ en 

la cepa leu4� leu5�, donde se espera que Leu3 actúe como un fuerte represor 

debido a que esta cepa carece de actividad �-IPM sintasa (Kohlhaw, 2003), se 

observó una drástica disminución en la inducción en comparación con la 

observada para la cepa wild type indicando que la actividad represora de Leu3 

sobre UGA4 es mayor en estas condiciones. 

Debido a la falta de inducción por GABA del gen UGA4 en células leu4� leu5�, 

se decidió estudiar los niveles de expresión de los factores de transcripción 

responsables de esta inducción, Uga3 y Uga35/Dal81, en condiciones de bajo 
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�-IPM y en ausencia de Leu3. Para esto se midió la actividad de la enzima �-

galactosidasa en cepas deficientes en Leu3 y en Leu4 y Leu5 transformadas 

con los plásmidos que contienen las construcciones UGA3-lacZ y UGA35-lacZ. 

En la Tabla 8 se observa que cuando Leu3 está ausente o cuando los niveles 

de �-IPM son bajos los niveles de expresión de UGA35-lacZ son prácticamente 

indetectables. Por otra parte los niveles de expresión de UGA3-lacZ también 

disminuyen en ausencia de Leu3 y prácticamente no se detectan cuando los 

niveles de �-IPM son bajos. Estos resultados sugieren que el efecto represor 

fuerte de Leu3 cuando los niveles de �-IPM son bajos podría ser en realidad 

un efecto indirecto a través de la regulación  de la expresión de los factores de 

transcripción positivos Uga3 y Uga35/Dal81.  

 

 

Tabla 8. Expresión de las construcciones UGA35-lacZ y UGA3-lacZ en células 
wild type, leu3� y leu4� leu5�.  
 

 wild type leu3� leu4�  leu5� 

UGA35-lacZ 47 + 3 � 10 � 10 

UGA3-lacZ 128 + 8 36 + 2 � 10 

 
Células wild type (23344c), leu3� (SBCY01) y leu4� leu5� (SBCY05) transformadas con los 
plásmidos que contienen las construcciones UGA35-lacZ y UGA3-lacZ provenientes de medio 
mínimo, se cosecharon y se midió actividad de la enzima �-galactosidasa. Los resultados se 
expresan en Unidades Miller como la media ± EE de 4 experimentos independientes. 
 

 

4. Gcn4 no interviene en la regulación del gen UGA4 por leucina 
 

La expresión del factor de transcripción Leu3 se encuentra positivamente 

regulada por los mecanismos generales de control de aminoácidos (GAAC), los 

cuales son mediados por el factor de transcripción Gcn4 (Natarajan et al., 

2001). También se ha sugerido que GCN4 es un blanco directo del factor Leu3 

y que entre ambos factores existe una mutua retroalimentación positiva (Tang 

et al., 2006). 

La existencia de una regulación mutua entre los factores de transcripción Leu3 

y Gcn4, junto con el hecho de que el análisis in silico del promotor de UGA4 

reveló la presencia de múltiples sitios consenso de unión al ADN para este 
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último factor (Figuras 25 y 26), nos impulsó a estudiar su participación en la 

regulación de la transcripción del gen UGA4 por leucina.  

Para esto, se construyó una cepa deficiente en el factor Gcn4 (ver sección 

Materiales y Métodos y Capítulo 1, sección 1.1) donde se analizó el patrón de 

expresión de la construcción UGA4-lacZ. Los resultados que se muestran en la 

Figura 33 indican que los patrones de inducción y de respuesta a la leucina 

extracelular en la cepa gnc4� son similares a los observados en la cepa wild 

type, es decir que se observa inducción por GABA y efecto negativo de la 

leucina. Por lo tanto Gcn4 no estaría invulocrado en el efecto de los 

aminoácidos sobre UGA4. 

 

 

Figura 33. Efecto del factor Gcn4 en la expresión de UGA4. Células gcn4� (SBCY03) 
transformadas con el plásmido que contiene la construcción UGA4-lacZ provenientes de medio 
mínimo (MM), se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado 
(cuadrados) o no (círculos) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó 
GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a distintos tiempos y se midió actividad de la enzima �-
galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como la media ± EE de 4 
experimentos independientes. 
 

 

Llamativamente, el efecto de la leucina sobre la construcción UGA4-lacZ en la 

cepa gcn4� fue de mayor que en la cepa wild type, donde se observa una 

inducción residual luego de la pre-incubación con dicho aminoácido (comparar 

Figura 33 con Figura 28A).  
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5. Los factores Stp1 y Stp2 están involucrados en la respuesta de UGA4 
a los aminoácidos extracelulares 

 

Se sabe que permeasas de aminoácidos, como por ejemplo BAP2 y AGP1, 

responden a aminoácidos vía SPS a través de los factores de transcripción 

Stp1 y Stp2  (Ljungdahl, 2009) y que el factor de transcripción Uga35/Dal81 es 

necesario para la completa inducción de estos genes en respuesta a los 

aminoácidos (Abdel-Sater et al., 2004b, Bernard & Andre, 2001b, Iraqui et al., 

1999, Boban & Ljungdahl, 2007). Para estudiar la participación de los factores 

Stp1, Stp2 y Uga35/Dal81 en la regulación por leucina del gen UGA4 se 

transformaron cepas deficientes en cada uno de estos tres factores (stp1�, 

stp2� y uga35�) con el plásmido que contiene la construcción UGA4-lacZ y se 

realizaron ensayos de medición de actividad de �-galactosidasa en presencia 

de leucina y/o GABA. Si se compara el resultado obtenido para la cepa wild 

type (Figura 28A) con el obtenido con cada una de las mutantes simples stp1� 

y stp2� (Figuras 34A y B), se podría pensar que ninguno de estos factores 

interviene en la regulación por leucina del gen UGA4 ya que en ambos casos 

se sigue observando un efecto inhibitorio causado por dicho aminoácido. Sin 

embargo, cuando el ensayo se realiza utilizando una cepa deficiente en ambos 

factores (Figura 34C) el efecto de la leucina se pierde casi por completo de 

forma similar a lo observado para la cepa ssy1� (Figura 28B). Estos resultados 

indican que al menos uno de los dos factores tiene que estar presente para que 

se produzca el efecto inhibitorio de la leucina. Estos resultados también 

refuerzan la propuesta de que Stp1 y Stp2 poseen funciones parcialmente 

redundantes (Andreasson & Ljungdahl, 2002).  

Para estudiar la función del factor de transcripción Uga35/Dal81 en el efecto de 

aminoácidos sobre UGA4 no es posible utilizar la metodología de genes 

reporteros ya que cuando este factor está ausente los niveles de inducción de 

UGA4 son prácticamente nulos (Figura 34D). 
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Figura 34. Efecto de la leucina sobre la transcripción dirigida por la construcción UGA4-
lacZ en células stp1�, stp2�, stp1� stp2� y uga35�. Células stp1� (KW018) (A), stp2� 
(KW021) (B), stp1� stp2� (KW023) (C) y uga35� (FA050) (D) transformadas con el plásmido 
que contiene la construcción UGA4-lacZ, provenientes de medio mínimo (MM), se cosecharon 
y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (cuadrados) o no (círculos) de leucina 
1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a 
distintos tiempos y se midió actividad de la enzima �-galactosidasa. Los resultados se 
expresan en Unidades Miller como la media ± EE de 4 experimentos independientes. 
 

 

6. La unión de los factores de transcripción Uga3 y Uga35/Dal81 al 
promotor de UGA4 depende de GABA y de leucina 

 

El factor de transcripción Uga35/Dal81 es requerido para la inducción de varias 

permeasas de aminoácidos en respuesta a señales disparadas por el sensor 

SPS (Boban & Ljungdahl, 2007, Abdel-Sater et al., 2004b) y además es 

requerido para la inducción de los genes UGA en respuesta al GABA (Talibi et 

al., 1995). Por esto, se decidió estudiar la unión in vivo del factor de 

transcripción Uga35/Dal81 al promotor del gen UGA4 y establecer si este factor 

está involucrado en el efecto de la leucina extracelular sobre la transcripción de 

UGA4. 



Capítulo II 

118 

 

Para llevar a cabo este objetivo se generó una cepa que expresa la proteína 

Uga35/Dal81 fusionada en su extremo N-terminal al epítope HA bajo el control 

de su propio promotor tal como se describió en la sección Materiales y Métodos 

y en el Capítulo I, sección 3. Dichas células se trataron con leucina y/o GABA y 

se llevaron a cabo ensayos de ChIP. Como se muestra en la Figura 35A, no se 

detectó unión del factor de transcripción HA-Uga35/Dal81 al promotor de UGA4 

ni en medio mínimo ni luego del agregado de leucina. Sin embargo, sí se 

detectó unión al promotor del gen UGA4 luego de incubar las células con 

GABA (Figura 35A). Llamativamente, la pre-incubación de las células con 

leucina antes del agregado del GABA impidió esta unión, lo que correlaciona 

con los niveles menores de inducción observados en estas condiciones 

(Figuras 23A, 24 y 28A). 

 

Figura 35. Efecto del GABA y la leucina sobre el reclutamiento de los factores de 
transcripción Uga35/Dal81 y Uga3 al promotor de UGA4 en células wild type y ssy1�. 
Células wild type que expresan las proteínas HA-Uga35/Dal81 (SBCY10) (A) o HA-Uga3 
(SBCY13) (B) y células ssy1� que expresan las proteínas HA-Uga35/Dal81 (SBCY24) (C) o 
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HA-Uga3 (SBCY26) (D) provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo 
medio fresco con el agregado o no de leucina 1,3 mM y/o GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP 
se llevaron a cabo usando anticuerpos contra el epítope HA. La PCR cuantitativa (qPCR) se 
realizó utilizando primers que amplifican una región del promotor de UGA4 (F/R-UGA4qPCR) 
(barras negras) y una región ubicada 2,5 kb río abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) 
(barras blancas) (control negativo). El inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) 
y se calculó un cociente de señal versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unión al 
promotor de interés o Enriquecimiento se utilizó el método del ��CT. Los datos representan la 
media ± EE de 3 experimentos independientes. Las letras representan la comparación entre 
condiciones para el promotor UGA4. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son 
significativamente diferentes entre sí (p < 0,05). 
 

 

Uga35/Dal81 actúa junto con un factor de transcripción específico de inductor 

(Abdel-Sater et al., 2004b) en distintos procesos de inducción: en la 

transcripción de genes controlados por el camino de señalización SPS y en la 

inducción por GABA de los genes UGA. En el caso de la respuesta al GABA 

del gen UGA4, este factor es Uga3. Por esta razón se decidió investigar la 

unión in vivo del factor de transcripción Uga3 al promotor del gen UGA4 en las 

mismas condiciones ensayadas para estudiar la unión del factor Uga35/Dal81. 

Para llevar a cabo este objetivo se generó una cepa que expresa la proteína 

Uga3 fusionada al epítope HA en su extremo N-terminal bajo el control de su 

propio promotor tal como se describió en la sección Materiales y Métodos y en 

el Capítulo I, sección 3. Los resultados obtenidos muestran que la proteína HA-

Uga3 interactúa con el promotor de UGA4 en forma similar a HA-Uga35/Dal81 

(Figura 35B), es decir que Uga3 también se une al promotor de UGA4 en una 

forma dependiente de GABA y que la leucina debilita esta interacción.   

Para determinar si el efecto de la leucina sobre la unión al promotor de UGA4 

de los factores HA-Uga3 y HA-Uga35/Dal81 depende del sensor SPS, se 

estudió la interacción de dichos factores con el promotor de UGA4 en cepas 

deficientes en la proteína Ssy1. Para llevar a cabo este objetivo se 

construyeron cepas deficientes en la proteína Ssy1 que expresan versiones 

etiquetadas de las proteínas Uga3 y Uga35/Dal81 en su extremo N-terminal, tal 

como se describió en la sección Materiales y Métodos y en el Capítulo I, 

secciones 3 y 4. 

Las células ssy1� que expresan las proteínas de fusión HA-Uga35/Dal81 o HA-

Uga3 se trataron con leucina y/o GABA y se realizaron ensayos de ChIP. Se 

detectó que ambos factores de transcripción se unen al promotor de UGA4 en 
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una forma dependiente de GABA aún en presencia de leucina (Figura 35C y 

D), confirmando que la menor capacidad de unión de las proteínas  HA-Uga3 y 

HA-Uga35/Dal81 al promotor de UGA4 observada en células wild type (Figuras 

35A y B) es causada por la señal disparada por la leucina a través del sensor 

SPS.  

 

 

7. Los factores de transcripción Uga3 y Uga35/Dal81 se requieren 
mutuamente para la unión al promotor del gen UGA4  

 

En la literatura no existen reportes que relacionen al factor de transcripción 

Uga3 con los caminos de señalización disparados en respuesta a aminoácidos. 

Una posible explicación al hecho de que dicho factor no se una al promotor de 

UGA4 en respuesta al GABA cuando las células son pre-incubadas con 

leucina, podría ser que Uga3 necesitara al factor Uga35/Dal81 para unirse 

apropiadamente al promotor de UGA4. Para estudiar esta hipótesis se 

construyó una cepa deficiente en la proteína Uga35/Dal81 que expresa la 

proteína Uga3 fusionada al epítope HA en su extremo N-terminal tal como se 

describió en la sección Materiales y Métodos y en el Capítulo I, sección 3. 

Dichas células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de ChIP. 

Los resultados obtenidos (Figura 36A) muestran que en ausencia del factor 

Uga35/Dal81, el factor Uga3 no es capaz de interactuar con el promotor del 

gen UGA4 en respuesta al GABA, indicando que el factor Uga3 necesita al 

factor Uga35/Dal81 para interactuar con promotor de UGA4. Estos resultados 

son similares a los observados para el gen AGP1, donde se demostró que el 

factor Uga35/Dal81 es necesario para que ocurra la interacción de Stp1 con 

dicho promotor (Boban & Ljungdahl, 2007).  
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Figura 36. Requerimiento mutuo de los factores de transcripción Uga3 y Uga35/Dal81 
para la unión al promotor del gen UGA4. Células uga35� HA-UGA3 (SBCY25) 
transformadas (B) o no (A) con el plásmido pPB71 y células  uga3� HA-UGA35 (SBCY27) (C) 
provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el 
agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo usando anticuerpos 
contra el epítope HA. La PCR cuantitativa (qPCR) se realizó utilizando primers que amplifican 
una región del promotor de UGA4 (F/R-UGA4qPCR) (barras negras) y una región ubicada 2,5 
kb río abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) (control negativo). El 
inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculó un cociente de señal 
versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unión al promotor de interés o 
Enriquecimiento se utilizó el método del ��CT. Los datos representan la media ± EE de 3 
experimentos independientes. Las letras representan la comparación entre condiciones para el 
promotor UGA4. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente diferentes 
entre sí (p < 0,05). 
 

 

Cuando se restituye la expresión de la proteína Uga35/Dal81 (Figura 36B) 

transformando la cepa uga35� HA-UGA3 con el plásmido pPB71, que contiene 

al gen completo UG35/DAL81, se puede ver que se recupera la capacidad de 

la proteína HA-Uga3 de unirse al promotor del gen UGA4 en respuesta al 

GABA.  

Se ha reportado que el dominio de unión al DNA Zn(II)2-Cys6 de la proteína 

Uga35/Dal81 no es necesario para que cumpla con su rol en la transcripción de 

los genes DAL inducibles por alofanato (Bricmont et al., 1991). Si esto también 
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se cumpliera para la inducción por GABA del gen UGA4, el factor Uga35/Dal81 

podría estar uniéndose al promotor de dicho gen a través de otra proteína, 

como por ejemplo Uga3. Para probar si la unión de Uga35/Dal81 al promotor 

de UGA4 depende de Uga3 se construyó una cepa deficiente en la proteína 

Uga3 que expresa la proteína Uga35/Dal81 fusionada al epítope HA en su 

extremo N-terminal, tal como se describió en la sección Materiales y Métodos y 

en el Capítulo I, sección 3. Dichas células se trataron o no con GABA y se 

realizaron ensayos de ChIP. Los resultados obtenidos (Figura 36C) indican que 

el factor Uga35/Dal81 depende de la presencia del factor Uga3 para unirse al 

promotor de UGA4 en presencia de GABA.  

 

 

8. El dominio de unión al ADN Zn(II)2-Cys6 de la proteína Uga35/Dal81 no 
es necesario para que cumpla su rol en la inducción por GABA del 
gen UGA4 

 

Nuestros resultados muestran que el factor de transcripción Uga35/Dal81 se 

une al promotor del gen UGA4 en respuesta al GABA pero que necesita la 

presencia del factor Uga3 para poder hacerlo. Dichos resultados, junto con las 

evidencias que indican que el dominio de unión al ADN Zn(II)2-Cys6 de la 

proteína Uga35/Dal81 no es necesario para cumplir con su rol en la 

transcripción inducida por alofanato (Bricmont et al., 1991), sugieren que 

posiblemente el factor Uga35/Dal81 se esté uniendo al promotor del gen UGA4 

a través del factor Uga3. Para probar si la regulación del gen UGA4 por GABA 

mediada por el factor Uga35/Dal81 tampoco requiere de su dominio de unión al 

ADN Zn(II)2-Cys6, se transformaron células deficientes en la proteína 

Uga35/Dal81 con una serie de plásmidos que codifican para versiones mutadas 

de la proteína Uga35/Dal81 (Figura 37A).  
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Figura 37. Efecto de distintas mutaciones en la proteína Uga35/Dal81 sobre la 
transcripción del gen UGA4. (A) Esquema de los plásmidos que codifican para versiones de 
la proteína Uga35/Dal81 con mutaciones en su motivo Zn(II)2-Cys6 y en sus motivos de 
poliglutamina (Bricmont et al., 1991). Estos plásmidos fueron gentilmente cedidos por el Dr. 
Terrance Cooper, Universidad de Tennessee, Memphis, Tennessee. (B) Niveles de RNA 
mensajero del gen UGA4 en células uga35� (SBCY17) transformadas o no con los distintos 
plásmidos que codifican para versiones mutadas de la proteína Uga35/Dal81. Células 
provenientes de medio mínimo (MM), se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con 
el agregado (barras negras) o no (barras blancas) de GABA 0,1 mM. Se tomaron muestras a 
los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de 
expresión de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de expresión del gen de 
expresión constitutiva TBP1. Los datos representan la media ± EE de 2 experimentos 
independientes. 

 

 

Dichas células se trataron o no con GABA y se midió la expresión del gen 

UGA4 por RT-qPCR. En la Figura 37B se puede observar que los niveles de 

inducción en respuesta al GABA del gen UGA4 en presencia tanto de la versión 

de la proteína Uga35/Dal81 que carece del dominio Zn(II)2-Cys6 (plásmido 

pPB70), como de la versión que carece del motivo de poliglutamina situado en 

la posición 227 a 237 (plásmido pPB68) son similares a los niveles de 

inducción observados en presencia de la proteína Uga35/Dal81 completa 

(plásmido pPB71). Estos resultados nos permiten concluir que ni el dominio 

Zn(II)2-Cys6 de la proteína Uga35/Dal81, ni el motivo de poliglutamina situado 

en la posición posición 227 a 237, son necesarios para la inducción del gen 

UGA4 por GABA, tal como se había descripto para la transcripción de genes 

inducida por alofanato. Por otra parte, el motivo de poliglutamina (residuos 73 a 

94) (plásmido pPB67) es esencial para la inducción por GABA del gen UGA4, 

así como es esencial para la inducción por alofanato de la actividad de la 

enzima urea amidoliasa (Bricmont et al., 1991). Teniendo en cuenta que los 
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dominios ricos en glutamina forman parte de los dominios de activación de 

varios factores de transcripción (Escher et al., 2000), es posible que la 

secuencia que incluye el motivo de poliglutamina (residuos 73 a 94) forme parte 

del dominio de activación de Uga35/Dal81. 

 

 

9. Uga3 y Uga35/Dal81 se unen al promotor del gen UGA4 a través de la 
secuencia central del elemento UASGABA 

 

El factor de transcripción Uga3 se une al promotor del gen UGA4 a través de 

un sitio consenso presente en la secuencia central del elemento UASGABA 

(Idicula et al., 2002, Noel & Turcotte, 1998). Para confirmar que el factor de 

transcripción Uga35/Dal81 se esté uniendo al promotor del gen UGA4 a través 

del factor Uga3 se construyeron cepas mutantes donde se alteró por mutación 

o deleción en el genoma la secuencia central del elemento UASGABA del 

promotor del gen UGA4 y que además expresan las proteínas Uga3 y 

Uga35/Dal81 fusionadas al epítope HA en su extremo N-terminal tal como se 

describió en la sección Materiales y Métodos y en el Capítulo I, secciones 3 y 6. 

Dichas células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de ChIP. 

Los resultados (Figura 38) muestran que ni el factor HA-Uga3 ni el factor HA-

Uga35/Dal81 son capaces de interactuar con los promotores mutados del gen 

UGA4 en respuesta al GABA, mientras que sí son capaces de hacerlo con el 

promotor del control interno positivo UGA1.  
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Figura 38. Efecto de la mutación en la secuencia central del elemento UASGABA sobre la 
unión de los factores Uga3 y Uga35/Dal81 al promotor de UGA4. Células 
UGA4::UASGABAmut  y UGA4::UASGABAdel que expresan la proteína de fusión HA-Uga3 
(SBCY33 y SBCY34) o que expresan la proteína de fusión HA-Uga35/Dal81 (SBCY35 y 
SBCY36) provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco 
con el agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo usando 
anticuerpos contra el epítope HA. La PCR cuantitativa (qPCR) se realizó utilizando primers que 
amplifican una región del promotor UGA4 (F/R-UGA4qPCR) (barras negras), una región del 
promotor de UGA1 (F/R-UGA1 qChIP) (barras grises) (control positivo) o una región ubicada 
2,5 kb río abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) (control negativo). El 
inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculó un cociente de señal 
versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unión al promotor de interés o 
Enriquecimiento se utilizó el método del ��CT. . Los resultados se expresan como la media ± el 
desvío estándar de triplicados dentro de uno de dos experimentos independientes.  
 

 

Es de esperar que el factor Uga3 no se una al promotor del gen UGA4 cuyo 

elemento UASGABA fue alterado ya que dicha secuencia coincide con su sitio 

consenso de unión. El hecho de que el factor Uga35/Dal81 tampoco sea capaz 

de interactuar con las versiones mutadas del promotor UGA4 en respuesta al 

GABA, coincide con la idea de que el factor de transcripción Uga35/Dal81 se 

une al promotor del gen UGA4 a través del factor de transcripción Uga3. 
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10.  El factor Uga35/Dal81 estaría regulando jerárquicamente los procesos 
de inducción en los que participa 

 

La señal disparada por SPS en respuesta a la leucina extracelular activa los 

factores Stp1 y Stp2 promoviendo la inducción de genes que codifican para 

distintas permeasas de aminoácidos; además el factor Uga35/Dal81 es 

necesario para que ocurra la correcta inducción de la permeasa AGP1 (Boban 

& Ljungdahl, 2007). Una posible explicación para la disminución en el 

reclutamiento del factor Uga35/Dal81 al promotor de UGA4 cuando la células 

se pre-incuban con leucina podría ser que se está produciendo un 

reclutamiento de Uga35/Dal81 en los promotores de otras permeasas de 

aminoácidos, disminuyendo así su disponibilidad para la inducción por GABA 

del gen UGA4. Estudios previos apoyan esta hipótesis y proponen una 

jerarquía entre los distintos procesos de inducción mediados por el factor 

Uga35/Dal81 (Abdel-Sater et al., 2004b). 

Para comprobar si esta hipótesis es correcta, se clonó el gen HA-UGA35 en un 

plásmido de alto número de copias río abajo del promotor de expresión 

constitutiva GPD generando el plásmido pSBC-HA-UGA35, tal como se 

describió en la sección Materiales y Métodos. El objetivo de la sobreexpresión 

de Uga35/Dal81 fue determinar si lo que causaba el efecto negativo de la 

leucina sobre el promotor de UGA4 era una menor disponibilidad del factor 

Uga35/Dal81. Células uga35� transformadas con el plásmido pSBC-HA-

UGA35 se trataron con GABA y/o leucina y se midió la expresión del gen UGA4 

por RT-qPCR. Los resultados (Figura 39B) demuestran que la sobreexpresión 

de la proteína Uga35/Dal81 revierte el efecto negativo de la leucina sobre el 

promotor de UGA4 (comparar con Figura 24A), es decir, que el efecto negativo 

de la leucina sobre el gen UGA4 es causado por una menor disponibilidad del 

factor Uga35/Dal81.   
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Figura 39. Estudio de la participación del factor Uga35/Dal81 como regulador jerárquico 
en procesos inducibles por aminoácidos. (A) Niveles de expresión de la proteína 
Uga35/Dal81 en células wild type HA-UGA35 (SBCY10) (calle 1) y uga35� (SBCY17) 
transformadas con el plásmido pSBC-HA-UGA35

 (calle 2). Células provenientes de medio 
mínimo se cosecharon, se extrajeron proteínas y se realizó una electroforesis en un gel 
desnaturalizante de poliacrilamida 6%. (B) Niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células 
uga35� (SBCY17) transformadas con el plásmido pSBC-HA-UGA35. Células provenientes de 
medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (barras 
negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación 
se agregó GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se tomaron muestras a los 30 minutos, se 
extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de expresión de UGA4 se 
normalizaron con respecto a los niveles de expresión del gen de expresión constitutiva TBP1. 
Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos independientes. Las barras con 
diferentes letras (a, b, c) son significativamente diferentes entre sí (p < 0,05). (C) Ensayo de 
actividad de �-galactosidasa en células wild type transformadas con la construcción AGP1-
lacZ. Células provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio 
fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de GABA 0,1 mM. Luego 
de 30 minutos de incubación se agregó leucina 1,3 mM (barras grises y negras). Se tomaron 
muestras a los 60 minutos y se midió actividad de la enzima �-galactosidasa. Los resultados se 
expresan en Unidades Miller como la media ± EE de 4 experimentos independientes. 
 

 

La sobreexpresión de la proteína HA-Uga35/Dal81 se verificó por Western blot 

comparando con los niveles endógenos de la proteína HA-Uga35/Dal81 en la 

cepa donde se encuentra bajo el control de su promotor natural (Figura 39A). 

Otra alternativa a la falta de disponibilidad del factor Uga35/Dal81 podría ser 

que la señal disparada por los aminoácidos generara una modificación post-

traduccional en dicha proteína causando selectividad por los genes blanco. 

Cabe aclarar que como la sobreexpresión de la proteína HA-Uga35/Dal81 fue 

tan intensa esta hipótesis no puede ser descartada ya que al haber un exceso 

tan grande de proteína es posible que la maquinaria que estaría produciendo 

esta modificación se encuentre en cantidades limitantes.  
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Para descartar la posibilidad de que el efecto de la leucina sobre la inducción 

por GABA del gen UGA4 sea causado por el orden en que se agregaron los 

inductores y no por la jerarquía propuesta, se decidió clonar el promotor de la 

permeasa AGP1 río arriba del gen lacZ en el plásmido YEp357, tal como se 

describió en la sección Materiales y Métodos. Si el efecto negativo en la 

inducción de UGA4 fuera causado porque la leucina se agregó antes que el 

GABA, se esperaría un efecto similar sobre la inducción por leucina del gen 

AGP1 cuando las células son pre-incubadas con GABA. Para esto, células wild 

type transformadas con el plásmido que contiene la construcción AGP1-lacZ se 

trataron o no con GABA durante media hora y luego se agregó el inductor 

leucina. Los resultados muestran que la pre-incubación con GABA no afecta la 

inducción de AGP1-lacZ en respuesta a la leucina (Figura 39C), reforzando la 

hipótesis de una jerarquía entre los distintos procesos de inducción mediados 

por Uga35/Dal81.   

 

 

11.   Leu3 interviene en el reclutamiento de los factores Uga3 y 
Uga35/Dal81 al promotor del gen UGA4 

 

Las versiones UASGABAmut y UASGABAdel del promotor UGA4 en células wild 

type y el promotor UGA4 completo en células leu3� producen niveles altos de 

expresión en ausencia de inductor. Con el objetivo de dilucidar las causas que 

producen estos aumentos en los niveles de expresión, células wild type, leu3�, 

uga35� y leu3� uga35� transformadas con los plásmidos que contienen las 

construcciones UGA4-lacZ, UASGABAmut-lacZ y UASGABAdel-lacZ se trataron 

con leucina y/o GABA y se realizaron ensayos de medición de actividad de �-

galactosidasa. Los niveles de expresión de UGA4-lacZ, UASGABAmut-lacZ y 

UASGABAdel-lacZ (Figuras 40A, B y C) en la cepa leu3� uga35� son menores 

que los niveles de expresión en la cepa leu3�, indicando que el factor 

Uga35/Dal81 está involucrado de alguna manera en los niveles altos de 

expresión observados.  
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Figura 40. Efecto de la leucina sobre las construcciones UGA4-lacZ, UASGABAmut-lacZ y 
UASGABAdel-lacZ en células wild type, leu3�, uga35� y leu3� uga35�. Células wild type 
(23344c), leu3� (SBCY01), uga35� (SBCY17) y leu3� uga35� (SBCY20) transformadas con 
los plásmidos que contienen las construcciones UGA4-lacZ (A), UASGABAmut-lacZ (B) y 
UASGABAdel-lacZ (C) provenientes de medio mínimo (MM) se cosecharon y transfirieron al 
mismo medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 
1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó GABA 0,1 mM (barras grises y negras), 
se tomaron muestras a los 60 minutos y se midió actividad de la enzima �-galactosidasa. Los 
resultados se expresan en Unidades Miller como la media ± EE de entre 2 y 4 experimentos 
independientes. 
 

 

En la Tabla 8 se mostró que los niveles de expresión de la construcción 

UGA35-lacZ en células leu3� están debajo del umbral de detección del ensayo 

de �-galactosidasa. Sin embargo, los experimentos mostrados en la Figura 40 

indican que dicho factor está de alguna manera involucrado en la generación 

de los  niveles altos de expresión observados para las construcciones UGA4-

lacZ, UASGABAmut-lacZ y UASGABAdel-lacZ en células leu3�. 

Para estudiar si los niveles altos de expresión en la cepa leu3� son causados 

por diferencias en el reclutamiento de los factores de transcripción 

Uga35/Dal81 y Uga3 al promotor del gen UGA4, se construyeron cepas 

deficientes en la proteína Leu3 que expresan versiones etiquetadas con el 

epítope HA de las proteínas Uga3 y Uga35/Dal81 en su extremo N-terminal. 

Dichas células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de ChIP. La 

unión del factor HA-Uga35/Dal81 en respuesta al GABA al promotor de UGA4 

(Figura 41A) parece estar afectada por la deficiencia en la proteína Leu3 

correlacionando con los bajos niveles de expresión de la construcción UGA35-

lacZ observados en dichas células (Tabla 8). Estos resultados no explican los 
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niveles basales altos de expresión de UGA4 observados en ausencia de Leu3 

(Figura 31), aunque sí podrían explicar los valores de inducción menores 

observados en dichas células (Figura 31B). 

 

 

Figura 41. Participación de Leu3 en la interacción de Uga3 y Uga35/Dal81 con el 
promotor del gen UGA4. Células leu3� HA-UGA35/DAL81 (SBCY23) (A) o leu3� HA-UGA3 
(SBCY22) (B) provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio 
fresco con el agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo 
usando anticuerpos contra el epítope HA. La PCR cuantitativa (qPCR) se realizó utilizando 
primers que amplifican una región del promotor de UGA4 (F/R-UGA4qPCR) (barras negras) y 
una región ubicada 2,5 kb río abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) 
(control negativo). El inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculó un 
cociente de señal versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unión al promotor de 
interés o Enriquecimiento se utilizó el método del ��CT. Los datos representan la media ± EE 
de 3 experimentos independientes. Las letras representan la comparación entre condiciones 
para el promotor UGA4. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente 
diferentes entre sí (p < 0,05). 
 

 

En cambio, se observó que a pesar de que la expresión de UGA3-lacZ 

disminuye en células leu3� (Tabla 8), su capacidad de unirse al promotor del 

gen UGA4 en respuesta al GABA no se ve afectada (Figura 41B). Estos 

resultados tampoco explican los niveles altos de expresión en ausencia de 

inductor en células leu3�. Llamativamente, en condiciones donde el factor Leu3 

está ausente y por ende la expresión y reclutamiento al promotor del gen UGA4 

del factor HA-Uga35/Dal81 son prácticamente nulas, el factor HA-Uga3 sí es 

capaz de unirse al promotor de UGA4 (Figura 41B). Este resultado en principio 

contradictorio con nuestras propias observaciones que indican que el factor 

Uga3 necesita al factor Uga35/Dal81 para unirse al promotor UGA4 (Figura 
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36A), abren un nuevo interrogante acerca del rol del factor Leu3 en la 

interacción entre los factores Uga3 y Uga35/Dal81. 

Por otra parte, nuestros resultados (Figura 31B) sugirieron la participación, al 

menos en parte, del factor Leu3 en la regulación por leucina del gen UGA4. El 

hecho de que el factor de transcripción Uga35/Dal81 prácticamente no esté 

siendo reclutado al promotor de UGA4 en la cepa leu3� podría explicar la 

menor represión de la leucina en esta cepa (Figura 41A). 

 
 
En resumen, los resultados aquí presentados demostraron que el efecto de los 

aminoácidos sobre la inducción del gen UGA4 es mediado por el sensor de 

aminoácidos SPS y que los factores de transcripción efectores de la señal 

disparada por dicho sensor, Stp1 y Stp2, intervienen en esta regulación. El 

factor Uga35/Dal81 parece tener la función de activar diferencialmente la 

transcripción de genes pertenecientes a distintas vías de utilización de fuentes 

de nitrógeno dependiendo de los inductores presentes en el medio y sería el 

responsable del efecto de la leucina sobre el gen UGA4. La inhibición de la 

inducción del gen UGA4 se debería a un menor reclutamiento de los factores 

de transcripción Uga3 y Uga35/Dal81 al promotor de dicho gen ya que es 

revertida en condiciones de exceso del factor Uga35/Dal81. Ambos factores, 

Uga3 y Uga35, actúan de forma conjunta en el proceso de inducción de UGA4. 

Nuestros resultados sugieren que Uga35/Dal81 estaría interactuando con el 

elemento UASGABA del gen UGA4 a través del factor Uga3. Por otra parte, el 

factor Uga3 depende de Uga35/Dal81 para interactuar con el gen promotor de 

UGA4. Demostramos además que el factor de transcripción Leu3 actúa como 

un regulador negativo sobre el gen UGA4 y que, en ausencia de dicho factor, 

los niveles basales de expresión de UGA4 aumentan significativamente. Este 

factor podría cumplir entonces con alguna función en la relación que existe 

entre los factores Uga3 y Uga35/Dal81, ya que en su ausencia Uga3 es capaz 

de interactuar con el promotor de UGA4 independientemente del factor 

Uga35/Dal81. 
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Respuesta a los aminoácidos del regulón UGA
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ANTECEDENTES 
 

 

Como ya se mencionó, la mayor parte de los estudios realizados acerca de la 

regulación transcripcional del regulón UGA se llevaron a cabo sobre el gen 

UGA4 y en menor medida sobre el gen UGA1. Acerca de los genes UGA1 y 

UGA2 se sabe que ambos responden a la inducción por GABA de la misma 

forma que UGA4, es decir que requieren la acción de los factores de 

transcripción Uga3 y Uga35/Dal81. Sin embargo, el promotor del gen UGA2 no 

posee un elemento UASGABA en su promotor, sino que posee una sola copia de 

la secuencia consenso de unión del factor Uga3 5´-SGCGGNWWT-3´ (Figura 

42). El elemento UASGABA, que tiene dos copias de esta secuencia consenso, 

ha sido identificado en los promotores de los genes UGA4 y UGA1 como 

esencial para su inducción por GABA (Idicula et al., 2002).  

 

 

Figura 42. Esquema de las regiones promotoras de los genes UGA4, UGA1 y UGA2. En 
rojo y azul se muestran las secuencias GATA presentes en los promotores de los genes UGA y 
en verde se muestran los sitios consenso de unión para el factor de transcripción Uga3.  
 

 

Por otra parte, los tres genes poseen secuencias 5´-GAT(T/A)A-3´ en sus 

promotores (Figura 42) y son sensibles a NCR.  

Pese a las diferencias en cuanto a la secuencia de sus promotores, los tres 

genes que conforman el regulón UGA se comportan de forma similar. En el 

capítulo anterior demostramos que existe un efecto negativo de la leucina 

sobre la inducción del gen UGA4 causado por una señal disparada por el 
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sensor SPS que lleva a un menor reclutamiento del factor Uga35/Dal81 al 

promotor de UGA4. Por otra parte, demostramos que el factor de transcripción 

Leu3 actúa como un represor sobre este gen.  

El objetivo de este capítulo fue determinar si los resultados observados para el 

gen UGA4 pueden ser generalizados al regulón UGA. 
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RESULTADOS 
 
 

1. La leucina causa un efecto negativo sobre la inducción de los genes 
UGA1 y UGA2 a través del sensor SPS 

 

Para estudiar si el efecto negativo de la leucina que se observó sobre la 

inducción de UGA4 también se produce sobre los genes UGA1 y UGA2, se 

midió la expresión de dichos genes por RT-qPCR en células wild type y ssy1�, 

en presencia de GABA y/o leucina. En la Figura 43A y B se puede observar 

que la expresión de ambos genes, UGA1 y UGA2, se induce en presencia de 

GABA, y que la leucina causa un efecto negativo sobre esta inducción. Al igual 

que ocurre para el gen UGA4, dicho efecto es mediado por el sensor SPS ya 

que en ausencia de la proteína Ssy1, el efecto de la leucina desaparece (Figura 

43C y D). La inhibición por leucina parece ser más intensa sobre el gen UGA4 

que sobre los genes UGA1 y UGA2, aunque es estadísticamente significativa 

en los tres casos (comparar Figuras 43A y B con Figura 24A). 
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Figura 43. Efecto de la leucina sobre la expresión de los genes UGA1 y UGA2 en células 
wild type y células ssy1�. Se midieron los niveles de ARN mensajero de los genes UGA1 y 
UGA2 en células wild type (23344c) y ssy1� (30995b). Células provenientes de medio mínimo 
se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (barras negras) o no 
(barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación se agregó 
GABA 0,1 mM (barras grises y negras), se tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el 
ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de expresión de UGA1 y UGA2 se 
normalizaron con respecto a los niveles de expresión del gen de expresión constitutiva TBP1. 
Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos independientes. Las barras con 
diferentes letras (a, b, c) son significativamente diferentes entre sí (p < 0,05).  
 

 

2. Los factores Uga3 y Uga35/Dal81 interactúan con los promotores de 
los genes UGA1 y UGA2 en una forma dependiente de GABA  

 
El factor Uga3 interactúa in vitro con sondas conteniendo la secuencia 

perteneciente al elemento UASGABA del gen UGA1 (Idicula et al., 2002, Noel & 

Turcotte, 1998), pero dicha secuencia no se encuentra presente en el promotor 

del gen UGA2 que sólo posee una copia de la secuencia consenso de unión 

del factor Uga3 5´-SGCGGNWWT-3´ (Idicula, 2002) (Figura 42). Sin embargo, 

no existían evidencias de interacción in vivo de los factores de transcripción 
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Uga3 y Uga35/Dal81 con los promotores de los genes UGA1 y UGA2. Es por 

esto que se decidió estudiar la interacción in vivo de ambos factores de 

transcripción con los promotores de los genes UGA1 y UGA2 en respuesta al 

GABA. Para estudiar esta interacción se realizaron ensayos de ChIP utilizando 

células wild type que expresan las proteínas HA-Uga3 y HA-Uga35/Dal81 

tratadas o no con GABA. Los resultados (Figura 44) muestran que ambos 

factores interactúan con los promotores de los genes UGA1 y UGA2 en 

respuesta al GABA de manera similar a lo observado para el promotor del gen 

UGA4.  

 

 

Figura 44. Efecto del GABA sobre el reclutamiento de los factores de transcripción Uga3 
y Uga35/Dal81 a los promotores de los genes UGA1 y  UGA2 en células wild type. 
Células wild type que expresan las proteínas HA-Uga3 (SBCY13) (A) o HA-Uga35/Dal81 
(SBCY10) (B) provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio 
fresco con el agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo 
usando anticuerpos contra el epítope HA. La PCR cuantitativa (qPCR) se realizó utilizando 
primers que amplifican una región del promotor de UGA1 (F/R-UGA1 qChIP) (barras grises), 
una región del promotor de UGA2 (F/R-UGA2 qChIP) (barras negras) y una región ubicada 2,5 
kb río abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) (control negativo). El 
inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculó un cociente de señal 
versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unión al promotor de interés 
(Enriquecimiento) se utilizó el método del ��CT. Los datos representan la media ± EE de 2 
experimentos independientes.  
 
 

Estudios previos habían reportado que los dos sitios de unión presentes en el 

elemento UASGABA de los genes UGA1 y UGA4 debían ser ocupados por el 

factor Uga3 para que ocurriera la activación transcripcional (Idicula et al., 

2002). El promotor del gen UGA2 no posee las secuencias consenso para que 

ocurra la unión de dos moléculas de Uga3, sin embargo se detecta unión de 
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dicho factor al promotor de UGA2 en presencia de GABA, condición donde se 

observa activación transcripcional (Figura 43B). Más aún, se sabe que la 

inducción de UGA2 depende de la presencia del factor Uga3 (Coleman et al., 

2001, Vissers et al., 1990), por lo que la unión de una sola molécula de Uga3 

debe ser suficiente para que ocurra la activación de este gen. Si bien los 

estudios que sugirieron que dos moléculas de Uga3 son necesarias para que 

ocurra activación transcripcional de UGA1 y UGA4  fueron realizados in vivo 

(Idicula et al., 2002), las construcciones utilizadas sólo contenían las 

secuencias pertenecientes a sus elementos UASGABA, o versiones mutadas de 

los mismos, fusionadas a la región promotora CYC1. Es posible que el contexto 

del promotor completo permita la interacción de una sola molécula de Uga3, y 

una consecuente activación, por lo menos en el promotor UGA2.  

 

 

3. El factor de transcripción Uga35/Dal81 cumple un rol similar en la 
inducción por GABA de los genes UGA4, UGA1 y UGA2 

 
Estudios previos (Bricmont et al., 1991) y resultados presentados en este 

trabajo demostraron que el dominio Zn(II)2-Cys6 presente en la proteína 

Uga35/Dal81 no es requerido para la activación de los genes DUR1 y DUR2 ni 

para la inducción del gen UGA4 (Figura 37B). Para probar si esto se cumple 

también para los genes UGA1 y UGA2, se midieron los niveles de ARN de 

ambos genes por RT-qPCR en células deficientes en la proteína Uga35/Dal81 

transformadas con plásmidos que codifican para versiones mutadas de dicha 

proteína (Figura 37A), en presencia o no de GABA. Como era de esperar, el 

dominio Zn(II)2-Cys6 de la proteína Uga35/Dal81 tampoco es necesario para su 

acción en la inducción de los genes UGA1 y UGA2 (Figura 45A y B).  
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Figura 45. Efecto de distintas mutaciones en la proteína Uga35/Dal81 sobre la 
transcripción de los genes UGA1 y UGA2. Se midieron los niveles de ARN mensajero de los 
genes UGA1 (A) y UGA2 (B) en células uga35� (SBCY17) transformadas o no con los distintos 
plásmidos que codifican para versiones mutadas de la proteína Uga35/Dal81 (Bricmont et al., 
1991). Células provenientes de medio mínimo (MM) se cosecharon y transfirieron al mismo 
medio fresco con el agregado (barras negra) o no (barras blancas) de GABA 0,1 mM. Se 
tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. 
Los niveles de expresión de UGA1 y UGA2 se normalizaron con respecto a los niveles de 
expresión del gen de expresión constitutiva TBP1. Los datos representan la media ± EE de 2 
experimentos independientes. 
 
 
Por otra parte, como se observa en la Figura 45, el motivo de poliglutamina 

situado en la posición 227 a 237 (plásmido pPB68), no es necesario para la 

inducción, mientras que el motivo de poliglutamina situado en la posición 73 a 

94 (plásmido pPB67) es esencial, tal como se había observado para UGA4 

(Figura 37B). 

En el Capítulo II se propuso que el efecto negativo de la leucina sobre el gen 

UGA4 es causado por una menor disponibilidad del factor Uga35/Dal81, lo que 

se confirmó al demostrar que la sobreexpresión de la proteína HA-Uga35/Dal81 

revierte este efecto (Figura 39A y B). Nuevamente, se realizaron ensayos 

similares para evaluar si esto también se cumple para los genes UGA1 y 

UGA2. Los resultados (Figura 46A y B) muestran que la sobreexpresión de la 

proteína HA-Uga35/Dal81 también revierte el efecto negativo que la leucina 

produce sobre los genes UGA1 y UGA2, lo que indica que el efecto de los 

aminoácidos sobre UGA1 y UGA2, al igual que sobre UGA4, se debe a una 

menor disponibilidad del factor Uga35/Dal81. 
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Figura 46. Estudio de la participación del factor Uga35/Dal81 como regulador de los 
genes del regulón UGA. Se midieron los niveles de ARN mensajero de los genes UGA1 (A) y 
UGA2 (B) en células uga35� (SBCY17) transformadas con el plásmido pSBC-HA-UGA35. 
Células provenientes de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco 
con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 
minutos de incubación se agregó GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se tomaron muestras 
a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de 
expresión de los genes UGA1 y UGA2 se normalizaron con respecto a los niveles de expresión 
del gen de expresión constitutiva TBP1. Los datos representan la media ± EE de 3 
experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente 
diferentes entre sí (p < 0,05). 

 

 

4. El factor de transcripción Leu3 actúa como represor sobre el 
promotor del gen UGA1 pero no sobre el promotor del gen UGA2 

 

El promotor del gen UGA1, al igual que el de UGA4, contiene la secuencia 

consenso de unión del factor de transcripción Leu3 dentro del elemento 

UASGABA. Por otra parte, dicho consenso no se encuentra presente en el 

promotor UGA2.  

Con el objetivo de evaluar si el factor de transcripción Leu3 también interviene 

en la regulación transcripcional de los genes UGA1 y UGA2, se midieron los 

niveles de ARN en células leu3� tratadas con leucina y/o GABA. Los 

resultados (Figura 47), indican que el factor de transcripción Leu3 actúa como 

un regulador negativo sobre la expresión del gen UGA1, de forma similar a lo 

que ocurre con UGA4. Por el contrario, Leu3 no tiene ningún efecto sobre la 

expresión de UGA2, de acuerdo con la ausencia de un sitio consenso para la 

unión de dicho factor en su promotor. 
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Figura 47. Regulación de los genes UGA1 y UGA2 por el factor Leu3. Se midieron los 
niveles de ARN mensajero de los genes UGA1 y UGA2 en células leu3�. Células provenientes 
de medio mínimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (barras 
negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubación 
se agregó GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se tomaron muestras a los 30 minutos, se 
extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de expresión de UGA1 y 
UGA2 se normalizaron con respecto a los niveles de expresión del gen de expresión 
constitutiva TBP1. Se graficaron también los niveles basales de expresión de ambos genes en 
células wild type para facilitar el análisis. Los datos representan la media ± EE de 3 
experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente 
diferentes entre sí (p < 0,05). 
 

 

A pesar de que la expresión del gen UGA1 es regulada por Leu3 y la de UGA2 

no, el efecto negativo de la leucina sobre la inducción por GABA de ambos 

genes es similar tanto en ausencia como en presencia de dicho factor 

(comparar Figuras 43A y 43B con Figura 47). En cuanto al gen UGA4, en el 

Capítulo II se demostró que si bien se observan diferencias en la represión por 

leucina entre la cepa wild type y la cepa leu3� (comparar Figura 31B con 

Figura 24A), esto puede ser en realidad una consecuencia de la baja expresión 

(Tabla 8) y la menor interacción del factor Uga35/Dal81 con el promotor UGA4 

(Figura 41A). Todos estos resultados parecen indicar que Leu3 no participa en 

la regulación por leucina del regulón UGA, aunque no son totalmente 

concluyentes. 
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En resumen, en este capítulo demostramos que la inducción de los tres genes 

que conforman el regulón UGA es afectada por la presencia de leucina en el 

medio. Por otra parte, los resultados aquí presentados sugieren que los 

mecanismos por los cuales la leucina regula a UGA1 y UGA2 son similares a 

los que actúan sobre UGA4. En cuanto al factor Leu3, los genes UGA4 y UGA1 

son regulados negativamente por dicho factor, mientras que UGA2 no, de 

acuerdo con la ausencia de un sitio consenso para el factor Leu3 en su 

promotor.
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La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene la capacidad de aprovechar al 

máximo los nutrientes y es capaz de adaptarse a situaciones de falta de los 

mismos para asegurar su supervivencia. El estudio de los mecanismos por 

medio de los cuales este organismo es capaz de modificar sus estados 

metabólicos, transcripcionales y de ciclo celular en respuesta a la cantidad y/o 

calidad de los nutrientes disponibles es de gran importancia debido a que los 

hongos poseen simples pero conservados caminos de señalización, que son a 

menudo equivalentes a los presentes en organismos eucariotas multicelulares 

(Bahn et al., 2007). Por otra parte, el sensado y utilización de nutrientes juega 

un papel fundamental en un gran número de aplicaciones biotecnológicas que 

involucran a la levadura S. cerevisiae (Eckert-Boulet et al., 2004). En este tipo 

de procesos es fundamental conocer en detalle los mecanismos que llevan a la 

activación y/o represión de distintas rutas metabólicas y a la producción de 

metabolitos secundarios de interés para una determinada industria 

biotecnológica.  

 

Partiendo del conocimiento de que los aminoácidos extracelulares inhiben la 

inducción del gen UGA4 a través del sensor SPS (Bermudez Moretti et al., 

2005), nos planteamos como objetivo general para este trabajo estudiar los 

mecanismos moleculares que llevan a esta regulación. En particular centramos 

nuestra atención en el efecto de la leucina, un fuerte activador del sensor de 

aminoácidos SPS, sobre la inducción del gen UGA4, así como también sobre la 

inducción de los demás genes miembros del regulón UGA, UGA1 y UGA2. 

 

En los procesos de inducción mediados por el sensor SPS, el agregado de 

aminoácidos al medio activa el sensor, lo que desencadena el procesamiento 

endoproteolítico de los factores Stp1 y Stp2, su translocación al núcleo y la 

activación transcripcional de genes de permeasas de aminoácidos (Wu et al., 

2006, Liu et al., 2008, Andreasson & Ljungdahl, 2002). En el caso del gen 

UGA4, el efecto es inverso, es decir que la activación del sensor SPS por una 

mezcla de aminoácidos desencadena una inhibición de la inducción de dicho 

gen (Bermudez Moretti et al., 2005).  
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Al igual que al agregar una mezcla de aminoácidos, distintos aminoácidos 

activadores del sensor SPS, al ser agregados individualmente, inhiben la 

inducción del gen UGA4 a través del sensor SPS (Figuras 23 y 24). Por otra 

parte, en ausencia de los factores de transcripción Stp1 y Stp2, el efecto 

negativo de la leucina sobre el gen UGA4 disminuye (Figura 34C), confirmando 

la participación de los principales componentes del camino de señalización 

SPS en dicho efecto. El hecho de que ambos factores deban estar ausentes 

para que se pierda el efecto negativo de la leucina sobre UGA4 refuerza la 

propuesta de que Stp1 y Stp2 poseen funciones parcialmente redundantes 

(Andreasson & Ljungdahl, 2002), y cuando uno de estos factores está ausente, 

el otro puede cumplir su función.  

La inducción de los genes que conforman el regulón UGA depende de los 

factores de transcripción Uga3 y Uga35/Dal81. Estos factores actúan a través 

de los elementos UASGABA presentes en los promotores de los genes UGA1 y 

UGA4 (Andre, 1990, Ramos et al., 1985, Talibi et al., 1995, Andre et al., 1995). 

En el caso del gen UGA2, si bien existe una secuencia consenso de unión para 

el factor Uga3 en su promotor (Idicula, 2002), no se sabe cuál es la secuencia 

blanco de la inducción. La proteína Uga3 producida y purificada a partir de E. 

coli es capaz de interactuar in vitro, y en ausencia de GABA, con sondas 

correspondientes a los elementos UASGABA de UGA1 y UGA4, por lo que se 

había sugerido que la interacción de dicho factor con los promotores de los 

genes que regula sería independiente de GABA (Idicula et al., 2002). En este 

trabajo demostramos, no sólo que ocurre interacción in vivo de los factores de 

transcripción Uga3 y Uga35/Dal81 con los promotores de los tres genes UGA, 

UGA1, UGA2 y UGA4, sino que además esta interacción ocurre de manera 

dependiente de GABA (Figuras 35A, 35B y 44).  

Además de participar en el proceso de inducción de los genes UGA, el factor 

Uga35/Dal81 participa en otros procesos de inducción de genes blanco de la 

señal disparada por el sensor SPS (Abdel-Sater et al., 2004b, Boban & 

Ljungdahl, 2007). Hasta el momento se desconocen los mecanismos que 

median esta regulación, aunque se ha propuesto que Uga35/Dal81 podría ser 

blanco directo de la señal disparada por el sensor SPS (Abdel-Sater et al., 

2004b). Estudios globales han reportado la fosforilación de distintos residuos 
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de la proteína Uga35/Dal81 (Albuquerque et al., 2008, Gruhler et al., 2005, 

Smolka et al., 2007), mientras que otros estudios identificaron a este factor 

como un posible regulador del ciclo celular y se reportó su fosforilación 

mediada por la quinasa Cdk1 (Ubersax et al., 2003, Yang, 2005). La proteína 

Uga35/Dal81 puede estar entonces sufriendo una modificación post-

traduccional que modifique su actividad en respuesta a los inductores, y dicha 

modificación podría ser una fosforilación, aunque esto necesita ser estudiado 

con mayor profundidad.   

Cuando se analizó la participación de Uga35/Dal81 en la regulación del gen 

UGA4 por leucina, pudimos demostrar que la interacción del factor 

Uga35/Dal81 con el promotor UGA4 disminuye cuando las células son pre-

incubadas con leucina antes del agregado de GABA (Figura 35A). Por otra 

parte, este efecto es causado por una señal disparada por el sensor SPS, ya 

que en ausencia de la proteína Ssy1 el reclutamiento del factor Uga35/Dal81 al 

promotor UGA4 ocurre independientemente del agregado de leucina al medio 

(Figura 35C). El hecho de que la leucina impida la unión al promotor de UGA4 

de uno de los dos factores responsables de su inducción por GABA, 

correlaciona con la menor inducción observada en presencia de dicho 

aminoácido (Figuras 23, 24 y 28A).  

Como ya se mencionó Uga35/Dal81 es el factor común que existe entre la 

regulación de genes involucrados en varias vías de utilización de fuentes de 

nitrógeno, como GABA (Vissers et al., 1990, Coornaert et al., 1991), urea, 

alantoína (Turoscy & Cooper, 1982, Jacobs et al., 1980) y aminoácidos (Abdel-

Sater et al., 2004b). La existencia de un factor de transcripción compartido 

entre estas vías de inducción podría permitir una activación jerarquizada de las 

mismas cuando varias de las fuentes de nitrógeno antes mencionadas se 

encuentran disponibles simultáneamente (Abdel-Sater et al., 2004b). Nuestros 

resultados apoyan esta hipótesis, ya que en presencia de otros aminoácidos se 

ve favorecida la inducción de genes involucrados en su transporte por sobre el 

transporte y utilización del GABA. De forma similar, Abdel-Sater y 

colaboradores (Abdel-Sater et al., 2004b), reportaron que el agregado de 

aminoácidos a células creciendo con urea como fuente de nitrógeno induce la 

transcripción de genes regulados por Ssy1 e inhibe la expresión de los genes 
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DUR involucrados en la utilización de urea como fuente de nitrógeno. En 

contraposición, la pre-incubación de células wild type con GABA antes del 

agregado de leucina no afecta la inducción de la permeasa de aminoácidos 

AGP1 (Figura 39C). Estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio de la 

leucina sobre los genes UGA es debido a una activación jerarquizada y no es 

una consecuencia del orden en que se agregaron los inductores al medio. 

Nuestros resultados que muestran que la sobreexpresión de la proteína 

Uga35/Dal81 revierte el efecto negativo de la leucina sobre el gen UGA4 

(Figuras 39B), sugieren que esta regulación diferencial podría deberse a una 

menor disponibilidad del factor Uga35/Dal81 para que ocurra la inducción por 

GABA de este gen. También podría ser que Uga35/Dal81 sufriera una 

modificación post-traduccional en respuesta a los distintos inductores, la cual le 

brindaría mayor actividad sobre una determinada vía. Debido a que el nivel de 

sobreexpresión de la proteína Uga35/Dal81 fue tan elevado (Figura 39A), esta 

posibilidad no puede descartarse ya que es posible que la maquinaria que 

estaría produciendo esta modificación se encuentre en cantidades limitantes.  

En la literatura no existen reportes que relacionen al factor de transcripción 

Uga3 con la vía de señalización SPS. Sin embargo, en este trabajo 

demostramos que, al igual que ocurre con Uga35/Dal81, la pre-incubación de 

células wild type con leucina antes del agregado de GABA disminuye la 

capacidad del factor Uga3 de interactuar con el promotor de UGA4 en una 

forma dependiente del sensor SPS (Figuras 35B y 35D), también 

correlacionando con la menor inducción observada en los ensayos de 

expresión (Figuras 23, 24 y 28A). Estos resultados pueden ser explicados por 

el hecho de que la interacción de la proteína Uga3 con el promotor de UGA4 

depende de la presencia de la proteína Uga35/Dal81 (Figuras 36A y B). Un 

efecto similar se observó para el gen AGP1, donde la interacción de Stp1 con 

dicho promotor depende de la presencia de Uga35/Dal81 (Boban & Ljungdahl, 

2007). Entonces, la menor disponibilidad para la inducción de los genes UGA 

del factor Uga35/Dal81 causada por el agregado de aminoácidos podría ser el 

impedimento para la interacción de Uga3 con el promotor de UGA4.  

Uga35/Dal81 posee un dominio de dedos de zinc Zn(II)2-Cys6 típico de los 

dominios de unión al ADN de factores de transcripción de hongos (MacPherson 
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et al., 2006). Sin embargo, Bricmont y colaboradores (Bricmont et al., 1991), 

demostraron que dicho dominio no es requerido para que Uga35/Dal81 cumpla 

su función en la inducción por alofanato de los genes DUR1 y DUR2, de forma 

similar a lo que ocurre con la proteína TamA de Aspergillus nidulans, un factor 

homólogo a Uga35/Dal81 (Davis et al., 1996). Nuestros resultados demostraron 

que el dominio Zn(II)2-Cys6 tampoco es necesario para que el factor 

Uga35/Dal81 actúe en el proceso de inducción de los genes UGA (Figuras 37B 

y 45). Sin embargo, se ha detectado interacción de Uga35/Dal81 con los 

promotores de los genes UGA (Figuras 35A y 44B), AGP1, DUR y DAL 

(Harbison et al., 2004, Boban & Ljungdahl, 2007), es decir que si su dominio 

putativo de unión al ADN no es necesario para su función, es probable que 

dicho factor interactúe con los promotores de los genes que regula a través de 

otro factor. En el caso de la inducción por aminoácidos del gen AGP1, se ha 

sugerido que la interacción del factor Uga35/Dal81 sería a través de la misma 

región en el promotor a través de la cual interactúa Stp1, sugiriendo que dicha 

interacción podría ser a través de Stp1 (Boban & Ljungdahl, 2007). Por otra 

parte, por medio de ensayos de doble híbrido, se ha demostrado interacción 

entre los factores de transcripción Dal82 y Uga35/Dal81, responsables de la 

inducción de los genes DUR y DAL (Scott et al., 2000), y se ha sugerido que 

Dal82 podría estar actuando como un puente entre Uga35/Dal81 y el ADN 

(Scott et al., 2000). En el caso de los genes UGA, nuestros resultados sugieren 

que la interacción de Uga35/Dal81 con el promotor de UGA4 ocurre a través de 

Uga3. Por ejemplo, Uga35/Dal81 es incapaz de interactuar con el promotor de 

UGA4 en cepas deficientes en UGA3 (Figura 36C). Más aún, mutaciones en el 

sitio consenso de unión al ADN para el factor Uga3 presente en el promotor de 

UGA4 no sólo impiden la interacción del factor Uga3 con dicho promotor sino 

que también impiden la interacción del factor Uga35/Dal81 (Figura 38).  

En resumen, todos estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de 

activación jerarquizado coordinado por el factor de transcripción Uga35/Dal81 

(Figura 47). En presencia de GABA, los factores de transcripción Uga3 y 

Uga35/Dal81 son reclutados al elemento UASGABA del promotor de UGA4 y 

ocurre la inducción de dicho gen. En esas condiciones, el sensor de 

aminoácidos SPS se encuentra en estado de reposo y los factores Stp1 y Stp2 



Discusión 

149 

no activados se encuentran en el citoplasma. Luego del agregado de 

aminoácidos al medio, ocurre la activación del sensor SPS, los factores Stp1 y 

Stp2 son procesados, translocan al núcleo y activan la transcripción de sus 

genes blanco. Esta activación de la transcripción depende del factor de 

transcripción Uga35/Dal81, el cual probablemente esté siendo reclutado a los 

promotores de dichos genes. En estas condiciones, el agregado de GABA es 

incapaz de inducir el reclutamiento del factor Uga35/Dal81, y en consecuencia 

de Uga3, al promotor de UGA4, efecto que se ve reflejado en una menor 

inducción de dicho gen. De acuerdo a las evidencias presentadas en este 

trabajo, el reclutamiento de Uga35/Dal81 al promotor del gen UGA4 estaría 

ocurriendo a través del factor de transcripción Uga3.  

En el caso de los demás miembros del regulón UGA, UGA1 y UGA2, 

demostramos que la leucina también afecta negativamente su inducción en 

forma dependiente del sensor SPS. Los resultados presentados en este trabajo 

sugieren que probablemente esta regulación ocurra a través del mismo 

mecanismo establecido para UGA4.  
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Figura 47. Representación esquemática de la regulación del gen UGA4 por aminoácidos. AAP: genes de permeasas de aminoácidos. 
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Experimentos de mutagénesis realizados sobre el promotor de UGA4 llevaron a 

identificar al factor de transcripción Leu3 como un posible regulador negativo 

de la expresión del gen UGA4 (Figura 30). Cuando se analizó la expresión de 

dicho gen en una cepa deficiente en el factor Leu3 se observaron niveles altos 

de expresión en ausencia de inductor (Figura 31), en concordancia con lo 

reportado por Boer y colaboradores (Boer et al., 2005), quienes observaron 

niveles altos de expresión de UGA4 en condiciones limitantes de nitrógeno, en 

una mutante leu3�. Resultados similares se observaron para el gen UGA1 pero 

no para UGA2 (Figura 47), de acuerdo con la ausencia de un sitio consenso 

para Leu3 en el promotor de este último gen. El hecho de que se observen 

patrones similares de expresión al mutar la secuencia central del elemento 

UASGABA del promotor de UGA4 (Figuras 28G e I), o al delecionar la proteína 

Leu3 (Figura 31), sugieren la interacción de dicho factor con el promotor de 

UGA4. Sin embargo, estudios in vitro habían reportado que si bien los factores 

de transcripción Leu3 y Uga3 se unen a secuencias que contienen repeticiones 

CGG evertidas y espaciadas por cuatro bases, Leu3 no reconoce secuencias 

blanco de Uga3 ni Uga3 de Leu3, ya que la especificidad estaría dada por los 

nucleótidos localizados entre los tripletes CGG (Noel & Turcotte, 1998). 

Nuestros resultados (Figura 32), concuerdan con los publicados por Noel y 

Turcotte en cuanto a que no se detecta interacción de Leu3 con el promotor de 

UGA4, aunque no podemos descartar que dicha interacción ocurra y no esté 

siendo detectada. Tang y colaboradores (Tang et al., 2006) observaron que 

sólo se detecta unión del factor Leu3 en el 3% de los promotores de los genes 

cuya expresión se ve afectada por la deleción de este factor y que si se 

sobreexpresa una versión de la proteína Leu3 que contiene una mutación que 

la convierte en constitutivamente activa, la cantidad de genes regulados por 

Leu3 en los que se detecta unión de dicho factor aumenta considerablemente. 

Por otra parte, la regulación de UGA4 por Leu3 parece ser independiente de 

los niveles de �-IPM ya que, a pesar de que la inducción de UGA4 parece 

afectarse cuando los niveles de �-IPM son muy bajos, en estas condiciones los 

niveles de expresión de los dos factores responsables de la inducción de 

UGA4, Uga3 y Uga35/Dal81, son prácticamente indetectables (Tablas 7 y 8). 

Esto sugiere que la falta de inducción observada en estas condiciones sería 



Discusión 

152 

causada por la ausencia de dichos factores y por ende sería un efecto 

indirecto. Por otra parte, el hecho de que el factor de transcripción Uga35/Dal81 

prácticamente no esté siendo reclutado al promotor de UGA4 en la cepa leu3� 

(Figura 41A) podría explicar la menor represión de la leucina en esta cepa, 

sugiriendo que Leu3 no estaría involucrado en la regulación por aminoácidos 

del gen UGA4.  

Si bien no fue posible esclarecer completamente las causas que llevan a la alta 

expresión del promotor UGA4 que contiene el elemento UASGABA mutado o a la 

alta expresión del promotor wild type en células leu3�, sí pudimos determinar 

que parte de esta expresión constitutiva depende del factor de transcripción 

Uga35/Dal81, ya que en ausencia de dicho factor los niveles basales 

observados disminuyen (Figura 40). Por otra parte, resultados obtenidos en 

nuestro laboratorio demostraron que los niveles altos de expresión de las 

construcciones UASGABAmut-lacZ y UASGABAdel-lacZ también dependen de los 

factores GATA positivos Gln3 y Gat1, ya que en ausencia de cualquiera de 

estos dos factores los niveles de expresión disminuyen a la mitad. En células 

creciendo en una fuente pobre de nitrógeno como prolina, el factor GATA 

negativo Uga43/Dal80 se encuentra unido al promotor de UGA4 causando un 

efecto inhibitorio (Georis et al., 2009). En estas condiciones, la inducción de 

UGA4 es dependiente del factor GATA positivo Gln3, ya que en ausencia del 

mismo, los niveles de inducción disminuyen (Luzzani et al., 2007, Talibi et al., 

1995). Sin embargo, Gln3 no tiene la capacidad de trans-activar la expresión de 

UGA4 a menos que actúen los factores Uga3 y Uga35/Dal81 en respuesta al 

agregado de inductor (Andre et al., 1995, Talibi et al., 1995). Se ha propuesto 

que luego del agregado de GABA, la unión de Gln3 podría verse favorecida por 

sobre la de Uga43/Dal80, lo que incrementaría los niveles de inducción (Andre 

et al., 1995, Talibi et al., 1995). Algo similar ocurre con la expresión de la 

permeasa AGP1, donde Gln3 no tiene la capacidad de trans-activar la 

expresión de dicho gen sin la previa acción de los factores Stp1 y Uga35/Dal81 

a través del elemento UASaa (Abdel-Sater et al., 2004b). Dada la cercanía física 

que existe entre el elemento UASGABA y el elemento UASGATA sería lógico 

esperar que ocurriera algún tipo de interacción entre los factores que actúan 

sobre una u otra secuencia. Sería interesante entonces estudiar si las 
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mutaciones en el elemento UASGABA afectan la unión del represor Uga43/Dal80 

al elemento UASGATA o si de alguna forma favorecen la unión del factor positivo 

Gln3 causando los altos niveles de expresión. Estudios realizados sobre los 

factores Gln3 y Dal82, ambos reguladores del gen DAL7, sugirieron una 

interacción entre dichos factores, aunque aparentemente no sería una 

interacción directa. Se demostró que construcciones LexA-Gln3 y LexA-Dal82 

requieren distintos componentes del complejo SAGA para poder inducir la 

transcripción y se propuso que este complejo podría actuar como puente en la 

interacción Gln3-Dal82 (Scott et al., 2000).  

Nuestros resultados demostraron que la secuencia central del elemento 

UASGABA del gen UGA4 es el blanco de la señal disparada por el sensor SPS 

en respuesta a los aminoácidos. Esto se deduce de los resultados que indican 

que ambos factores, Uga3 y Uga35/Dal81, actúan a través del elemento 

UASGABA, y que además su interacción con el promotor UGA4 disminuye en 

respuesta a los aminoácidos extracelulares, en forma dependiente del sensor 

SPS. Sin embargo, los resultados presentados en las Figuras 28G, 28I y 29 

muestran que las construcciones que contienen la secuencia central del 

elemento UASGABA mutada siguen teniendo cierto grado de sensibilidad a la 

leucina. Si se tiene en cuenta que la acción de los factores GATA sobre los 

promotores sensibles a NCR depende de un balance entre los distintos factores 

GATA positivos y negativos (Coffman et al., 1997, Soussi-Boudekou et al., 

1997) y se tiene en cuenta además que la expresión de los factores GATA 

Gat1/Nil1 y Uga43/Dal80 es afectada por señales disparadas por el sensor 

SPS (Kodama et al., 2002), podríamos pensar que el efecto residual de los 

aminoácidos observado sobre las construcciones antes mencionadas podría 

deberse a un efecto secundario producido por cambios en el balance de los 

factores GATA.   

El factor Uga35/Dal81 actúa junto con Dal82 para inducir la transcripción de los 

genes DUR y DAL (Scott et al., 2000), de la misma forma que ocurre con Uga3 

en el caso de la inducción por GABA de los genes UGA. En este trabajo 

demostramos que el motivo de poliglutamina (residuos 73 a 94) (Figura 37 y 

45) de la proteína Uga35/Dal81 es esencial para la inducción por GABA de los 

genes UGA, así como es esencial para la inducción por alofanato de la 
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actividad de la enzima urea amidoliasa (Bricmont et al., 1991). Los dominios 

ricos en glutamina son componentes integrales de muchas proteínas 

involucradas en la regulación transcripcional desde las levaduras hasta el 

hombre. En mamíferos, estos dominios ricos en glutamina forman parte de los 

dominios de activación de varios factores de transcripción y cumplen su función 

interactuando con componentes del complejo de iniciación de la transcripción. 

Más aún, se ha demostrado que el dominio rico en glutaminas presente en la 

proteína Snf5 de levaduras es capaz de activar la transcripción (Escher et al., 

2000). Teniendo en cuenta esto, es posible que la secuencia que incluye el 

motivo de poliglutamina (residuos 73 a 94) forme parte del dominio de 

activación de Uga35/Dal81. 

Por otra parte, sería interesante evaluar si el factor Leu3 cumple algún rol en la 

interacción entre los factores Uga3 y Uga35/Dal81 o si actúa de alguna manera 

como nexo entre los elementos UASGABA y UASGATA y los factores que actúan 

sobre ellos. Se ha propuesto que heterodímeros formados entre miembros de 

la familia de factores de transcripción Zn(II)2-Cys6, entre los que podemos 

encontrar a Leu3, Uga3 y Uga35/Dal81, podrían unirse preferencialmente a 

distintos elementos con distintas afinidades, aumentando el número de sitios 

potenciales para estos factores de transcripción (MacPherson et al., 2006). En 

células deficientes en Leu3, se observan niveles altos de expresión de UGA4, 

al igual que lo observado al alterar la secuencia central del elemento UASGABA. 

Sin embargo, estos valores elevados de expresión no son causados por un 

reclutamiento independiente de GABA de los factores Uga3 y Uga35/Dal81 al 

promotor de UGA4 (Figura 41). Más aún, en ausencia de Leu3, Uga3 es capaz 

de interactuar con el promotor de UGA4 independientemente de la interacción 

de Uga35/Dal81 con dicho promotor. El gen gdhA de A. nidulans codifica para 

la enzima glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP y su expresión es 

regulada por los factores TamA y AreA. TamA es un factor homólogo a 

Uga35/Dal81 mientras que AreA es un factor tipo GATA cuya función es similar 

a la de Gln3 (Small et al., 2001). Estudios realizados en dicho organismo 

reportaron la interacción de TamA y LeuB, una proteína que comparte 

homología con Leu3 de S. cerevisiae. Estos autores propusieron que TamA 

tiene un rol importante en la regulación de gdhA, y actuaría estabilizando las 
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interacciones de AreA y LeuB con el ADN promoviendo la formación de un 

complejo capaz de aumentar o activar la expresión de gdhA (Polotnianka et al., 

2004).  

Por último, cuando se estudió la participación del factor Gcn4 en la regulación 

por aminoácidos de UGA4, se determinó que dicho factor no está involucrado 

en esta regulación. Sin embargo, el efecto de la leucina sobre la construcción 

UGA4-lacZ en la cepa gcn4� produjo una represión muy fuerte (Figura 33), a 

diferencia de lo que ocurre en células wild type donde se observa una 

inducción residual luego de la pre-incubación con dicho aminoácido (comparar 

con Figura 28A). Por otra parte, en nuestro laboratorio se demostró que Gcn4 

participa regulando positivamente la expresión de UGA4 cuando las células 

crecen en presencia de una fuente de carbono no fermentable como acetato. 

Recientemente se demostró que en células transferidas a un medio 

conteniendo GABA como fuente de nitrógeno aumenta la fosforilación del factor 

eIF2�, causando un aumento en la traducción y actividad transcripcional del 

factor Gcn4. En estas condiciones se observó que Gcn4 y Gln3 pueden inducir 

de forma coordinada la transcripción de genes uniéndose a diferentes 

elementos presentes en sus promotores (Staschke et al., 2010). También se ha 

demostrado que el factor Gcn4 y el factor Gln3 forman parte de un mismo 

complejo transcripcional cuando las células crecen en presencia de GABA y 

son ayunadas de aminoácidos (Hernandez et al., 2011). Existe la posibilidad de 

que el complejo Gln3-Gcn4 esté involucrado en potenciar el efecto inductor del 

GABA en el promotor de UGA4 ya que en dicho promotor encontramos sitios 

consenso para ambos factores de transcripción (Figuras 25 y 26). En este 

caso, si uno de los componentes del complejo está ausente podría ser la causa 

de una menor activación del gen UGA4 y por ende de un mayor efecto negativo 

de la leucina. Por otra parte, cuando se midió la actividad de la construcción 

UASGATA�-lacZ en células wild type, se observó una menor inducción en 

presencia de leucina en comparación con la construcción UGA4-lacZ 

(comparar Figuras 28A y 28C). En este caso, está ausente el elemento 

UASGATA donde se encuentra incluido el sitio consenso de unión del factor Gln3 

y por lo tanto tampoco estaría actuando uno de los componentes del complejo 

Gln3-Gcn4 por faltar su sitio de interacción con el ADN.   
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En resumen, los resultados obtenidos durante este trabajo de tesis 

contribuyeron a esclarecer los mecanismos moleculares que llevan a una 

disminución en la inducción de los genes UGA causada por los aminoácidos 

extracelulares y nos permitieron proponer un modelo según el cual el factor 

Uga35/Dal81 estaría actuando como un regulador jerárquico en la utilización de 

distintas fuentes de nitrógeno. Por otra parte los resultados aquí presentados 

abren un interrogante acerca de la interacción entre los factores que actúan 

sobre los elementos UASGABA y UASGATA presentes en el promotor de UGA4 

así como también acerca de su interacción con los factores Leu3, Gcn4 y con 

los componentes de la maquinaria transcripcional que llevan a la activación de 

los genes UGA en distintas condiciones de crecimiento.  
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1. Medios de cultivo 
 
 
YPD 
 
Extracto de levadura       1% 
Peptona         2% 
Glucosa         2% 
 
 
LB 
 
Extracto de levadura                       0,5% 
Peptona                                             1% 
Cloruro de sodio         1% 
 
 
2. Buffers 

 
 
Buffer Z 
 
Na2HPO4     60 mM 
NaH2PO4     40 mM 
KCl      10 mM 
MgSO4       1 mM 
�-mercaptoetanol   50 mM 
pH 7.0 
 
 
Buffer de lisis 
 
Tris-HCl pH 8,0             10 mM 
EDTA                1 mM 
NaCl             100 mM 
SDS                     1% 
Tritón X-100                    2% 
 
 
Buffer FA (ChIP) 
 
HEPES/KOH pH 7,5   50 mM 
NaCl             150 mM 
EDTA                 1 mM 
Triton X-100                     1% 
Deoxicolato de sodio                0,1% 
SDS                  0,1% 
PMSF                2 mM 
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Buffer de lavado (ChIP) 

 
Tris-HCl pH 8            10 mM 
LiCl           0,25 mM 
EDTA               1 mM 
Nonidet P-40              0,5 % 
Deoxicolato de sodio              0,5% 

 
 
Buffer de elución (ChIP) 
 
Tris-HCl pH 8           50 mM 
EDTA            10 mM 
SDS                   1% 
 
 
Buffer TE 

 
Tris-Cl pH 8             10 mM 
EDTA pH 8               1 mM 
 
 
Buffer AE 

 
NaAc pH 5,2           50 mM 
EDTA            10 mM 
 
 
Buffer TBS 

 
Tris-HCl pH 7,5                         100 mM 
NaCl                                         150 mM 
 
 
Loading buffer con SDS 
 
Tris-HCl pH 7,5           60 mM 
Glicerol               10% 
SDS                  2% 
�-mercaptoetanol                5% 
Azul de bromofenol       0,0025% 

 
 

Solución A 
 
Tris-HCl pH 8.0             0,1 M 
Luminol             0,045%  
Ácido p-cumárico          0,066%  
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Solución B  
 
H2O2        0,18%  
Tris-HCl pH 8,0       0,1 M 
 
 
Solución de tinción 

 
Coomassie Brillant blue R-250  0.15%  
Metanol         8% 
Ácido acético         7% 
 
 
Solución desteñidora 
 
Metanol          45% 
Ácido acético        7% 
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3. Plásmidos 
 
YEp357 

 
 

El plásmido YEp357 contiene un origen de replicación bacteriano y el origen de 

replicación de levaduras 2µ. También posee los genes AmpR y URA3 que 

permiten la selección de transformantes en bacterias y levaduras 

respectivamente. Río abajo del sitio múltiple de clonado se encuentra el gen 

lacZ que codifica para la enzima �-galactosidasa. 
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pRS413 

 
 

El plásmido pRS413 contiene un origen de replicación bacteriano y el origen de 

replicación de levaduras CEN6. También posee los genes AmpR e HIS3 que 

permiten la selección de transformantes en bacterias y levaduras, 

respectivamente. 
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pFA6a-kanMX 

 

 
El plásmido pFA6a-kanMX contiene un origen de replicación bacteriano y el 

gen AmpR de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicación del 

plásmido en bacterias y la selección de transformantes, respectivamente. Este 

plásmido no contiene origen de replicación de levaduras y contiene el módulo 

kanMX que confiere resistencia a geneticina (G418) en dicho organismo. 
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pFA6a-3HA-kanMX6 
 

 
El plásmido pFA6a-3HA-kanMX6 contiene un origen de replicación bacteriano y 

el gen AmpR de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicación del 

plásmido en bacterias y la selección de transformantes, respectivamente. 

Posee tres epítopes HA en tandem río arriba del módulo kanMX que confiere 

resistencia a geneticina (G418) en levaduras y no contiene origen de 

replicación para dicho organismo. 
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pUG6 

 

 
 

El plásmido pUG6 contiene un origen de replicación bacteriano y el gen AmpR 

de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicación del plásmido en 

bacterias y la selección de transformantes, respectivamente. Este plásmido 

contiene el gen kanMX que confiere resistencia a geneticina (G418) en 

levaduras flanqueado por secuencias loxP. No contiene origen de replicación 

para levaduras. 
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pOM10 

 

 
 

El plásmido pOM10 contiene un origen de replicación bacteriano y el gen AmpR 

de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicación del plásmido en 

bacterias y la selección de transformantes, respectivamente. Este plásmido 

contiene el módulo kanMX que confiere resistencia a geneticina (G418) en 

levaduras flanqueado por secuencias loxP río abajo de seis epítopes HA en 

tandem. No contiene origen de replicación para levaduras. 
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pSH47 

 

 
 

El plásmido pSH47 contiene un origen de replicación bacteriano y un origen de 

replicación de levaduras. También posee los genes AmpR y URA3 que 

permiten la selección de transformantes en bacterias y levaduras, 

respectivamente. Este plásmido contiene un gen que codifica para la 

recombinasa Cre río abajo del promotor inducible por galactosa GAL1. 
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pAG25 

 

 
 

El plásmido pAG25 contiene un origen de replicación bacteriano  y el gen AmpR 

de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicación del plásmido y la 

selección de transformantes, respectivamente. Este plásmido contiene el 

módulo natMX que confiere resistencia a nourseotricina (ClonNAT) en 

levaduras pero no contiene origen de replicación para dicho organismo. 
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M3929 

 

 
 

El plásmido M3929 contiene un origen de replicación bacteriano  y el gen AmpR 

de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicación del plásmido y la 

selección de transformantes, respectivamente. Este plásmido contiene el 

módulo kanMX que confiere resistencia a G418 interrumpiendo el gen HIS3. No 

posee origen de replicación de levaduras. 
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.p426-GPD 

 
El plásmido p426-GPD contiene un origen de replicación bacteriano y el origen 

de replicación de levaduras 2µ. También posee los genes AmpR y URA3 que 

permiten la selección de transformantes en bacterias y levaduras 

respectivamente. 
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