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RESUMEN

El estudio de los genes duplicados en el genoma de Saccharomyces cerevisiae
contribuye a entender el proceso evolutivo que llevé a la levadura a adquirir un
metabolismo fermentativo. Un ejemplo de esto son los paradlogos BAT1 y BAT2 que
codifican para transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada. Los estudios
fisiologicos realizados a este par de genes demuestran que la enzima Batl, localizada
en la mitocondria, tiene un caracter mas biosintético que Bat2. Por el contrario, la enzima
citosdlica Bat2 posee un perfil catabolico. Esta divergencia funcional correlaciona con los
perfiles de expresion opuestos de los genes: BAT1 se expresa mejor en condiciones
biosintéticas y BAT2 en condiciones catabdlicas. El proposito de este trabajo es
determinar la importancia de la localizacion de Batl en la divergencia funcional de ambas
enzimas. Para analizar la relacion entre la funcién biolégica de Batl y su localizacién
subcelular se relocaliz6 a Batl en el citosol en presencia y en ausencia de su paraloga
Bat2. Los resultados indican que cuando Batl se encuentra en el citosol conserva su
funcidn biosintética y mejora su capacidad catabdlica. Con los resultados obtenidos y la
bibliografia consultada se concluye que la compartimentacion subcelular juega un papel

relevante en la funcién biolégica de Batl, y posiblemente de Bat?2.
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1. ANTECEDENTES
1.1. Evolucidn por duplicacion genética

Cuando Darwin publico su libro El origen de las especies (1859), describi6 a la evolucién
como la descendencia con modificacion. EI mecanismo propuesto para alcanzar dicha
evolucion es la seleccién natural. Es a través de la seleccidn natural que las poblaciones
sobreviven y se adaptan a su medio ambiente. Sin embargo, si la evolucién hubiese
dependido Unicamente del proceso de seleccion natural, la aparicion de organismos
superiores a partir de organismos unicelulares seria practicamente imposible. Esos
saltos tan grandes en la historia de la evolucion fueron posibles gracias a la duplicacion
de genes, donde la redundancia del gen duplicado permite sobrevivir a la presiéon de la
seleccidn natural y acumular con el tiempo mutaciones que le confieren nuevas funciones
(Ohno, 1970).

El papel que juega la duplicacion de genes en la evolucion se ha ido dilucidando
con el avance de las técnicas en biologia molecular. Saccharomyces cerevisiae fue el
primer organismo eucariota en ser secuenciado. Cuando se publico el genoma completo
de la levadura en 1996, los patrones en las secuencias indicaron duplicaciones en el
genoma bastante antiguas que sugerian un evento de duplicacion completa del genoma
(WGD, por sus siglas en inglés) (Wolfe, 2015).

Las WGD son fenédmenos frecuentes en la mayoria de las especies. Los pares de
genes que resultan de una duplicacion completa del genoma adquieren funciones nuevas
gue contribuyen de diferentes maneras a la adaptacion de un ser vivo al medio ambiente
en el que se encuentra. En plantas, por ejemplo, mejoré su produccion de estructuras
florales, tiempo de floracion, calidad del grano y forma de la fruta (Panchy et al., 2016);
en vertebrados, su morfologia, fisiologia, comportamiento y diversificacion (Voldoire et
al., 2017); y en hongos, la retencion selectiva de genes duplicados les ha permitido a
algunas levaduras desarrollar un metabolismo fermentativo (Escalera-Fanjul et al.,
2019).



1.2. Destino de los genes duplicados

Los genes duplicados pueden surgir a partir de cuatro mecanismos diferentes: (a)
entrecruzamiento no equivalente, (b) retrotranscripcion o retrotransposicion, (c)
transposicion de ADN duplicado, y (d) poliploidizacién (Magadum et al., 2013). Los
primeros tres mecanismos son formas de duplicacion parcial donde sélo un segmento
del genoma total se duplica. La poliploidizacién, en cambio, conlleva una duplicacion
completa del genoma. Si la duplicacion resulta de la fusién de dos células de la misma
especie (WGD intraespecie), se trata de una autopoliploidizacion; cuando dos sets de
cromosomas de especies diferentes se fusionan (hibridaciéon interespecie), es una
alopoliploidizacién (Del Pozo et al., 2015; Peer et al., 2017).

El genoma de muchas levaduras como Candida glabrata, Vanderwaltozyma
polyspora y Saccharomyces cerevisiae, proviene de una WGD (Marcet-Houben, et al.,
2015). El linaje de esta ultima es el resultado de una hibridacién interespecie entre una
cepa proveniente del clado Kluyveromyces, Lachancea y Eremothecium (KLE) y otra
cepa relacionada con el clado Zygosaccharomyces y Torulaspora (ZT). S. cerevisiae es
entonces resultado de un evento de alopoliploidizacion.

Una vez que los genes se encuentran duplicados, su destino varia con el paso del
tiempo. En la mayoria de los casos, conservar dos genes idénticos no representa una
ventaja para las especies, por lo que los genes redundantes acumulan mutaciones
degenerativas durante millones de afios hasta convertirse en pseudogenes que nunca
se expresan o que pierden su funcién y eventualmente sufren deleciones (Figura 1)
(Magadum et al., 2013).

Por otro lado, si los genes duplicados sobreviven a una pseudogenizacion, las
copias de esos genes pueden experimentar eventos de diversificacion funcional. El
modelo clasico de Ohno (1970) plantea que cuando un gen se duplica se vuelve
redundante, sin embargo, uno de los genes duplicados evoluciona rapidamente
adquiriendo una nueva funcion, mientras que el otro permanece con la funcién original
(Ohno, 1970). La robustez se define como la capacidad de mantener la funcion ante una
perturbacioén y la plasticidad permite mejorar el rendimiento ante cambios ambientales.
El modelo de Ohno, conocido como modelo de neofuncionalizacion, permite la retencién

del par duplicado y constituye, por lo tanto, una ventaja evolutiva para las especies al
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conferirles, entre muchas cosas, mayor robustez y plasticidad (Escalera-Fanjul et al.,
2019).

Un modelo alternativo, el modelo de subfuncionalizacién, propone que la funcién
original del gen que se duplicé se encuentra ahora repartida en ambas copias, por lo
tanto, la presencia de ambos genes es necesaria para llevar a cabo la funcion ancestral
(Conant et al., 2008). Este modelo también es conocido como modelo DDC (Duplicacion-
Degeneracion- Complementacién) porque después de duplicarse, cada copia comienza
a perder subfunciones del gen original por un proceso de degeneracién, y dado que cada
copia pierde subfunciones diferentes, ambos genes deben permanecer para
complementarse y poder cumplir con la funcion original del gen ancestral (Panchy et al.,
2016).

Preduplicacicn — 1R

l

bupticacion —— T ——(__

Posduplicacion

Pérdida de copia duplicada Preservacion de ambas copias
Aumento de dosis génica Subfuncionalizacion Neofuncionalizacion

—— . — ] —4{ 1
—{_ Il — 4

Figura 1. Destino de los genes duplicados. Los genes duplicados pueden tener diferentes destinos. Si
los genes resultan redundantes, con el paso del tiempo acumulan mutaciones hasta perder su funcion.
Uno de los genes duplicados puede evolucionar mas rapidamente que el otro y adquirir una nueva funcion,
mientras que el otro permanece con la misma funcién (neofuncionalizacién) o cada copia del gen original
pierde funciones diferentes para poder especializarse (subfuncionalizacion) (modificado de Voordeckers
et al., 2015).



1.3. Clasificacion de genes duplicados

Todos los genes que resultan de una duplicacion, es decir, que provienen de un ancestro
comun, se les conoce como genes homélogos (Figura 2).

Si la homologia es resultado de un evento de especiacién, por ejemplo, a-
hemoglobina en humano y en ratén, los genes son llamados ortélogos (orto- latin ortus-
nacer). En cambio, cuando la homologia proviene de un evento de duplicacién (parcial o
total) del genoma donde ambas copias evolucionaron a la par en un mismo organismo,
por ejemplo, a y B hemoglobina, los genes son paralogos (para- griego parallelos- junto
a otro) (Opperdoes, 1997; Fitch, 1979).

Los genes paralogos a su vez se clasifican en ohnélogos y homedlogos segun su
origen de duplicacion. Los genes ohndlogos (por Susumu Ohno), provienen de una
autopoliploidizacién, mientras que los homedlogos de una alopoliploidizacion (Escalera-
Fanjul et al., 2019).

Homologos

Ortologos ’ Paralogos ’

= P

ESpeCRCIon VDR CO0N

Ohnologos Homeologos

Autopoiplordiizacion AlopoliplorzZacitn

Figura 2. Clasificacion de los genes duplicados. Todos los genes que resultan de una duplicacién son
homoélogos. Aquellos que provienen de un evento de especiacion son ortélogos y los que surgen de un
evento de duplicacién son paralogos. Los paralogos se clasifican en ohnélogos cuando provienen de una
autopoliploidizacién y en homedlogos cuando surgen de una alopoliploidizacién (elaboracion propia).

1.4. Saccharomyces cerevisiae como modelo genético de estudio

Saccharomyces cerevisiae es el organismo modelo en genética por excelencia, al

tratarse de una célula eucariota, realiza procesos complejos como replicacion,
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transcripcion y traduccion, divisién celular, transporte de membrana, metabolismo
energeético, sefalizacion intracelular, entre otros, que son también llevados a cabo por
todas las eucariotas.

Ademas de ser un sistema bien desarrollado y simple de estudiar, S. cerevisiae
tiene un ciclo de vida relativamente corto. Es capaz de crecer en un medio sélido donde
forma colonias bien definidas, o en un medio liquido donde presenta un crecimiento
logaritmico dependiente de la calidad de los nutrientes en el medio. También tiene una
alta tasa de recombinacion homadloga, lo que facilita el disefio y construccion de mutantes
para estudios genéticos.

Otra ventaja que presenta este organismo es que puede hacer mitosis tanto en su
forma haploide como en la diploide. Esto permite hacer cultivos grandes de individuos

genéticamente idénticos en el laboratorio para analizar sus fenotipos (Michels, C. 2002).

1.5. Metabolismo fermentativo de Saccharomyces cerevisiae

El metabolismo caracteristico de Saccharomyces cerevisiae, a diferencia de su ancestro,
le permite crecer en presencia y ausencia de oxigeno. Al ser un anaerobio facultativo, la
levadura es capaz de seguir rutas metabdlicas distintas de acuerdo con las condiciones
de crecimiento en las que se encuentra. En presencia de glucosa, S. cerevisiae obtiene
Su energia a traves de la glucolisis. Cuando la glucosa se termina, se activan las vias de
oxidacion aerobias, como el ciclo de Krebs y el ciclo del glioxilato, donde la levadura
utiliza fuentes de carbono no fermentables (Lehninger et al., 2015).

Se ha planteado que la adquisicion del metabolismo fermentativo de
Saccharomyces cerevisiae proviene de un evento de duplicacibn completa de su
genoma. En el cretaceo tardio, la evolucion de las angiospermas en la diversidad de sus
frutos cada vez mas azucarados pudo haber influido en la retencion selectiva de aquellos
genes duplicados involucrados en la adaptacién de la levadura a condiciones anaerobias
estrictas (Escalera-Fanjul et al., 2019). Sin embargo, aunque la mayoria de las
secuencias genodmicas en eucariotas muestran evidencias de WGD, las causasy el plazo
de los pasos intermedios no han sido faciles de discernir (Wolfe, K., 2015).

Varios analisis bioinforméticos demuestran evidencia a favor de un evento de

alopoliploidizacion en Saccharomyces cerevisiae, sugiriendo una hibridacion



interespecie entre cepas del clado KLE y cepas del clado ZT (Figura 3). Una hipétesis
propone que primero se fusionaron dos células haploides, provenientes de especies
diferentes, para formar una célula diploide que posteriormente pasé por un evento de
WGD. La otra hipétesis plantea que la fusion de dos células diploides de especies
diferentes fue lo que dio origen al ancestro de S. cerevisiae (Marcet-Houben, M. and
Gabaldon, T. 2015) (Figura 4).

Figura 3. Arbol filogenético de los clados KLE y ZT. El hibrido entre las cepas del clado Kluyveromyces,
Lachancea y Eremothecium (KLE) y cepas del clado Zygosaccharomyces y Torulaspora (ZT) dio origen al
linaje de Saccharomyces cerevisiae (modificado de Marcet-Houben, M. & Gabaldén, T. 2015).
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Figura 4. Hipotesis del origen del genoma actual de S. cerevisiae. La hipétesis A muestra la fusion de
dos diploides y la formacion del alotetraploide. La hipotesis B plantea el apareamiento entre dos haploides
y la posterior WGD que lleva a la formacion del alotetraploide (modificado de Marcet-Houben, M. and
Gabaldén, T. 2015).

1.6. Diversificaciéon funcional de los genes de S. cerevisiae

El estudio detallado de los genes paralogos de Saccharomyces cerevisiae contribuye a
determinar los mecanismos de diversificacion funcional que se llevaron a cabo en la
levadura para adquirir un metabolismo fermentativo. Uno de los fendmenos en este
metabolismo es la utilizacion de compuestos nitrogenados para reacciones de biosintesis
y catabolismo de aminoé&cidos en la levadura.

Las reacciones de algunas de las enzimas implicadas en el metabolismo de
nitrdgeno comparten intermediarios con el ciclo del acido citrico, por lo tanto, los genes
gue codifican para estas enzimas deben coordinarse con los que participan en el
metabolismo del carbono (glucdlisis, ciclo de Krebs y via de las pentosas-fosfato) (Colon,

2011). Probablemente por esta razon es que alrededor del 44% de los genes asociados
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al metabolismo del nitrégeno se encuentran duplicados, para lograr una regulaciéon mas
sofisticada, optimizar las funciones y asi aumentar la productividad del sistema.

De este porcentaje de genes asociados al metabolismo de nitrégeno, solo algunos
pasaron por un evento de poliploidizacién, es decir, solo algunos son genes paralogos.
Entre los pares paralogos mas estudiados a la fecha, se encuentran ENO1/ENO2 que
codifican para fosfopiruvato hidratasas, GDH1/GDH3 que codifican para glutamato
deshidrogenasas, LEU4/LEU9 que codifican para isopropilmalato sintasas,
LYS20/LYS21 que codifican para homocitrato sintetasas, BAT1/BAT2 que codifican para
transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada, ALT1/ALT2 que codifican para
transaminasas de alanina, y COX5A/COX5B y CYC1/CYC7 que codifican para proteinas
del complejo citocromo C oxidasa (Escalera-Fanjul et al., 2019).

Los estudios fisioldgicos realizados a estos pares paralogos demuestran que sus
funciones no son redundantes. En todos los casos, existieron mecanismos de
subfuncionalizacion que resultaron en la divergencia a nivel estructural, organizacional,
cinético, transcripcional o de localizacion subcelular entre los pares, haciendo necesaria
la presencia de ambas enzimas para suplir la funcién de la enzima ancestral (Escalera-
Fanjul et al., 2019).

1.7. Batl y Bat2 en el metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada

Saccharomyces cerevisiae es capaz de metabolizar alrededor de 30 compuestos
nitrogenados diferentes y regular su crecimiento de acuerdo con la calidad y cantidad de
estos nutrientes. Las fuentes de nitrdgeno son introducidas a la levadura a través de
permeasas y utilizadas: (1) en reacciones biosintéticas cuando hay una deficiencia de
aminoacidos en la célula y suficiente amonio para transaminar a los a-cetoacidos (2) o
en procesos catabdlicos cuando se requiere nitrdgeno para la sintesis de glutamato y/o
glutamina (Colon, 2011).

Batl y Bat2 tienen una identidad aminoacidica del 73.6% (Anexo 3). Son
aminotransferasas de los aminoacidos de cadena ramificada: Valina, Isoleucina y
Leucina (VIL). Ambas catalizan la reaccidon reversible de transaminacién, es decir,
transfieren un grupo amino de un aminoacido a un a-cetoacido usando como

donador/receptor de amonio al glutamato/a-cetoglutarato; y como cofactor al piridoxal 5’-
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fosfato (Eden et al., 2001). El a-cetoacido de valina es el a-cetoisovalerato (a-KIV), el de
leucina es el a-cetoisocaproato (a-KIC), y el de isoleucina es el a-cetometilvalerato (a-
KMV) (Figura 5). Dado que se trata de una reaccion reversible, estas enzimas catalizan
el ultimo paso de la biosintesis y el primer paso del catabolismo de VIL a través de un
solo sitio activo, es decir, siguiendo el mecanismo ping-pong o de doble desplazamiento
para enzimas con mas de un sustrato (Hammer et al., 2017; Lehninger et al., 2015).

Las biosintesis de los tres aminoacidos se relacionan entre si de diferentes
maneras. La via de sintesis de isoleucina se encuentra interconectada con la via de
valina por las enzimas que comparten. Ambas rutas tienen tres enzimas en comun: llv2,
lIV5 e Ilv3 (dihidroxiacido deshidratasas). Por otro lado, las rutas biosintéticas de valina y
leucina comparten las primeras reacciones dentro de la mitocondria. A partir del piruvato,
precursor inicial de valina, se desencadenan una serie de reacciones que producen a-
cetoisovalerato (a-KIV). Este ultimo intermediario en la sintesis de valina se vuelve el
precursor de la sintesis de leucina cuando pasa de a-KIV a a-isopropil malato (a-1PM)
por accion de las enzimas paralogas Leud4 y Leu9. El a-IPM sale de la mitocondria,
usando su transportador Oacl, hacia el citosol donde es finalmente convertido a leucina
a partir de a-KIC (Prohl, 2000; Kohlhaw, 2003; Marobbio et al., 2008).

Durante el catabolismo, los aminoacidos de cadena ramificada son desaminados
por accion de las transaminasas. Ese amonio es incorporado posteriormente al a-
cetoglutarato para formar glutamato, reaccion catalizada por la glutamato
deshidrogenasa dependiente de NADP. El glutamato a su vez es utilizado, junto con el
amonio, como sustrato para la sintesis de glutamina por medio de la glutamina sintetasa
(GS) y glutamato sintasa (GOGAT). Esta ruta, conocida como via GS/GOGAT, juega un

papel fundamental en la asimilacion de nitrégeno de la levadura (Kumada et al., 1993).
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Figura 5. Metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada en Saccharomyces cerevisiae. Batl y
Bat2 son transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada que participan en la biosintesis y el
catabolismo de valina, isoleucina y leucina. En los recuadros rojos se resalta la reaccion que catalizan las
enzimas dentro de las vias (modificado de  Saccharomyces Genome Database:
https://pathway.yeastgenome.org/YEAST/NEW-IMAGE?type=PATHWAY &object=BRANCHED-CHAIN-
AA-SYN-PWY&detail-level=2&detail-level=3&detail-level).

1.8. Divergencia funcional en las isoenzimas Batl y Bat2

Como se menciond anteriormente, Saccharomyces cerevisiae pasd por un evento de
alopoliploidizacion que fue resultado de una hibridacion interespecie entre las cepas

relacionadas con el clado KLE y el clado ZT. El linaje que dio origen a Kluyveromyces
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lactis divergié antes del evento de WGD y no experimento posteriormente duplicaciones
masivas en su genoma (Coldn, 2011), por lo tanto K. lactis puede ser considerada como
una de las cepas tipo ancestral de Saccharomyces cerevisiae y es utilizada en el estudio
de genes ortblogos.

El gen KIBAT1 codifica para la Unica transaminasa de aminoacidos de cadena
ramificada (BCAT, por sus siglas en inglés) en K. lactis. La proteina comparte un 82% de
identidad aminoacidica con Batl y un 79% con Bat2. Para entender si las enzimas Batl
y Bat2 de S. cerevisiae son redundantes en la célula o si la funcion de la enzima tipo
ancestral KIBatl se encuentra distribuida entre estas dos enzimas, en el articulo
publicado por Colén et al., 2011, se evalud la funcion fisiologica tanto de Batl y Bat2
como de KIBatl y se compararon los resultados.

Para determinar el papel fisiol6gico de las enzimas Batl y Bat2 en el metabolismo
de VIL, se construyeron dos mutantes sencillas bat1A BAT2 y BAT1 bat24, y una doble
mutante bat1A bat24, y se calculd la velocidad especifica de crecimiento (u) de cada una
en condiciones biosintéticas (amonio como Unica fuente de nitrdgeno) y catabdlicas
(valina, leucina e isoleucina como unicas fuentes de nitrdgeno). Los resultados
demostraron una diversificacion funcional en la actividad metabdlica de las isoenzimas
Batl y Bat2.

1.8.1. Laenzima Batl es principalmente biosintética

El amonio es una fuente primaria de nitrdgeno en Saccharomyces cerevisiae. Si hay
suficiente amonio en el medio, la levadura lo asimila a través de la sintesis de
aminoacidos. En la mutante bat1A BAT2, es decir, en ausencia de Batl, la cepa fue
deficiente en crecimiento cuando se cultivd en un medio que promueve la sintesis de VIL.
Por el contrario, la mutante BAT1 bat2A conservo un fenotipo silvestre.

Al adicionar valina al medio, la mutante bat1A BATZ2 restaur6 su crecimiento,
demostrando su auxotrofia a valina. Estos resultados sugieren que Batl tiene un rol
principalmente biosintético, sobre todo en la sintesis de valina. La doble mutante, en
cambio, requiri6 de la adicion de valina, leucina e isoleucina simultdneamente para
mostrar un fenotipo similar a la cepa silvestre (WT, por sus siglas en inglés), lo que

implica que Bat2 es capaz de sintetizar parcialmente leucina e isoleucina en ausencia de
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Batl (Colon et al., 2011).
1.8.2. Laenzima Bat2 es principalmente catabodlica

Cuando las levaduras crecen en glucosa y VIL, es decir, en ausencia de amonio, la
acumulacion de aminoacidos en el citosol estimula el catabolismo de estos,
produciéndose glutamato que, a través de su degradacién via Gdh2, sintetiza amonio
gue es reasimilado, para dar glutamico y glutamina. La mutante BAT1 bat2A redujo su
velocidad de crecimiento en un 30% cuando se cultivd en un medio con VIL como Unica
fuente de nitrégeno, es decir, en condiciones catabdlicas. La mutante bat1A BAT2, en
cambio, presentd un fenotipo silvestre en las mismas condiciones. Estos resultados
indican que la enzima Bat2 tiene un cardcter mayoritariamente catabodlico en el
metabolismo de los VIL (Colon, 2011).

Al agregar unicamente valina o isoleucina al medio de crecimiento, la bat1A BAT2
continué creciendo igual que la WT y la BAT1 bat2A crecio deficientemente. Fue al
agregar leucina como Unica fuente de nitrdgeno que los fenotipos de las mutantes
cambiaron: la BAT1 bat2A recuperé el fenotipo silvestre mientras que la bat1A BAT2
decrecio en un 20% (Colon, 2011).

1.8.3. La enzima KIBat1l es biosintéticay catabdlica

Por otro lado, se construy6 una mutante klibat1A 'y se incub6 en condiciones biosintéticas
y luego catabdlicas. En presencia de amonio como Unica fuente de nitrégeno, la mutante
mostroé auxotrofia a valina, isoleucina y leucina. Solo al agregar los tres aminoacidos
simultdneamente, fue que la mutante restaurd su crecimiento, demostrando el caracter
biosintético de KIBatl1 (Coldn, et al., 2011). La mutante tampoco crecio al cultivarla en un
medio con VIL sin amonio. Por ende, ademas de ser una enzima biosintética, KlBatl

participa en el catabolismo de los VIL.
1.8.4. La actividad enzimética de Batl y Bat2 correlaciona con su fenotipo

Para complementar estos datos, también se midié la actividad enzimatica de los
extractos proteicos obtenidos de las cepas WT, bat1A BAT2 y BAT1 bat2A de S.

cerevisiae y de la cepa WT de K. lactis (KIWT) en glucosa amonio y/o VIL. Los resultados
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coinciden con los fenotipos observados previamente. Se encontré que la actividad de
transaminasa de Batl es mayor que la de Bat2 en glucosa amonio, mientras que en
glucosa VIL, la actividad enzimatica de Bat2 es superior con respecto a la de Batl.
Sorprendentemente, la actividad aminotransferasa de KIWT fue 10 veces mayor en

glucosa amonio que en glucosa VIL (Figura 6).
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Figura 6. Actividad de transaminasa de Batl y Bat2 en glucosa amonio y/o VIL. Resultados de la
medicion de la actividad enzimatica de Bat1 y Bat2 usando los tres sustratos de las enzimas (a-KIV, a-KIC
y a-KMV) en condiciones biosintéticas y/o catabdlicas. Para la determinacion de la actividad de los
extractos proteicos se realizd un ensayo acoplado al complejo enzimatico de la a-cetoglutarato
deshidrogenasa. En la gréafica se muestra el promedio y la desviacién estandar de al menos tres
repeticiones (Coldn, 2011).

Tomando en cuenta estos resultados, se puede asegurar que los genes paralogos
BAT1y BAT2 pasaron por un proceso de subfuncionalizacion a partir del ortdlogo de tipo
ancestral. No obstante, el tipo de diversificacion que llevaron a cabo pudo haber sido a

nivel cinético, transcripcional o de localizacién subcelular.
1.9. Parametros cinéticos de KlBatl, Batl y Bat2

Para determinar si la divergencia en los paradlogos BAT1 y BAT2 se encontraba en las

propiedades cinéticas de sus proteinas, se midio la actividad de transaminasa de KlBat1,

16



Batl y Bat2 utilizando los sustratos de estas enzimas. Resultados preliminares del
laboratorio de la Dra. Alicia Gonzalez demuestran que las enzimas KlBatl, Batl y Bat2
se comportan de manera muy similar en ensayos in vitro.

Los productos de las reacciones de transaminacion son VIL y a-cetoglutarato. Al
hacer un ensayo acoplado a la reaccion de la a-cetoglutarato deshidrogenasa, el a-
cetoglutarato es usado como sustrato junto con Coenzima A y NAD* para producir
succinil-CoA, CO2 y NADH. De esta manera, es posible seguir directamente la reaccion
que catalizan las transaminasas midiendo la reduccién de NAD* a NADH en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 340 nm durante determinado tiempo (Colon,
et al., 2011).

Con los datos obtenidos del ensayo acoplado, se calculo la velocidad maxima
(Vmax) Y la afinidad por sustratos (Km) de las proteinas purificadas y se observé que no
existen diferencias significativas en la capacidad catalitica de las enzimas (datos no
publicados). ElI comportamiento de las enzimas con respecto a sus sustratos es muy

similar, por lo tanto, a nivel cinético, KIBatl, Batl y Bat2 no diversificaron.
1.10. Regulacion transcripcional de BAT1y BAT2

En cuanto a su regulacion transcripcional, los genes BAT1 y BAT2 si diversificaron. En
un ensayo tipo Northern, BAT1 aumentd su expresién en condiciones biosintéticas y
BAT2 en condiciones catabdlicas (Figura 7). Estos resultados coinciden con la actividad
enzimatica de las mutantes bat1A BAT2 y BAT1 bat24, de tal forma que los genes
paralogos BAT1 y BAT2 tienen perfiles de expresion opuestos. Es importante mencionar
gue BAT2 aumento su expresion hasta cinco veces en una mutante bat1A BAT2 en un
medio con glucosa y amonio, lo que podria significar que Bat2 compensa parcialmente

la ausencia de Batl estando en un medio biosintético (Colon, 2011).
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Figura 7. Perfiles de expresion de BAT1 y BAT2 en diferentes fuentes de nitrégeno. Ensayo tipo
Northern de extractos de ARN a partir de cultivos de las cepas en fase exponencial crecidos en glucosa
amonio y/o glucosa VIL. Se utilizé el gen ACTL1 (actina) como control de carga. Los nimeros indican el
nivel de expresion con respecto a la cepa silvestre (WT) en VIL, para el carril de BAT1 o de la WT en
Amonio, para el carril de BAT2 (Colon, 2011).

Para analizar los mecanismos especificos de regulaciéon que permitieron la
subfuncionalizacion de los paralogos BAT1 y BAT2 se realizé un analisis mas a fondo de
la regulacion transcripcional de los genes. En el articulo publicado por Gonzalez-Flores
et al.,, 2017, se identificaron los cambios en la estructura de la cromatina y la
configuracion de los elementos de cada promotor involucrados en la expresién opuesta
de los genes paralogos. En el caso de BAT1, la organizacion de la cromatina no es
determinante en su expresion debido a que, tanto en glutamina como en VIL, los
nucleosomas estan posicionados de manera similar en su region promotora (Figura 8A).
En BAT2 en cambio, la caja TATA esta protegida por un nucleosoma cuando se cultiva
en glutamina, mientras que en VIL la caja TATA se encuentra libre de nucleosomas
permitiendo la union de factores de transcripcion (Figura 8B).

Para determinar si los factores de transcripcion (TF, por sus siglas en inglés) que
se unen a las regiones promotoras de BAT1 y BAT2 repercuten en la expresion de los
paralogos, se construyeron mutantes nulas de los genes que conforman los sitios de

union a estos TFs. Aquellas mutantes que si mostraron un efecto en el perfil de expresién
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de BAT1 y BAT2 fueron: gin34, gcn4A, leu3A y put3A. A partir de estos resultados se
realizaron ensayos cuantitativos de inmunoprecipitacion de la cromatina para determinar
si los factores actian de manera directa o indirecta en los promotores de los paralogos
(Gonzalez-Flores, 2017).
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Figura 8. Configuracion de la cromatina en los promotores de BAT1y BAT2. Los 6valos corresponden
a los nucleosomas posicionados en los promotores. La estructura de la cromatina de BAT1 no cambia al
variar la fuente de nitrogeno. En BAT2 en cambio, existe una remodelacién de la cromatina cuando la
fuente de nitrogeno cambia de glutamina a VIL. Se denota con NFR a la region libre de nucleosomas. Los
sitios de unidn a factores de transcripcion se muestran en rectangulos coloreados (Gonzéalez-Flores, 2017).

1.10.1. Regulacién transcripcional de BAT1

La concentracion intracelular del a-isopropil malato (a-IPM) determina la funcion
activadora o represora del factor de transcripcion Leu3 sobre el promotor de BAT1.

El a-IPM tiene dos vias de biosintesis: (1) en presencia de glutamina, se lleva a
cabo la via sensible a leucina Leu4/Leu9 que genera altas concentraciones de a-IPM
permitiendo la formacion del complejo Leu3-a-IPM que se une al promotor de BAT1 e

induce su expresion (2) en una mutante put3A en presencia de VIL, actia la via
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insensible a leucina Bat2-Leu2-Leul. Esta via hace que disminuya la concentracion
intracelular de a-IPM inhibiendo la activacion de Leu3 y por lo tanto reprimiendo la
expresion de BAT1. Estos datos coinciden con el caracter biosintético observado en la
enzima Batl, que en presencia de VIL disminuye su velocidad de crecimiento y reprime

la expresion de su gen (Gonzalez-Flores et al., 2017).
1.10.2. Regulacion transcripcional de BAT2

La calidad de la fuente de nitrdgeno y la cantidad de aminoacidos disponibles determinan
la accion de los reguladores GIn3 y Gen4 sobre el promotor de BAT2.

Como se menciond anteriormente, en el caso de BAT2 el posicionamiento de los
nucleosomas cambia de acuerdo con la fuente de nitrégeno disponible. En presencia de
fuentes primarias de nitrégeno (glutamina o amonio), los sitios de unién a GIn3 y Gcn4
se encuentran protegidos por nucleosomas, mientras que en fuentes secundarias de
nitrégeno (VIL), GLN3 y GCN4 se encuentran en la region libre de nucleosomas (NFR,
por sus siglas en inglés), lo que permite la activacion transcripcional de BAT2 a través
de estos factores.

GIn3 se rige por la calidad de la fuente de nitrdgeno. Cuando la fuente de nitrogeno
es VIL, GIn3 se localiza en el nucleo y estando ahi activa a genes como BAT2, que estan
sujetos a la regulacion negativa dependiente de glutamina. En cambio, Gcn4 actia de
acuerdo con la concentracion intracelular de aminoacidos. Cuando existe una
deprivacién de aminoacidos generada por la ausencia de Leu3, la concentracion de Gen4
incrementa induciendo de esta manera la expresion de BAT2 en condiciones

biosintéticas.
1.11. Localizacion subcelular de Batl y Bat2

Ademas de diversificar en la regulacion transcripcional de sus genes, las isoenzimas
Batl y Bat2 divergieron en su localizacion subcelular.

Los genes BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae se encuentran en cromosomas
diferentes. BAT1 esta ubicado en el cromosoma VIII, mientras que BAT2 se localiza en
el cromosoma X. Las enzimas codificadas por estos genes también se localizan en

compartimentos subcelulares distintos. Batl contiene una secuencia de translocacion
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mitocondrial (MTS, por sus siglas en inglés), en el extremo N-terminal que la localiza en
la matriz mitocondrial en cambio Bat2 no contiene una secuencia sefial que la ubique en
algun organelo, por lo que permanece en el citosol de la levadura (Kispal et al., 1996).

La relocalizacion subcelular de proteinas es un evento recurrente durante las
etapas tempranas de duplicacion de un genoma. Dado que los péptidos sefial no
contienen secuencias consenso, la sola sustitucion de un aminoéacido en el extremo N-
terminal de una proteina puede resultar en su relocalizacion (Byun-McKay & Geeta,
2007). Por lo tanto, una simple mutacién puntual durante la duplicacién del genoma es
suficiente para modificar la localizacién de una proteina y es esa relocalizacion la que
puede finalmente alterar su funciébn como consecuencia de su adaptacion a un nuevo
ambiente metabdlico.

En el citosol de S. cerevisiae, por ejemplo, se acumulan los aminoacidos, mientras
gue en la mitocondria se acumulan los precursores de estos aminoacidos (Colon, 2011).
Por lo tanto, es posible que el caracter catabdlico de Bat2 (ubicada en el citosol) se deba
a la disponibilidad de valina, leucina e isoleucina en el citosol, que son los sustratos de
la enzima; y que el perfil biosintético de Batl (localizada en la mitocondria) sea resultado
de la acumulacién de a-cetoacidos en la red mitocondrial (Figura 9).

Para analizar esto, es importante tomar en cuenta que en S. cerevisiae, el
transporte de VIL es llevado a cabo por la permeasa general de aminoacidos Gapl, y las
permeasas de aminoacidos de cadena ramificada Bap2 y Bap3 (Grauslund et al., 1995;
Didion et al., 1996). El caracter diferencial dependiente de la disponibilidad de sustratos
de las aminotransferasas, por lo tanto, podria variar al cambiar su localizacion subcelular
0 permanecer igual si estas permeasas de VIL mantienen los sustratos cerca de sus

respectivas enzimas, compensando su relocalizacion.
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Figura 9. Localizacién subcelular de las enzimas que participan en la ruta biosintética de
aminodacidos de cadena ramificada y sus sustratos en S. cerevisiae. Las enzimas Batl y Bat2 de S.
cerevisiae se encuentran en compartimentos subcelulares diferentes. En la mitocondria la disponibilidad
de a-cetoacidos es mayor, mientras que en el citosol se acumulan los aminoacidos de cadena ramificada
(modificado de Gonzalez-Flores, 2017).

Para estudiar el rol de las aminotransferasas en la biosintesis de valina, Takpho
et al., 2018 relocalizaron a la enzima Bat2 de S. cerevisiae en mitocondria en un fondo
genético bat1A bat2A y observaron que la presencia de la enzima logré restaurar el
crecimiento de la doble mutante al mismo nivel que una cepa silvestre. La relocalizacion
de la Batl al citosol, en cambio, resulté en un fenotipo bat1A BATZ2 que disminuyo el
crecimiento celular via sintesis de valina. Los resultados demuestran que la levadura
requiere de una transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada dentro de la
mitocondria, ya sea Batl o Bat2, para lograr una sintesis efectiva de valina.

Por ultimo, es importante mencionar que la aminotransferasa de aminoacidos de
cadena ramificada de la cepa tipo ancestral, KIBatl, se encuentra localizada en el nucleo
(Lépez, 2011). Esta enzima tiene la doble funcion, biosintética y catabdlica, que se
encuentra distribuida en Batl y Bat2, respectivamente, lo que sugiere que la localizacion

diferencial de las isoenzimas de S. cerevisiae contribuy6 a su subfuncionalizacion.
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2. JUSTIFICACION

El genoma de Saccharomyces cerevisiae proviene de un evento de duplicacion completa
del genoma (WGD), de los pares de genes duplicados conservados, algunos divergieron
funcionalmente logrando una regulacion metabdlica mas sofisticada, permitiendo un
metabolismo fermentativo. Uno de los mecanismos de diversificacion mas comdn en los
pares duplicados fue la relocalizacion subcelular de proteinas, que puede estar
relacionada con nuevas funciones a raiz de su exposicion a un contexto metabdlico
distinto.

Las aminotransferasas de aminoacidos de cadena ramificada codificadas por los
genes paralogos BAT1 y BAT2 son un ejemplo de este fendmeno. Si bien, las enzimas
Batl de localizacién mitocondrial, y Bat2 de localizacion citosolica se generaron por un
evento de duplicacién, favorecen un comportamiento biosintético y catabdlico,
respectivamente. Esto sugiere que su localizacion subcelular podria estar relacionada
con su funcién bioldgica, por lo que el objetivo de este proyecto es determinar la
implicacién fisioldgica que genera la relocalizacion subcelular al citosol de la enzima
paraloga Batl en Saccharomyces cerevisiae. Los cambios fisioldgicos que se observen
en las cepas resultantes permitirdn establecer una relacion entre la relocalizacion

subcelular de las proteinas paralogas y su diversificacién funcional.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Determinar la importancia de la compartimentacion subcelular de Batl en la divergencia
funcional de enzimas paralogas en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Objetivos especificos

e Analizar el fenotipo de las mutantes bat1A BAT2, BAT1 bat2A y bat1A bat2A de
Saccharomyces cerevisiae construidas por Colén et al.,2011.

e Relocalizar a la proteina mitocondrial Batl en el citosol, en un fondo genético
bat1A bat2A 'y en un fondo genético bat1A BAT2 de S. cerevisiae para obtener las
mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2.

e Estudiar el fenotipo de las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2, en las
condiciones pertinentes a su funcion, y compararlo con el fenotipo de las cepas

gue mantienen la localizacién autéctona de sus enzimas.
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4. DIAGRAMA DE TRABAJO
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material

Material de vidrio, plastico y reactivos de grado analitico para cada determinacion.
5.2. Material biolégico

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae y sus mutantes utilizadas en este trabajo se

describen a continuacién (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

CODIGO Y REFERENCIA GENOTIPO DESCRIPCION Y USO
BAT1 BAT2 (CLA 1-2) MATa BAT1 BAT2 ura3 leu2::LEU2 Cepa silvestre de S.
- Quezada et al., 2008 cerevisiae con auxotrofia a

uracilo. Utilizada como
control en la determinacion
de los fenotipos de las

mutantes.
bat1A BAT2 (CLA31) MATa bat1A:: kanMX4 BAT2 ura3 leu2::LEU2 Mutante  sencilla  con
- Coloén et al., 2011 delecion en el gen de Batl.
Utilizada como fondo
genético en la
transformacion para

obtener la mutante BAT1-
cit BAT2 y como control en
la determinacién de los
fenotipos de las mutantes.

BAT1 bat2A (CLA32) MATa BAT1 bat2A:: kanMX4 ura3 leu2::LEU2 Mutante sencilla  con
- Coloén et al., 2011 delecion en el gen de Bat2.
Utilizada como control en
la determinacién de los
fenotipos de las mutantes.

bat1A bat2A (CLA33) MATa bat1A::NAT bat2A:: kanMX4 ura3 | Mutante doble con
- Colén et al., 2011 leu2::LEU2 delecién en los genes de
Batl y Bat2. Utilizada
como fondo genético en la
transformacion para
obtener la mutante BAT1-
cit bat2A y como control en
la determinacién de los
fenotipos de las mutantes.

BAT1-yECit BAT2 MATa BAT1-yECitrine-URA3 BAT2 leu2::LEU2 Cepa silvestre con la
- Flores, 2012 proteina Batl etiquetada
con YyECitrine. Utilizada
como ADN molde en la
construccion de las
mutantes BAT1-cit bat2A 'y
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BAT1-cit BAT2 y como
control en la observacion
de localizacion de
proteinas en microscopio
confocal.

BAT1 BAT2-yECit
- Flores, 2012

MATa BAT1 BAT2-yECitrine-URA3 leu2::LEU2

Cepa silvestre con la
proteina Bat2 etiquetada

con yECitrine. Utilizada
como control en la
observacion de

localizacion de proteinas
en microscopio confocal.

BAT1-cit bat2A
- Este trabajo

MATa
kanMX4 leu2::LEU2

BAT1(-18aa)-yECitrine-URA3

bat2A:: | Mutante con la proteina
Batl etiquetada con
yECitrine y relocalizada en
el citosol, en un fondo

genético BAT1 bat2A.

BAT1-cit BAT2
- Este trabajo

MATa
leu2::LEU2

BAT1(-18aa)-yECitrine-URA3

BAT2 | Mutante con la proteina
Batl etiquetada con
yECitrine y relocalizada en

el citosol.

Los oligonucleétidos empleados para la construccion y comprobacion de las mutantes se

describen en la Tabla 2 en el orden en que fueron usados:

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

CODIGO Y REFERENCIA

SECUENCIA (5" — 37)

DESCRIPCION

D1: FWBAT1-MTS
- Este trabajo

ACTGGTGCCCCATTAGATGCATCC

Contiene la secuencia que recombina 54 pb
rio abajo del coddn de inicio de BAT1.

D16: Rv-3UB1lInt
- Este trabajo

GGATTCTTCCATTGACAGAAGAC

Contiene la secuencia que se une a la 3
UTR de BAT1.

D2: FWBAT1-MTS+5'BAT1
- Este trabajo

ttcgttagaataaatcaccctataaacgcaaaatc
agctagaaccttagcatactaaaacATGACT
GGTGCCCCATTAGATGCATCC

Contiene la secuencia que recombina rio
arriba del codén de inicio de BAT1
(minudsculas), y la secuencia que se une 54
pb rio abajo del codén de inicio de BAT1
(mayusculas); mas el condén de inicio de
BAT1 (ATG).

D1, D16 y D2 amplifican el

mébdulo de BAT1 (sin secuencia sefial)

construir a las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2.

unido a yECitrine-URA3 que se utilizd para

D5: FWBAT 1citConf
- Este trabajo

ATGATCTTACTGATAGAGGC

Contiene la secuencia que recombina 298
pb rio arriba del codén de inicio de BAT1.
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D6: RvBAT 1citConf
- Este trabajo

GTTCTGTAGGCTTTCAAACC

Contiene la secuencia que recombina 302
pb rio abajo del coddn de inicio de BAT1.

D5 y D6 amplifican la region cercana ala MTS de BAT1 (54 pb) para comprobar, por diferencia de niUmero de bases,
gue se eliminé dicha secuencia de las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2.

5.3. Equipos

Los equipos utilizados para llevar a cabo la metodologia de este trabajo se describen a

continuacion (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los equipos.

EQUIPO MARCA MODELO
Balanza OHAUS ADVENTURER PRO AV412
Balanza OHAUS DIAL-O-GRAM
Autoclave TOMY SS-325E
Autoclave LAB MEDO UNO
Incubadora NEW BRUNSWICK SC G-25
Incubadora GENERAL ELECTRIC 805
Incubadora con agitacion EPPENDORF HAMBURG 22331
Refrigerador AMERICAN RC-600
Congelador GS LABORATORY REF2117A14
Ultracongelador PUFFER HUBBARD ICF9007A14
Ultracongelador SANYO ULTRA LOW

Peachimetro

THERMO SCIENTIFIC

ORION STAR A111

Vortex SCIENTIFIC INDUSTRIES VORTEX-GENIE 2
Agitador NEW BRUNSWICK G10

Centrifuga BECKMAN COULTER AVANTI J-26 XPI
Centrifuga BECKMAN COULTER GS- 6KR
Centrifuga EPPENDORF 5415 D
Espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC GENESYS 20

Espectofotémetro Nanodrop

THERMO SCIENTIFIC

NANODROP 2000
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Termociclador BIO RAD T100 THERMAL CYCLER
Céamara de electroforesis ACCESOLAB PHU13

Fuente de alimentacion para BIO RAD POWERPAC HC
electroforesis

Transiluminador UVvP BENCHTOP UV
Microscopio confocal ZEISS LSM 800

5.4. Métodos

Los métodos que se siguieron para llevar a cabo la metodologia de este trabajo se

muestran a continuacion en el orden en que fueron realizados (Tabla 4).

Tabla 4. Métodos empleados para las diferentes determinaciones.

sus curvas de crecimiento.

levaduras durante 24 horas.

DETERMINACION METODO REFERENCIA
Calculo de la velocidad de | Turbidimetria: medicion de la | Colén et al., 2011
crecimiento de levaduras a partir de | absorbancia (DO) del cultivo de

Extraccién de ADN genémico

Fenol- cloroformo- alcohol isoamilico

Sambrook et al., 2001

Amplificacién de fragmentos de ADN

PCR

Storici et al., 2001

Cuantificacion de ADN

Espectrofotometria de microvolumen

NanoDrop Technologies, 2012

Separacion y analisis de moléculas
de ADN (gADN y fragmentos de
PCR)

Electroforesis en gel de agarosa

Sharp et al.,, 1973

Purificacion de ADN de PCRs

Desnaturalizacion de proteinas,
adsorcion de ADN a la membrana de la
columna, lavado de etanol para
remover sales y otros contaminantes,
elucién del ADN con Tris-HCI.

Vogelstein & Gillespie, 1979;
Marko et al., 1982

Construccién de mutantes
recombinaciéon homéloga

por

Transformacién de levaduras

acetato de litio

con

Storici et al., 2001

Seleccion de mutantes en placa

Seleccion por auxotrofia a aminoacidos

Colon et al., 2011

Observacion de mutantes marcadas
con proteinas fluorescentes

Microscopia confocal

Pemberton, 2014
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6. METODOLOGIA
ETAPA 1
6.1. Analisis de los fenotipos de las mutantes control

Las mutantes construidas por Colén, et al.,, 2011 (Tabla 1), fueron utilizadas en la
construccion de las nuevas mutantes. Fue por eso necesario realizar curvas de
crecimiento y verificar que el comportamiento fisiolégico de las mutantes coincidiera con
el fenotipo reportado.
Para realizar las curvas de crecimiento, las cepas se crecieron en medio minimo

(MM) con sales, elementos traza y vitaminas (Anexo 4). Se adiciond uracilo (20mg/L)
para complementar la auxotrofia de las cepas, ademas de glucosa 2% como fuente de
carbono y sulfato de amonio (40mM) y/o valina (150mg/L), isoleucina (30mg/L) y leucina
(200mg/L) como fuente de nitrogeno segun fue el caso:

e En condiciones biosintéticas: MM ura glucosa + amonio

e En condiciones catabdlicas: MM ura glucosa + VIL

e En condiciones biosintéticas y catabodlicas: MM ura glucosa + amonio + VIL

Todos los cultivos se incubaron a 30°C, 560xg. Se midio la densidad 6ptica (DO) de cada
cepa a 600 nm cada dos horas durante 24 horas para trazar su curva de crecimiento en
una escala semilogaritmica. Posteriormente, se determiné la velocidad especifica de
crecimiento (), a partir del valor de la pendiente (m) en la fase exponencial de la curva

de crecimiento y el tiempo de duplicacion (td) en horas, con las siguientes formulas:

log2 n2
g _log2 2
m td

ETAPA 2
6.2. Construccion de mutantes
6.2.1. Descripcion de la mutante BAT1-yECit BAT2

Las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2, que contienen a la proteina Batl
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relocalizada en el citosol, se construyeron a partir de la mutante BAT1-yECit BAT2 (Tabla
1, Anexo 1). Esta mutante fue utilizada en el proyecto porque contiene a la proteina Batl
etiquetada con yECitrine, una proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés)
utilizada como marcador de localizacion de Batl al observarse en microscopio confocal.

La cepa BAT1-yECit BAT2, se construyé a partir del plasmido pKT0175 que
contiene al gen URA3 (gen que cura la auxotrofia a uracilo) como marcador de seleccién
(Figura 10). La mutante se construyé amplificando la region del pKT0175 que contiene
el casete de yECitrine-URA3 flanqueado por 60 pb del ORF de BAT1y 60 pb del 3’ UTR
de BATL. El producto de PCR fue purificado y utilizado en la transformacion de la cepa
silvestre CLA1-2. Las transformantes se seleccionaron en MM con sulfato de amonio y
VIL.

pKTO175

4900 bp

Figura 10. Mapa del plasmido pKT0175. La mutante BAT1-yECit BAT2 se etiquetd con la proteina
fluorescente verde obtenida del plasmido pKT0175. Los oligonucledtidos Fw y Rv (en morado) fueron
utilizados para amplificar el casete de yECitrine-URA3 empleado en la transformacion de la cepa silvestre
(SnapGene software de GSL Biotech; disponible en snapgene.com).

6.2.2. Predicciéon de la secuencia de translocacion mitocondrial de Batl

Para relocalizar a la proteina Batl en el citosol, primero fue necesario establecer la

secuencia de translocacion mitocondrial de la proteina. Las MTS suelen ser péptidos de
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10 a 90 residuos aminoacidicos de longitud que se encuentran en el extremo N-terminal
de la secuencia proteica. Generalmente tienen un alto contenido de arginina y una clara
ausencia de residuos aminoacidicos cargados negativamente. Se caracterizan por
formar estructuras en a-hélice con residuos hidrofébicos de un lado y residuos con carga
positiva del otro (Fukasawa et al., 2015).

Se usé el programa bioinformatico TargetP-2.0, un servidor que predice los
péptidos sefial del extremo N-terminal y su posible sitio de corte basandose en las
caracteristicas antes mencionadas. La prediccion mostr6 una MTS de 17 residuos
aminoacidicos para Batl, con un sitio de corte en el aminoacido leucina (Figura 11).
Adicionalmente, se utilizé el programa de base de datos de secuencias proteicas UniProt

gue arrojo resultados similares.

Probabilidad

0.0
MLQRHSLKLGKFSIRTLATGAPLDASKLKITRNPNPSKP

0 ’ 2
Secuencia proteica

Figura 11. Prediccion del servidor TargetP-2.0. La grafica muestra una mayor probabilidad de sitio de
corte (SC) en el aminoacido nimero 17, indicando que la MTS es de 17 aminoacidos (modificado de
TargetP: http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

6.2.3. Construccion de las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2

La construccion de las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2 se llevé a cabo
mediante mutagénesis de sitio dirigido. Para obtener el médulo que se utilizé en la
transformacion de las cepas, fue necesario realizar dos PCRs. En la PCR1 se usé la

mutante BAT1-yECit BAT2 como molde de gADN (Anexo 5), para conservar el casete de
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yECitrine-URA3; y los oligonucledétidos D1y D16, con la finalidad de eliminar la secuencia
de translocacion mitocondrial que localiza a Batl en la matriz mitocondrial (Figura 12A).
Los analisis de prediccion de la MTS para Batl indicaron una secuencia de entre 16 y 17
residuos aminoacidicos de longitud. Estudios previos han reportado la relocalizacién
exitosa de Batl en el citosol con la remocién de 18 residuos aminoacidicos (Takpho et
al., 2018), por lo que en este trabajo se removieron 18 (54 pb) para asegurar la
relocalizacion de la proteina.

Se llevé a cabo una segunda PCR usando como molde el producto de la PCR1
(4286 pb) con el objetivo de adherir la 5" UTR de BAT1 (60 pb). Para ello se usaron los
oligonucledtidos D2 (que contiene la regién homologaala 5 UTR de BAT1) y D16 (Figura
12B). El producto de la PCR2 (4346 pb) fue purificado y utilizado en la transformacion de
la cepa bat1A bat2A para obtener la mutante BAT1-cit bat2A y de la cepa bat1A BAT2
para obtener la mutante BAT1-cit BAT2. La transformacion con acetato de litio (Anexo 6)
permitié la insercién por recombinacion homéloga del médulo de interés. Las colonias
transformadas se seleccionaron creciendo en ausencia de uracilo en un MM con sulfato
de amonio y VIL. Se realizaron tres pases por colonia cada tercer dia en el medio

selectivo para asegurar la prevalencia de la mutacion.
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A D1
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SUTRBAT) _Hikite BAT1 yECitrine B S UTR BAT1
’ Sdpb \ D18
PCR1
 J
BAT1 yECitrine | | URA3 |* """
, 4206 pb "
B __SUTRBATI o
BAT1 yECitrine URAZ P20
| PCR2
 J
5 UTR BAT1 BAT1 yecmne URA3 3 UTR BAT1

4346 pb

Figura 12. PCRs para la obtencién del médulo de interés. (A) Se utilizé la mutante BAT1-yECit BAT2
como ADN molde en la PCR1. Con los oligonucleétidos D1 y D16 (en azul) se amplificé el gen de BAT1
sin su MTS (54 pb). (B) Para la PCR2 se utilizo el producto de la PCR1 como molde de ADN. El
oligonucleétido D2 se us6 para adherir 60 pb complementarias a la regién 5 UTR de BAT1 al médulo de
interés (4346 pb) que finalmente fue utilizado en la transformacion de las cepas (elaboracion propia).

6.2.4. Comprobacion de mutantes

Para asegurar la correcta construccion de las mutantes, antes de determinar sus
fenotipos, se llevaron a cabo PCRs de confirmacion utilizando los oligonucledtidos de
comprobacién D5 y D6 descritos en la Tabla 2. A continuacién, se realizé microscopia
confocal para verificar la fluorescencia emitida por las proteinas etiquetadas de las cepas
BAT1-yECit BAT2 y BAT1 BAT2-yECit (Tabla 1). La obtencion de estas imagenes
permiti6 comparar la localizacion en mitocondria y citosol de Batl y Bat2,
respectivamente, con la nueva localizacién de Batl en las mutantes BAT1-cit bat2A y
BAT1-cit BAT2. Finalmente se mand6 a secuenciar el ORF completo de BAT1 para

descartar mutaciones adicionales.
6.3. Determinacion de fenotipos de mutantes BAT1-cit bat2Ay BAT1-cit BAT2

Por ultimo, se realizaron curvas de crecimiento de las mutantes construidas empleando
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la misma metodologia descrita en el apartado 6.1 y se compararon los fenotipos
resultantes con las cepas control para determinar el significado funcional de la

localizacion de la proteina Batl.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Batl posee un caracter biosintético y Bat2 uno catabdlico

Para comprobar el fenotipo de las mutantes control, se realizaron curvas de crecimiento
de las mutantes isogénicas bat1A BAT2 y BAT1 bat24, y de la doble mutante bat1A
bat2A en medios que promueven la biosintesis o el catabolismo de VIL y se calculd su
velocidad especifica de crecimiento ().

Los resultados concuerdan con los datos reportados por Colén et al, 2011. Como
se observa en la Figura 13, en glucosa amonio, la mutante bat1A BAT2 disminuye su
velocidad especifica de crecimiento en un 50% con respecto a la cepa silvestre, y la
BAT1 bat2A. En cambio, en glucosa VIL, la mutante BAT1 bat2A es la que se ve afectada
hasta en un 40% en comparacion con la BAT1 BAT2 y la bat1A BAT2. Por otro lado, la
doble mutante requiere de ambas fuentes de nitrégeno para mostrar crecimiento, lo que
demuestra que no hay vias de biosintesis o catabolismo alternas que compensen la falta
de Batl y Bat2 en el metabolismo de VIL.

0.4 BAT1 BAT2

bat1A BAT2

DA =P A
BAT1 bat2A

0.34

0.24

u(h-)

Amonio VIiL Amonio + VIL

Figura 13. Velocidad especifica de crecimiento de las mutantes control. La deficiencia en crecimiento
gue se observa en la mutante bat1A BATZ2 en glucosa amonio demuestra el papel principal de Batl en la
biosintesis de aminoéacidos. La mutante BAT1 bat2/A, en cambio, disminuye su y al encontrarse en
condiciones catabdlicas, indicando el rol fundamental de Bat2 en el catabolismo de VIL. En la gréafica se
presenta el promedio y desviacién estandar de dos replicas. [****]= P<0.0001, [***]= P<0.001.

Estos datos confirman lo antes mencionado. La Unica BCAT de K. lactis es una
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enzima bifuncional que participa tanto en la biosintesis como en el catabolismo de VIL.
En S. cerevisiae, en cambio, la funcién doble del gen ancestral se repartid en las
proteinas paralogas Batl y Bat2, haciendo a Batl mas biosintética y a Bat2 mas

catabdlica.
7.2. Relocalizacién de Batl en el citosol

La remocion de los 18 residuos aminoacidicos (54 pb) de las mutantes BAT1-cit bat2A y
BAT1-cit BAT2 se comprobd primero por PCR (Figura 14). Posteriormente, se mando a
secuenciar el ORF completo del gen de BAT1 en ambas cepas para confirmar lo

observado en el gel.
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Figura 14. Comprobacion de la remocién de la MTS por PCR. Basandose en los pares de bases
delimitados por el marcador de peso molecular (MPM), las bandas de las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-
cit BAT2 muestran una clara diferencia de 54 pb menos en comparacion con la banda de la cepa silvestre.
Se utilizaron los oligonucleétidos de comprobacion D5 y D6 descritos en la Tabla 2. La electroforesis se
llevd a cabo en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.

A continuacion, se hizo uso del microscopio confocal LSM800 (Tabla 3). Las

imagenes obtenidas, tanto de las nuevas mutantes como de los controles, coincidieron
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con los resultados esperados (Figura 15).

BAT1-yECit BAT2 BAT1-cit BAT2 BAT1-cit bat2A

BAT1 BAT2-yECit

DIC yECitrine Empalme

Figura 15. Comprobacion de la localizacion subcelular de Batl y Bat2 por microscopia confocal.
Las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2, que contienen a la proteina Batl sin MTS y etiquetada con
yECitrine, emiten fluorescencia en el citosol de la célula. El patron de fluorescencia es el mismo que el
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observado en la mutante BAT1 BAT2-yECit, donde la proteina etiquetada con yECitrine (Bat2) se
encuentra en el citosol. La mutante BAT1-yECit BAT2 solo emite fluorescencia en la red mitocondrial de la
levadura, lugar donde se ubica Batl en una WT. Las muestras fueron tomadas de cultivos crecidos en MM
glucosa amonio en fase exponencial (Anexo 7).

La relocalizacién de Batl al citosol se logré removiendo los primeros 18 residuos
aminoacidicos de la proteina. Esto reafirma lo predicho por los servidores bioinformaticos
y abre la posibilidad de adherir esos 54 pb de Batl en el extremo N-terminal de Bat2 para
relocalizar ahora a Bat2 en la mitocondria.

Es importante mencionar que se utilizé el servidor en linea I-TASSER para realizar
las predicciones estructurales de la proteina con y sin los 18 residuos de aminoacidos.
Los modelos sugieren que es poco probable que la remocién de la secuencia de
translocacion mitocondrial haya afectado el plegamiento de la proteina y por lo tanto su
funcion (Anexo 2).

7.3. Batl es biosintética también en el citosol

Para analizar el rol fisiolégico de Batl en el citosol, se determinoé la velocidad especifica
de crecimiento de las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2 en diferentes medios.
En glucosa amonio, ambas mutantes crecieron igual a una WT (Figura 16A, B). Si
se comparan con las cepas control, las nuevas mutantes BAT1-cit bat2A (u = 0.293 h1)
y BAT1-cit BAT2 (u = 0.315 h!) tienen una velocidad de crecimiento similar a la cepa
silvestre BAT1 BAT2 (p
mutante BAT1 bat2A (u

principalmente por Batl en la mitocondria, se mantuvo tras su relocalizacion en el citosol,

0.314 h1). EI mismo fenotipo silvestre se observa en una

0.301 h'1). Es decir, la biosintesis de VIL, llevada a cabo

aun en ausencia de Bat2. En este sentido, vale la pena considerar que, si la localizacién
citosdlica de Batl resultara en un incremento de la capacidad enzimatica de esta
proteina, esto no podria ser valorado utilizando como criterio la velocidad de crecimiento
de la BAT1-cit bat2A, comparada con la desplegada por la cepa WT, ya que ambas
presentan la misma velocidad de crecimiento. En este caso seria necesario determinar

la concentracion intracelular de los aminoacidos valina, leucina e isoleucina.
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Figura 16. Fenotipo de las mutantes en condiciones biosintéticas (glucosa amonio). (A) Curvas de
crecimiento de las mutantes. Las mutantes control se muestran en lineas punteadas y las mutantes de
interés en lineas continuas. (B) Velocidad especifica de crecimiento de las mutantes. En las graficas se
presenta el promedio y desviacion estandar de dos repeticiones. [****]= P<0.0001, [*]= P<0.1.

Pareciera que Batl por si sola, sin importar el compartimento subcelular que
ocupe, mantiene su capacidad biosintética, a diferencia de Bat2, que estando en el
citosol no logra compensar la falta de Batl. Una mutante bat1A BAT2 (u = 0.174 h™Y), por
ejemplo, disminuye su velocidad de crecimiento casi a la mitad en comparacion con la
cepa silvestre y la BAT1-cit BAT2. Esto indica que la enzima Bat2 en el citosol requiere
la presencia de Batl, ya sea en la mitocondria o en el citosol, para restablecer el
crecimiento de la levadura en condiciones biosintéticas. Tomando en cuenta estos datos,
el fenotipo casi idéntico de BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2 se logra Unicamente gracias
a la capacidad de biosintesis de Batl y no de Bat2.

La funcidn biosintética de Batl en el citosol se hace més evidente al comparar a
la mutante control bat1A bat2A con la BAT1-cit bat2A. La doble mutante es incapaz de
crecer en glucosa amonio, pero con Batl en el citosol la auxotrofia de la célula a VIL se
revierte por completo.

En conjunto, los datos anteriores sugieren que la localizacion de Batl en S.
cerevisiae no es fundamental para llevar a cabo su funcién biosintética. Siendo una
enzima que cataliza una reaccion reversible, seria l6gico pensar que la direccion de la
reaccion de Batl estaria determinada por la concentracion intracelular de sus sustratos.

Pero contrario a lo esperado, en glucosa amonio la Batl citosoélica es tan biosintética
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como la Bat1 mitocondrial, es decir, la acumulacién de a-cetoacidos en la mitocondria no
necesariamente favorece el perfil biosintético de la enzima. Es posible que la capacidad
de biosintesis de Batl se deba Unicamente a su regulacion transcripcional y por ende a
la concentracion intracelular de ciertos metabolitos que funcionan como reguladores del
gen.

Como se menciond en los antecedentes, la activacion transcripcional de BAT1
depende del complejo Leu3-a-IPM en glucosa amonio. Bajo estas condiciones, el a-IPM
es sintetizado en la mitocondria por las a-isopropil malato sintasas Leu4 y Leu9. Cuando
se generan altas concentraciones de a-IPM, la molécula entra al nucleo y forma el
complejo activo con Leu3 que finalmente se une al promotor de BAT1 e induce su
expresion. De esta manera, en una mutante BAT1-cit, el gen BAT1 se transcribe y su
ARNmMm se traduce tantas veces como en una WT, manteniendo la funcién de la proteina
incluso al modificar su localizacion.

Por otro lado, es importante tomar en cuenta a los transportadores de los
aminoacidos de cadena ramificada y a sus a-cetoacidos. En cuanto al transporte
mitocondrial en S. cerevisiae, no existen datos suficientes que describan el paso de VIL
desde la mitocondria hacia el citosol, tampoco de sus a-cetoacidos correspondientes. El
Unico descrito hasta el momento, es el acarreador de oxalacetato Oacl, que transporta
al a-IPM, un intermediario en la sintesis de leucina, al citosol. La sintesis del a-IPM es
mitocondrial, pero dado que las proximas reacciones para producir KIC son catalizadas
por dos enzimas citosdlicas (IMP isomerasa e IPM deshidrogenasa), el a-IPM debe ser
exportado al citosol para completar la sintesis de leucina (Marobbio et al., 2008).

En cambio, los precursores de valina (KIV) e isoleucina (KMV) permanecen en la
mitocondria porgue la enzima encargada de sintetizarlos (Ilv3) es mitocondrial (Velasco
et al., 1993). Hasta ahora no se han reportado transportadores mitocondriales de KIV ni
de KMV, en general los mecanismos de transporte de aminoécidos de la mitocondria al
citosol y viceversa permanecen poco claros. Para analizar su papel en la biosintesis de
VIL, seria interesante medir los niveles mitocondriales y citosélicos de los tres
aminoacidos y a-cetoacidos en las mutantes obtenidas y compararlos con los de las
mutantes control.

Independientemente de la concentracién de precursores de VIL en el citosol, los
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resultados muestran que la Batl citosdlica no disminuyd su funcion biosintética al
modificar su localizacion. Si Batl puede realizar su funcion en cualquier recinto
subcelular, ¢ por qué se mantuvo en la mitocondria? Posiblemente porque (1) en glucosa
VIL, la presencia de Batl en el citosol afecta la capacidad catabdlica de Bat2 y altera el
crecimiento normal de la levadura, o (2) Bat1 es una proteina “moonlighting”, es decir, es
multifuncional y podria participar en alguna otra reaccion, diferente de la estudiada, que
es exclusiva de la mitocondria.

La primera alternativa queda descartada en el siguiente apartado donde se
determinan los fenotipos de las mutantes en glucosa VIL. En cuanto a la posible
propiedad “moonlighting” de la enzima, Kingsbury et al. encontraron que Batl interactia
con la aconitasa, una enzima mitocondrial importante en el ciclo de Krebs. En un ensayo
de co-inmunoprecipitacién, se identificaron también otras enzimas mitocondriales que
interactian con Batl, algunas responsables de la sintesis de leucina como Ilv3, IIv5 y
Leu4, y otras involucradas en el ciclo del acido citrico. El estudio propone un modelo
donde Batl y Bat2 coordinan el metabolismo de leucina con el metabolismo del ciclo de
Krebs para controlar la via de sefializacion de TORCL.

La via del complejo 1 de la diana de rapamicina (TORC1) es un complejo proteico
que integra sefales para regular el crecimiento celular en respuesta a la disponibilidad
de los nutrientes. Ambas transaminasas son necesarias para el funcionamiento éptimo
de TORCL1 debido a la actividad enzimética que presentan en el metabolismo de VIL. Sin
embargo, es Batl quien ademas juega un papel estructural al interactuar fisicamente con
enzimas del ciclo de Krebs y formar un complejo con la aconitasa que posiblemente

contribuye al flujo de metabolitos al ciclo (Kingsbury et al. 2015).
7.4 Batl en el citosol suple por completo la funciéon catabdlica de Bat2

Las mutantes también se crecieron en glucosa VIL para analizar su fenotipo en
condiciones catabodlicas (Figura 17A, B). La BAT1-cit bat2A (4 = 0.177 h!) mostr6 un
comportamiento casi idéntico al de la cepa silvestre BAT1 BAT2 (u = 0.185h) y al de la
bat1A BAT2 (4 = 0.185 h'l). Ademas, el nulo crecimiento de una doble mutante en VIL
cambia a un crecimiento de tipo silvestre con la sola presencia de una Batl citosolica.

Por lo tanto, a pesar de que en una cepa silvestre la expresion de BAT2 es 12 veces
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mayor que la de BAT1 en glucosa VIL (Colén et al., 2011), Batl es capaz de cubrir por
completo las necesidades catabdlicas de la célula cuando se relocaliza en el citosol.

La comparacién mas interesante es la y de la mutante control BAT1 bat2A (u =
0.119 h't) con la mutante BAT1-cit bat2A (4 = 0.177 h'1). Como se observa en la Figura
17B, la primera crece 30% menos que la segunda en las mismas condiciones. Ambas
son bat24, la Unica diferencia esta en la localizacion de Batl. En la mitocondria Batl
cumple con la funcién catabdlica parcialmente, pero al relocalizarla en el citosol la enzima
logré catabolizar tan eficientemente como Bat2. Esto sugiere que cuando cualquiera de
las dos aminotransferasas se encuentra en el citosol, el catabolismo de VIL se mantiene

igual al de una WT.
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Figura 17. Fenotipo de las mutantes en condiciones catabdlicas (glucosa VIL). (A) Curvas de
crecimiento de las mutantes. Las mutantes control se muestran en lineas punteadas y las mutantes de
interés en lineas continuas. (B) Velocidad especifica de crecimiento de las mutantes. Se presenta el
promedio y desviacién estandar de los resultados realizados por duplicado. [****]= P<0.0001, [***]=
P<0.001, [**]= P<0.01.

También es necesario resaltar que la mutante BAT1-cit BAT2 (u = 0.217 h'1) crece
al menos 15% mas que la cepa silvestre (u = 0.185 h) y que las mutantes bat1A BAT2
(4 =0.185h't) y BAT1-cit bat2A (u = 0.177 h't). De esta manera, si ambas transaminasas
se encuentran juntas en el citosol, posiblemente sus funciones se suman y la capacidad

catabdlica de la levadura aumenta.
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En resumen, los resultados anteriores demuestran que (1) Batl en el citosol, mas
no en la mitocondria, sustituye el rol catabdlico de Bat2, (2) la funcién catabdlica de la
levadura se incrementa cuando ambas aminotransferasas se encuentran en el citosol.

Si la primera premisa es cierta, la localizacion citosolica de Batl estimula su
caracter catabdlico. En un medio sintético con galactosa, la abundancia relativa de
isoleucina y leucina en una WT es diez veces mayor en el citosol que en la mitocondria,
y de valina es ocho veces mayor (Pan et al., 2018). En un medio glucosa VIL, los
aminoécidos exdgenos entran a la via catabdlica en el citosol a través de transportadores
transmembranales. Entre los transportadores de VIL reportados hasta ahora se
encuentra la permeasa general de aminoacidos Gapl, y las permeasas de aminoacidos
de cadena ramificada Bap2 y Bap3, ubicadas en la membrana celular. La permeasa de
aminoacidos aromaticos Tatl, con una alta afinidad por valina, y la Agtl (permeasa de
asparagina y glutamina) también transportan aminoacidos a través de la membrana
plasmatica de S. cerevisiae (Ljungdahl et al., 2012, YMDB, 2017).

En este contexto, la actividad enzimatica de Batl podria depender de la
disponibilidad de sustratos en el citosol. Dado que las transaminasas -catalizan
reacciones reversibles cuya constante de equilibrio es cercana a uno, el sentido de la
reaccion esta determinado por las concentraciones de reactivos y productos. La afinidad
de la enzima por sus sustratos catabdlicos (VIL) no puede cambiar, pero la velocidad de
reaccion si. A mayor concentracibn de aminoacidos, la velocidad inicial de
transaminacion aumenta y desplaza el equilibrio de la reaccién hacia los productos, en
este caso, hacia los a-cetoacidos.

De esta manera, se podria inferir que en un medio glucosa-VIL la cantidad de
aminoacidos en la mitocondria no es suficiente para que Batl alcance una velocidad de
reaccion que no afecte su velocidad de crecimiento. En cambio, en el citosol la capacidad
catalitica de la enzima aumenta a raiz de su exposiciébn a mas sustratos catabdlicos, al
grado de mostrar una velocidad de crecimiento similar a la de una cepa silvestre. De ser
cierto esto, si se compararan las actividades enzimaticas de BAT1-cit bat2A y BAT1
bat2A en glucosa VIL, la actividad de la primera seria mayor.

Una alternativa menos probable es que la enzima per se sufra algin cambio

guimico o conformacional en el citosol que le permita catabolizar VIL con mayor eficiencia
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gue en la mitocondria. Hasta ahora se han predicho 11 modificaciones postraduccionales
en Batl, principalmente metilaciones y amidaciones, y 18 en Bat2, en su mayoria cortes
proteoliticos (ModPred, 2014, Anexo 3). Estos cortes pueden resultar en una activacion,
inactivacion o alteracion en la funcion de la proteina (Rogers et al. 2013). Debido a la alta
identidad aminoacidica que presentan estas transaminasas, es posible que Batl sufra la
mayoria de las modificaciones de Bat2 cuando es relocalizada en el citosol, sin embargo,
a la fecha no hay evidencia que confirme que las modificaciones postraduccionales
alteren la actividad de estas enzimas en S. cerevisiae.

Otro factor que interviene en el comportamiento de las enzimas es el pH. En
cultivos en fase exponencial de S. cerevisiae crecidos en glucosa, el pH mitocondrial es
de 7.5, mientras que en el citosol disminuye a 7.2 (Orij et al., 2008). Tomando en cuenta
qgue la conformacion de las enzimas depende, en parte, de su carga eléctrica, ligeras
desviaciones por encima o por debajo del pH 6ptimo pueden resultar en un cambio en la
actividad catalitica de la enzima. Como se muestra en los resultados, la mutante BAT1-
cit bat2A muestra una velocidad de crecimiento similar a la de una WT tanto en
condiciones biosintéticas como en condiciones catabodlicas. De este modo, se puede
hipotetizar que Batl responde mejor a un pH citosélico de 7.2, y debido a que la enzima
tiene un solo sitio catalitico, si mejora la actividad catabdlica de Batl, también mejora su
capacidad biosintética.

Por otro lado, cuando las proteinas comparten localizacion en el citosol, pareciera
gue la actividad enzimética de ambas se sumara, al grado de mejorar la p de la célula
en un 15%. Cabe mencionar que Batl y Bat2 son proteinas diméricas, es decir, en una
WT se forma el homodimero Batl-Batl en la mitocondria y Bat2-Bat2 en el citosol (Prohl
et al., 2000) (Anexo 2). La presencia de ambas enzimas en un mismo compartimento
subcelular podria favorecer la formacion de un heterodimero Batl-Bat2 con mayor
actividad enzimatica. De ser asi, la funcidon catabdlica superior en la mutante BAT1-cit

BAT2 se podria atribuir a este fenébmeno.
7.5. En amonio VIL se revierte la deficiencia de crecimiento de las mutantes

Por ultimo, se realizaron las curvas de crecimiento de las mutantes en glucosa amonio

VIL. La adicion simultanea de fuentes primarias y secundarias de nitrogeno fue suficiente
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para revertir la deficiencia de crecimiento de todas las mutantes (Figura 18A, B). De esta
manera, se comprueba que los fenotipos mostrados por las mutantes en condiciones
biosintéticas o0 catabdlicas reflejan Unicamente el funcionamiento de las

aminotransferasas de aminoacidos de cadena ramificada en el metabolismo de

nitrégeno.
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Figura 18. Fenotipo de las mutantes en condiciones biosintéticas y catabdlicas (glucosa amonio +
VIL). (A) Curvas de crecimiento de las mutantes. Las mutantes control se muestran en lineas punteadas
y las mutantes de interés en lineas continuas. (B) Velocidad especifica de crecimiento de las mutantes. En
las graficas se muestra el promedio y desviacion estandar de los resultados que se realizaron por
duplicado. [***]= P<0.001.
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8. CONCLUSIONES

En el proceso evolutivo de Saccharomyces cerevisiae existieron mecanismos de
subfuncionalizacion que, en el caso de BAT1 y BAT2, resultaron en la divergencia de
localizacion y regulacién transcripcional de sus enzimas, confiriéndole a Batl una funcién
principalmente biosintética y a Bat2 una catabdlica; funciones que en el ancestro de la
levadura se lograban por la accién de una sola enzima bifuncional.

Con los resultados obtenidos hasta el momento, esta claro que el comportamiento
opuesto que presentan Batl y Bat2 se debe, por un lado, a su regulacion transcripcional,
y por otro, a la compartimentacion diferencial de metabolitos en la mitocondria y en el
citosol. La relocalizacion de Batl en el citosol, por ejemplo, le confirié a la enzima una
capacidad catabdlica que en la mitocondria no tenia. En cambio, el perfil biosintético que
presenta Batl mitocondrial no cambi6 al relocalizar a la proteina en el citosol, sugiriendo
gue la regulaciéon transcripcional de BAT1 es suficiente para mantener la funcién
biosintética de la enzima.

Tomando en cuenta estos resultados, pareciera que la capacidad biosintética y
catabolica de Batl en el citosol es suficiente para cubrir las necesidades metabdlicas de
la célula durante su crecimiento fermentativo. De ser asi, ¢,por qué la levadura conservo
ambos genes y en compartimentos subcelulares distintos?

Por un lado, Batl cumple otra funciébn no enzimética en la mitocondria que
involucra la interaccién directa de la proteina con la aconitasa y otras enzimas
mitocondriales. Asimismo, se ha propuesto que la actividad enzimatica de las Bats altera
los niveles mitocondriales y citosolicos de VIL y otros metabolitos centrales como el
glutamato y el a-cetoglutarato durante las distintas fases del crecimiento celular
(Kingsbury et al., 2015). En particular, la sefalizacién de TORC1 depende en alguna
medida del equilibrio en el flujo de metabolitos que van de la mitocondria al citosol, y
viceversa.

De esta manera, la localizacion diferencial de las enzimas paralogas Batl y Bat2
contribuye a que estas no sean redundantes en la célula. La participacion de ambas
proteinas desde distintos compartimentos subcelulares favorece por un lado el flujo de
metabolitos en el ciclo del acido citrico, y por otro lado el metabolismo de leucina y KIC,

gue son indispensables en la activacion de TORCL1.
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9. PERSPECTIVAS
9.1. Relocalizacién de Bat2 en la mitocondria

Los resultados obtenidos hasta este punto demuestran que Batl mantiene su funcion
biosintética y mejora su capacidad catabdlica cuando se encuentra en el citosol. Seria
interesante relocalizar a Bat2 para observar si también conserva su funcion catabdlica y

aumenta la biosintética al localizarse en la mitocondria.
9.2. Medicion de la actividad enzimatica de Batl en el citosol

Para analizar mas a fondo los fenotipos de las mutantes, se propone determinar la
actividad de transaminasa de extractos proteicos de las mutantes BAT1-cit bat2A y
BAT1-cit BAT2 obtenidos a partir de cultivos crecidos en condiciones biosintéticas y

catabdlicas.

9.3. Cuantificacion de niveles mitocondriales y citosélicos de VIL y sus a-

cetoacidos

Las reservas de metabolitos cambian en cada compartimento subcelular. Los niveles de
VIL y sus intermediarios en la mitocondria y citosol son un buen parametro para definir
la relacion entre la disponibilidad de sustratos y la actividad enzimatica de las

transaminasas con relacion a su localizacion.
9.4. Analisis de expresion de los genes BAT1y BAT2

Resultaria interesante analizar la expresion de BAT1 y BAT2 en las mutantes
relocalizadas en condiciones biosintéticas y catabdlicas mediante un ensayo tipo
Northern para ver si el nivel de expresion de los genes correlaciona con los fenotipos
observados. También seria de utilidad construir quimeras donde se intercambien las
secuencias promotoras de BAT1 y BAT2 y observar si Batl mejora su capacidad
catabdlica en la mitocondria con el promotor de Bat2, o si Bat2 se vuelve biosintética en
el citosol con el promotor de Batl. En conjunto, estos datos contribuirian a interpretar la
relacion que existe entre la localizacién de las enzimas y el nivel de expresion de sus

genes.

48



9.5. Determinacién de la formacién de heterodimeros Batl-Bat2

Para demostrar si la relocalizacion de Batl en el citosol permite la formacion del
heterodimero Batl-Bat2, seria necesario realizar un isoelectroenfoque cargando el
extracto crudo de las proteinas en un gel nativo de agarosa. Un analisis de
complementacion de fragmentos fluorescentes (BIFC, por sus siglas en inglés) también
permitiria determinar la interaccion proteina-proteina de las transaminasas mediante el

uso de microscopia (Lopez et al., 2015).

9.6. Medicién de la velocidad especifica de crecimiento de las mutantes en

condiciones respiratorias

Segun los datos obtenidos hasta el momento, la enzima Batl puede ser biosintética y
catabdlica en el citosol. Se propone que su localizacion en la mitocondria se debe a que
es una proteina "moonlighting” que ademas de tener una funcion enzimatica cumple una
funcion estructural donde interactia con enzimas mitocondriales del ciclo de Krebs. Para
probar esta hipétesis, se sugiere determinar la velocidad especifica de crecimiento de
las mutantes BAT1-cit bat2A y BAT1-cit BAT2 en condiciones de crecimiento respiratorio,
es decir, usando etanol como Unica fuente de carbono. La disminucion en la velocidad
especifica de crecimiento de las mutantes en comparacién con la p de las cepas control
confirmaria la participacion fundamental que tiene Batl en el metabolismo respiratorio

de la levadura.
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ANEXOS
Anexo 1: Curvas de crecimiento control de cepas etiquetadas con yECitrine

Se llevaron a cabo curvas de crecimiento de las mutantes etiquetadas con yECitrine:
BAT1-yECit BAT2 y BAT1 BAT2-yECit, con el objetivo de verificar que la presencia de la
proteina fluorescente no afectara el crecimiento de las cepas.

Como se muestra en la Figura 19, las dos cepas con yECitrine presentan un
fenotipo de crecimiento silvestre, lo que confirma que el etiquetado no altera su

comportamiento.

Amonio VIL Amonio + VIL

14 14 14
- .1 - .14 _ .14
£ 9 ] £ 01: £ 01:
< € €
o (= (=]
(=3 o o
e 2 e
o] o] o]
=] 1 \J I o L J J Q T L U

0 8 16 24 0 8 16 24 0 8 16 24
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
-8~ BAT1BAT2
BAT1-yECit BAT2

BAT1 BAT2-yECit

Figura 19. Curvas de crecimiento control de yECitrine. Las mutantes BAT1-yECit BAT2 y BAT1 BAT2-
yECit se crecieron en condiciones biosintéticas y/o catabdlicas. En las gréaficas se presenta el promedio y
desviacion estandar de dos repeticiones.
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Anexo 2: Modelado de la proteina Batl con los servidores I-TASSER y SWISS-
MODEL

Se realiz0 la prediccion de la estructura proteica de Batl con el servidor I-TASSER (Yang
et al.,, 2015) para visualizar la remocion de la MTS y su posible repercusion en el
plegamiento de la proteina. Como se observa en la Figura 20, la secuencia de
translocacion mitocondrial (naranja) no parece tener una participacion importante en la
estructura de la enzima y se encuentra lo suficientemente alejada del sitio activo
(amarillo). De igual forma, se utilizd el programa de modelado de proteinas SWISS
MODEL (Waterhouse et al., 2018) para obtener el modelo de Batl en su forma
homodimérica y para distinguir las interacciones del cofactor piridoxal 5’-fosfato con los
residuos aminoacidicos de la proteina (Figura 21).

Ambos servidores emplearon como modelo de referencia a la transaminasa de
aminoacidos de cadena ramificada mitocondrial de humanos (hBCATm), recientemente
se determind su estructura mediante cristalografia de rayos X (Herbert et al., 2020). Esta
proteina tiene un 44% de identidad aminoacidica con Batl y forma homodimeros en la

mitocondria.

Figura 20. Modelos de la proteina Batl con I-TASSER. (A) Prediccion estructural de Batl por homologia
con la proteina hBCATm. El sitio activo se muestra en amarillo y la secuencia de translocacién mitocondrial
en naranja. (B) Prediccion estructural de Batl sin su MTS.

51



Figura 21. Modelos de la proteina Batl con SWISS MODEL. (A) Prediccion de la estructura dimérica de
Batl por homologia con la proteina hBCATm. Los circulos naranjas indican en dénde se encuentra la MTS
de cada mondémero. (B) Homodimero de Batl donde se resaltan las regiones de interaccion con moléculas
de piridoxal 5’-fosfato, el cofactor de la enzima. (C) Acercamiento de la Figura B.
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Anexo 3: Alineamiento de secuencias de Batl y Bat2

La identidad aminoacidica de las transaminasas se determiné realizando un alineamiento

de las secuencias proteicas con el servidor en linea Needle (Figura 22). Los resultados

arrojaron una identidad de aminoacidos del 73.6% y una similitud del 81.2% entre las

proteinas, con un espacio de 17 residuos aminoacidicos de diferencia al inicio de Bat2

correspondientes a la MTS de Batl.

Ademas, se realizd un analisis in silico de las modificaciones postraduccionales

en ambas proteinas (Tabla 5, Figura 22). Solo la prediccion de modificacion

postraduccional en la R209 de Batl y en la R192 de Bat2 coinciden con el sitio activo (en

naranja) de las transaminasas. Los datos se obtuvieron con el programa de prediccion

ModPred y el sitio activo con el servidor I-TASSER.

Tabla 5. Prediccion de las modificaciones postraduccionales de Batl y Bat2.

Batl Bat2
RESIDUO MODIFICACION PUNTAJE RESIDUO MODIFICACION PUNTAJE
K27 Metilacion 0.80 T2 O-glicosilacion 0.84
T31 O-glicosilacion 0.82 K10 Metilacion 0.82
K169 Metilacién 0.83 T14 O-glicosilacion 0.82
K197 Sumoilacion 0.87 T16 O-glicosilacion 0.85
R209 Corte proteolitico 0.82 V29 Corte proteolitico 0.83
K219 Sumoilacion 0.84 K32 Corte proteolitico 0.83
N347 Amidacion 0.83 V85 Amidacion 0.90
Y377 Corte proteolitico 0.80 R144 ADP-ribosilacion 0.83
R379 ADP-ribosilacion 0.90 1167 Amidacion 0.80
Y382 Amidacion 0.90 K180 Sumoilacién 0.89
K387 Metilacion 0.84 R192 Corte proteolitico 0.83
A243 Corte proteolitico 0.80
F244 Corte proteolitico 0.93
K248 Corte proteolitico 0.85
D249 Corte proteolitico 0.84
R282 ADP-ribosilacion 0.80
Y294 Corte proteolitico 0.81
R303 ADP-ribosilacién 0.87
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# Length: 394

# Identity: 290/394 (73.6%)
# Similarity: 320/394 (81.2%)
# Gaps: 17/394 ( 4.3%)
'
BAT1 1 MLQRHSLKLGKFSIRTLATGAPLDASKLlITRNPNPSKPRPNEELVFGQT
-*-Illlllé-ll ----- RN AR AN
BAT2 ] ceccmcecncnnnaaa- MTLAPLDASKVKI TiQHASKPKPNSEL Fcks
BAT1 51 FTDHMLTIPWSAKEGWGTPHIKPYGNLSLOPSACVFHYAFELFEGLKAYR
R A A AR R AR AR AR AR A
BAT2 34 FTDHMLTAEWTAEKGWGTPEIKPYQNLSLDPSAVVFHYAFELFEGMKAYR
BAT1 101 TPQNTITMFRPDKN NKSAARICLPTFESEELIKLTGKLIEQDKHLV
R A A AR N N R A R AR R AN
BAT2 84 TVDNKITMFRPOMNMKRMNKSAQRICLPTFDPEELITLIGKLIQQDKCLY
BAT1 151 PQGNGYSLYIRPTMIGTSKGLGVGTPSEALLYVITSPVGPYYKTGFKAVR
R R A R A R A RN R A AR R AR A R
BAT2 134 PEGKGYSLYIRPTLIGTTAGLGVSTPDRALLYVICCPVGPYYKTGFKAVR
BAT1 201 LEATDYA prGvco PCILPQLQAAKRGYQQNLWLFGPEK
ARRRRRR AR I LU EELEEE- PRy ..
BAT2 184 LEATDYA GGCGD PCVLPQLQAASRGYQQNLWLFGPNN
BAT1 251 TM FFVFLNKVTGKKELVTAPLDGTILEGVTRDSVLTLARDKL
;&III- SRRRRRRRRRRRRR] BIII||I=I.II=::I
BAT2 234 TM , FVFKESKTGKKELVTAPLDGTIL VTRDSILNLAKERL
BAT1 301 DPQEWDINERYYTITEVATRAKQGELLEAFG VVSPIKEIGWNNED
:I-II-I=II$=II-II-. SRR RRRRRRR (N R AR RN AR R B
BAT2 284 EPSEWTISER¥FTIGEVTERSKNGELLEAFG IVSPIKE IGWKGEQ
BAT1 351 IHVPLLPGEQCGALTKQVAQWIADIQ¥GRVNYGNWSKTVADLN* 394
R R R R RN PR A R R R A R R I R
BAT2 334 INIPLLPGEQTGPLAKEVAQWINGIQYGETEHGNWSRVVTDLN* 377

Figura 22. Alineamiento de las secuencias de Batl y Bat2. Para alinear las secuencias de las proteinas
se utilizé el programa Needle que usa el algoritmo de alineacion Needleman-Wunsch (Madeira et al., 2019).
La prediccion de las modificaciones postraduccionales se realizé en el servidor en linea ModPred que
retine predicciones de distintas bases de datos como UniProt y PDB (Pejaver et al., 2014). Los residuos
aminoacidicos con posibles modificaciones postraduccionales se muestran en el alineamiento de las
secuencias de Batl y Bat2 subrayados con color azul. Solo se muestran las modificaciones que tienen un
puntaje de sensibilidad y especificidad igual o mayor a 0.8 (entre 0 y 1). En naranja se sefialan los residuos
aminoacidicos que conforman el sitio activo de las transaminasas.
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Anexo 4: Medios de cultivo

YPD (medio de cultivo rico)

[final]
Extracto de levadura 10g 1%
Peptona de caseina 20g 2%
Dextrosa anhidra 20g 2%
Agar (so6lo medio solido) 20g 2%
Agua bidestilada Aforar a 1L
YPAD dlicerol (medio para crioconservacion)

[final]
Extracto de levadura 10g 1%
Peptona de caseina 209 2%
Dextrosa anhidra 20g 2%
Adenina 0.8g 0.008%
Glicerol 300mL 30%
Agua bidestilada Aforar a 1L
MM

[final]
Stock vitaminas 1000x 1mL 1x
Stock trazas 1000x 1mL 1x
Stock sales 50x 20mL 1x
Dextrosa anhidra o etanol 20g o mL 2%
Sulfato de amonio 5¢ 0.5%
Agar (s6lo medio solido) 25¢g 2.5%

Agua bidestilada Aforar a 1L



Anexo 5: Obtencion de ADN gendémico de Saccharomyces cerevisiae

Inocular 10mL de YPD con una asada de la cepa. Incubar a 30°C toda la noche a
560xg.

Centrifugar a 80,640xg por 2-5 min a temperatura ambiente para colectar las células.
Eliminar el sobrenadante.

Resuspender en 1mL de H,O bidestilada que haya sido estéril y transferir a un tubo
de 1.5mL (que haya sido estéril).

Centrifugar a 1,756,160xg por 5 s. Eliminar el sobrenadante.

Adicionar 200uL de una solucion de: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NaCl, 100mM
Tris-HCI pH 8, 1mM Na-EDTA (romper membranas).

Agregar 300uL de Fenol (pH 8):cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), ésta debe ser
preparada al momento (limpiar ADN).

Agregar 0.3 g de perlas de vidrio (de ~0.5 mm) a cada muestra.

Mezclar con vortex (maxima velocidad) por 5 min. Adicionar 200uL de buffer TE

(10mM Tris-HCI 1mN EDTA . NA2) pH 8.

Centrifugar a 1,756,160xg por 5 min. Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5mL.
Agregar 400uL de Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).

Centrifugar a 1,756,160 x g por 5 min. Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5mL.
Repetir pasos 10y 11.

Agregar 1TmL de etanol al 100% + 10uL de acetato de amonio 4M. Mezclar por
inversion.

Centrifugar a 1,756,160xg por 2 min. Eliminar el sobrenadante con pipeta hasta dejar
completamente seco.

Resuspender la pastilla de células en 400uL de TE + 10uL de RNasa A (10 mg/mL).
Incubar a 37°C por 30 min.

Agregar 1mL de etanol al 100% + 10uL de acetato de amonio 4M. Mezclar por
inversion.

Centrifugar a 1,756,160 x g por 2 min. Eliminar el sobrenadante.

Lavar con 200uL de etanol al 70% frio y dejar secar la pastilla de células a temperatura
ambiente por 30 min (o hasta que esté completamente seco).

Resuspender en un volumen adecuado (50-100uL) de H,O bidestilada que haya sido
estéril.

e Cuantificar y mantener a -20°C.
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Anexo 6: Transformacién de S. cerevisiae con acetato de litio

* Todo en esterilidad

Inocular 10mL de YPD con una colonia de la cepa a transformar. Incubar a 30°C,
560xg toda la noche.

Inocular 50mL de YPD a una densidad 6ptica a 600nm (DOsconm) de 0.2 - 0.25.
Incubar a 30°C, 560xg hasta alcanzar una DOgqenm de 0.5 - 0.6.

Colectar las células en un tubo de 50mL y centrifugar a 80,640 x g por 2-3 min a
temperatura ambiente. Resuspender en 40mL de H,O estéril, mezclar con vortex
(méxima velocidad) y volver a centrifugar para colectar.

Resuspender en 1mL de H,0 estéril y transferir a un tubo de 1.5mL.

Recuperar células (1,756,160xg por 15 s) y descartar el sobrenadante.

Lavar con 1mL de TE/LIOAc recién preparado. Recuperar células y descartar
sobrenadante.

Resuspender las células en 200uL de TE/LiIOAc (Resuspender con pipeta 'y 3 s en
vortex).

Colocar 70uL de células en 3 tubos de 1.5mL (células a transformar + 2 controles).
Agregar 1 ug del producto de purificado de PCR y 100 ug de ADN acarreador.

o ADN acarreador: ADN de esperma de salmon, previamente sonicado. Hervir por

5 min e incubar en hielo por 5 min antes de utilizar.

Mezclar con vortex.
Adicionar 300uL de PEG/TE/LiIOAc al 50% recién preparado y mezclar con vortex.
Incubar a 30°C, 560-806xg, 30 min.

Someter a choque térmico a 42°C por 15 min (sin agitacion).

Para seleccién por auxotrofia:

o Colectar las células y resuspender en 200uL de H,0 estéril.

o Plaquear 100uL de células en las cajas con medio (suplementado si es el caso).
o Poner aproximadamente 20 perlas de vidrio (de ~2 mm) estériles para dispersar

las células. Removerlas cuando se haya secado la caja.

o Incubar a 30°C.

Para seleccion por antibiético:
Preparar tubos falcon de 50mL con 3mL de YPD.
Centrifugar células a 1,756,160xg, 30 s. Eliminar el sobrenadante con pipeta.
Resuspender el boton celular en 1mL de YPD y transferir al tubo con 3mL de YPD.
Incubar a 30°C por 3 horas a 560xg.
Colectar células por centrifugacion y resuspender en 400uL de YPD.
Plaquear 100uL de células en las cajas con medio (suplementado si es el caso).
Poner aproximadamente 20 perlas de vidrio (de ~2 mm) estériles para dispersar
las células. Removerlas cuando se haya secado la caja.

Incubar a 30°C.

O O O O O O O

O
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Reactivos:

TE/LIOAC
H.O
LIOAc1MpH 7.5
Tris-HCI 1 M pH 7.5

EDTAO5M

PEG/TE/LiOAc
PEG 50%
LIOAc1MpH 7.5
Tris-HCI 1 M pH 7.5

EDTAO05M

Vol.
1.8mL
200uL

20puL

4uL

Vol.
1.8mL
200uL
20uL
4uL

[Concentracidn final]
100mMm
10mM

1mM

[Concentracion final]
100mM
10mM

1mM
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Anexo 7: Preparacion de muestras para observar en microscopio

e Inocular con una colonia de cada cepa 10mL de medio YPD. Incubar a 30°C, 560xg
toda la noche.

e |nocular un matraz con 50mL de medio minimo con glucosa o etanol como fuente de
carbono a una DO¢yonm de 0.05 - 0.3.

e Incubar a 30°C, 560xg hasta alcanzar una DOggonm de 0.7 - 1.

e Centrifugar las células a 1,290,240 x g por 3 min. Descartar sobrenadante.

e Resuspender en 1mL de agua estéril y centrifugar a 1,290,240xg por 3 minutos.
Repetir este paso una vez mas.

e Resuspender células en 200uL de agua.

e Preparar agarosa al 1% y mantenerla fundida a 95°C.

Colocar cinta alrededor de los extremos de un portaobjetos.

Agregar 30uL de agarosa 1% fundida en el centro del portaobjetos.

Colocar inmediatamente otro portaobjetos encima de la agarosa y presionar
ligeramente para extenderla.

Colocar los portaobjetos unidos en un bloque metalico frio.

Dejar solidificar durante 1:45 minutos.

Separar los portaobjetos deslizando uno sobre otro, cuidando que no se rompa la
cama de agarosa formada.

Colocar 7uL de la muestra sobre la cama de agarosa.

Dejar secar la muestra durante 2 minutos.

Cubrir preparacion con un cubreobjetos.
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