
 
Universidad Nacional Autónoma de México 

 

Instituto de Fisiología Celular 
Doctorado en Ciencias Biomédicas 

 

Las aminotransferasas Bat1 y Bat2 de 
Saccharomyces cerevisiae divergieron 

funcionalmente del ortólogo tipo 
ancestral KlBat1 de Kluyveromyces lactis  

 

 

Directora de Tesis: Dra. Alicia González Manjarrez 
 

Ciudad Universitaria        Mayo 2011 

T               E               S               I               S 
QUE  PARA  OBTENER  EL  GRADO  DE: 
DOCTORA  EN  CIENCIAS  BIOMÉDICAS 
P      R      E      S      E      N      T      A      : 
L. I. B. B. MARITRINI COLÓN GONZÁLEZ 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

 

LAS AMINOTRANSFERASAS Bat1 Y Bat2 DE Saccharomyces cerevisiae 
DIVERGIERON FUNCIONALMENTE DEL ORTÓLOGO TIPO ANCESTRAL 

KlBat1 DE Kluyveromyces lactis 
 

Este trabajo se llevó a cabo en el Departamento de Genética Molecular del Instituto de 

Fisiología Celular de la UNAM, bajo la asesoría de la Dra. Alicia González Manjarrez. Esta 

tesis forma parte de un proyecto general sobre el estudio de los genes BAT1 y BAT2 de 

Saccharomyces cerevisiae en el cuál también participaron Fabiola Hernández Lorenzo, 

Karla Concepción López Pacheco y James Enrique González Flores. Durante el desarrollo 

del trabajo experimental se contó con la invaluable ayuda y asesoría técnica de la Q. F. B. 

Cristina Aranda Fraustro. 

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron los servicios de síntesis de 

oligonucleótidos (Biól. Dolores Minerva Mora Cabrera), secuenciación (Biól. María 

Guadalupe Códiz Huerta) y lectura de membrana radiactivas que provee la Unidad de 

Biología Molecular (a cargo de la Dra. Laura Ongay Larios) del Instituto de Fisiología 

Celular. 

Se reconoce el apoyo técnico de la Unidad de Cómputo a cargo de Gerardo Coello 

Coutiño y la asesoría de Juan Manuel Barbosa Castillo e Ivette Rosas Arciniega. 

El trabajo fue financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT, 

México), a través del donativo 49970; la Dirección General de Asuntos del Personal 

Académico (DGAPA, UNAM, México) a través del donativo IN210706-3 e IN2042093; el 

Instituto de Ciencia y Tecnología del Distrito Federal (ICyT, México) a través del donativo 

PIFUTP08-165 y el Macroproyecto de Tecnologías de la Información y la Computación 

(UNAM, México). 

Durante la realización del proyecto se contó con una beca para estudios de Posgrado 

del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT, México) con número de 

registro 181619. 

 

El Comité Tutoral estuvo conformado por: 

Dra. Alicia González Manjarrez  Instituto de Fisiología Celular, UNAM 

Dr. Roberto Coria Ortega   Instituto de Fisiología Celular, UNAM 

Dr. Luis Servín González   Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM 

 



 

 

El jurado de Examen Doctoral se constituyó por: 

Dr. Armando Gómez Poyou (Presidente) Instituto de Fisiología Celular, UNAM 

Dra. Alicia González Manjarrez   Instituto de Fisiología Celular, UNAM 

Dr. Enrique Merino Pérez    Instituto de Biotecnología, UNAM 

Dr. Juan Enrique Morett Sánchez   Instituto de Biotecnología, UNAM 

Dra. Lina Raquel Riego Ruíz Instituto Potosino de Investigación 

Científica y Tecnológica 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

ÍNDICE GENERAL  
 

RESUMEN ........................................................................................................................... 1 

ABSTRACT ......................................................................................................................... 3 

ABREVIATURAS ................................................................................................................ 5 

GENES Y OTRAS NOTACIONES....................................................................................... 7 

1. Introducción .............................................................................................................. 11 

1.1. Duplicación de genes y redundancia génica ....................................................... 11 

1.2. Conservación de genes duplicados ..................................................................... 12 

1.3. Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio .......................................... 12 

1.4. El 30% del genoma de Saccharomyces cerevisiae se constituye por genes 
duplicados ...................................................................................................................... 13 

1.5. El metabolismo nitrogenado en la levadura ......................................................... 16 

1.6. Los parálogos BAT1 y BAT2 y el metabolismo de los aminoácidos de cadena 
ramificada ....................................................................................................................... 19 

1.7. Catabolismo de valina, isoleucina y leucina ........................................................ 21 

1.8. El transporte de aminoácidos de cadena ramificada en S. cerevisiae ................. 23 

1.9. La expresión de los genes BAT1 y BAT2 ............................................................ 23 

1.10. Otras funciones de los ortólogos de Bat1 y Bat2 en otros organismos ............ 24 

2. Planteamiento del problema .................................................................................... 29 

3. Estrategia experimental ........................................................................................... 33 

3.1. Caracterización fenotípica de las mutantes bajo diferentes condiciones 
metabólicas. ................................................................................................................... 33 

3.2. Análisis de los patrones de expresión de los genes BAT1 y BAT2. .................... 33 

3.3. Estudio de las propiedades bioquímicas de las isoenzimas Bat1, Bat2 y su único 
ortólogo en K. lactis KlBat1. ........................................................................................... 33 

4. Metodología............................................................................................................... 37 

4.1. Construcción de mutantes ................................................................................... 41 

4.2. Condiciones de crecimiento................................................................................. 42 

4.3. Transformación de levadura con acetato de litio ................................................. 43 

4.4. Construcción de plásmidos monocopia y multicopia de los genes BAT1, BAT2 y 
KlBAT1 ........................................................................................................................... 44 

4.5. Construcción de fusiones quiméricas de los promotores BAT1 y BAT2 al gen 
KlBAT1 de Kluyveromyces lactis .................................................................................... 45 

4.6. Construcción de fusiones del reportero lacZ de Escherichia coli a los promotores 
BAT1 y BAT2 ................................................................................................................. 46 

4.7. Determinación de actividad de β-galactosidasa .................................................. 46 

4.8. Determinación de la concentración de proteína .................................................. 47 

4.9. Inmunodetección de las proteínas de interés ...................................................... 48 



 

 

4.10. Preparación de extractos proteicos para actividad de transaminasa o para 
purificación de proteínas ................................................................................................ 49 

4.11. Medición de actividad de transaminasa ........................................................... 50 

4.12. Purificación de proteínas etiquetadas con TAP ................................................ 51 

4.13. Detección de transcritos específicos ................................................................ 52 

5. Resultados y discusión ............................................................................................ 57 

5.1. Bat1 es una enzima principalmente biosintética .................................................. 57 

5.2. La isoenzima Bat2 es mayoritariamente catabólica ............................................. 60 

5.3. Saccharomyces cerevisiae requiere catabolizar valina, isoleucina y leucina aún 
en condiciones que promueven la biosíntesis de estos aminoácidos ............................. 62 

5.4. La aminotransferasa de tipo ancestral KlBat1 es una enzima bifuncional que 
participa en la síntesis y catabolismo de VIL .................................................................. 63 

5.5. KlBat1 sólo reemplaza parcialmente la ausencia simultánea de Bat1 y Bat2 en 
Saccharomyces cerevisiae ............................................................................................. 65 

5.6. La retención de BAT1 y BAT2 constituye una adaptación al metabolismo 
facultativo ....................................................................................................................... 67 

5.7. BAT1 muestra un perfil de expresión biosintético, mientras que BAT2 tiene un 
perfil de expresión catabólico ......................................................................................... 71 

5.8. La contribución de Bat1 y Bat2 a la reacción de transaminación correlaciona con 
su perfil de expresión ..................................................................................................... 75 

5.9. Descifrando la dinámica del metabolismo de VIL ................................................ 79 

6. Conclusiones ............................................................................................................ 85 

6.1. Las isoenzimas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae divergieron funcionalmente de la 
enzima tipo ancestral KlBat1 de K. lactis ........................................................................ 85 

6.2. Los genes BAT1 y BAT2 tienen un perfil de expresión diferencial ...................... 85 

6.3. La actividad enzimática de Bat1 y Bat2 es consistente con su perfil de         
expresión ........................................................................................................................ 85 

7. Perspectivas .............................................................................................................. 89 

7.1. Contribución de la localización subcelular en la subfuncionalización .................. 89 

7.2. Análisis de los parámetros cinéticos (Vmax y Km) de las isoenzimas Bat1 y Bat2 y 
KlBat1<<. ..................................................................................................................... 89 

7.3. Regulación de la expresión de BAT1 y BAT2 ...................................................... 89 

7.4. Contribución de Bat1 y Bat2 al equilibrio NAD(P)+/NAD(P)H ............................... 90 

8. Referencias ................................................................................................................ 93 

9. Anexo I ..................................................................................................................... 103 

9.1. Artículo I ............................................................................................................. 103 

9.2. Artículo II ............................................................................................................ 119 

9.3. Artículo III ........................................................................................................... 127 

10. Estancia de investigación ................................................................................... 139 

10.1. Descripción de la estancia y contexto ............................................................ 139 

10.2. Antecedentes ................................................................................................. 139 

10.3. Estrategia experimental .................................................................................. 140 

10.4. Primera fase: Estandarización de condiciones ............................................... 140 



 

 

10.5. Segunda fase: Determinación de interacciones epistáticas ........................... 142 

10.6. Resultados ..................................................................................................... 142 

10.7. Referencias .................................................................................................... 142 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ÍNDICE DE FIGURAS Y TABLAS 
 

 

Figura 1. Modelo de la duplicación del genoma completo seguido de una pérdida masiva 
de genes ............................................................................................................................ 14 

Figura 2. Alineamiento de secuencias de las proteínas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae y del 
ortólogo KlBat1 en K. lactis ................................................................................................ 20 

Figura 3. Vías de síntesis de aminoácidos de cadena ramificada en Saccharomyces 
cerevisiae ........................................................................................................................... 22 

Figura 4. Organización de los promotores de los genes BAT1 y BAT2. ........................... 22 

Figura 5. Bat1 juega un papel primordial en la síntesis de valina. .................................... 57 

Figura 6. Bat2 tiene un papel mayoritariamente catabólico en el metabolismo de Valina e 
Isoleucina pero no de Leucina ........................................................................................... 61 

Figura 7. Saccharomyces cerevisiae requiere catabolizar a los aminoácidos de cadena 
ramificada aún en condiciones biosintéticas. ..................................................................... 62 

Figura 8. La amino transferasa KlBat1 es un enzima biosintética y catabólica de 
aminoácidos de cadena ramificada ................................................................................... 64 

Figura 9. KlBat1 reemplaza a Bat1 pero no a Bat2 ........................................................... 66 

Figura 10. Bat1 conserva su papel como enzima biosintética aún en condiciones de 
crecimiento respiratorio ...................................................................................................... 67 

Figura 11. En condiciones de crecimiento respiratorio la cepa silvestre CLA-1 no es capaz 
de usar los aminoácidos de cadena ramificada como única fuente de nitrógeno .............. 70 

Figura 12. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la expresión de 
BAT1 y BAT2. .................................................................................................................... 72 

Figura 13. Efecto de la fuente de nitrógeno sobre la expresión de BAT1 y BAT2 ............ 74 

Figura 14. La actividad de transaminasa de Bat1 disminuye cuando la expresión del gen 
BAT1 está reprimida.. ........................................................................................................ 76 

Figura 15. Actividad de transaminasa durante el metabolismo respiratorio. ..................... 77 

Figura 16. El metabolismo de VIL ..................................................................................... 82 

 
 



 

 

 

 

Tabla I. Cepas utilizadas en este proyecto. ....................................................................... 37 

Tabla II. Plásmidos utilizados en este proyecto. ................................................................ 38 

Tabla III. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. ........................................................ 40 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 



 

1 
 

RESUMEN 

 

La duplicación de genes es un mecanismo clave en la evolución, las copias adicionales de 

genes proveen el material necesario para la generación de genes cuyos productos tengan 

una función modificada o adicional a la que inicialmente tenían. Se han propuesto distintos 

modelos para explicar las rutas que pueden seguir las copias de genes duplicados y los 

mecanismos que favorecerían su conservación. El modelo de especialización indica que la 

duplicación de un gen, cuyo producto es bifuncional, puede llevar a la subfuncionalización 

de cada copia mediante la separación de la función ancestral. 

En este trabajo, se analiza si el posible carácter bifuncional de la única 

aminotransferasa de aminoácidos de cadena ramificada de K. lactis ha sido redistribuido 

entre los parálogos de S. cerevisiae, y si la conservación de ambas copias ha impactado el 

metabolismo de S. cerevisiae. Nuestros resultados muestran que la proteína ortóloga 

KlBat1 es una enzima bifuncional que participa en la síntesis y catabolismo de 

aminoácidos de cadena ramificada. Estas funciones fueron redistribuidas en las enzimas 

parálogas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae, estos datos apoyan el modelo de especialización. 

BAT1 se expresa principalmente en condiciones biosintéticas, mientras que BAT2 se 

expresa principalmente bajo condiciones que promueven el catabolismo de los 

aminoácidos de cadena ramificada. La relocalización de las isoenzimas también 

contribuyó a la especialización de estas proteínas, dado que los precursores de 

aminoácidos son producidos en la mitocondria, mientras que los sustratos catabólicos se 

acumulan en el citosol. Por otro lado, bajo condiciones de crecimiento respiratorio, la doble 

mutante bat1∆ bat2∆ es incapaz de crecer aún en presencia de los tres aminoácidos de 

cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina), lo que sugiere que el catabolismo de 

estos aminoácidos es crucial o que Bat1 y Bat2 cumplen una función adicional en el 

metabolismo respiratorio. 

Este estudio muestra que tanto la expresión diferencial de BAT1 y BAT2, como la 

relocalización subcelular han permitido la redistribución de la capacidad biosintética y 

catabólica de la enzima ancestral en dos isoenzimas. Dicha redistribución de funciones 

representó una adaptación al metabolismo facultativo. 
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ABSTRACT 

 

Gene duplication is a key evolutionary mechanism providing material for the generation of 

genes with new or modified functions. The fate of duplicated gene copies has been amply 

discussed and several models have been put forward to account for duplicate 

conservation. The specialization model considers that duplication of a bifunctional 

ancestral gene could result in the preservation of both copies through subfunctionalization, 

resulting in the distribution of the two ancestral functions between the gene duplicates. 

Here we investigate whether the presumed bifunctional character displayed by the 

single branched chain amino acid aminotransferase present in Kluyveromyces lactis has 

been distributed in the two paralogous genes present in Saccharomyces cerevisiae, and 

whether this conservation has impacted S. cerevisiae metabolism. Our results show that 

the KlBat1 orthologous transaminase is a bifunctional enzyme, which participates in the 

biosynthesis and catabolism of branched chain aminoacids. This dual role has been 

distributed in S. cerevisiae Bat1and Bat2 paralogous proteins, supporting the specialization 

model posed to explain the evolution of gene duplications. BAT1 is highly expressed under 

biosynthetic conditions, while BAT2 expression is highest under catabolic conditions. Bat1 

and Bat2 differential relocalization has favored their physiological function, since 

biosynthetic precursors are generated in the mitochondria (Bat1), while catabolic 

substrates are accumulated in the cytosol (Bat2). Under respiratory conditions, in the 

presence of ammonium and branched chain aminoacids the bat1∆ bat2∆ double mutant 

shows impaired growth, indicating that either VIL (valine, isoleucine and leucine) 

catabolism is crucial under this conditions or that Bat1 and Bat2 could have and additional 

role. 

Our study shows that BAT1 and BAT2 differential expression and subcellular 

relocalization has resulted in the distribution of the biosynthetic and catabolic roles of the 

ancestral enzyme in two isozymes improving branched chain amino acid metabolism and 

constituting an adaptation to facultative metabolism. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Duplicación de genes y redundancia génica 

 

Estudios comparativos han sugerido que la duplicación de grandes segmentos de DNA es 

un proceso continuo durante la evolución de los organismos (Friedman y Hughes, 2001), y 

contribuye a la plasticidad genómica al ser la principal fuente primaria de material para la 

innovación biológica (Ohno, 1970; Friedman y Hughes, 2001). 

Se ha estimado que los genes duplicados representan alrededor del 15% en el 

genoma humano, 8% del genoma de la mosca Drosophila melanogaster y el 20% en 

Caenorhabditis elegans (Lynch y Conery, 2000; Wolfe, 2001). Se sabe también, que los 

eucariontes poseen mayor proporción de genes duplicados que los procariontes (He y 

Zhang, 2005).  

El genoma de un organismo puede incrementar su número de genes a través de dos 

mecanismos: i) transferencia horizontal o ii) duplicación de genes preexistentes. Ohno 

resaltó la relevancia que la duplicación de genes tiene durante la evolución de los 

genomas (Ohno, 1970).  

La duplicación de un gen o grupo de genes puede ocurrir por mecanismos 

moleculares que incluyen la repetición en tándem, la conversión génica, el deslizamiento 

de la DNA polimerasa durante los procesos de recombinación y replicación, el 

entrecruzamiento no equivalente, las retrotransposiciones o la duplicación cromosomal 

(Zhang, 2003). Por otro lado, la duplicación completa de un genoma puede ocurrir 

mediante una meiosis aberrante que genera gametos diploides, mismos que al fusionarse 

resultan en una progenie autopoliploide o alopoliploide (Friedman y Hughes, 2001). 

Se entiende que una duplicación genómica representa el aumento abrupto en el 

número de genes, el cuál puede tener repercusiones en la estructura y la función genética. 

El aumento en el número de genes se ha relacionado con transiciones importantes entre 

grupos de organismos, por ejemplo entre vertebrados e invertebrados (Bird, 1995), y se ha 

propuesto que este incremento en el número de genes se debe a una o más duplicaciones 

genómicas (Ohno, 1970). Aún cuando existe controversia acerca de la contribución 

relativa de la duplicación genómica respecto a la duplicación de genes individuales 

(Sankoff, 2001), hay suficiente evidencia molecular para afirmar que la estructura actual de 
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algunos genomas eucariontes es el resultado de uno o más eventos de duplicación 

genómica, como en el caso de Saccharomyces cerevisiae (Wolfe y Shields, 1997; 

Friedman y Hughes, 2001). 

 

1.2. Conservación de genes duplicados 

 

En principio, los genes resultantes de un evento de duplicación tienen la misma función, su 

destino será la retención de la copia adicional o la pérdida de la misma. Tradicionalmente, 

se ha pensado que sólo son conservados aquellos genes duplicados que divergen en 

función (Ohno, 1970); sin embargo, se ha encontrado que algunos genes con funciones 

redundantes han sido conservados (Krakauer y Nowak, 1999). 

Se han planteado diversas hipótesis para explicar por qué algunos genes con 

funciones redundantes tienden a ser conservados después de una duplicación. Algunas de 

estas hipótesis se explican a continuación: 

i) Las mutaciones degenerativas en un gen multifuncional provocan la separación 

de funciones en la copia duplicada, es decir, en una de las copias se afecta una 

de las funciones, mientras que en la otra copia se afecta la segunda función. Se 

necesita conservar ambas copias para satisfacer la función original (Lynch y 

Conery, 2000; Force et al., 1999). 

ii) Las mutaciones degenerativas provocan que ninguna de las copias génicas 

genere por sí misma suficiente producto, por lo que ambas deben ser 

conservadas (Lynch y Force, 2000). 

iii) La duplicación permite un aumento en la dosis génica de ciertos genes, lo que 

favorece su conservación. 

 

1.3. Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio 

 

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizada como modelo para diversos 

estudios bioquímicos y genéticos desde hace muchos años. S. cerevisiae es un organismo 

unicelular no patógeno que se puede cultivar fácilmente en el laboratorio. Esta levadura 

tiene una alta tasa de recombinación homóloga, lo que ha facilitado la obtención de 

mutantes para el estudio de la función de diversos genes (Mell y Burgess, 2003). 
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El metabolismo de esta levadura es muy peculiar, S. cerevisiae es un anaerobio 

facultativo que puede usar como fuente de carbono diversos carbohidratos, como etanol, 

glucosa o glicerol. La fuente de carbono preferida es la glucosa y en presencia de ésta, se 

reprimen genes que participan en las vías para utilización de otras fuentes de carbono y 

vías de oxidación aerobia como el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, la fosforilación 

oxidativa y el ciclo del glioxilato (Fraenkel, D. G., 1982). La utilización de glucosa es 

independiente a la presencia de oxígeno; es decir, aún en condiciones aeróbicas de 

crecimiento, el ATP se produce mediante la glucólisis. En ausencia de glucosa o de otras 

fuentes de carbono fermentables, S. cerevisiae obtiene energía a través del ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos y la vía del glioxilato, para lo cual requiere crecer en presencia de 

oxígeno (Fraenkel, D. G., 1982). 

 

1.4. El 30% del genoma de Saccharomyces cerevisiae se constituye por genes 

duplicados 

 

La levadura haploide tiene un genoma de 13,478 kb, contenidas en 16 cromosomas de 

tamaños que oscilan entre 230 y 2350 kb, y en un DNA mitocondrial de 86 kb. El genoma 

nuclear es muy compacto, debido a que las regiones intergénicas son pequeñas y existen 

pocos intrones. En promedio, las regiones entre los ORFs divergentes son de 618 nt y de 

tan sólo 326 para los que convergen. Tres cuartas partes del DNA cromosómico 

corresponde a secuencias codificantes y sólo el 3.8 % de los ORFs contiene intrones. 

Una característica relevante del genoma de S. cerevisiae es la elevada proporción de 

genes estructuralmente redundantes. El análisis de la secuencia del genoma completo de 

este organismo reveló la presencia de 55 bloques cromosómicos duplicados (Wolfe y 

Shields, 1997). La organización de los genes que integran estos bloques tiene 

características peculiares, los genes conservan cierto orden y orientación. Este arreglo 

peculiar es la evidencia principal de que S. cerevisiae es un organismo tetraploide 

degenerado resultado de una duplicación genómica ancestral. El evento de duplicación 

debió ocurrir hace aproximadamente 150 millones de años (Kellis et al., 2004; Wolfe y 

Shields, 1997), inferido a partir de los patrones de divergencia de los genes duplicados de 

Saccharomyces cerevisiae con respecto a sus ortólogos en otras levaduras como 

Kluyveromyces lactis. 
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El modelo de la duplicación del genoma completo (WGD por sus siglas en inglés) 

propone que los linajes que dieron origen a S. cerevisiae y K. waltii divergieron a partir de 

un ancestro común. Posterior a la separación de linajes, el ancestro de Saccharomyces 

experimentó una duplicación del genoma completo seguida de una pérdida masiva de 

algunos de estos genes (Fig. 1). 

 

Figura 1. Modelo de la duplicación del genoma completo seguido de una pérdida masiva de genes. 

Los linajes que dieron origen a los ancestros de S. cerevisiae y K. waltii divergieron a partir de un ancestro 

común. Posterior a la separación de linajes, S. cerevisiae experimento una duplicación genómica (a) seguida 

de una pérdida masiva de genes (b). Los cromosomas generados a partir de la duplicación retuvieron 

algunos genes en doble copia (c). K. waltii no experimentó una duplicación del genoma, como se observa en 

la figura, los genes presentes en un solo cromosoma en esta levadura se redistribuyeron en dos 

cromosomas en S. cerevisiae (d y e). Figura tomada de Kellis et al., 2004. 

 

Alrededor del 30% del genoma de S. cerevisiae está constituido por genes presentes 

en más de una copia o genes parálogos (Mewes et al., 1997), la mitad de ellos es 

resultado de la duplicación genómica. 
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Los productos de los pares conservados presentan un alto porcentaje de identidad, 

que va del 65 al 98% (Seoighe y Wolfe, 1999a). A menos que la presencia de una 

cantidad extra de producto génico resulte ventajosa, la probabilidad de que se mantengan 

las dos copias de un gen de manera estable en el genoma es baja (Krakauer y Nowak, 

1999). 

Una vez que un gen se duplica, éste puede perderse o seguir una de cuatro posibles 

rutas: la pseudogenización, neofuncionalización, subfuncionalización o incluso puede 

conservar la función ancestral (Schacherer et al., 2004; Sankoff, 2001; Rastogi y Liberles, 

2005; Kellis et al., 2004; Ohno, 1970; Quezada et al., 2008; DeLuna et al., 2001). A 

continuación se explica cada ruta. 

 

1. Pérdida de función: Es un proceso que elimina como gen funcional a una de las 

copias duplicadas, que puede permanecer como un pseudogen o eliminarse por un 

rearreglo cromosomal. La pérdida de la función puede ser un proceso neutral o selectivo, 

si es que el aumento en la dosis génica de un producto representa un problema para la 

célula. 

2. Conservación de la función ancestral: Ocurre cuando la dosis adicional representa 

una ventaja y se mantiene por conversión génica constante o por otros mecanismos de 

reparación de errores. Es común en proteínas que forman complejos macromoleculares y 

en donde es importante mantener la estequiometria de las subunidades del complejo. Un 

ejemplo son las proteínas ribosomales. 

3. Adquisición de una nueva función o neofuncionalización: Es un proceso adaptativo 

en el que después de la duplicación una copia del gen conserva la función ancestral, 

mientras que la otra copia muta adquiriendo una función que no estaba presente antes de 

la duplicación. Este mecanismo permite la retención de ambas copias. 

4. Subfuncionalización: Consiste en la división de funciones del gen ancestral entre los 

dos duplicados. Frecuentemente, la expresión de cada uno de los miembros del par 

cambia, de suerte que éstos se expresan en diferentes condiciones o fases del desarrollo 

de un individuo. La subfuncionalización también puede ocurrir a nivel de la proteína 

cuando uno de los miembros de la pareja puede desempeñar una de las funciones de 

manera más eficiente. 
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Piskur propuso que la duplicación del genoma completo que experimentó S. 

cerevisiae y la conservación de algunos de estos genes permitieron su adaptación al 

metabolismo fermentativo (Piskur, 2001). La propuesta de Piskur se basa principalmente 

en dos observaciones: i) S. cerevisiae y Kluyveromyces waltii divergieron a partir de un 

ancestro común. La duplicación del genoma de S. cerevisiae ocurrió después de la 

separación de linajes (Kellis et al., 2004) y ii) S. cerevisiae es un anaerobio facultativo, 

mientras que K. waltii y otras levaduras sensu stricto (aquellas que no experimentaron una 

duplicación del genoma completo) son organismos aerobios estrictos (Merico et al., 2007). 

En Drosophila melanogaster la proporción de genes esenciales es la misma 

(alrededor de 30%) tanto para genes nuevos -originados hace 3-35 millones de años-, 

como para genes viejos -originados hace más de 40 millones de años- (Chen et al., 2010), 

pero el 95% de los genes nuevos que son esenciales se originaron por duplicación (Chen 

et al., 2010). Ding y colaboradores encontraron que los genes duplicados de origen 

reciente pueden integrarse a ciertas vías y regular genes esenciales pre-existentes 

convirtiéndose a su vez en un gen esencial (Ding et al., 2010). 

Por lo que podemos concluir que una vez que un gen se duplica, cualquiera de las 

copias (la ancestral o la reciente) puede adquirir mutaciones que lleven a la pérdida de la 

función o en algunos casos a la adquisición de una nueva función que además, se integre 

a vías esenciales. 

 

1.5. El metabolismo nitrogenado en la levadura 

 

Saccharomyces cerevisiae como cualquier organismo unicelular, puede percibir la calidad 

y la cantidad de nutrientes que se encuentran en su entorno a través de la interacción de 

diferentes redes de señalización, lo que le permite ajustar su metabolismo, perfil 

transcripcional y programa de desarrollo. 

La levadura puede utilizar más de 30 compuestos nitrogenados, incluyendo 

aminoácidos, amonio, urea, bases nitrogenadas y derivados de purinas (Godard et al., 

2007). Estos compuestos entran a la célula a través de permeasas (Regenberg et al., 

1999) y son utilizados directamente en reacciones biosintéticas o son catabolizados para 

obtener nitrógeno en forma de amonio (NH4
+) a través de un proceso de desaminación del 

glutámico por una reacción de transaminación. El amonio es incorporado a otras 

moléculas por dos vías: i) la aminación reductiva del α-cetoglutarato catalizada por la 
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glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP y codificada por los genes GDH1/GDH3; 

y ii) a través de la síntesis de glutamina en una reacción dependiente de ATP en la que se 

usan como sustratos glutamato y amonio, posteriormente el grupo amido de la glutamina 

es transferido al α-cetoglutarato, esta reacción requieren de la acción concertada de las 

enzimas Glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) codificadas por los genes 

GLN1 y GLT1, respectivamente (Cogoni et al., 1995). 

El transporte de nitrógeno, su biosíntesis y catabolismo son procesos altamente 

regulados que responden tanto a la calidad como cantidad de la fuente de nitrógeno. 

Dicha regulación es mediada por dos mecanismos generales: 

i) La represión catabólica nitrogenada (NCR por sus siglas en inglés), la cual 

opera cuando una fuente de nitrógeno represora se encuentra disponible para 

la célula y consiste en reprimir la expresión de genes que codifican para 

permeasas y enzimas que participan en el catabolismo de fuentes no 

represoras o secundarias de nitrógeno. La NCR está mediada por la interacción 

de 4 factores de transcripción, los activadores Gln3 y Gat1/Nil1 y los represores 

Dal80 y Gzf3/Nil2 (Magasanik y Kaiser, 2002). 

ii) El control general de la biosíntesis de aminoácidos, el cuál percibe la 

deficiencia o escasez de aminoácidos y promueve la expresión de genes 

implicados en la biosíntesis de estos aminoácidos. El control general de la 

biosíntesis es regulado por el factor de transcripción Gcn4 (Godard et al., 

2007). 

 

Cerca del 44%de los genes implicados en el metabolismo del nitrógeno se encuentran 

por duplicado (Marland et al., 2004), aunque del total de genes sólo 9 parejas tuvieron su 

origen en el evento ancestral de poliploidización (Seoighe y Wolfe, 1999b). Entre estos 

podemos destacar a GDH1 y GDH3 (que codifican para dos isozimas glutamato 

deshidrogenasas), LEU4 y LEU9 (codifican para dos isopropilmalato sintasas), LYS20 y 

LYS21 (codifican para dos homocitrato sintasas), AAT1 y ATT2 (que codifican para 

transaminasas de aspartato), ALT1 y ALT2 (que codifican para transaminasas de alanina) 

y BAT1 y BAT2 (que codifican para transaminasas de aminoácidos de cadena ramificada). 

Este conjunto de genes es particularmente interesante, ya que codifica para las 

enzimas que catalizan reacciones que utilizan intermediarios del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos, motivo por el cual su actividad debe estar cuidadosamente acoplada al 
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metabolismo central de carbono y por ello es posible que su conservación en doble copia 

sea una adaptación a las necesidades que impone el metabolismo facultativo. 

En condiciones de crecimiento fermentativo, el ciclo de Krebs funciona de manera 

incompleta y básicamente, sólo provee de intermediarios necesarios para el anabolismo. 

Bajo estas condiciones de crecimiento, el ATP se obtiene mayoritariamente de la glicólisis, 

por lo que el uso de las pozas de piruvato, α-cetoglutarato y acetilCoA, no interfiere con la 

obtención de energía para la célula. Bajo condiciones de crecimiento respiratorio, la 

energía se obtiene a través del ciclo de Krebs, por lo que se requiere modular el consumo 

de α-cetoglutarato para mantener un abastecimiento constante. En nuestro laboratorio se 

han estudiado a otras parejas de genes duplicados y para el caso de los parálogos 

Gdh1/Gdh3 y Lys20/Lys21 se ha concluido que estos duplicados se han conservado 

porque proveen a la célula de un mecanismo para modular el uso de α-cetoglutarato para 

la síntesis de aminoácidos durante el metabolismo fermentativo o respiratorio (DeLuna et 

al., 2001; Quezada et al., 2008). 

Como ya se mencionó, Gdh1 y Gdh3 son dos glutamato deshidrogenasas 

dependientes de NADP (GDH-NADP) que participan en la asimilación de amonio a través 

de la síntesis de glutamato, usando α-cetoglutarato, amonio y NADP+ como sustratos. 

Aunque catalizan la misma reacción estas isozimas no son redundantes. Gdh1 tiene una 

alta capacidad para utilizar el α-cetoglutarato y producir glutamato, lo cual es importante 

en condiciones de crecimiento fermentativo; sin embargo, bajo condiciones de crecimiento 

respiratorio la actividad de Gdh1 es modulada negativamente por Gdh3, probablemente a 

través de interacción directa de las proteínas (DeLuna et al., 2001). GDH3 no se expresa 

durante el crecimiento fermentativo, su expresión se induce a medida que aumenta la 

función respiratoria (Avendaño et al., 1997). La capacidad de la isozima Gdh3 para utilizar 

al α-cetoglutarato es menor que la de Gdh1, por lo que su actividad en condiciones 

respiratorias reduce el flujo de esqueletos de carbono a través de las GDH-NADP a favor 

del funcionamiento del ciclo de Krebs y la obtención de energía. Aparentemente, la 

retención de estos genes duplicados permite modular la síntesis de glutamato de acuerdo 

a las necesidades del metabolismo facultativo. El estudio de la conservación de estos 

parálogos arrojó datos interesantes. Por un lado, se evidenció que la diversificación en los 

patrones de expresión de los genes, así como en las características de las proteínas, son 

importantes para conferir a la célula una mayor plasticidad biológica. Por otro lado, se 

resaltó el potencial de los productos de genes parálogos para formar proteínas hetero-
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oligoméricas con propiedades distintas al homo-oligómero (Avendaño et al., 1997; DeLuna 

et al., 2001). 

El par de parálogos LYS20 y LYS21 representan otro ejemplo de adaptación al 

metabolismo facultativo. Como ya se mencionó, estos parálogos codifican para dos 

isoenzimas homocitrato sintasas, que catalizan el primer paso de la vía de síntesis de 

lisina. Lys20 y Lys21 usan como sustratos α-cetoglutarato y acetil CoA para generar 

homocitrato y CoA. Bajo condiciones de crecimiento fermentativo ambos genes mantienen 

niveles de expresión similares y la contribución de las proteínas Lys20 y Lys21 a la poza 

de lisina parece ser redundante, por lo que en este caso la conservación de ambas copias 

obedecería a una necesidad de incrementar la dosis génica. Sin embargo, las propiedades 

cinéticas de estas enzimas difieren; Lys20 tiene una mayor capacidad para utilizar el α-

cetoglutarato y generar lisina, mientras que Lys21 tiene una capacidad menor y se ha 

especializado en la síntesis de lisina durante el metabolismo respiratorio, de tal forma que 

limita el uso de α-cetoglutarato (Quezada et al., 2008). 

 

1.6. Los parálogos BAT1 y BAT2 y el metabolismo de los aminoácidos de cadena 

ramificada 

 

Las transaminasas o aminotransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un 

grupo amino entre un aminoácido y un cetoácido usando como donador o receptor de 

amonio al glutamato o α-cetoglutarato, respectivamente. Las aminotransferasas utilizan 

como cofactor al piridoxal 5’-fosfato (PLP, por sus siglas en inglés), derivado de la vitamina 

B6, que es uno de los cofactores biológicos más utilizadas por enzimas relacionadas con 

el metabolismo de aminoácidos (Jansonius, 1998). 

El problema de la evolución de las transaminasas fue abordado por primera vez por 

Jensen en 1976, planteando el modelo del “parche” o reclutamiento. Este modelo propone 

que los eventos de duplicación genética en las rutas metabólicas primitivas pudieron 

facilitar la especialización hacia el amplio repertorio de sustratos que encontramos hoy en 

día en los organismos vivos (Jensen y Gu, 1996; Jensen, 1976). 

En S. cerevisiae la mayoría de las rutas de biosíntesis de aminoácidos han sido 

estudiadas. Las transaminasas juegan un papel muy importante dentro del metabolismo 

de nitrógeno, pues permiten la utilización de fuentes de nitrógeno diferentes a las 

involucradas directamente en el metabolismo central de nitrógeno. 
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Los parálogos BAT1 y BAT2 provienen de la duplicación del genoma completo 

(http://wolfe.gen.tcd.ie/ygob/) y codifican para dos transaminasas de aminoácidos de 

cadena ramificada. Las isoenzimas Bat1 y Bat2 presentan un 77% de identidad (Eden et 

al., 1996) entre ellas (Fig. 2). 

Figura 2. Alineamiento de secuencias de las proteínas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae y del ortólogo 

KlBat1 en K. lactis. Las proteínas parálogas Bat1 y Bat2 son 77% idénticas. El único ortólogo presente en 

K. lactis (KlBat1) es aproximadamente 80% idéntico tanto a Bat1 como a Bat2.  

 

Bat1 es una proteína de 393 aa y 43,596 Da, con un pI de 8.7 (Eden et al., 1996). En 

el extremo amino terminal tiene un péptido señal de 16 aa. Kispal y colaboradores 

observaron que Bat1 es una proteína soluble de matriz mitocondrial (Kispal et al., 1996). 

Por otro lado, Bat2 es una proteína citosólica de 376 aa y masa molecular de 41,624 

Da (Kispal et al., 1996). Su pI es de 6.9 (Eden et al., 1996), dentro del intervalo propuesto 

para proteínas citosólicas por Schwartz y colaboradores (Schwartz et al., 2001). 

Ambas enzimas participan en el metabolismo de valina, leucina e isoleucina. La 

biosíntesis de los aminoácidos de cadena ramificada consiste de una vía común que a 
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partir de piruvato y α-cetobutirato lleva a la producción de valina e isoleucina. Por otro 

lado, el precursor inmediato de la valina, el α-cetoisovalerato, sirve como intermediario 

para la síntesis de leucina (Fig. 3). 

 

1.7. Catabolismo de valina, isoleucina y leucina 

 

En Saccharomyces cerevisiae, los aminoácidos de cadena ramificada son catabolizados a 

través de la vía de Ehrlich que lleva a la formación de alcoholes tipo fusel. El primer paso 

es la transaminación de valina, isoleucina y leucina para producir los cetoácidos de 

cadena ramificada correspondientes; dicha reacción es reversible y es catalizada por las 

enzimas Bat1 y Bat2. El siguiente paso consiste en la descarboxilación de los cetoácidos 

para generar un aldehído; esta reacción es irreversible. Por último, el aldehído es reducido 

al alcohol fusel por una alcohol deshidrogenasa (Sentheshanuganathan, 1960). Además 

de la alcohol deshidrogenasa, el último paso de la vía de Ehrlich puede ser catalizado por 

una formaldehído deshidrogenasa o por aldehído reductasas dependientes de NADPH 

(Hauser et al., 2007; Dickinson et al., 2003; Ford y Ellis, 2002). 

La única forma de obtener amonio a partir de los aminoácidos de cadena ramificada 

es a través de la transaminación por Bat1 y Bat2. En las reacciones de transaminación la 

constante de equilibrio es cercana a la unidad; para favorecer la reacción en el sentido de 

la degradación, la célula tendría que acumular altas concentraciones de aminoácidos 

intracelulares. Se ha propuesto que el significado biológico de la vía de Ehrlich es 

mantener una baja concentración intracelular de α-cetóacidos con lo cual se empuja el 

flujo de la vía en el sentido de la degradación de aminoácidos (Hazelwood et al., 2008). 
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Figura 3. Vías de síntesis de aminoácidos de cadena ramificada en Saccharomyces cerevisiae. 

Tomada de Saccharomyces Genome Database (http://pathway.yeastgenome.org/YEAST/NEW-

IMAGE?type=PATHWAY&object=BRANCHED-CHAIN-AA-SYN-PWY&detail-level=2&detail-level=3&detail-

level=2). 
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1.8. El transporte de aminoácidos de cadena ramificada en S. cerevisiae 

 

El transporte de valina, leucina e isoleucina se lleva a cabo a través de la permeasa 

general de aminoácidos Gap1 y las permeasas de aminoácidos de cadena ramificada 

Bap2 y Bap3 (Grauslund et al., 1995). La expresión de BAP2 y BAP3 es inducida por 

leucina y otros aminoácidos (De Boer et al., 1998; Didion et al., 1996). Bap2 es una 

permeasa de membrana celular, mientras que Bap3 es una proteína mitocondrial 

(Grauslund et al., 1995; Sickmann et al., 2003). 

Además del transporte de aminoácidos de cadena ramificada, las permeasas Bap2 y 

Bap3 participan en el transporte de triptófano, fenilalanina, tirosina, cisteína y metionina, y, 

en menor grado, de treonina y alanina (Regenberg et al., 1999). Agp1, la permeasa de 

aminoácidos no cargados, también está involucrada en el transporte de valina, isoleucina y 

leucina y se ha reportado que Tat1 (permeasa de aminoácidos aromáticos) también puede 

transportar valina (Regenberg et al., 1999). 

Las reacciones para generar α-isopropilmalato (α-IPM, intermediario en la síntesis de 

leucina) se llevan a cabo en la mitocondria. El α-IPM es transportado a través de la 

membrana mitocondrial por el acarreador de oxaloacetato mitocondrial Oac1 (Marobbio et 

al., 2008). Este transportador es fuertemente inhibido por la adición externa de α-IPM y α-

CIC, y en menor grado por α-CMV y oxaloacetato, por otro lado el α-CIV y los tres 

aminoácidos de cadena ramificada no lo inhiben (Marobbio et al., 2008).  

 

1.9. La expresión de los genes BAT1 y BAT2 

 

Se ha observado que durante el crecimiento en medio YPD (extracto de levadura, peptona 

y glucosa), BAT1 se expresa principalmente durante la fase logarítmica de crecimiento, 

mientras que BAT2 se expresa mayoritariamente durante la fase estacionaria de 

crecimiento (Schuldiner et al., 1996; Eden et al., 1996). 

El promotor de BAT1 presenta 5 cajas de unión al factor transcripcional Gcn4. La 

máxima expresión de BAT1 ocurre cuando están presentes las cinco cajas, además su 

expresión disminuye considerablemente en un fondo genético gcn4∆ (Ben-Yosef et al., 

1996). 

Un enfoque para la identificación de posibles reguladores de un gen es la búsqueda 

de cajas consenso de distintos factores transcripcionales sobre la región promotora de 
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dicho gen. Los promotores de BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae se alinearon con los 

promotores de los genes ortólogos en diferentes levaduras sensu stricto. En la figura 4 se 

señalan las cajas consenso de diferentes factores transcripcionales sobre los promotores 

de los genes de S. cerevisiae. Las cajas señaladas en rojo son aquellas cuya secuencia 

está conservada en las levaduras sensu stricto. Como se puede apreciar, en el caso de 

BAT1 las cajas conservadas son Gcn4 y Leu3, mientras que en el caso de BAT2, las cajas 

conservadas son Gln3, Put3 y Leu3. Como ya se mencionó anteriormente Gcn4 es un 

regulador de genes biosintéticos, mientras que Gln3 participa en la regulación de genes 

cuyos productos participan en el catabolismo de algunas fuentes de de nitrógeno. 

 

1.10. Otras funciones de los ortólogos de Bat1 y Bat2 en otros organismos 

 

Los genes YlBCA1 y YlBCA2 de Yarrowia lipolytica son los ortólogos a BAT1 y BAT2 de S. 

cerevisiae. Bondar y colaboradores observaron que el producto de YlBCA1 participa en el 

catabolismo de L-metionina a través de una reacción de transaminación (Bondar et al., 

2005). A diferencia de lo observado en Yarrowia, el único ortólogo de K. lactis (KlBAT1) no 

está involucrado en la transaminación de metionina (Kagkli et al., 2006).  

En Arabidopsis thaliana se han identificado 7 ortólogos a Bat1/Bat2 con diferente 

localización subcelular, denominados BCAT1 a BCAT7 (Diebold et al., 2002). BCAT3, 

además de participar en el metabolismo de valina, leucina e isoleucina, también participa 

en el metabolismo de glucosinolato (Schuster et al., 2006).  

Una función adicional también se ha descrito para la transaminasa de aminoácidos de 

cadena ramificada de Nicotiana benthamiana (NbBCAT). La enzima NbBCAT se localiza 

en el cloroplasto y se expresa principalmente en flores y hojas jóvenes, cuando la 

expresión de este gen se reprime las hojas muestran un desarrollo anormal, además se 

observa una disminución en los niveles de las hormonas giberelina y ácido indolacético y 

un aumento en el nivel de citoquinina. Se ha sugerido que NbBCAT regula los niveles de 

estas hormonas a través de la modulación de los factores transcripcionales KNOX (Gao et 

al., 2009). 

Estos resultados sugieren que además de la subfuncionalización, los ortólogos de 

Bat1/Bat2 en otros organismos posiblemente han experimentado algún tipo de 

neofuncionalización 

 



                                                                                                                             

Figura 4. Organización de los promotores de los genes 
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4. Organización de los promotores de los genes BAT1 y BAT2. . 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Alrededor del 30% del genoma de Saccharomyces cerevisiae está constituido por genes 

presentes en más de una copia, aproximadamente la mitad de ellos deriva de un evento 

de duplicación genómica. Después del evento de duplicación, el ancestro de 

Saccharomyces experimentó una pérdida masiva de algunos de los genes duplicados 

(Kellis et al., 2004; Wolfe y Shields, 1997). 

La duplicación de genes provee a la célula del material necesario para la innovación 

evolutiva ya que una de las copias puede adquirir mutaciones que conlleven a la 

adquisición de una nueva función (Ohno, 1970). 

Si la organización y ubicación de un grupo de genes adyacentes en un cromosoma de 

la levadura tipo ancestral se encuentran redistribuida en dos cromosomas en S. cerevisiae 

podemos inferir que dicho grupo de genes proviene de la duplicación del genoma 

completo. El  análisis in silico del contexto de los genes BAT1 y BAT2 usando el programa 

“Yeast Gene Order Browser” (YGOB http://wolfe.gen.tcd.ie/ygob/) sugiere que estos genes 

pertenecen a un posible bloque de duplicación genómica. 

Un estudio previo de nuestro laboratorio usando microarreglos, mostró que el perfil de 

expresión de BAT1 y BAT2 difiere de acuerdo a la fuente de carbono, mientras que BAT1 

muestra mayor expresión en condiciones de crecimiento fermento-respiratorio (medios con 

glucosa como fuente de carbono), BAT2 tiene mayor expresión durante el crecimiento 

respiratorio (etanol como fuente de carbono). Además del perfil de expresión, los 

productos codificados por estos genes presentan una diferente distribución subcelular, 

Bat1 es una proteína mitocondrial y Bat2 es una enzima citosólica (Kispal et al., 1996; 

Eden et al., 1996). 

Kluyveromyces lactis deriva de un ancestro común a S. cerevisiae; sin embargo, el 

linaje que dio origen a K. lactis divergió antes de la duplicación del genoma completo de S. 

cerevisiae. El gen KlBAT1 de K. lactis es el único ortólogo a los genes BAT1 y BAT2 de S. 

cerevisiae (http://www.genolevures.org/elt/KLLA/KLLA0A10307g). La expresión del gen 

KlBAT1 y el papel fisiológico de su producto no han sido estudiados hasta ahora. 

El objetivo de este proyecto es analizar las particularidades de expresión de los genes 

BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae así como del gen tipo ancestral KlBAT1 de K. lactis, 

además, se evaluará la función de los productos codificados por dichos genes.  
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El contraste de estos datos permitirá entender si la conservación de los parálogos 

BAT1 y BAT2 en el genoma de S. cerevisiae obedece a un proceso de subfuncionalización 

que llevó a un perfil de expresión diferencial de los genes, un cambio en las características 

de las isoenzimas o ambos. 
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

El objetivo general de este trabajo consistió en analizar el perfil de expresión de los 

parálogos BAT1 y BAT2 de Saccharomyces cerevisiae y la función de sus productos, así 

como del gen tipo ancestral KlBAT1 de K. lactis. 

 

3.1. Caracterización fenotípica de las mutantes bajo diferentes condiciones 

metabólicas.  

 

Se generaron las mutantes sencillas bat1∆ y bat2∆, así como la doble mutante bat1∆, 

bat2∆. Además, estas cepas fueron complementadas con plásmidos monocopia o 

multicopia en los que se clonó al gen BAT1 o BAT2 de S. cerevisiae o el gen 

KLLA0A10307g (en este trabajo se denominó KlBAT1) de K. lactis. Por otro lado, también 

se construyo la mutante Klbat1∆ en K. lactis. El análisis fisiológico se realizó determinando 

las velocidades específicas de crecimiento en condiciones de cultivo que promueven la 

biosíntesis o catabolismo de valina, isoleucina y leucina. 

 

3.2. Análisis de los patrones de expresión de los genes BAT1 y BAT2. 

 

La actividad transcripcional de los promotores de los genes BAT1 y BAT2 se determinó 

mediante fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ de Escherichia coli. Las fusiones 

se clonaron en un vector monocopia que se transformó a la cepa silvestre. 

Adicionalmente, se realizaron ensayos tipo Northern para determinar la expresión de BAT1 

y BAT2. 

 

3.3. Estudio de las propiedades bioquímicas de las isoenzimas Bat1, Bat2 y su 

único ortólogo en K. lactis KlBat1. 

 

Se obtuvieron extractos proteínicos de las cepa silvestre y de las mutantes isogénicas 

bat1∆ y bat2∆ de S. cerevisiae, así como de la cepa silvestre y la mutante Klbat1∆ de K. 

lactis. Se determinó la actividad de transaminasa utilizando como sustratos a los tres α-
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cetoácidos de cadena ramificada (α-cetoisovalerato, α-cetoisocaproato y α-

cetometilvalerato). 
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4. METODOLOGÍA 

 

Tabla I. Cepas utilizadas en este proyecto. 

Cepa Genotipo Fuente o Referencia 

CLA1-2 MATα BAT1 BAT2 ura3 leu2::LEU2 (Quezada et al., 2008) 

bat1∆ MATα bat1∆::kanMX4 BAT2 ura3 leu2::LEU2  Este trabajo 

bat2∆ MATα BAT1 bat2∆::kanMX4 ura3 leu2::LEU2 Este trabajo 

bat1∆ bat2∆ MATα bat1∆::NAT bat2∆::kanMX4 ura3 leu2::LEU2 Este trabajo 

BAT1-TAP S288C (MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0) 

BAT1::TAP-HIS3MX6 

(Ghaemmaghami et 

al., 2003) 

BAT2-TAP S288C (MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0) 

BAT2::TAP-HIS3MX6 

(Ghaemmaghami et 

al., 2003) 

Kluyveromyces lactis 155 MATa ade2 his3 ura3 (Navarro-Olmos et al., 

2010) 

Klbat1∆ MATa ade2 his3 ura3 Klbat1:: kanMX4 Este trabajo 
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Tabla II. Plásmidos utilizados en este proyecto.  

 

Plásmido Descripción Fuente o 

Referencia 

YEp353 Plásmido episomal que permite construir fusiones 

transcripcionales con el gen lacZ de Escherichia coli. Tiene el 

origen de replicación 2µ y los genes URA3 para selección en 

levadura y el gen para la β-lactamasa, que confiere resistencia 

a ampicilina en E. coli. 

(Myers et al., 1986) 

YEp353 PBAT1 La región 5’ UTR del gen BAT1 (1080 pb rio arriba del ATG) se 

clonó en los sitios de restricción EcoRI y PstI del plásmido 

YEp353, en marco de lectura al gen lacZ. 

Este trabajo 

YEp353 PBAT2 La región 5’ UTR del gen BAT2 (471 pb rio arriba del ATG) se 

clonó en los sitios de restricción EcoRI y PstI del plásmido 

YEp353, en marco de lectura al gen lacZ. 

Este trabajo 

pRS416 o CEN Plásmido centromérico de levadura, tiene el gen URA3, que 

permite la selección en S. cerevisiae y el gen que codifica para 

la β-lactamasa, que confiere resistencia a ampicilina en 

Escherichia coli. 

(Sikorski y Hieter, 

1989) 

pRS416 BAT1 o 

BAT1 CEN 

Es el plásmido pRS416 en el que se clonó un fragmento de 

2315 pb que corresponden a 1080 pb de la región 5’ UTR, 1182 

pb de la región codificante y 53 pb de la región 3’ UTR del gen 

BAT1. El fragmento se clonó en el sitio de restricción EcoRI. 

Este trabajo 

pRS416 BAT2 o 

BAT2 CEN 

Es el plásmido pRS416 en el que se clonó un fragmento de 

1681 pb que corresponden a 471 pb de la región 5’ UTR, 1131 

pb de la región codificante y 79 pb de la región 3’ UTR del gen 

BAT2. El fragmento se clonó entre los sitios de restricción 

EcoRI y XhoI. 

Este trabajo 

pRS426 o 2µ Plásmido episomal, contiene al gen URA3, que permite la 

selección en S. cerevisiae y el gen que codifica para la β-

lactamasa, que confiere resistencia a ampicilina en E. coli. 

Tiene el origen de replicación 2µ. 

(Christianson et al., 

1992) 

pRS426 BAT1 o 

BAT1 2µ 

Es el plásmido pRS426 en el que se clonó un fragmento de 

2315 pb que corresponden a 1080 pb de la región 5’ UTR, 1182 

pb de la región codificante y 53 pb de la región 3’ UTR del gen 

BAT1. El fragmento se clonó en el sitio de restricción EcoRI. 

Este trabajo 
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Plásmido Descripción Fuente o 

Referencia 

pRS426 BAT2 o 

BAT2 2µ 

Es el plásmido pRS426 en el que se clonó un fragmento de 

1681 pb que corresponden a 471 pb de la región 5’ UTR, 1131 

pb de la región codificante y 79 pb de la región 3’ UTR del gen 

BAT2.  El fragmento se clonó entre los sitios de restricción 

EcoRI y XhoI. 

Este trabajo 

pRS416 KlBAT1 

o KlBAT1 CEN 

Es el plásmido pRS416 en el que se clonó un fragmento de 

1815 pb que corresponden a 500 pb de la región 5’ UTR, 1291 

pb de la región codificante y 24 pb (12 en el extremo 5’ y 12 en 

el extremo 3’) para insertar los sitios de restricción EcoRI y 

BamHI respectivamente. 

Este trabajo 

pRS416       

PBAT1-KlBAT1 

Es el plásmido pRS416 en el que se clonó un fragmento de 

2395 pb que corresponden a 1080 pb del promotor de BAT1, 

más 1291 pb de la región codificante de KlBAT1, más 24 pb (12 

en el extremo 5’ y 29 en el extremo 3’) para insertar los sitios de 

restricción EcoRI y BamHI. 

Este trabajo 

pRS416       

PBAT2-KlBAT1 

Es el plásmido pRS416 en el que se clonó un fragmento de 

1786 pb que corresponden a 471 pb del promotor de BAT2, 

más 1291 pb de la región codificante de KlBAT1, más 24 pb (12 

en el extremo 5’ y 29 en el extremo 3’) para insertar los sitios de 

restricción EcoRI y BamHI. 

Este trabajo 

YEpKD352 Es un vector episomal para E. coli y Kluyveromyces, tiene el 

origen de replicación pKD1 de K. drosophylarum, el origen de 

replicación pBR322, el casete URA3 para selección en 

levadura, el gen lacZ y el gen β-lactamasa para selección por 

resistencia a ampicilina en E. coli. 

Donación Dr. 

Roberto Coria 

YEpKD352 

PKlBAT1-KlBAT1 

Es el plásmido YEpKD352 en el que se clonó un fragmento de 

aprox. 1800 pb que consiste de 500 pb de la región 5’ UTR, la 

región codificante y 63 pb de la región 3’ UTR del gen KlBAT1 

de K. lactis.  El fragmento se clonó en los sitios de restricción 

EcoRI y BamHI. 

Este trabajo 
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Tabla III. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Código Oligonucleótido Secuencia 

M1 BAT1-Fo ATC AAT AGT AAG GCT CGC AAA CCG CCC 

M2 BAT1-Re CAT GTA AAG TCC AGC GAG ATA CCT TGG C 

M3 BAT2-Fo CAA ACA TCT TCG AAC GTG AAA ACC TGC CTC TGA GGG 

M4 BAT2-Re-BIS GTC CTT GAT ACC GAT AGG CCA GC 

M5 BAT1 kan-Fo TAA ATC ACC CTA TAA ACG CAA AAT CAG CTA GAA CCT TAG CCG 

TAC GCT GCA GGT CGA C 

M6 BAT1 kan-Re CGT TTT TTT TTT TTG GGG GGG GAG GGG ATG TTT ACC TTA TCG 

ATG AAT TCG AGC TCG 

M7 BAT2 kan-Fo ATT CCT TTG AGA AAT CCT TAA TAA AAA CAG ACT AAC TAC TCG 

TAC GCT GCA GGT CGA C 

M8 BAT2 kan-Re GTT TTA TTC TTT TTA ACT TTT AAT TAC TTT ACG TAG CAA TAT CGA 

TGA ATT CGA GCT CG 

M9 BAT1 promotor-Re GCA CAA TTC CGT AGT CCA ATG TAG TTC ATG TTT TAG TAT GCT 

AAG GTT CTA GCT G 

M10 BAT2 promotor-Re GCA CAA TTC CGT AGT CCA ATG TAG TTC ATA TCG TTC TTA AAA 

CTC GTG GAG ATG C 

M11 Fusión BAT1-Fo GCG CGC GAA TTC CGT TTA AGG TTC CTA TTT TGA TAG TC 

M12 Fusión BAT1-Re GCG CGC GCT GCA GGA ATG TCT CTG CAA CAT GTT TTA GTA T 

M13 Fusión BAT2-Fo GCG CGC GAA TTC AAA CCT GCC TCT GAG GGT CAT 

M14 Fusión BAT2-Re GCG CGC GCT GCA GGG TGC CAA GGT CAT ATC G 

M15 Southern BAT2-Re CCT TTC TGA AGT CTA AGT GGG ATA GGG 

M16 Plásmido BAT2-Re GCG CGC CTC GAG CCC CTT AAC TCA GTA GAA AAA ACG C 

M17 KlBAT1 prom-Fo GCG CGC GAA TTC CGT TGA CAA GTG ACA ATG CAT GAC 

M18 KlBAT1-Re GCG CGC GGA TCC GAG CTA CCT GAT CCG TGC TAC ATA G 

M19 KlBAT1 Cod-Fo ATG AAC TAC ATT GGA CTA CGG AAT TGT GC 

M20 KlBAT1 kan-Fo CCA TCT GTA TCA TTT GTC CTA GCT ATT TCA TCC CTG GCA AGG 

CGT ACG CTG CAG GTC GAC 

M21 KlBAT1 kan-Re GCT ACA TAG TTG CTA GTG ACA CAT AAT CAC GGT AGG TTG TAT 

TTA GGA TCG ATG AAT TCG AGC TCG 

M22 KlBAT1 Ver-Re ACG GCT TTG AAC CCA GTC TTG TAA TAT GG 

M23 5’ KlBAT1-Re CCT TGC CAG GGA TGA AAT AGC TAG G 

M24 3’ KlBAT1-Fo CCT AAA TAC AAC CTA CCG TGA TTA TGT G 

M25 3’ KlBAT1-Re TTG GAA ACC CTA TTA TCC TTA AAC GG 

M26 Kan5’-Rev TCG CGA GCC CAT TTA TAC CC 

M27 NAT1-Re TAA GCC GTG TCG TCA AGA GTG G 

M28 Kan3’-Rev GGC AGT TCC ATA GGA TGG CA 



                                                                                                                      METODOLOGÍA 

41 

4.1. Construcción de mutantes 

 

Las mutantes se construyeron mediante reemplazo por recombinación homóloga del gen 

de interés por los módulos KanMX4 (Wach et al., 1994) o NAT (Goldstein y McCusker, 

1999), que confieren resistencia a los antibióticos geneticina/G418 o NAT/nourseotricina, 

respectivamente.  

Para generar la mutante sencilla bat1∆ se amplificó el casete KanMX4 con los 

oligonucleótidos M5 y M6 utilizando como molde al plásmido pFA6a. El módulo 

amplificado contiene al casete KanMX4 flanqueado por 40 pb del UTR 5’ y 38 pb del UTR 

3’ del gen BAT1 (Tabla III, regiones en negrillas en los oligonucleótidos correspondientes). 

El módulo (1584 pb) se purificó mediante el protocolo para purificación de fragmentos de 

DNA en solución “QIAQUICKTM PCR Purification Kit” de QIAGEN, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Una vez purificado, se transformó 1 µg del módulo a la cepa 

silvestre CLA1-2 usando el protocolo de transformación de levadura con acetato de litio. 

Las transformantes se seleccionaron en YPD geneticina (200 µg/ml). 

La construcción de la mutante bat2∆ se realizó de manera similar pero con los 

oligonucleótidos M7 y M8. El módulo amplificado a partir del plásmido pFA6a contiene al 

casete KanMX4 flanqueado por 40 pb del UTR 5’ y 40 pb del UTR 3’ del gen BAT2 (Tabla 

III, regiones en negrillas en los oligonucleótidos correspondientes). El módulo (1586 pb) se 

purificó y se transformó a la cepa silvestre CLA1-2 como se describió anteriormente. 

Para generar la doble mutante bat1∆ bat2∆ primero se sustituyó al módulo KanMX4 

de la mutante sencilla bat1∆ por el casete clonNAT. El módulo clonNAT se obtuvo 

mediante digestión del plásmido p4339 con la enzima EcoRI. Posteriormente sobre el 

fondo de esta mutante (bat1::nat) se transformó el módulo KanMX4 flanqueado por 

regiones homólogas al gen BAT2, siguiendo el mismo procedimiento que la construcción 

de la mutante sencilla bat2∆. Las transformantes se seleccionaron por resistencia a 

geneticina y nourseotricina (YPD geneticina 200 µg/ml y NAT 100 µg/ml). 

Para generar la mutante Klbat1∆ de K. lactis se construyó un módulo que contenía al 

casete KanMX4 flanqueado por aproximadamente 500 pb de los UTR 5’ y 3’ del gen 

KlBAT1. Este módulo se amplificó con los oligonucleótidos M17 y M25 usando como 

molde tres productos de PCR: i) 505 pb del UTR 5’ del gen KlBAT1, amplificado con los 

oligonucleótidos M17 y M23, ii) la región codificante del módulo KanMX4 flanqueada por 

regiones homólogas a los UTR 5’ y 3’ del gen KlBAT1, amplificado con los oligonucleótidos 



                                                                                                                      METODOLOGÍA 

42 

M20 y M21 y iii) 462 pb del UTR 3’ del gen KlBAT1 amplificado con los oligonucleótidos 

M24 y M25. El módulo se purificó siguiendo el protocolo “Wizard SV Gel and PCR Clean-

up System” de PROMEGA. Una vez purificado, se transformó 1 µg del módulo a la cepa 

silvestre K. lactis 155 usando el protocolo de transformación de levadura con acetato de 

litio con una ligera modificación, antes del choque térmico las células fueron incubadas en 

presencia de DMSO (dimetil sulfóxido). Las transformantes se seleccionaron en YPD 

geneticina (200 µg/ml). 

Las inserciones de los módulos KanMX4 o clonNAT en el locus correspondiente se 

verificaron amplificando el módulo correspondiente con un oligonucleótido que hibrida 

sobre el UTR 5’ del locus de interés y otro que hibrida sobre el módulo de interrupción. 

Para verificar las mutantes bat1::kan, bat1::nat y bat2::kan se utilizaron los 

oligonucleótidos M1 y M26, M1 y M27 y M3 y M26, respectivamente. Además, tanto en la 

cepa silvestre como en las mutantes isogénicas se amplificaron fragmentos que incluían el 

gen silvestre o el módulo KanMX4 usando oligonucleótidos que hibridan sobre las 

regiones UTR 5’ y 3’ en las siguientes combinaciones: M1 y M2 para amplificar el gen 

silvestre o el módulo KanMX4 en el locus BAT1, M3 y M4 para amplificar el gen silvestre o 

el módulo KanMX4 en el locus BAT2. La inserción de los módulos KanMX4 y clonNAT en 

la doble mutante bat1::nat bat2::kan se verificó como en las mutantes sencillas. 

La inserción del casete KanMX4 en el locus del gen KlBAT1 se verificó amplificando 

con un oligonucleótido que hibrida sobre el UTR 5’ del gen KlBAT1 y otro que hibrida 

sobre el módulo KanMX4 (M17 y M28), también se amplificó un fragmento del gen 

silvestre con los oligonucleótidos M17 y M22. Además se usaron los oligonucleótidos M17 

y M25 para amplificar el gen silvestre o el módulo KanMX4 desde los UTR 5’ y 3’ del locus 

de KlBAT1. 

 

4.2. Condiciones de crecimiento 

 

Las cepas se crecieron en medio mínimo (MM) con sales, elementos traza y vitaminas, 

usando como fuente de carbono glucosa 2% (peso/volumen) o etanol 2% 

(volumen/volumen). De acuerdo al experimento la fuente de nitrógeno usada fue sulfato de 

amonio (40 mM), valina (150 mg/ml), isoleucina (30 mg/ml), leucina (100 mg/ml), GABA (1 

g/l) o glutamina (1 g/l). Cuando se requirió se adicionó valina, isoleucina, leucina (en las 

concentraciones indicadas anteriormente), uracilo (20 mg/ml), adenina (20 mg/ml), 
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metionina (20 mg/ml) o histidina (20 mg/ml) para complementar auxotrofías. Todos los 

cultivos se incubaron a 30ºC. 

Para determinar la velocidad específica de crecimiento, primero se calculó el valor de 

la pendiente en la fase exponencial de la curva de crecimiento. Posteriormente se 

aplicaron las fórmulas que se indican a continuación 

. 

td=
log2

m
µ=
ln2

td  

td  Tiempo de duplicación (h) 

m  Pendiente en la fase exponencial de la curva de crecimiento 

µ  Velocidad específica de crecimiento (h-1) 

 

4.3. Transformación de levadura con acetato de litio 

 

1) Inocular 10 ml de medio YPD con una colonia aislada de la cepa deseada e incubar 

a 30°C por toda la noche. 

2) Centrifugar a 2500 rpm por 5 min a T.A. para colectar las células. 

3) Resuspender en 5 ml de agua estéril. Diluir en 40 ml de YPD a una DO600nm final de 

0.2 a 0.25. 

4) Incubar a 30°C, 250 rpm hasta alcanzar una DO600nm de 0.5-0.6. 

5) Centrifugar a 3000 rpm por 5 min a T.A. para colectar las células. Resuspender en 

40 ml de agua estéril y centrifugar nuevamente a 3000 rpm por 5 min a T.A. para 

colectar las células. 

6) Resuspender en 1 ml de agua estéril y transferir a un tubo eppendorf de 1.5 ml. 

7) Centrifugar a 14000 rpm por 5 seg. Eliminar el sobrenadante. Lavar con 1 ml de 

TE/LiOAc (LiOAc 100 mM pH 7.5, Tris-HCl 10 mM pH 7.5 y EDTA 1 mM). 

8) Resuspender las células en 200 μl de TE/LiOAc. 

9) Colocar 50 μl de células en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 

10) Agregar 1 μg del producto de PCR y 10 μl de DNA acarreador (DNA de esperma de 

salmón, previamente sonicado y hervido por 5 min. Incubar en hielo por 5 min antes 

de usarlo). 

NOTA: Incluir como control negativo células sin DNA y células sólo con DNA de 

esperma de salmón. 
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11) Mezclar con vortex. Adicionar 300 μl de PGE/TE/LiOAc al 45% (PEG 45%, LiOAc 

100 mM pH 7.5, Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM) y mezclar con vortex. 

12) Incubar a 30°C, 250 rpm por 30 min. 

13) Someter a choque térmico a 42°C por 15 min. 

14) Preparar tubos Falcon de 50 ml con 3 ml de YPD. 

15) Centrifugar las células a 14000 rpm por 30 seg. Eliminar el sobrenadante. 

16) Resuspender el botón celular en 1 ml de YPD y transferir al tubo con 3 ml de YPD. 

17) Incubar a 30°C , 250 rpm por 3 h. 

18) Colectar las células por centrifugación y resuspender en 400 μl de YPD. 

19) Platear en medio YPD selectivo e incubar a 30°C. 

 

4.4. Construcción de plásmidos monocopia y multicopia de los genes BAT1, BAT2 

y KlBAT1 

 

Los genes BAT1, BAT2 y KlBAT1 con sus respectivas regiones promotoras fueron 

clonados en plásmidos monocopia (pRS416, CEN) o multicopia (pRS426, 2µ).  

El gen BAT1 más 1080 pb del UTR 5’ se amplificó con los oligonucleótidos M11 y M2 

(2555 pb) usando como molde DNA genómico de la cepa CLA1-2. Para amplificar al gen 

BAT2 más 490 pb del UTR 5’ se usaron los oligonucleótidos M13 y M16 (1681 pb) y DNA 

genómico de la cepa CLA1-2 como molde. El gen KlBAT1 más 500 pb del UTR 5’ se 

amplificó con los oligonucleótidos M17 y M18 (1815 pb) usando como molde DNA 

genómico de la cepa silvestre K. lactis 155.  

Los productos de PCR se purificaron siguiendo el protocolo “Wizard SV Gel and PCR 

Clean-up System” de PROMEGA. Los insertos y vectores se digirieron con las enzimas de 

restricción correspondientes. Además, los vectores se desfosforilaron con fosfatasa 

alcalina. 

El módulo BAT1 se clonó en el sitio de restricción EcoRI de pRS416 o pRS426 

generando los plásmidos BAT1 CEN y BAT1 2µ, respectivamente. El módulo BAT2 se 

clonó en los sitios de restricción EcoRI y XhoI de los vectores pRS416 o pRS426, 

generando los plásmidos BAT2 CEN y BAT2 2µ, respectivamente. El módulo KlBAT1 se 

clonó en los sitios de restricción EcoRI y BamHI de los plásmidos pRS416 y YEpKD352 

generando los plásmidos pRS416 KlBAT1 y YEpKD352 PKlBAT1-KlBAT1. 
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Los plásmidos BAT1 CEN, BAT1 2µ, BAT2 CEN, BAT2 2µ y pRS416 KlBAT1 se 

transformaron en la cepa CLA1-2 y las mutantes isogénicas bat1∆, bat2∆ y bat1∆ bat2∆. 

El plásmido YEpKD352 PKlBAT1-KlBAT1 se transformó en la cepa K. lactis 155 y la mutante 

isogénica Klbat1∆. 

 

4.5. Construcción de fusiones quiméricas de los promotores BAT1 y BAT2 al gen 

KlBAT1 de Kluyveromyces lactis 

 

Para generar fusiones transcripcionales de los promotores de los genes BAT1 o BAT2 a la 

región codificante del gen KlBAT1 primero se amplificaron las regiones intergénicas de los 

genes BAT1 y BAT2 usando como molde DNA genómico de la cepa CLA1-2 y los 

oligonucleótidos M11 y M9 para el promotor de BAT1 (1121 pb); y M13 y M10 para el 

promotor de BAT2 (512 pb). Por otro lado se amplificó la región codificante del gen 

KlBAT1 con los oligonucleótidos M19 y M18 (1303 pb) usando como molde DNA genómico 

de la cepa K. lactis 155. Al amplificar los promotores de los genes BAT1 o BAT2 se agregó 

al extremo 3’ una región homóloga a la región codificante del gen KlBAT1 (Tabla III, 29 pb, 

indicados en negrillas en los oligonucleótidos M9 y M10).  

Para obtener la quimera PBAT1-KlBAT1 se usó como molde el módulo correspondiente 

al promotor de BAT1 y la región codificante de KlBAT1 en una PCR con los 

oligonucleótidos M11 y M18. Para obtener la quimera PBAT2-KlBAT1 se usó como molde el 

módulo del promotor de BAT2 y la región codificante de KlBAT1 en una PCR con los 

oligonucleótidos M13 y M18. Los productos de PCR se purificaron con el protocolo “Wizard 

SV Gel and PCR Clean-up System” de PROMEGA y se clonaron en los sitios de 

restricción EcoRI y BamHI del plásmido monocopia pRS416. 

Estos plásmidos se transformaron en la cepa CLA1-2 y las mutantes isogénicas 

bat1∆, bat2∆ y bat1∆ bat2∆. 
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4.6. Construcción de fusiones del reportero lacZ de Escherichia coli a los 

promotores BAT1 y BAT2 

 

Para generar fusiones transcripcionales de los promotores de BAT1 y BAT2 a la región 

codificante del gen lacZ de Escherichia coli, la región intergénica de BAT1 se amplificó con 

los oligonucleótidos M11 y M12 (Tabla III, en negrillas se indican los sitios de restricción 

para EcoRI y PstI), para amplificar el promotor de BAT2 se usaron los oligonucleótidos 

M13 y M14 (Tabla III, en negrillas se indican los sitios de restricción para EcoRI y PstI). 

Los fragmentos obtenidos (1122 pb para BAT1 y 510 pb para BAT2) se purificaron 

siguiendo el protocolo “QIAQUICKTM PCR Purification Kit” de QIAGEN. Los fragmentos 

purificados se clonaron el plásmido YEp353 en los sitios de restricción EcoRI y PstI 

generando los plásmidos YEp353 PBAT1 y YEp353 PBAT2 que se transformaron a la cepa 

CLA1-2. 

 

4.7. Determinación de actividad de β-galactosidasa 

 

Las células se colectaron por centrifugación y se resuspendieron en amortiguador de 

extracción, posteriormente las células se lisaron con perlas de vidrio (Cogoni et al., 1995). 

La actividad de β-galactosidasa (β-gal) se determinó usando una modificación de los 

protocolos descritos por Valenzuela y colaboradores (Valenzuela et al., 1998, 2001). Esta 

modificación permite medir la actividad de β-gal en placas de microtitulación de 96 pozos. 

El protocolo se describe a continuación. 

1) Agregar a cada pozo de 1.5 a 15 µl de muestra y aforar a 15 µl con Amortiguador 

de extracción. 

2) Agregar 135 µl de Buffer Z (Na2HPO4 • 12 H2O 60 mM, NaH2PO4 • H2O 40 mM, KCl 

10 mM, MgSO4 • 7 H2O 1 mM, pH 7.0) + DTT 1 mM con la pipeta multicanal. 

3) Incubar la placa de microtitulación a 30°C por 5 min.  

4) Iniciar la reacción agregando 30 µl de la solución ONPG (4 mg/ml en Buffer Z), 

agitar con la pipeta multicanal. Incubar por 1 min. 

5) Detener la reacción agregando 75 µl de Na2CO3 1 M. Anotar el tiempo exacto en el 

cuál se detiene la reacción. 

6) Medir a DO420nm. 
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7) Determinar la actividad específica del extracto de acuerdo a la siguiente fórmula. La 

actividad específica se expresa en nmoles de ο-nitrofenol producido por minuto por 

miligramo de proteína (nmol min-1 mg proteína-1). 

 

DO420nm× 0.255 

0.0045 × �proteína� × Vext  × t
 

        

DO420nm   DO del producto ο-nitrofenol a 420 nm 

0.255  Factor para corregir por el volumen de reacción 

0.0045  DO de una solución de ο-nitrofenol a una concentración de 1 nmol/ml  

[proteína]   Concentración de proteína expresada en mg/ml 

Vext   Volumen de muestra analizado en ml 

t   Tiempo de reacción expresado en minutos 

 

4.8. Determinación de la concentración de proteína 

 

Se siguió un protocolo modificado a partir del método de Lowry (Lowry et al., 1951) que 

permite realizar el ensayo en placas de microtitulación de 96 pozos. 

1) Preparar la solución ABC (Sol. A 19.6 ml + Sol. B 0.2 ml + Sol. C 0.2 ml). 

2) Preparar la solución de Folin diluyendo 1:1 con H2O bidestilada (preparar justo 

antes de usar). 

3) En la fila A de la placa de microtitulación preparar la curva estándar utilizando 

diferentes volúmenes de una solución de BSA (1 mg/ml), aforar a 40 µl con H2O bd 

(usar 1.5, 3, 4.5, 6, 8, 10, 15 y 20 µl de BSA para cada pozo). 

4) En las siguientes filas, preparar las muestras, utilizar 10, 20, 30 y 40 µl, se pueden 

analizar 2 diluciones (100 y 10-1). Aforar a 40 µl con H2O bd. 

5) Agregar 200 µl de la Sol. ABC a cada pozo. Mezclar con micropipeta multicanal e 

incubar 10 min. 

6) Agregar 20 µl de Folin diluído. Mezclar con micropipeta multicanal e incubar 30 min. 

7) Registrar DO625 nm. 

 

Solución A: NaOH 0.4%, Na2CO3 2%.  

Solución B: Tartrato de Sodio y Potasio 2 %. Almacenar a 4°C. 
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Solución C: Sulfato cúprico 1%. Almacenar a 4°C en oscuridad. 

 

4.9. Inmunodetección de las proteínas de interés 

 

Se determinó la cantidad de antígeno Bat1-TAP o Bat2-TAP en diferentes condiciones de 

cultivo y fases de crecimiento. Los extractos se obtuvieron a partir de cultivos en fase 

exponencial (DO600nm 0.4 a 0.7) en medios con glucosa como única fuente de carbono y 

glutamina, amonio ó GABA más VIL como única fuente de nitrógeno. También se 

obtuvieron extractos de cultivos en fase exponencial y estacionaria en YPD. Para la 

obtención de extractos se usó el siguiente protocolo: 

1) Colectar las células por centrifugación 5 min a 3000 rpm y 4°C. Decantar el 

sobrenadante, resuspender el pellet en agua y colectar las células por centrifugación. 

2) Decantar el sobrenadante, resuspender el pellet en 280 µl de Amortiguador de 

Pronasa. Transferir las células a un tubo eppendorf y adicionar 50 µl de una solución 

de TCA al 85% (ácido tricloroacético, el TCA precipita proteínas y ácidos nucléicos). 

Agregar 2.8 µl de PMSF 0.1 M (17.4 mg/ml). 

3) Agregar un volumen de perlas de vidrio previamente lavadas con ácido nítrico y 

esterilizadas con autoclave. 

4) Agitar con vórtex a máxima velocidad durante 1 min, incubar 1 min en hielo, repetir 

el procedimiento de 7 a 10 veces. 

5) Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo, mantener sobre hielo. 

6) Lavar las perlas dos veces con 280 µl de TCA al 5%. Combinar el sobrenadante de 

los lavados con el sobrenadante del inciso anterior. 

7) Incubar los tubos en hielo durante 5 minutos. Centrifugar 10 min a 5000 rpm y 4°C. 

8) Remover todo el sobrenadante, asegurarse de eliminar todo el TCA del tubo. 

Centrifugar de nuevo y remover el TCA remanente. 

9) Resuspender el pellet en 30 µl de Buffer Thorner, éste tornará a amarillo. Adicionar 

1/10 del volumen o lo que sea necesario de Tris-base 1 M (sin pH ajustado) para que 

el color del buffer torne nuevamente a azul. 

10) Almacenar las muestras a -70°C. 

11) Cuantificar la proteína obtenida usando un espectrofotómetro. 
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Posteriormente se realizó una electroforesis en geles de poliacrilamida bajo 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa. La detección de Bat1-TAP y Bat2-TAP se realizó mediante 

hibridación con el anticuerpo primario anti-TAP (anticuerpo policlonal de conejo, CAB1001, 

OPEN Biosystems) en dilución 1:5000; como anticuerpo secundario se usó un anticuerpo 

anti-conejo conjugado con peroxidasa en una dilución 1:10000. Como control de carga se 

detectó antígeno actina y homocitrato sintasa, usando como anticuerpo primario anti-

actina obtenido de conejo (A2668, SIGMA) en una dilución 1:100 o anti-homocitrato 

sintasa obtenido de ratón (31F5, EnCor Biotechnology Inc.) en dilución 1:5000. Como 

anticuerpo secundario se usaron anti-conejo o anti-ratón conjugados con peroxidasa. 

 

4.10. Preparación de extractos proteicos para actividad de transaminasa o para 

purificación de proteínas 

 

Los extractos se obtuvieron usando un protocolo basado en el publicado por el NCRR 

Yeast Resource Center (http://depts.washington.edu/yeastrc/pages/tap_prot.pdfl) y por 

Rigaut y colaboradores (Rigaut et al., 1999). 

1) Colectar las células por centrifugación a 4000 rpm por 20 min a 4°C. 

2) Resuspender el pellet en 500 ml de agua fría empleando el vórtex. Centrifugar a 

4000 rpm por 20 min a 4°C. 

3) Resuspender el pellet en 50 ml de agua fría. Transferir las células a un tubo Falcon 

de 50 ml y centrifugar a 3000 rpm por 10 min a 4°C. Eliminar el sobrenadante. En este 

punto las células se pueden  almacenar a -70ºC y emplear al día siguiente. 

4) Resuspender el pellet en 40 ml de buffer NP-40 (Na2HPO4 15 mM, NaH2PO4-H2O 

10 mM, NP-40 1%, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NaF 80 mM, Na3VO4 0.1 mM, DTT 1 

mM, BSA 0.1%, PMSF 1mM, pH 7.2). 

5) Centrifugar a 3000 rpm por 10 min a 4°C. Decantar el sobrenadante y resuspender 

en 10 ml de buffer NP-40, agregar 1 volumen de perlas de vidrio. 

6) Agitar con vórtex a máxima velocidad por 1 min, incubar en hielo el siguiente min. 

Repetir este procedimiento de 5-7 veces. 

7) Centrifugar a 3000 rpm por 10 min a 4°C. 

8) Tomar el sobrenadante con mucho cuidado y transferirlo a un tubo Falcon nuevo o 

hacer alícuotas en 1 ml.  
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4.11. Medición de actividad de transaminasa 

 

Se desarrolló un protocolo para determinar la actividad de transaminasa de Bat1 y Bat2 

acoplando el ensayo al complejo enzimático de la α-cetoglutarato deshidrogenasa (α-

CGDH). 

Las enzimas Bat1 y Bat2 usan α-cetoácidos de cadena ramificada (α-CACR) y ácido 

glutámico como sustratos para producir aminoácidos de cadena ramificada (AACR) y α-

cetoglutarato (α-CG), usando piridoxal 5’-fosfato (PP) como cofactor. Al acoplar la reacción 

al complejo de la α-CGDH, el α-CG es usado como sustrato junto con Coenzima A (CoA) y 

NAD+ para producir succinil-CoA, CO2 y NADH en presencia de Ca2+, Mg2+ y tiamina 

pirofosfato (TPP). La reducción del NAD+ a NADH es monitoreada midiendo absorbancia a 

340 nm a lo largo del tiempo. 

El buffer de reacción consiste en MOPS 50 mM pH 7.1 (M3183, SIGMA), DTT 1 mM, 

CaCl2 0.1 mM (1332, JT Baker), MgCl2 0.47 mM (20441-43B, MERCK), TPP 1 mM 

(C8754, SIGMA), CoA 0.25 mM (C4780, SIGMA), piridoxal 5’-fosfato 0.25 mM (P9255, 

SIGMA), α-CGDH 0.25 U (K1502, SIGMA), NAD+ 1 mM (N7004, SIGMA), buffer de fosfato 

de potasio 5 mM pH 7.0, α-CACR 1 mM y ácido glutámico 40 mM (G1501, SIGMA) en un 

volumen final de 1 ml. Los α-CACR usados en este ensayo fueron: α-cetoisocaproato sal 

de sodio (α-CIC; K0629, SIGMA), DL-α-ceto-β-metilvalerato sal de sodio (α-CMV; K7125, 

SIGMA) y ácido α-cetoisovalérico sal de sodio (α-CIV; 151395, ICN). 

El buffer de reacción se incuba a 30ºC en un espectrofotómetro Cary 50 Bio 

(VARIAN). Se monitorea la absorbancia a 340 nm de 5 a 10 min. La reacción se inicia con 

la adición del extracto crudo, la absorbancia se monitorea por 30 min más. Una vez 

terminado el ensayo se calcula la pendiente de la fase exponencial de la curva de la 

muestra y de los controles (sin extracto). Se sustrae el valor del control del valor de la 

pendiente muestra. La actividad de transaminasa se calculó con la fórmula que se indica 

en la siguiente página. 
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Actividad específica =  1000
..

.
÷




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
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×
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m   = Pendiente 

Vol.ensayo  = Volumen del ensayo en ml (1 ml) 

ε   = Coeficiente de extinción del NADH a 340nm, 6.22 mM-1 cm-1 

ℓ   = Paso de luz, 1 cm 

C.extracto  = Concentración del extracto en mg/ml 

Vol.extracto  = Volumen del extracto en ml 

 

4.12. Purificación de proteínas etiquetadas con TAP 

 

Preparación de las perlas 

 

1) Tomar 400 µl de una suspensión de perlas de IgG agarosa (SIGMA A2909) y 

lavarlas con 5 ml de Buffer IPP150 en una columna de cromatografía Poly-Prep (BIO-

RAD 731-1550). 

2) Tomar 400 µl de la suspensión de perlas de calmodulina (STRATAGENE 214303) y 

lavarlas con 5 ml de buffer IPP50 de unión a Calmodulina en una columna de 

cromatografía Poly-Prep (BIO-RAD 731-1550). 

 

Purificación de la proteína 

 

1) A 10 ml de extracto (que corresponde a 2 l de cultivo) agregar 50 µl de una solución 

2 M de Tris-HCl pH 8.0, 200  µl de una solución 5 M de NaCl y 100 µl de NP40 al 

10%. Tomar 50 µl para análisis por SDS-PAGE. Muestra 1. 

2) Colocar la tapa inferior a la columna. Añadir la mezcla anterior a la columna con las 

perlas de IgG agarosa. Tapar el extremo superior. Incubar por 5.5 h a 4°C en 

agitación (usando el Speci-Mix, THERMOLYNE). 

3) Remover la tapa superior de la columna y después la tapa inferior y permitir que la 

columna se drene por gravedad. Tomar 50 µl para análisis por SDS-PAGE. Muestra 2. 

4) Lavar con 30 ml de IPP150. Tomar 1 ml para análisis por SDS-PAGE. Muestra 3. 
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5) Lavar con 10 ml de Buffer TEV (agregar DTT al momento de usar, agregar 1 µl de 

una solución DTT 1M por cada ml de Buffer TEV). Tomar 1 ml para análisis por SDS-

PAGE. Muestra 4. 

6) Tapar la parte inferior de la columna y agregar 2 ml de Buffer TEV y 

aproximadamente 450 unidades de enzima TEV (AcTEV, INVITROGEN, 10 U/µl). 

Tapar la parte superior de la columna e incubar 14.5 h a 4°C agitando en el Speci-Mix. 

7) Remover ambas tapas de la columna y recuperar el eluato (permitir que drene por 

gravedad). La solución remanente de la columna se puede eluir agregando 200 µl de 

Buffer TEV (agregar DTT). Tomar 50 µl para análisis por SDS-PAGE. Muestra 5. 

8) Agregar 3 volúmenes de Buffer de unión a calmodulina (al momento de usar 

agregar 7 µl de β-mercaptoetanol por cada 10 ml de buffer) al eluato y 3 µl de CaCl2 

1M por cada ml de eluato para titular el EDTA contenido en el buffer TEV. 

9) Transferir la mezcla anterior a la columna con perlas de calmodulina. 

10) Tapar ambos extremos de la columna e incubar por 4 h a 4°C en el Speci-Mix.  

11) Permitir que la columna se drene por gravedad. Tomar 1 ml para análisis por SDS-

PAGE. Muestra 6. 

12) Lavar con 30 ml de Buffer IPP150 de unión de calmodulina (al momento de usar 

agregar 7 µl de β-mercaptoetanol por cada 10 ml de buffer). Tomar 1 ml para análisis 

por SDS-PAGE. Muestra 7. 

13) Eluir 5 fracciones de 200 µl con Buffer IPP150 de elución de calmodulina (agregar 

β-mercaptoetanol al momento de usar). Tomar 10 µl para análisis por SDS-PAGE. 

Muestra 8. 

14) Para analizar las proteínas en un gel, precipitar los eluatos finales y algunos 

controles con TCA. 

15) Para estudios funcionales dializar con el buffer apropiado y mantener a -80°C. 

 

4.13. Detección de transcritos específicos 

 

Se siguió el protocolo descrito por Valenzuela y colaboradores (Valenzuela et al., 2001). El 

RNA se extrajo por el método de fenol ácido descrito por Struhl y Davis (Struhl y Davis, 

1981) a partir de cultivos de 100 ml en fase de crecimiento exponencial (DO600nm 0.4 a 

0.6). Para hibridar los transcritos de BAT1 y BAT2 se usaron sondas que incluían toda la 

región codificante flanqueada por aproximadamente 500 pb de la región UTR 5’ y 250 pb 
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de la región UTR 3’. Las sondas se amplificaron usando los oligonucleótidos M1 y M2 

(2044pb), y M3 y M4 (1847 pb). Como control de cargado se usó un fragmento del gen 

ACT1 de aprox. 1200 pb. Las imágenes fueron analizadas con el software ImageQuant 5.2 

(Molecular Dynamics). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5. RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN



                                                                                                RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

57 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1. Bat1 es una enzima principalmente biosintética 

 

Las aminotransferasas son enzimas que catalizan reacciones reversibles, que participan 

tanto en la síntesis como en el catabolismo de aminoácidos. Las aminotransferasas Bat1 y 

Bat2 participan en el metabolismo de valina, isoleucina y leucina (VIL). Para analizar el 

papel fisiológico de estas isoenzimas, se determinó la velocidad específica de crecimiento 

de las mutantes sencillas bat1∆, bat2∆ o en la doble mutante bat1∆ bat2∆ en medios que 

promueven la síntesis o el catabolismo de VIL. 

Como se observa en la Figura 5, en glucosa amonio la velocidad específica de 

crecimiento (µ) de la mutante bat1∆ fue un 30% menor al de la cepa silvestre (WT); la 

mutante bat2∆ mostró un fenotipo silvestre y la doble mutante bat1∆ bat2∆ no creció. 

Figura 5. Bat1 juega un papel primordial en la síntesis de valina. La cepa CLA1-2, las mutantes 

isogénicas bat1∆, bat2∆ y la doble mutante bat1∆ bat2∆ se cultivaron en glucosa como fuente de carbono y 

amonio como fuente de nitrógeno, en presencia de valina (+V), isoleucina (+I), leucina (+L) o los tres 

aminoácidos (+VIL) y se incubaron en el lector de placas Bioscreen C, Oy Growth Curves Ab Ltd, usando 

300 µl de cultivo por cada muestra. Se determinó la velocidad específica de crecimiento (µ). Los resultados 

se muestran como el promedio de al menos tres repeticiones. 
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La deficiencia en crecimiento que muestra la mutante bat1∆ se debe a que esta cepa 

es un auxótrofo parcial de valina, la adición exógena de este aminoácido restaura el 

fenotipo silvestre (Fig. 5, +V). Por otro lado, la doble mutante bat1∆ bat2∆ es un auxótrofo 

de valina, isoleucina y leucina que requiere la adición simultánea de los tres aminoácidos 

para mostrar un crecimiento similar a la cepa silvestre (Fig. 5, +VIL). 

Los resultados anteriores sugieren que Bat1 tiene un papel principalmente 

biosintético, en particular sobre la síntesis de valina. Como ya se mencionó anteriormente 

las aminotransferasas catalizan reacciones reversibles, los resultados obtenidos hasta 

este punto no descartan la posibilidad de que Bat1 también participe en el catabolismo de 

estos aminoácidos. Es necesario resaltar que aunque en glucosa amonio la mutante bat2∆ 

se comportó como la cepa silvestre, la doble mutante bat1∆ bat2∆ es un auxótrofo de VIL, 

lo cual indica que Bat2 también tiene un papel biosintético que sólo se aprecia en ausencia 

de Bat1. Es posible que en la mutante bat1∆ la síntesis de valina por Bat2 sea deficiente o 

nula, pero al parecer Bat2 es capaz de sintetizar la leucina e isoleucina que la célula 

requiere; por ello, la doble mutante requiere la adición de los tres aminoácidos (Fig. 5). 

 

Posiblemente la compartamentalización de la vía de síntesis de valina y la 

acumulación de α-CIV en la mitocondria, estimula el carácter biosintético de Bat1 

 

Bat1 es una enzima mitocondrial mientras que Bat2 es una enzima citosólica, en una 

mutante bat1∆ sólo se detecta actividad de transaminasa en la fracción citosólica, 

mientras que en una mutante bat2∆ la actividad de transaminasa sólo se detecta en la 

fracción mitocondrial, por lo que podemos inferir que Bat1 únicamente está presente en la 

mitocondria y al menos bajo las condiciones analizadas no hay una poza de Bat1 

citosólica (Eden et al., 1996; Kispal et al., 1996; Colón et al., 2011). Estudios previos han 

propuesto que la relocalización subcelular de productos de genes parálogos contribuye a 

la diversificación funcional de los mismos (Marques et al., 2008). 

La síntesis de leucina comparte las primeras reacciones con la vía de síntesis de 

valina, estas reacciones iniciales tienen lugar en la mitocondria (Ryan y Kohlhaw, 1974). 

La última reacción común a las vías de síntesis de valina y leucina es la producción de α-

cetoisovalerato (α-CIV). El α-CIV producido puede ser usado como sustrato de Bat1 y/o 

Bat2 para sintetizar valina mediante una reacción de transaminación, o puede continuar 

hacia la producción de leucina, para lo cual es convertido a α-isopropil malato (α-IPM) en 
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una reacción catalizada por Leu4/Leu9. Posteriormente, el α-IPM es exportado de la 

mitocondria y convertido a leucina mediante 3 reacciones catalizadas por las enzimas 

Leu1, Leu2 y Bat2 (Kohlhaw, 2003). 

Dado que Bat2 es la transaminasa citosólica, sería lógico pensar que la síntesis de 

leucina es catalizada únicamente por Bat2; sin embargo, una mutante bat2∆ no es 

auxótrofa de leucina. Es posible que en esta mutante: i) la conversión de α-CIC a leucina 

sea catalizada por otra transaminasa citosólica o ii) que el α-CIC sea transportado a la 

mitocondria en donde Bat1 cataliza su transaminación. Al parecer no hay otra vía 

involucrada en la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada, ya que la doble mutante 

bat1∆ bat2∆ es auxótrofa de VIL; por lo tanto es plausible que el α-CIC sea transportado 

de alguna forma a la mitocondria en donde Bat1 sintetizaría leucina. La aminotransferasa 

de aminoácidos de cadena ramificada mitocondrial de rata (BCATm) funciona como un 

transportador de α-cetoácidos de cadena ramificada cuando se incorpora a vesículas de 

fosfolípidos (Hutson y Hall, 1993), posiblemente en S. cerevisiae Bat1 esté involucrada en 

el transporte de α-CIC. 

Como ya se mencionó, en la síntesis de leucina se requiere que el α-IPM sea 

exportado de la mitocondria. Se ha reportado que el acarreador de oxaloacetato Oac1 es 

el transportador de α-IPM. En una mutante oac1∆ no hay transporte de α-IPM; sin 

embargo, estas mutantes son bradítrofas (y no auxótrofas) de leucina. También se ha 

propuesto que el α-CIV podría ser transportado a citosol (por un transportador no descrito) 

y convertido a α-IPM por acción de Leu4 en el citosol (Marobbio et al., 2008). 

Entonces, si el α-IPM está disponible en el citoplasma, ¿por qué la mutante oac1∆ es 

bradítrofa de leucina?, posiblemente i) el transporte de α-CIV no es eficiente, la cantidad 

de α-CIV que llega a citosol es baja y en consecuencia, la cantidad de leucina producida 

es menor a la que se requiere en condiciones normales, o ii) la capacidad biosintética de 

Bat2 para producir leucina es reducida. La segunda alternativa queda descartada porque 

la mutante bat1∆ no es auxótrofa de leucina. Por lo tanto podemos concluir que la 

cantidad de α-CIV que se exporta de la mitocondria es baja. 

Por otro lado, si el α-CIV puede salir de la mitocondria, entonces el sustrato estaría 

disponible en el citosol y Bat2 podría catalizar la transaminación de α-CIV a valina. El que 

la mutante bat1∆ se comporte como un bradítrofo de valina, sugiere que i) la capacidad 

biosintética de Bat2 para valina es limitada, ii) que la poza de valina producida por Bat2 no 

entra a la mitocondria o iii) la cantidad de α-CIV que se exporta de la mitocondria es baja y 
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en consecuencia la cantidad de valina producida es menor a los requerimientos de la 

célula. El análisis de la capacidad de Bat1 y Bat2 para usar cada cetoácido de cadena 

ramificada como sustrato es un punto clave para entender la dinámica del metabolismo de 

VIL. 

En síntesis, aunque es probable que tanto el α-CIV, como el α-IPM sean 

transportados al exterior de la mitocondria y que la síntesis de valina y leucina puedan 

ocurrir en el citoplasma, Bat2 no es redundante a Bat1, posiblemente las propiedades 

cinéticas de estas enzimas sean diferentes. Podemos inferir que la capacidad biosintética 

de Bat2 es menor a la mostrada por Bat1, pero además, es posible que la 

compartamentalización de la vía juegue un papel importante en la subfuncionalización de 

estas isoenzimas. En este sentido, la acumulación de α-CIV mitocondrial favorecería el 

carácter biosintético de Bat1. 

 

5.2. La isoenzima Bat2 es mayoritariamente catabólica 

 

Cuando las células crecen en presencia de aminoácidos como única fuente de nitrógeno, 

la asimilación de amonio sólo se lleva a cabo a través del catabolismo de dichos 

aminoácidos. El primer paso en el catabolismo de VIL es catalizado por Bat1 y Bat2. Para 

analizar la contribución de cada isoenzima en el catabolismo de los AACR, se determinó la 

velocidad específica de crecimiento en presencia de VIL como única fuente de nitrógeno.  

En glucosa VIL, la cepa silvestre (WT) mostró menor crecimiento que en glucosa 

amonio (0.20 vs 0.14, Fig. 5 vs Fig. 6), debido a la calidad de la fuente de nitrógeno 

(amonio vs VIL). A diferencia de lo observado en amonio, en VIL como única fuente de 

nitrógeno, la mutante bat1∆ presentó un fenotipo silvestre, mientras que en la mutante 

bat2∆ el crecimiento se redujo un 30% con respecto a la cepa silvestre. La doble mutante 

bat1∆ bat2∆ no mostró un crecimiento significativo bajo estas condiciones (Fig. 6, Glucosa 

VIL). 

Estos datos sugieren que Bat2 tiene un papel mayoritariamente catabólico y que en la 

mutante bat2∆, Bat1 cumple con esta función parcialmente. Los mismos fenotipos se 

observaron cuando la única fuente de nitrógeno fue valina o isoleucina (Fig. 6, V, I). Por 

otro lado, en leucina (L) como única fuente de nitrógeno la mutante bat2∆ mostró un 

fenotipo silvestre, mientras que el crecimiento de la mutante bat1∆ decreció un 20% en 

comparación con la cepa silvestre. 
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Figura 6. Bat2 tiene un papel mayoritariamente catabólico en el metabolismo de Valina e Isoleucina 

pero no de Leucina. La cepa CLA1-2, las mutantes isogénicas bat1∆, bat2∆ y la doble mutante bat1∆ 

bat2∆ se cultivaron en glucosa como fuente de carbono y valina (V), isoleucina (I), leucina (L) o los tres 

aminoácidos (VIL) como fuente de nitrógeno y se incubaron en el lector de placas Bioscreen C, Oy Growth 

Curves Ab Ltd, usando 300 µl de cultivo por cada muestra. Se determinó la velocidad específica de 

crecimiento (µ). Los resultados se muestran como el promedio de al menos tres repeticiones.  

 

La capacidad catabólica de Bat2 podría estimularse por la acumulación de 

aminoácidos en el citosol 

 

En el inciso de resultados 5.1, se propone que la acumulación de α-CIV en la mitocondria 

estimula el carácter biosintético de Bat1. Para que la reacción catalizada por Bat1 proceda 

principalmente hacia la biosíntesis, la valina producida en mitocondria tendría que ser 

transportada constantemente al citoplasma. 

Bap3 es un transportador de aminoácidos de cadena ramificada. Sickmann y 

colaboradores determinaron el proteoma mitocondrial de S. cerevisiae, Bap3 es una de las 

750 proteínas identificadas (Sickmann et al., 2003). Es probable que Bap3 esté 

involucrado en el transporte de aminoácidos de cadena ramificada de la mitocondria al 

citoplasma; la acumulación de valina e isoleucina en citosol favorecería el carácter 

catabólico de Bat2. 
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5.3. Saccharomyces cerevisiae requiere catabolizar valina, isoleucina y leucina aún 

en condiciones que promueven la biosíntesis de estos aminoácidos 

 

La región codificante de los genes BAT1 o BAT2 bajo la acción de su respectivo promotor 

(1080 pb del UTR 5’ para BAT1 y 490 pb del UTR 5’ para BAT2) se clonó en plásmidos 

monocopia y multicopia, generando los plásmidos BAT1 CEN, BAT2 CEN, BAT1 2µ y 

BAT2 2µ, respectivamente. Los plásmidos se transformaron en la cepa silvestre CLA1-2 y 

las mutantes bat1∆ y bat2∆. La doble mutante bat1∆ bat2∆ únicamente se transformó con 

la versión monocopia (CEN) del plásmido. 

En glucosa amonio (Fig. 7, A) la mutante bat1∆ sólo recuperó el crecimiento silvestre 

cuando fue transformada con un plásmido que contenía al gen BAT1 (BAT1 CEN o BAT1 

2µ). BAT2 no fue capaz de reemplazar a BAT1 ni siquiera cuando fue clonado en un 

plásmido multicopia (BAT2 2µ). 

Figura 7. Saccharomyces cerevisiae requiere catabolizar a los aminoácidos de cadena ramificada aún 

en condiciones biosintéticas. Las cepas CLA1-2 y las mutantes isogénicas bat1∆ y bat2∆ se 

transformaron con plásmidos monocopia (BAT1 CEN y BAT2 CEN) o multicopia (BAT1 2µ y BAT2 2µ) en los 

que se clonó el gen BAT1 o BAT2 con su propio promotor. La doble mutante bat1∆ bat2∆ sólo se transformó 

con la versión monocopia (BAT1 CEN, BAT2 CEN). (A) Las células se cultivaron en glucosa como fuente de 

carbono y amonio como fuente de nitrógeno, o (B) glucosa como fuente de carbono y valina, isoleucina y 

leucina (VIL) como única fuente de nitrógeno. El ensayo se realizó en el lector de placas Bioscreen C, Oy 

Growth Curves Ab Ltd, usando 300 µl de cultivo por cada muestra. Los resultados se muestran como el 

promedio de al menos tres repeticiones. 
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Por otro lado, cuando la doble mutante bat1∆ bat2∆ se transformó con el plásmido 

BAT1 CEN, ésta sólo alcanzó el 90% del crecimiento de la cepa silvestre, mientras que en 

presencia del plásmido BAT2 CEN sólo creció en un 75% con respecto a la cepa silvestre 

(Fig. 7, A). Estos datos sugieren que incluso en éstas condiciones (glucosa amonio) en las 

que aparentemente sólo se requiere sintetizar AACR, el catabolismo de valina, isoleucina 

y leucina juega un papel importante, de no ser así, la doble mutante se comportaría como 

una cepa silvestre al ser complementada con BAT1 en un plásmido tal y como ocurre en la 

mutante bat1∆. 

En glucosa VIL (Fig. 7, B), el crecimiento de la mutante bat2∆ fue comparable al de la 

cepa silvestre únicamente cuando se transformó con el plásmido BAT2 CEN. Cuando este 

mismo plásmido se transformó en la doble mutante bat1∆ bat2∆, ésta no recuperó el 

crecimiento de la cepa silvestre. Podemos concluir que en presencia de VIL como única 

fuente de nitrógeno es importante catabolizar a estos aminoácidos, pero además, se 

requiere que Bat1 ejecute una función adicional. 

En conjunto, los resultados anteriores apuntan a que las isoenzimas amino 

transferasas de aminoácidos de cadena ramificada de S. cerevisiae están en un proceso 

de especialización de funciones o subfuncionalización, ya que una de ellas (Bat1) tiene un 

papel primordial sobre la síntesis de valina, mientras que las otra enzima (Bat2) participa 

principalmente en el catabolismo de valina e isoleucina. 

 

5.4. La aminotransferasa de tipo ancestral KlBat1 es una enzima bifuncional que 

participa en la síntesis y catabolismo de VIL 

 

Los linajes que dieron origen a S. cerevisiae y K. lactis tuvieron un ancestro en común. 

Posterior a la separación de linajes, el ancestro de Saccharomyces tuvo un evento de 

duplicación del genoma completo (Wolfe y Shields, 1997). K. lactis no experimentó 

duplicaciones masivas a lo largo de su evolución, por lo que el análisis comparativo de 

genes ortólogos en estas levaduras permite hacer inferencias respecto a la evolución de 

los genes duplicados. 

El gen KlBAT1 de K. lactis es el único ortólogo a los genes BAT1 y BAT2 de S. 

cerevisiae. Con el fin de analizar el papel fisiológico de esta amino transferasa “tipo 

ancestral” se construyó la mutante Klbat1∆ en K. lactis y se determinó la velocidad 
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específica de crecimiento en condiciones de crecimiento que promueven la biosíntesis 

(glucosa amonio) o el catabolismo de VIL (glucosa VIL). 

Figura 8. La amino transferasa KlBat1 es un enzima biosintética y catabólica de aminoácidos de 

cadena ramificada. Se determinó la velocidad específica de crecimiento (µ) de la cepa silvestre (KlWT) de 

Kluyveromyces lactis y la mutante isogénica Klbat1∆. A) Las células se cultivaron en glucosa como fuente de 

carbono y amonio como fuente de nitrógeno en presencia de valina (+V), isoleucina (+I), leucina (+L) o los 

tres aminoácidos (+VIL) ó usando estos aminoácidos como única fuente de nitrógeno. B) La cepa silvestre y 

la mutante Klbat1∆ se transformaron con el plásmido YEpKD352 (pKD1) vacío o con el gen KlBAT1 con su 

propio promotor (KlBAT1 pKD1). Las células se crecieron en glucosa como fuente de carbono y amonio o 

VIL como fuente de nitrógeno. El ensayo se llevó a cabo en el lector de placas Bioscreen C, Oy Growth 

Curves Ab Ltd, usando 300 µl de cultivo por cada muestra. Los resultados se muestran como el promedio de 

quince (A) o siete (B) repeticiones. 

 

La mutante Klbat1∆ es un auxótrofo total de valina, isoleucina y leucina que requiere 

la adición simultánea de los tres aminoácidos (VIL) para recuperar el fenotipo silvestre 

(Fig. 8, A), o la presencia de un plásmido monocopia (pKD1) que contiene clonado al gen 

KlBAT1 más su región promotora (Fig. 8, B). El catabolismo de VIL también resultó 

afectado en la mutante Klbat1∆, ya que no mostró crecimiento significativo en presencia 

de valina (V), isoleucina (I) y/o leucina (L) como única fuente de nitrógeno (Fig. 8, A). 

Como se observa en la gráfica, en glucosa VIL tanto la cepa silvestre como la mutante 

Klbat1∆ muestran un ligero incremento en la velocidad específica de crecimiento con 

respecto a glucosa valina, glucosa leucina o glucosa isoleucina; posiblemente debido a 
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una mayor disponibilidad de la fuente de nitrógeno generada por la adición simultánea de 

los tres aminoácidos. La capacidad para catabolizar VIL se restauró en presencia del 

plásmido monocopia KlBAT1 pKD1 (Fig. 8, B). 

Los resultados indican que en K. lactis, la proteína KlBat1 es una enzima bifuncional 

que participa tanto en la biosíntesis como en el catabolismo de VIL. Posiblemente, la 

enzima ancestral (antes de separación de los linajes de S. cerevisiae y K. lactis) era 

también una enzima bifuncional cuyo carácter biosintético o catabólico se regía 

únicamente por la disponibilidad de sustratos. Tal vez, la duplicación y subfuncionalización 

de Bat1 y Bat2, facilitó la adquisición de un nivel de regulación adicional. Dicha regulación 

podría implicar cambios en los perfiles de expresión de los genes, en las características 

cinéticas de las proteínas o ambas. 

 

5.5. KlBat1 sólo reemplaza parcialmente la ausencia simultánea de Bat1 y Bat2 en 

Saccharomyces cerevisiae 

 

Para analizar la capacidad de la enzima KlBat1 de K. lactis para sustituir a Bat1 o Bat2 de 

S. cerevisiae, la región codificante del gen KlBAT1 se clonó en un plásmido monocopia 

bajo la acción de su propio promotor (KlBAT1 CEN) o de los promotores de los genes 

BAT1 (PBAT1-KlBAT1 CEN) o BAT2 (PBAT2-KlBAT1 CEN). Los plásmidos se transformaron 

en la cepa CLA1-2 de S. cerevisiae y en las mutantes bat1∆, bat2∆ y bat1∆ bat2∆. 

En glucosa amonio, la mutante bat1∆ mostró un fenotipo silvestre al ser 

complementada con KlBAT1 sin importar el contexto de la región promotora (Fig. 9, A). Sin 

embargo, la doble mutante bat1∆ bat2∆ sólo recuperó el 70% del crecimiento con respecto 

a la cepa silvestre, lo cual indica que KlBat1 sustituye por completo a Bat1 pero sólo 

reemplaza parcialmente la ausencia simultánea de BAT1 y BAT2 (Fig. 9, A). 

En glucosa VIL, tanto la mutante sencilla bat2∆, como la doble mutante bat1∆ bat2∆ 

mostraron un crecimiento entre un 30 y 50% menor a la cepa silvestre, aún en presencia 

del gen KlBAT1 (Fig. 9, B). Cabe mencionar que cuando la doble mutante fue 

complementada con KlBAT1 con su propio promotor o con el promotor BAT2 la velocidad 

específica de crecimiento fue mayor que con el promotor del gen BAT1; posiblemente el 

promotor de BAT2 permite una mayor expresión del gen bajo estas condiciones. 

Aunque en K. lactis, la enzima KlBat1 tiene un carácter bifuncional (Fig. 8), al ser 

expresada heterólogamente en S. cerevisiae cumple principalmente un papel biosintético. 
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Posiblemente, la capacidad de KlBat1 de catabolizar VIL sea mucho menor a la de Bat2, 

por lo que no cumple con el 100% del requerimiento en S. cerevisiae. 

Existe también la posibilidad de que la localización subcelular de KlBat1 difiera de la 

localización de Bat2 y por tanto la disponibilidad de los AACR para ser usados como 

sustratos sea limitada. 

Se llevó a cabo un análisis in silico de la secuencia de aminoácidos de la proteína 

KlBat1 con los programas TargetP 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) 

(Emanuelsson et al., 2000; Nielsen et al., 1997) y Mitoprot (http://ihg2.helmholtz-

muenchen.de/ihg/mitoprot.html) (Claros y Vincens, 1996) para determinar su posible 

localización subcelular. La probabilidad de que KlBat1 sea una proteína mitocondrial es del 

91.4% según lo predicho por TargetP y del 97.2% con Mitoprot. Sin embargo, datos 

preliminares de nuestro laboratorio (López, 2011) sugieren que KlBat1 es una proteína de 

localización nuclear, aunque no se ha descartado la posibilidad de que también se localice 

en mitocondria. 

Figura 9. KlBat1 reemplaza a Bat1 pero no a Bat2. El gen KlBAT1 de K. lactis con su propio promotor 

(KlBAT1), o con los promotores de los genes BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae (PBAT1-KlBAT1 y PBAT2-KlBAT2) 

se clonó en el plásmido monocopia pRS416 (CEN). Los plásmidos se transformaron en la cepa CLA1-2 de 

S. cerevisiae y en las mutantes isogénicas bat1∆, bat2∆ y bat1∆ bat2∆. Se determinó la velocidad específica 

de crecimiento (µ) en (A) glucosa amonio y en (B) glucosa VIL. El ensayo se llevó a cabo en el lector de 

placas Bioscreen C, Oy Growth Curves Ab Ltd, usando 300 µl de cultivo por cada muestra. Los resultados se 

muestran como el promedio de al menos 4 repeticiones. 
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5.6. La retención de BAT1 y BAT2 constituye una adaptación al metabolismo 

facultativo 

 

Saccharomyces cerevisiae es un anaerobio facultativo. Para determinar si Bat1 o Bat2 

tienen un papel diferencial durante el metabolismo respiratorio, se analizaron los fenotipos 

de la cepa silvestre (CLA1-2, WT) y las mutantes isogénicas bat1∆ y bat2∆ bajo 

condiciones de crecimiento respiratorio, es decir, usando etanol como única fuente de 

carbono. 

En etanol amonio, la mutante bat1∆ exhibió un decremento en el crecimiento de 

alrededor del 13% en comparación con la cepa silvestre. Contrario a lo que ocurre durante 

el crecimiento fermentativo, la mutante bat1∆ requirió la adición simultánea de los tres 

aminoácidos para recuperar el fenotipo silvestre. Por otro lado, la doble mutante no mostró 

crecimiento significativo bajo ninguna condición analizada (Fig. 10). 

Figura 10. Bat1 conserva su papel como enzima biosintética aún en condiciones de crecimiento 

respiratorio. Se determinó la velocidad específica de crecimiento (µ) en cultivos de las cepas CLA1-2, 

bat1∆, bat2∆ y bat1∆ bat2∆ en medios con etanol como fuente de carbono y amonio como fuente de 

nitrógeno, en presencia de valina (+V), isoleucina (+I) y/o leucina (+L). El ensayo se realizó en un volumen 

de 50 ml de cultivo en matraces de 125 ml. Los resultados se muestran como el promedio de al menos tres 

repeticiones. 
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Como ya se mencionó anteriormente, el transportador de oxaloacetato Oac1 participa 

también en el transporte de α-IPM. La concentración de Oac1 en etanol es un 50% menor 

que en glucosa (Marobbio et al., 2008). Al haber menos transportador, seguramente el 

transporte de α-IPM al citoplasma disminuye y en consecuencia hay una disminución en la 

cantidad de leucina sintetizada. Este fenómeno explica que en etanol amonio, la mutante 

bat1∆ requiera la adición simultánea de los tres aminoácidos para recuperar el fenotipo 

silvestre. 

 

Dado que la doble mutante bat1∆ bat2∆ no crece ni siquiera en presencia de VIL, se 

puede inferir que durante el metabolismo respiratorio el catabolismo de los aminoácidos de 

cadena ramificada es crucial y requiere la participación conjunta de las isoenzimas Bat1 y 

Bat2, alternativamente puede ser que bajo estas condiciones Bat1 y Bat2 cumplan una 

función adicional. A continuación se analizan dos posibles panoramas. 

 

Bat1 y Bat2 garantizan el abastecimiento de sustratos (α-cetoácidos de cadena 

ramificada) a la vía de Ehrlich para generar NADH o NADPH 

 

El primer paso en el catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada es la 

transaminación mediada por Bat1 y Bat2, esta reacción es reversible. Posteriormente, el 

α-cetoácido ramificado producido es descarboxilado para generar aldehídos fusel. El 

tercer y último paso es catalizado por una deshidrogenasa que reduce u oxida los 

aldehídos fusel para generar ácidos fusel o alcoholes fusel, respectivamente. La reducción 

de los aldehídos fusel permite regenerar el NAD+, mientras que a través de la oxidación se 

genera poder reductor NADH, H+ (Hazelwood et al., 2008). 

Durante el crecimiento oxidativo, la vía de las pentosas abastece la demanda total de 

NADPH. Dado que no se ha descrito un sistema de transporte de NADPH a través de los 

compartimentos celulares, se ha propuesto que algunas enzimas mitocondriales también 

contribuyen en el abastecimiento de NADPH (Frick y Wittmann, 2005). 

Dado que el último paso en la vía de Ehrlich es catalizado por una deshidrogenasa, es 

probable que la producción de alcoholes tipo fusel sea un mecanismo alternativo para la 

producción de NADH. En este sentido podemos hipotetizar que Bat1 y Bat2 contribuyeron 

a la adaptación al metabolismo facultativo porque, bajo condiciones de crecimiento 
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respiratorio, se encargan de proveer sustratos (α-cetoácidos de cadena ramificada) a la 

vía de Ehrlich para generar NADH y mantener el balance NAD+/NADH. 

 

Bat1 y Bat2 permiten que la vía de reciclaje de metionina continúe durante el metabolismo 

respiratorio 

 

En S. cerevisiae Bat1 y Bat2 y las aminotransferasas de aminoácidos aromáticos, Aro8 y 

Aro9, participan en la vía de reciclaje de metionina, que permite regenerar la metionina a 

partir de 5’-metiltioadenosina (un subproducto de reacciones que usan SAM) (Pirkov et al., 

2008). Bat1/Bat2 y Aro8/Aro9 catalizan la transaminación del 4-metiltio-2-oxobutirato a L-

metionina, usando como donadores del grupo amino a los aminoácidos aromáticos y de 

cadena ramificada. Bat2 también puede utilizar lisina y glutamato como donadores del 

grupo amino (Pirkov et al., 2008). Una mutante aro8∆ aro9∆ no tiene ningún fenotipo en 

cuanto a la vía de reciclaje de metionina, lo que indica que Bat1/Bat2 son redundantes a 

Aro8/Aro9 en esta función (Pirkov et al., 2008). 

Dado que todas las enzimas de esta vía son citosólicas y que la reacción de 

transaminación para regenerar metionina usa como sustratos a los aminoácidos de 

cadena ramificada, se esperaría que Bat2 fuera el principal actor en esta reacción. 

Se ha reportado que la expresión de ARO9 es inducida en presencia de aminoácidos 

aromáticos (triptófano, fenilalanina y tirosina), en ausencia de éstos su nivel de expresión 

es muy bajo (Iraqui et al., 1998). En concordancia con este punto, se ha demostrado que 

la inducción de ARO9 es limitada en una doble mutante gap1∆ wap1∆ (Gap1 es la 

permeasa general de aminoácidos y Wap1 es la permeasa de aminoácidos aromáticos) 

(Iraqui et al., 1999). 

Por otro lado, se ha observado que la expresión de ARO8 se reprime durante la 

transición del crecimiento fermentativo al respiratorio y durante el shift diáuxico 

(ARO8/YGL202W Expression Connection; DeRisi et al., 1997; Roberts y Hudson, 2006), 

por lo tanto, es posible que ARO8 también esté reprimido en etanol. 

Tomando en cuenta los datos anteriores podemos inferir que en etanol amonio la 

expresión de ARO8 está reprimida (por efecto del etanol), el gen ARO9 no está 

dereprimido (porque no hay inductores) y por lo tanto, la doble mutante bat1∆ bat2∆ se 

comportará como una mutante cuádruple bat1∆ bat2∆ aro8∆ aro9∆ en la que la vía de 

regeneración de metionina posiblemente esté afectada. Bajo este panorama, Bat1 y Bat2 
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funcionaría como un respaldo de Aro8 y Aro9 en condiciones donde la expresión de los 

genes ARO8 y ARO9 está reprimida. ¿Cómo probar esta hipótesis?, si es cierto que en 

etanol amonio la vía de reciclaje de metionina está afectada, entonces la doble mutante 

bat1∆ bat2∆ deberá crecer en etanol amonio con la simple adición de metionina. Este 

experimento está en curso. 

 

El papel de las enzimas Bat1 o Bat2 en etanol como única fuente de carbono y VIL 

como única fuente de nitrógeno, no pudo ser analizado debido a que bajo estas 

condiciones no se registró crecimiento ni en la cepa silvestre, aún cuando se usaron 

diferentes concentraciones de aminoácidos (Fig. 11). 

La incapacidad de la cepa silvestre de crecer en etanol VIL también puede estar 

relacionada a la incapacidad de la célula para catabolizar VIL bajo estas condiciones o a 

que la célula no puede obtener los esqueletos de carbono suficientes cuando hay una 

mala fuente de nitrógeno. 

 

Figura 11. En condiciones de crecimiento respiratorio la cepa silvestre CLA-1 no es capaz de usar los 

aminoácidos de cadena ramificada como única fuente de nitrógeno. Se determinó la curva de 

crecimiento de la cepa silvestre CLA1-2 en medios con etanol como única fuente de carbono y valina (Val), 

isoleucina (Ile) o leucina (Leu) como única fuente de nitrógeno. Los aminoácidos se usaron en las 

concentraciones indicadas en la gráfica. El ensayo se realizó en un volumen de 50 ml de cultivo en matraces 

de 125 ml. Los resultados se muestran como el promedio de al menos tres repeticiones. 
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5.7. BAT1 muestra un perfil de expresión biosintético, mientras que BAT2 tiene un 

perfil de expresión catabólico 

 

Los datos anteriores indican que la proteína Bat1 tiene un papel principalmente 

biosintético, mientras que Bat2 muestra un papel mayoritariamente catabólico en el 

metabolismo de valina, leucina e isoleucina. Como ya se mencionó anteriormente, la 

subfuncionalización de un par de genes duplicados puede llevar a diferentes patrones de 

expresión, divergencia funcional de los productos o ambos. Para determinar si la 

divergencia funcional mostrada por Bat1 y Bat2 está correlacionada a su perfil de 

expresión, se determinó el nivel de expresión de los genes BAT1 y BAT2 bajo condiciones 

de crecimiento que promueven la biosíntesis o el catabolismo de los AACR. 

Se construyeron fusiones transcripcionales de los promotores de los genes BAT1 y 

BAT2 al reportero lacZ de Escherichia coli (PBAT1-lacZ y PBAT2-lacZ). Se consideró como 

promotor la región intergénica completa, 1046 pb para BAT1 y 471 pb para BAT2. Los 

detalles de la construcción se describen en Metodología. Los plásmidos con las fusiones 

(YEp353 PBAT1 y YEp353 PBAT2) se transformaron en la cepa silvestre CLA1-2 y se midió la 

actividad de β-galactosidasa en diferentes puntos a lo largo de la curva de crecimiento. 

En glucosa amonio, el nivel más alto de expresión de BAT1 se observó en la fase de 

crecimiento exponencial y su expresión disminuyó a lo largo de la curva de crecimiento. 

Por el contrario, la expresión de BAT2 fue mayor en la fase estacionaria con respecto a la 

fase exponencial de crecimiento (Fig. 12, Glucosa amonio). 

Por otro lado en etanol amonio, la expresión de BAT2 se mantuvo constante a lo largo 

de la curva de crecimiento y representa el doble de la expresión que BAT1 alcanzó en las 

mismas condiciones, es importante resaltar que a diferencia de glucosa amonio, la 

expresión de BAT1 en etanol no disminuye en la fase diáuxica ni estacionaria de 

crecimiento (Fig. 12, Etanol amonio). 

En glucosa VIL, BAT2 se expresó de 2 a 10 veces más que BAT1, alcanzando su 

mayor nivel de expresión en la fase de crecimiento diáuxica (Fig. 12, glucosa VIL). 

Como ya se mencionó anteriormente, en glucosa amonio se promueve la biosíntesis 

de VIL, dado que las células están proliferando y requieren de aminoácidos para la 

síntesis de proteínas, sobre todo en la fase de crecimiento exponencial. Y es justo en 

estas condiciones cuando BAT1 presentó el mayor nivel de expresión, lo que correlaciona 

perfectamente con su carácter principal biosintético. 
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En glucosa VIL se promueve el catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada, 

ya que la transaminación de VIL es la única forma de obtener amonio bajo esas 

condiciones de crecimiento. Como se observa en la Figura 12, BAT2 muestra su mayor 

nivel de expresión en estas condiciones. 

Figura 12. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la expresión de BAT1 y BAT2. 

Se obtuvieron extractos de la cepa silvestre CLA1-2 crecida en glucosa o etanol como fuente de carbono y 

amonio o VIL como fuente de nitrógeno. Las células se colectaron en la fase de crecimiento exponencial 

(DO600nm 0.3 a 0.6), diáuxica (DO600nm 0.9 a 1.5), estacionaria (DO600nm 2.5 a 3.4 en amonio y DO600nm 1.5 a 2 

en VIL) y estacionaria tardía (3 días en glucosa y 5 días en etanol). Se determinó la actividad de β-

galactosidasa en las fusiones transcripcionales PBAT1-lacZ y PBAT2-lacZ. La actividad de β-galactosidasa se 

expresa en nmoles de ο-nitrofenol producido por minuto por miligramo de proteína (nmol min-1 mg proteína-1) 

y está reportada como el promedio de tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. 

 

En el apartado anterior se describió la importancia del catabolismo de VIL en etanol 

amonio. La expresión de BAT2 en estas condiciones es de dos a tres veces mayor que en 

glucosa amonio incluso desde la fase inicial de crecimiento; es decir, aún en la condición 
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donde la proliferación celular es máxima (fase de crecimiento exponencial) y en la que se 

esperaría que sólo el abastecimiento de bloques para construcción de macromoléculas 

fuesen necesarios, el catabolismo de VIL es crucial. Por otro lado, la expresión de BAT1 

no disminuye en la fase de crecimiento estacionaria, aunque Bat1 es una enzima 

principalmente biosintética, tal vez durante el metabolismo respiratorio se acentúa el 

carácter catabólico de Bat1, de tal forma que pueda actuar conjuntamente con Bat2 para 

catabolizar los aminoácidos de cadena ramificada. 

En resumen, en condiciones de crecimiento fermentativo (glucosa) BAT1 se expresa 

principalmente cuando se requiere biosíntesis de VIL, mientras que BAT2 lo hace cuando 

se requiere catabolizar a estos aminoácidos, es decir, BAT1 muestra un perfil de expresión 

de genes biosintéticos mientras que BAT2 tiene un perfil de expresión de genes 

catabólicos. Bajo condiciones de crecimiento respiratorio la expresión de BAT2 se induce y 

la de BAT1 se mantiene constante a lo largo de la curva de crecimiento.  

El nivel de expresión de BAT1 y BAT2 también se analizó mediante un ensayo tipo 

Northern. Para ello se construyeron sondas que contenían toda la región codificante de 

cada gen (los detalles se indican en Metodología). El RNA se extrajo a partir de cultivos en 

fase exponencial de células crecidas en glucosa como única fuente de carbono y amonio o 

VIL como fuente de nitrógeno. 

Como se observa en la Figura 13, pese a que BAT1 y BAT2 son 72 % idénticos y que 

se utilizaron como sondas fragmentos que contienen toda la región codificante de cada 

gen, la hibridación fue específica, no se detectó hibridación de la sonda BAT1 en la 

mutante bat1∆, así como tampoco se detectó hibridación de la sonda BAT2 en la mutante 

bat2∆. 

La mayor expresión de BAT1 se observó en amonio con respecto a VIL. En presencia 

de los tres aminoácidos (VIL) como fuente de nitrógeno, la expresión de BAT1 fue 

reprimida 4 veces en comparación con amonio (Figura 13). Lo mismo ocurrió en amonio 

VIL. 

Por el contrario, en presencia de VIL como única fuente de nitrógeno la expresión de 

BAT2 se indujo 12 veces. Cabe mencionar que en ausencia de BAT1 (bat1∆) la expresión 

de BAT2 aumentó 5 veces respecto a la cepa silvestre (WT) al crecer en glucosa amonio. 

Posiblemente, el incremento en la expresión de BAT2 permita compensar 

parcialmente la pérdida de BAT1. En presencia de VIL, BAT2 no aumentó su expresión en 
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un fondo bat1∆, posiblemente se debe a que en VIL, BAT2 alcanza el más alto nivel de 

expresión y el fondo genético deja de ser relevante (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Efecto de la fuente de nitrógeno sobre la expresión de BAT1 y BAT2. Se obtuvieron 

extractos de la cepa silvestre CLA1-2 (WT) crecida en glucosa como fuente de carbono y amonio, VIL o 

ambas como fuente de nitrógeno. Las células se colectaron en la fase de crecimiento exponencial (DO600nm 

0.3 a 0.6). Como control de carga, la membrana se hibridó con una sonda homóloga al gen ACT1 (actina). 

Los números indican el nivel de expresión respecto a la cepa silvestre crecida en glucosa VIL (carril 4) para 

BAT1 o crecida en glucosa amonio (carril 1) para BAT2. 

 

En conclusión, la expresión de BAT1 es reprimida en presencia de VIL, posiblemente 

sea un caso de represión o inhibición por producto final como ocurre con muchos genes 

biosintéticos. Por el contrario, la expresión de BAT2 se induce en presencia de los tres 

aminoácidos (condiciones catabólicas), probablemente por un efecto de inducción por 

sustrato. 
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5.8. La contribución de Bat1 y Bat2 a la reacción de transaminación correlaciona 

con su perfil de expresión 

 

Con el fin de determinar las propiedades cinéticas de las enzimas Bat1 y Bat2, se llevó a 

cabo un intento por purificarlas. Para ello se usaron extractos celulares de cepas en las 

cuales los genes BAT1 o BAT2 están fusionados en el carboxilo terminal al módulo TAP. 

Éste módulo se constituye por: i) un péptido de unión a calmodulina, ii) un sitio de corte 

para la proteasa TEV del virus Etch de tabaco y iii) la proteína A (Puig et al., 2001; Rigaut 

et al., 1999). 

A grandes rasgos, el proceso de purificación se divide en tres pasos: i) El extracto 

celular se pasa por una columna que contiene IgG y que une a la proteína marcada a 

través de la proteína A presente en el módulo TAP, ii) la proteína de interés se eluye de la 

columna mediante el corte con la proteasa TEV, y iii) el eluato obtenido se pasa por una 

segunda columna que contiene calmodulina, la proteínas de interés se unirá a la columna 

a través del péptido de unión a calmodulina. La proteína se eluye en presencia de un 

quelante de calcio. Con éste último paso se elimina la proteasa y otras proteínas que 

pudieron haberse unido inespecíficamente a la primer columna (Puig et al., 2001; Rigaut et 

al., 1999). 

Empleando esta metodología se logró purificar a las proteínas Bat1-TAP y Bat2-TAP; 

sin embargo, las proteínas purificadas no mostraron actividad de transaminasa. Se 

realizaron varias modificaciones al protocolo de purificación pero el resultado fue el mismo, 

motivo por el cual decidimos determinar la actividad de transaminasa en extractos 

proteicos de las cepas CLA1-2 (WT), bat1∆ y bat2∆ de S. cerevisiae. La obtención de 

extractos y el ensayo se describen en la Metodología. 

En glucosa amonio, la actividad de transaminasa mostrada por la cepa silvestre y la 

mutante bat2∆ fue la misma y sólo se abatió en la mutante bat1∆ al usar cualquiera de los 

tres cetoácidos de cadena ramificada como sustrato (Fig. 14, Glucosa amonio). Cabe 

mencionar que la actividad de transaminasa de Bat1 no fue la misma para cada CACR, lo 

que sugiere que la enzima posee diferentes propiedades cinéticas. Es interesante que 

aunque la transaminación de α-CIC fue de 3 a 4 veces mayor que para α-CIV o α-CMV, 

una mutante bat1∆ no es auxótrofa de leucina. 

En glucosa VIL amonio, la actividad de transaminasa en una mutante bat1∆ es de 

menos del 10% de la exhibida por la cepa silvestre, lo que apunta nuevamente, a un papel 
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preferencial de Bat1 en la biosíntesis. Sin embargo, en estas condiciones Bat2 también 

contribuye a la actividad de transaminasa, ya que la reacción de transaminación es un 

50% menor en la mutante bat2∆ respecto a la cepa silvestre (Fig. 14, Glucosa VIL 

amonio). 

Como se observa en la Figura 13 (amonio vs amonio VIL), la expresión de BAT1 se 

reprime en presencia de VIL aún en presencia de amonio (4 a 1.6), mientras que la 

expresión de BAT2 se induce ligeramente (1 a 2). 

Figura 14. La actividad de transaminasa de Bat1 disminuye cuando la expresión del gen BAT1 está 

reprimida. Las cepas silvestre (WT), bat1∆ y bat2∆ de S. cerevisiae y la cepa silvestre (KlWT) de K. lactis 

se cultivaron en glucosa como fuente de carbono y amonio, amonio VIL o VIL como fuente de nitrógeno. Los 

extractos proteicos se obtuvieron como se indica en Metodología. Se determinó la actividad de amino 

transferasa usando α-cetoisovalerato (α-CIV), α-cetometilvalerato (α-CMV) o α-cetoisocaproato (α-CIC) 

como sustratos. En la gráfica se muestra el promedio de al menos 3 mediciones. 

 

La represión de BAT1 en glucosa VIL amonio, explica que la actividad de 

transaminasa incluso en la cepa silvestre sea ligeramente menor que en glucosa amonio. 

Por otro lado, puede ser que bajo estas condiciones Bat2 sí contribuya a la actividad de 
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transaminasa porque aunque su capacidad biosintética es ineficiente, hay una 

compensación debido un posible incremento en la cantidad de enzima. 

En glucosa VIL, se observa el menor nivel de expresión de BAT1 y el mayor nivel de 

expresión de BAT2 (Fig. 13), en consecuencia, la actividad de transaminasa en una 

mutante bat1∆ sólo disminuye en un 50% en comparación a la cepa silvestre, mientras 

que en una mutante bat2∆ se abate (Fig. 14). 

 

Figura 15. Actividad de transaminasa durante el metabolismo respiratorio. Las cepas silvestre (WT), 

bat1∆ y bat2∆ de S. cerevisiae y la cepa silvestre (KlWT) de K. lactis se cultivaron en etanol como fuente de 

carbono y amonio o VIL amonio como fuente de nitrógeno. Los extractos proteínicos se obtuvieron como se 

indica en Metodología. Se determinó la actividad de amino transferasa usando α-cetoisovalerato (α-CIV), α-

cetometilvalerato (α-CMV) o α-cetoisocaproato (α-CIC) como sustratos. En la gráfica se muestra el promedio 

de al menos 3 mediciones. 

 

Por otro lado, la actividad de transaminasa mediada por KlBat1 se determinó en 

extractos proteicos de la cepa silvestre de K. lactis (KlWT). En glucosa amonio, la 

actividad enzimática de KlBat1 al usar como sustrato α-cetoisovalerato (α-CIV) fue de 28 

nmol min-1 mg de proteína-1; 8 nmol min-1 mg de proteína-1para el α-cetometilvalerato (α-
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CMV) y 16 nmol min-1 mg de proteína-1 para el α-cetoisocaproato (α-CIC), lo que sugiere 

que la enzima KlBat1 tiene diferentes propiedades cinéticas para cada sustrato. La 

actividad enzimática se redujo en un 90% sólo en glucosa VIL (Fig. 14) en concordancia a 

una disminución de la expresión de KlBAT1 bajo estas condiciones (Colón et al., 2011). 

En extractos celulares provenientes de cultivos en etanol como única fuente de 

carbono, también se aprecia un uso diferente de sustratos, al igual que en glucosa, la 

mayor actividad se detecta con α-CIC (Fig.15). En etanol amonio la actividad enzimática 

en una mediada por Bat1 (mutante bat2∆) disminuyó con respecto a la actividad en 

glucosa. Este decremento en la actividad no está relacionada a cambios en el perfil de 

expresión de BAT1, ya que el nivel de expresión del gen es similar tanto en glucosa 

amonio como en etanol amonio (Fig. 12). Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre en 

glucosa, Bat2 contribuye alrededor de un 30% en la actividad enzimática, como se puede 

apreciar en una mutante bat2∆ (Fig. 15). Lo que sugiere que bajo estas condiciones la 

participación de Bat2 es favorecida, posiblemente para catabolizar VIL. 

En etanol VIL amonio, la actividad enzimática de Bat2 (mutante bat1∆) se duplica con 

respecto a etanol amonio (Fig. 15). Sin embargo, la contribución de Bat1 y Bat2 es 

equivalente. En la figura 10 se muestra que la doble mutante bat1∆ bat2∆ no crece aún 

presencia de VIL y que el crecimiento de las mutantes sencillas bat1∆ y bat2∆ es el 

mismo. En conjunto, estos datos sugieren que el catabolismo de los aminoácidos de 

cadena ramificada es indispensable en estas condiciones y requiere la participación 

conjunta de Bat1 y Bat2. 

La actividad enzimática de KlBat1 disminuyó alrededor de 3 veces en etanol en 

comparación con glucosa (Fig. 15, Etanol amonio). Dado que KlBat1 es la única 

transaminasa de aminoácidos de cadena ramificada en K. lactis, es posible que en etanol, 

el catabolismo de los aminoácidos esté favorecido, por ello la actividad enzimática al usar 

a los cetoácidos de cadena ramificada disminuye. También existe la posibilidad de que en 

etanol la expresión de KlBAT1 sea menor que en glucosa lo que deriva en una menor 

cantidad de enzima y por ende una menor actividad de transaminasa. El mismo fenómeno 

se observa en presencia de VIL (Fig. 15, Etanol VIL amonio).  
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5.9. Descifrando la dinámica del metabolismo de VIL 

 

Con base en los resultados obtenidos y tomando en cuenta los datos de la literatura se 

plantean los siguientes modelos para explicar la dinámica del metabolismo de los 

aminoácidos de cadena ramificada en cada condición (Fig. 16). 

 

A) En glucosa amonio se requiere principalmente síntesis de aminoácidos. Bajo estas 

condiciones BAT1 tiene mayor expresión que su parálogo por lo que posiblemente 

haya mayor cantidad de proteína Bat1. La valina se sintetiza exclusivamente por 

Bat1, se acumula en mitocondria y posteriormente es exportada a citosol mediante 

el transportador de aminoácidos de cadena ramificada Bap3. El último paso en la 

síntesis de isoleucina es catalizado tanto por Bat1 en la mitocondria, como por 

Bat2 en el citosol, ya que aparentemente el α-CMV es capaz de salir de la 

mitocondria al citosol a través de un transportador. Al parecer, Bat1 y Bat2 

contribuyen equitativamente a la síntesis de isoleucina. La catálisis mediada por 

Bat2 sólo estaría limitada por el transporte del cetoácido de isoleucina (α-CMV) y 

por la concentración de la isoenzima Bat2. Aunque no se ha reportado un 

transportador para α-CMV, es posible que exista dado que una mutante bat1∆ no 

es auxótrofa de isoleucina. Bat2 también contribuiría a la síntesis de leucina, ya 

que los últimos pasos de la vía toman lugar en el citoplasma; sin embargo, dado 

que la mutante bat1∆ no es auxótrofa de leucina, puede ser que el α-CIC sea 

transportado a mitocondria en donde Bat1 catalizaría la conversión a leucina. 

B) Cuando las células crecen en glucosa VIL, la acumulación de estos aminoácidos 

en el citosol estimula el carácter catabólico de Bat2. El catabolismo de estos 

aminoácidos se ve incrementado porque la expresión de BAT2 se induce bajo 

estas condiciones y posiblemente la cantidad de proteína también aumente. Bat1 

reemplaza parcialmente a Bat2 porque los aminoácidos son internalizados hacia la 

mitocondria por Bap3, en donde su acumulación estimula la capacidad catabólica 

de Bat1. 

C) Finalmente, en etanol amonio, la síntesis de los tres aminoácidos es catalizada 

principalmente por Bat1. A diferencia de glucosa amonio, la contribución de Bat2 

en la síntesis de leucina es menor porque la cantidad del transportador de α-IPM 

(Oac1) es un 50% menor que en glucosa, lo que seguramente ocasiona el α-IPM 
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citosólica disminuya y en consecuencia la cantidad de sustratos para Bat2 también 

disminuya. Dado que suponemos que la afinidad de Bat2 por los cetoácidos es 

baja, una disminución en la concentración de α-CIC terminaría el flujo e la vía 

hacia biosíntesis. Es posible que el α-CIC sea transportado de alguna forma a la 

mitocondria en donde Bat1 catalice su conversión a leucina. Los aminoácidos 

sintetizados en mitocondria por Bat1 podrían ser transportados al citoplasma por 

acción de Bap3. Bajo estas condiciones de crecimiento además de la síntesis de 

aminoácidos se requiere catabolismo de los mismos para generar NAD a través de 

la vía de Ehrlich. A través de la síntesis de valina e isoleucina se consume un 

NADPH; la síntesis de leucina consume además del NADPH un NAD. El 

catabolismo de valina, isoleucina o leucina produce un NAD. Al final de proceso de 

biosíntesis y catabolismo de leucina el saldo neto será un NADPH consumido, 

mientras que para valina e isoleucina el saldo neto de poder reductor será igual a 

cero, aunque hay que tener en cuenta que no regenera la misma molécula (se 

consume NADPH y se produce NAD). 
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Figura 16. El metabolismo de VIL. De acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo se proponen los 

siguientes modelos de la dinámica en el metabolismo de VIL en (A) glucosa amonio, (B) glucosa VIL y (C) 

etanol amonio. CB, cetobutanoato; AHB, 2-aceto-2-hidroxibutirato; DHMV, 2,3-dihidroxi-3-metilvalerato; 

CMV, 2-ceto-3-metilvalerato; AL, 2-acetolactato; DIHV, 2,3-dihidroxiisovalerato; CIV, 2-cetoisovalerato; α-

IPM, α-isopropilmalato; β-IPM, β-isopropilmalato; CIC, α-cetoisocaproato; OAA, oxalacetato; V, valina; I, 

isoleucina; L, leucina; MBal, metilbutanal; Amil OH, alcohol amílico. 
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6. CONCLUSIONES 

 

6.1. Las isoenzimas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae divergieron funcionalmente de la 

enzima tipo ancestral KlBat1 de K. lactis 

 

El único ortólogo a los genes BAT1 y BAT2 en K. lactis es el gen KlBAT1 que codifica para 

una enzima bifuncional, que participa tanto en la biosíntesis como en el catabolismo de los 

aminoácidos de cadena ramificada. La enzima KlBat1 es 82% idéntica a Bat1 y 80% 

idéntica a Bat2. En S. cerevisiae la función biosintética y catabólica se redistribuyeron en 

las enzimas Bat1 y Bat2, respectivamente, a través de un proceso de subfuncionalización. 

Bat1 juega un papel mayoritario en la síntesis de valina, mientras que Bat2 tiene un papel 

primordial en el catabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada. Posiblemente, la 

redistribución de la localización subcelular favoreció la subfuncionalización. 

 

6.2. Los genes BAT1 y BAT2 tienen un perfil de expresión diferencial 

 

La expresión de BAT1 se induce en condiciones que promueven la síntesis de 

aminoácidos de cadena ramificada, además su expresión disminuye en presencia del 

producto final (VIL). La expresión de BAT2 aumenta en condiciones que requieren 

catabolismo de aminoácidos de cadena ramificada (etanol amonio) y además se induce 

por sustrato (glucosa VIL). 

 

6.3. La actividad enzimática de Bat1 y Bat2 es consistente con su perfil de 

expresión 

 

En glucosa amonio la actividad enzimática de Bat1 es mayor que la de Bat2, consistente 

con el papel biosintético de Bat1, mientras que en glucosa VIL, la actividad de 

transaminasa de Bat2 aumenta, lo que correlaciona con el carácter catabólico de la 

enzima. En glucosa amonio la actividad enzimática de KlBat1 es diez veces mayor que en 

glucosa VIL, lo que indica que aunque KlBat1 es una enzima bifuncional, su capacidad 

biosintética está acentuada. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

7.1. Contribución de la localización subcelular en la subfuncionalización 

 

Nuestros resultados sugieren que Bat1 y Bat2 se subfuncionalizaron a partir de una 

enzima ancestral que posee capacidades biosintéticas y catabólicas. Se ha propuesto que 

la localización subcelular puede ser un mecanismo para la especialización de genes 

duplicados. Bat1 es una enzima mitocondrial, mientras que Bat2 es una enzima citosólica. 

Resultados preliminares de nuestro laboratorio sugieren que KlBat1 es una enzima de 

localización nuclear y posiblemente mitocondrial, que pese a ser una enzima bifuncional 

presenta un acentuado carácter biosintético. Sería interesante analizar el comportamiento 

de cada una de estas enzimas al ser relocalizadas en un diferente compartimento celular, 

es decir, si Bat1 se dirige artificialmente al citoplasma ¿se comportará como una enzima 

catabólica?, de igual forma, si Bat2 se relocaliza en la mitocondria ¿se potenciará su 

carácter biosintético?. 

 

7.2. Análisis de los parámetros cinéticos (Vmax y Km) de las isoenzimas Bat1 y Bat2 

y KlBat1 

 

Si la capacidad catabólica o biosintética de estas enzimas no está relacionada a su 

distribución subcelular y en consecuencia a la diferente disponibilidad de sustratos, 

entonces, sería interesante realizar un análisis más detallado de las características 

cinéticas de estas proteínas para determinar si muestran diferente afinidad por la unión a 

aminoácidos o cetoácidos, para lo cual se determinaría la velocidad máxima (Vmax) y 

afinidad por sustratos (Km) en la enzima pura. Para establecer la relevancia fisiológica de 

las constantes de afinidad por aminoácidos o α-cetoácidos de cadena ramificada, sería 

necesario medir la concentración intracelular de estos metabolitos. 

 

7.3. Regulación de la expresión de BAT1 y BAT2 

 

En este trabajo sólo se analizó el cambio en el perfil de expresión de los genes BAT1 y 

BAT2 en condiciones que promueven la biosíntesis o el catabolismo de VIL. Como parte 
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de la Tesis de Maestría de otros compañeros del laboratorio, se ha explorado el papel de 

algunos reguladores transcripcionales sobre la expresión de los parálogos BAT1 y BAT2 

(datos incluidos en el artículo I del anexo). Sin embargo, se requiere un estudio más 

detallado para establecer el modelo de regulación de estos genes. Asimismo, el estudio de 

la regulación del gen KlBAT1 (Proyecto de Maestría de Karla López) facilitará el análisis 

comparativo entre el único gen de K. lactis y los ortólogos en S. cerevisiae y permitirá 

entender mejor la retención de los duplicados BAT1 y BAT2. 

 

7.4. Contribución de Bat1 y Bat2 al equilibrio NAD(P)+/NAD(P)H 

 

Sería interesante evaluar si bajo condiciones de crecimiento respiratorio el flujo a través de 

la vía de Ehrlich aumenta y si bajo estas condiciones la generación de NAD(P)H asociada 

a la producción de alcoholes tipo fusel contribuye notoriamente en el equilibrio 

NAD(P)+/NAD(P)H. 

Actualmente estamos llevando a cabo un análisis para analizar la contribución de Bat1 

y Bat2 a la vía de rescate de metionina bajo condiciones de crecimiento respiratorio. 
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9. ANEXO I 

9.1. Artículo I 

 

El 80% de este artículo se conforma con el trabajo de la presente Tesis de Doctorado e 

incluye datos sobre la regulación de los genes BAT1 y BAT2, así como KlBAT1 obtenidos 

de los proyectos de Maestría de los alumnos Fabiola Hernández, Karla López y James 

González. 
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f"l,,;dt. ",h;':h ~"uld dir"", ,a m;,och.-..,dria l local'''';''II . h 01, ...... 
82'10 "'''~N> .ód ;dt.o\\;'y ",;,h !l.all ",><1 ; 9'10 ,,';Lh B,,2 . B..-ITI 
.. >COd<, • 393 am;"" ",, ", ...,.;,¡" .. l\\~och""dri>1 prol0;0. "h;1< 
,h. ,\,00010: "..,2 .. CO"')"'-' of 3; " , .. id .... ; ,lo ... ,,,,'0 .. ,,)'mo • 
.00.. BI % ;dt.n,;,y. 1""",,,, .... "1,, fro", om" laho ... ["' .... ha, .. 
.00..-" Lh" "" «Iuco."",,oo\\alo;lIg ,n«!i>. I!.~T! 0;0«1. <1<1"",,, 
im pai .... d "0;,11,, «11 ~"',h "'" fu",1 alcohol proda<;l"'''; 
ho,",',,~,. '¡""'Lic olr",a ;1\ fu",1 alrobol produc,,,,,, ~.'" oh",,,'<d 
;" • boJ2d dol.,,,,o mu"",,- 1)"1<,00 of bo<h I!''''' ""ull«l ;u 
1lra.,,,,It<d chal " "''';''0 ocid auXOlfOplty, .......... ~m..'lh ..."ama,ino 
.. ><1 d;m,,,,oh«l f .... 1 . kobol prod"",,,,,, (12). 'Iñ. foc, Lha , 11 .. 
'"'"J''''''' """,1\-«1 ,,, ,h. h .... ),,,tll"~ of ,h. I\C,H, """ 
",;[ocho,lodrially Ioca,<d ha.! I<d lO 111< ",,[ioo ,ha, ;" S. ~. 

,h. h""y"[h,,o: ¡-.-oc"'" .. ",a;,u)' car,,",, ",,,;,, ,r.., mnoch"" dri> 
Ho~'''''''' , ,1>< rac, ,h", 8 .. 11 ."d "",2 . ... Ioc,,<d ;0 r.oo-. 
"""'panmo"a ;od;':. ,.. [ha, ,ho la<> "op ,,, BC,H, I>óo&)'". h .... 
cau 1>< cam.d "'" ~, ,;,h", ,1 .. ",;,ocbo"dria O< ,h. 0'opt:w". 
l"..u.ortn""', f", ,1>< 1<"";00 h ..... y,,[h"';.: pa, hwa y. 1 .... 1 ",>d l "u2 
ha , .. I>«u (lOl ly f"",lod ~l 0""",1 [l1,li) .>d"'a' '''K ,hal Lh. 
oonl""'ino oC ,..1«"',""-.1< .... " 10 "''''''''proa'' ,h. ;mn-l<d" .. 
p"""""" of I<uc;,t< ;. oarri<d ""1 ;" ~l" q"lOpla"" . 00 funh" 
""' .. pon«l ,,, ,h. m;lO<ho,lodria '" .hal ti" lan .,op ~, 1 .. " .. " 
h ..... y"'h .. ~ "" 1>< ,..,.,.;.,¡ "u, ;1\ o;tI"" ,h. ",;[ocoo"dria.,.. ,1 .. 
'Y'''I'w,,, , Lhro",!h Lh. a<:o"'" of .'Lh", B. lI o, B,,2. ,",o "",.¡\~;, 

h.a, ¡""" u,lod" ""l«n \O <1<","';1>< lho Com)",,",""''' L ;" ",h",h 
BC.'H. c" ald"'" ;. Catri<d o,,, ."d ,loo phY''''lo><¡ical mI< of 
d,Ir"",,,,;al B.1I a,lod B,,2 IOC al"'I;"" ha.s "'" ¡""" .. ,tal\-.«l 

'.~: Plo, ON E I www~.org . . 

R ... "I .. p", .. "t<d;1\ ,h~ p"po, ,uJ'PO'" Lho ,p<C;al ..... ,"'" mod<l 
f'OO'd [-,y H"~I",,, [B) • .r"", ; ,, ~ ,h.>1 i) A: l4,ru IJB..-ITI oo<I'f", • • 
P<""'u,n<d m;lOCho,l<Irial local,,<d BC"IT, ~'ho: h pan;.: ..... ,.. ~l 
ho<h, ,1 .. I>óooY"Lh";' ."d c"abol"'" ofBe.'\'\<. wh"'h" unahl< 
[O c"",pl<m.,,,.~ "",úi4t boJ2d ",,,,,,,,a, .. ><I ,h,,;~ ~, S <m\úÍ4t 

I>óo&ymh",o: ..,>d """,bolO: rol .. ha,,,, 1>«" d",ril>UL«I ;u ,,,,'0 
par>1o«Oti0 ",n.. B.d ;. p«f«. nlially ,,,,,,,k'<d ;" lIG\,\< 
I>óo&ymh",,", ",h;1< " ,,2 funco",u ;. dt.l<n"~, ... ,, fu,. lIG\,\< 
c".bol~m , ;,><I<:a' ~'~ funainoal <\j"."..;r,ca' '''n. 'nt< .p«;,.¡' .... ;,.l 
ha.o ¡""" aflOrd<d [hmu¡¡t. <\jlf«on1,. 1 'uoc" llular Iocal"a,,,,,, "f 
mo .. ",od<d prod..ru . 00 d"", '1<"'o\\ ~o"o ."P ..... ;"', 1"'-""'''', 
",hioh .. «ne<1«1 ;0 .... )n .. oc,,,';,)' u,,<I<, "a";"", ph)'oi<l¡'-"¡;c.al 
c"u<\j,;,.\! 

Resu lto 

lhe ance ' lor·like branched cha in aminOl ran,fe ra<e 
KlBal l i. a bifunctiona l bio'ynthel i( a nd GIla bolic 
e nzym e 

.'\ AIM1IiJ mu ... m ;IIC"haL«I (lOl «Iu'oo< aoo ",,,m"";um, 
diopIay~ \,al;,t<, i>oI<"';,t< ... >d 1<"";00 (\'11.) aU-'''''''I'h~ 

(rahl< 1). 1\';1d '\". ¡¡ro.. ,h ~'a< ... nl~ . l1a;n«l ,",'1><" ,It.< ~l"'" 

I\C,IA, w.'" ,;m"h'''"'''''~r .ddt.d '" Lho !!""" m m","un\. Tilo 
!JMJl d mu,,,,,, did ,,,,,- !!""'" "h." br~'>cI>«l ch .. ;,\ "''';''0 ""Ods 
",'0'-' ,uppl .. n<m<d ... .... 1< n ,,,,,,!, u .... ,,"' .. ( fah!. 1), d",~';ng 

Lha> ,lo;, ""')'In< ;. alio ",,<>1,-«1 ;,l OCA'\< ""aI",I"''' Th ... 
..... ula "'d;':a l< ,h" n" .-.d",\rla.t" pa,h",'al~ a ... ;"""II'<d '" \ '11 
I>óo&yml ... ;. ",><1 ",,,,bol;,,,, . . '\< ""p.ct<d, AlhcJl J l""'orO,",""'\" 
" .....,.;' .. ,1" A/JJ.-I T1 ¡¡<no o ... «lIImmo";" pI"",,,id d;')ll .. )"~ w;1d 
'\1'0 pito"",)}", ~'hou ¡¡ro~ 'u "" o;,h .... am ... on;'.u"-gl"""",, 00" \ '11.· 
«Iucoo< ( rahl< 1), ",d;':";'l~ ,ha, MIl", 1 .. . h,fWl<,inoal o""ym", 
",hioh pan""pal<i;O \"Il . h ..... ymh"'~ ."d c". I>oI"'" 

In S. ~e,,,,,i~iae, b im ynlllelic an d calabo li( role, ofllle 
bra nclled chain am inOlramfera ,e, have been 
d iffe re m iall y d im ibuled in Ihe BATI a nd BAT1-en(od l'd 
isozyme . 

S;, .. t< .. ,><1 00,,1>1. ¡""U ."d ..,2d mu ... u" "'«. OOOilruot«l 
.. 1". Till. 2 a, lod f'"!",,, 1,1. CE " .r"",,', • ooubl< I>t:J.l iJ boJJ¡J 

mu[ ... " d"pla ylod \ '11. ao.txou-oph)" ",'h.u ;,"'uba ,<d "U «1""""'" ""d 

Tab" l . Klbat ld mutMI< ar~ im pairlod in V1 L bio.ynl h~,i, 
a nd ca~boli.m , 

.".;" NH.· NH. ' VIl ' ." - ,. ,. ,. 
e",,. W!>a ,U ) o • • 
"""'" WI'OI) ,. ,. ,. 
"""'" WI'D' .,. .. rr¡ ,. ,. ,. 
e",,. """'1) • N. O' • 
e"''' I»I<D ' ''''''' ) ,. N. O. ,. 
'V..,., ... ,""o"", , ..." ,. ID O"""'" ,o>. '" ,.., .... typo " ,.., lO." , .. ' """ 
O.U " . ' "" NH.' ."".mino oc;;'" ... _and ,"" . ..." ,.., "' ... , 
"""' .............. _ .. porimoot> tv _ __ ... ." 0; ' ''''') 

' ........, ""', ..... ,"o,",,,,,, ... ,,, " • <ooco",,""'" '" ,so mol!. ,<XI mo' '" 
lO moJI .. v ...... M. """'" 11J .. 'ooIoucno ~I ... _ .... ~ 

'1<.0. "" _ • .-

_, 0.1 '" r"""""-""""-,,,,,,ooo .""" 
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. mm""'wn; ~';Id ')'»< i""' th ~"" . , ,,,"nffl ~'h.n th~ " .. ;n " ... 
gro,,'n ;n ,h. f>Ui<OC' of ,1", ,h"", BC.'H. r L.hl< 2). R-ITI .od 
R-in ~'.'" ;udtp<nd<n tly d"nffl "O e~n",,,,,,,,nc phwnru ..,d 
.-d lO ,,..,ur,..on th. he>1 d !dl2J """' l\!. Tr . .. oform .. .,.. e.......,"'g 
H-iTl t",,},~tt<! \'1 1. pm,mmp/ly (r ;¡:ut< H, CE'>; H-iTl), ~h,1< 
tho« G.tt')' ; .. ~ R-in .h",,'ffl • hr"¡",ml'h)<: ph."O\)'»< 
(."'I(u"" ] '\, CE'>; R-InIl, ;nd;<-,,,; .. ~ .h .. lI.tI hod . on,.. •• Ir","',,, 
l>Ooo.yo.h<tO: rol< Ih"" ,h., 'X<nffl by 11 .. 2. \\1><n ""hUtffl "" 
. mm"";um_<:Iuco", lb< ' ''' gl. !dlJ d mu' ''''' .h"",'ffl • " «I\;r", .. .,._ 
]y <Wr<...J ~ro,,',h ,..l< (69%), .. oomp.att<! lO ,h. ,,~d ')'»< 
",..;" b""", ... , ;, "tain<d ~,Id ')1'" g,.,-".,h ,...'" I~ th • ..,1< 
odd"óoo o[, .. ¡;, .. '0 ,l>. gro""!> mffl,um ~%) r robl. 2\, ,,.. ~'I",,, 

compl<on'l\!ffl ,,;.h .. «ntrort><nc pI .. mód h..-bori .. g H-ITI 
(r,~u ... 1,\, CE'>; ,"o CE '>; H-ITI). 1l.-I7? dód "m compl«""". 
he>liJ gro..'th d<f",,,,,,,,y (F,~ut< l,\, CE '>; 1l.-iT2¡ . Th ... ",,"1 .. 
;'lrl"' .... ,1", 11", 1 .,:t;,,;.y ;, 'n<fup<ru.obl< ,,, fulfoll ,'>li"., 
""luir,,,,,,,,, .. lrl ,1>., 1\.oL2 .. u".hl< LO fully «placo I\.otl, 
"''III"'';nR fun<:t",nal d~"";r",.,,,,,t. ,\ccom;me!y, th. "'''RI< bol2d 
on,,, .. ,, g""' " ",.11 .. ,b< ",Id ')1'" "" """""" ium~oc""', ",.h 
'" ,,·i.oou. " ""lO acódo r r .hi< 2), ", .. fim\;,,~ th • • B. tI c"",¡>I< .. I')' 
fulr.nffl 1>Ooo.)'"th",ic ,,,,,,,10. Si'K:' it h .. b«n ptopoo«! th ... B. ,2;' 
",>,,,.,,10e , "hil< B. ,I .. m;tocoo"drially loc"'ffl ]9] ;, ",,,Id b< 
ronoid.tffl ,h .. , th. ,..1;"" pool '!'n.,..l<d thro,"", 1\.oL2 m'¡¡h. no. 
b< .ff", ;'",1y lU,»p<>«<d.O .It. m;,ocoo,><lri • . In om., lO co,>fin" 
.. ,.¡'" ''''l'm. k><al;z,,,óoo. B",l--,·ECiu""" . ,><1 1\.o,2",,·EC;ll"in. 
~i¡<d "rain. ~.,.. "",,,.=.ffl .. d.o<,iI,."j in ~ 1a""alo .. ,d 
~I «hods ""d .ube.llul .... local;" ""u " .... ..,alr "N! by c""focal 
m"',.-..e0rr. ,\lligu'" 2 .oo..'~ lI.tI ~ ... fuund." 1>< local;L«! i" 
oni .ocho,><Iria, ~hil. 1\.,2 " .... <),,,,,,1,,,, e""r."u"'l' ¡"""in", 
oh",,, .. ,,,,,,, ]9]. h eould ,h ... 1", pl'Of><l"'l th. , ... m""",,\t<I 
01-.0''', ,h. , '>1",. pool .y"th ...... N! ,hrou~h 11. ,2 ;, nO! .1r""',,,I)· 
lU'''P''''ffl ,,, lhe m;,ocoo,><lri. o, tha! , .. I'u • • \",ru,.;, th"'uRh 
B. ,2 ~ "'..-.::< I<.ruo g lO th. oo..".-"d \,. 1..,. b,oditropl,)" "f. 
he>liJ mu .. m 

1'" ",,>lr« ti", ,ol~ o[ B. ,] .. lrl H • • 2 <lo, VI!. e . ... bol ... ", he> I iJ 
he>U <Ioohi< mu ... ", ... ,d <inW' mu .... ". "'~'" gro~ ." O" glo.<ol< iu 
th. p~"c< of ,he ,h"", BC,H ... 001. uitro..,,, ..,..,""' . C"dt;-
th"", condi.",,\~ ,h. "',Id '11'" """0 and ti", .. ,Id mu"'\l lh",,·N! 
h'<:I"" gro",h •• "" ,h .. , ti""" oI_"'N!;,, ti", <Ioohi< . "d !dlld 
m", .. ". ;"d;<>, in~ • e ..... boIO: mI< f,.. 1\.0,2 r rahl. 2 .. ,d 
~;¡¡U'" l B, CE'>;I· 00 \'11.,<:1"""'" .. 'U mu .. ,,, "' ... only .. hl< 
lO ach;"", 70% of ,h. «<O"',h ro", <fupl. )',.¡ hy ,h. ,,~d ')'»< 
""'''', ' u!1.'!"'''''g th ... H •• 2-O<¡""lrl<m \'11 ea •• I>oI"'" " ... 
""luirN! fo, ,,;Id '11'" "-,,,,',h, .nd .ha. I\.otl " ... un. hl< ,,, 
""m¡"""",,~ la,k o[ H.,2 r rol>l< 2; Fi¡¡ur< ] B, C ~~"\l- .,vooroin<:lY, 
<ingl< .. 'U ""d <Ioohi< mu .. ",. ,,,,,,,,,,,N! ,,;Id ')'»< gm,,',h ~'h,,, 

lU,W"..,nNl ""th • ",,,,,om<ri< pl><n\ód harborin~ H~n, 

mmpl.m<"' ... "''' f. Jffl " ',,h pwm;'¡' e.......,in g Il.-ITI (ri""", lB, 
CE'>; <J. CE" R-ITI . 00 CE " R-IT2¡. S">e. o., <:Iuco", 
arnm<lo\;um· \,Il. ,It. <1001>1< .. ,d "'ngl< ",2iJ mu,. n .. lh""ffl 
"",~1h " ,,,, "hich ~~r< "'1u;, .. I'l\! 10 .hol< ddpl. )'N! I~ ti,. ,,;Id 
",1'" " ... in, ;, e .. , 1>< eo .. dud<d .h. , ;" <:1"""'" VII . e .... bol"'" 
f,lfill. u,tro,!,,, ""lu;''''''',''., 

Th ... «<ul .. ,ndica" ,h. , 1\.,2 h .. . prom'u.", mI< ;n \ 'Il 
"" .1>01 ... ", "hil< B. ,] <. ,>bolic mI< .. ",,1)' " 'ód<ocffi 'n • .. 'U 
",,,<ti.: I=J.grouud. Th. f. a ,h ..... Fi¡:ut< 2 obo~', I\.otl 
n;,ocho,><I,,>lIoc. I .... ,"",;, e<lo\I<"".] in ,h. p«"'''''" 0[\,1l ... 

.'lI< o;,~ IOu"" i,lrli.:a ... ,1\., B. tI e. ,oI-.ol'" eh .... <I« ~ 
""'nffl ., thi. <orn¡""m'''''. h oould b< propoo«! ,h. , u,><i<. 
'I<!< rondi,,,,,,, VII. ""eumul. ,,,,,, ;" th. m'.och<lo\dria, "·",,Id 
<nI\ .. ". I\.otl e. ,. bol'" cha"", .. ,. 

.'\b", .. p.....,ul<d ".ul .. ;odi.:. ", .1\ .. 'u • ~',Id '1'»< . tniu I\.otl 
c:;.pla)' • • hio&y"th<tO: ch..-.c"" ,,'h;1< 1\ •• 2 h .. . prom'".m 
",uboi", rol< 

nBATl doe. nO! complemen! borlA mutan! .uaim 
'1'0 ...,alr"'" " ·h .. h.,,,," Am. tI .",)"m. ~, .. . hi< ,,, ,,¡~.c< I\.otl 

u 11 •• 2 in 1. "","i;i",¡,,, mooorop,!, pI ... "id h...oo.;,\~ th. AlB.-iTl 
",n. " ... ;ndt-p<ndomly , .... ur""",.¡ ;n both ';me!' mti'''\'' he>I.1 
..,d bol2d ""d;o ti", <1001>1. mu,. m he>liJ .. 'U. C<lo\!lruc,,,,,,, 

~.t< p«J'"""I ;n 0«1<, lO pro""'''' AlB.-I TI <X¡"'''''n rtoo" . ith" 
... O,, 'U prom", .. ", h)" ,h. 1",,,,010.,,,,, IJ.-IT! or R-in 
,romo"". II'h.n gro~'o on • .mm"";u",,.I,,,,,,,,, ti", ."'1 J mu,,,,,, 
t .rbori"g A/B.-i T! 0" a"",,,,,,,,, ,,\" pIa""id .". ;",.¡ "ild ')1'" 
""""h «gardt.... of ,1 .. pro''''''''' u><d lO rlr~~ ;,. <>p""';"', 
(""cu« lA). In ,,," e"," or,h,!dl1A .. 12.1 oouhl< "'u .... \l, .It. 
r ..... "« of AIB.-ITI <lo\~' ""''''tffl 72 .. of ",;Id ')1'" «<O"lh 
f i¡cut< IA~ ; indi<.''''R ,h. , k'll", 1 e",,1d ooly 1"',,"'lly ."ho"'u" 
';'''uhan""". laek of H.tI .,lrl 1\.0.2. I\'h." !1""',ng <lo, \'11.· 
# u<oo< ,,,, ,,1><, ,1", /¡o,U o", ,1>< <Ioobl< m"" l\! . "ai,\t<I " ,Id ')1'" 
gro~,h "h.n AlB.-iT! ""¡""",,,,n ~' .. '¡';,,,n fmm th. H.-I TI , R-in 
«AlB.-iTl proo\Ol." (I-' 'o;"t< IB1, aI"""'gh h;RI><, !1""',h ... , '" 
v,.« "'",""ffl ,,';,h Pa.n-A/B.-I TI,.. l'''''''Tr A/Il.-i Tl , ''"! I!'''' ,in~ 
el." ¡l«lo"'l<t><l<p<nd<n •• ff"". c"uld ."h .. "," AlB.-ITI C>J"'C;'y 
"' oompl." .. ", lack o[ B. ,2 . h e",,1d "" p""ihl~ .ha •• ;,,,", .h. 
/lila, I h.«.rolo'C"'" 'HZ)'''''' h .. ]lOCul i.,. k;,\t'lOe prop<"'" th., do 
,.'" >11"" f"1I bol2iJ compl«""" ... ,óoo, '" ,h .. ,h. diff.",,,."1 
",hc~llula, loe>l;" ,,,,u of Am.d . ,lrl 1\.0.2, could h. ml"" he>U 
mmpl«"""' ... ",o, .;'Ie ... m,,,,,,,uffl • ..-1;"', B. ,2 ;, • qU>iOlic 
<nl)'m< ""d al,houo¡h local;""óoo o[ Am",1 ha< "o! b«n 
<'XJ"''',,,,,n ... 11y d<t<rm;uffl, .. , j. mico "".1)'';. " ... ,, ~ ~I ito¡>ro' 

.. ,d s;."all' da!aI~ •• uW"'" ,It., Am",1 ~ Ioc. l<d in .It. 
",;,ocoo,><I". 

Tab l. 2. In S, ce"";,",, batId mulMI i, impoi ",d in VIL bio<y f1lh"'i' , w hi l •• ballJ mutanl i. ma,nty im¡»i,""¡ in VIL caloboli.m. 

• ........ 9'· ..... · /'1101 .. , ..... 
.".1" NH." ... •• v" NI<,' • NH. > , NH. - VIL • , 

"' 
ClAl ·1 1WT1 ,. ,. ,. ,. ,. ,. ,. ,. ,. 
ClA11 1""" 41 .. .. .. .. ,. " .. " ,. 
ClAn ""'''41 ,. .. " ,. ,. " " " " CU11 ¡_'4 oc""1 o o o o " o o o o 

'V_ >l. """'" , .. _ 'o .''''''''' "lo""" _ typo ,,_ (0.>0 'o, ."" 0.1 ' , . , "" NIi.> oc'" '"""" " .... '' '_ "'" __ oon' .... .... 0> ""'" , .... 

"" ....... _ ,,, .. _ !w<iotion .. " .... ." "'''''1-
"......, "''''' w ... wppIomo_O " • """.., .. ' ion .. ,sa -"- '00 ""," ., lO "-<ti ... _ IVI, _ ... IlJ .. 00I0u< ... ro ,.~ _, 0., ,, 1 r"",,",,-pano .001 6OW. "X" 
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A 

B 

o'" " " BATI 
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Ammonium-glucose 

" " BAT2 "" 

VIL-glucose 

"" 

-~ ~b~I1,~ 
_ b812~ 

¡zz¡ baH.! bal2L1 

" " " " 

" " " " " " BAT2 P .. ,,-)(JBATI P",,,-KIBATI P""",,-KIBATI 
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f igure 1. GroWlh ph .... otype oI .l ngle e nd d oub le muten" comp l. m.."..:I wl.h p lumld, horbo,lng BA ll. BArlo. K/6An. W .. ,_, 
0,,'1,0. ba!2J ,ro<! t>a,U t>a,;" "'ain, _'o g'o.,-n DO .mmonium-gluco .. 1"1 or VIlilluco .. (S). Valu .. ar. <hewn , . I.,i .... to g'owtt. ,ot. o! to. w;ld 
typo ,tr.in 10.20 h- ' _ 0.11 h - ' 00 , ,,,,,,,,,,""m illucoso o.nd I'1l ghJCo,," "'pe<r;v%¡) _ rep¡ • .."t to. mo .... of "'_ ",dopen<lont ""~" 
'" S, D. CeII, ...... comp--'tod w~h, c .... trom«>r: p~.m;d ICEN) hoorboring BATI ICEN BAf1\ BAr2 (CEN BAr)) or to. /( Iaai, ""00I0<¡"'" 90"" 
IGBATI wl>o .... pr.,,"'" w., d ,iven by ~, O'MI p,omo'. , (n N P~~",...I1BAT1) o , by Mf1 (CEN p .. ,,-K!!iA.f1) '" BAfl lCEN p .. ,r<'<lBATI) prom<>'.", 
d"" 1 0, 1171 /I<IUt"II.Il""~ ,OO 1 (,()99 .~OO1 

KJ/MTl ha. a bim ynthe tic-like e"P,e"io n prefile 
'1'0,," R".'\ " .. p«pat<d from A: "",ti, ,"';]d lYP< m"n WO"" 

00 ¡¡l"e ..... .. e...oo., IoOutee ,,';,h I'a"""" n~,"!«n "",rus. h " ... 
row>d ,h., AIHAT! <x p""';'-', I><ofil< " .... ,h., .xp«:t<d ro, • 
I>óo&y,,,h<t;c, en,)"'"". S«ady ' ''''' mR" .'\ 1<1'.1> " 'e,,, ";mila, i" 
""al R",\ ~,pot.. ol~ai"cd [mm ""hu,,, '1'"""'" 00\ e;,h",. 

~><...;..." ~"",m"") <>< """0'''1''"'''''''' " iLroOl''' ""","', . (G.'\O,\), 

A 

, 

, 

, 

.>dic.,ing ¡h., ti .. q uali,y of ,he n;'.-o¡¡<n "",re. had no eIT«:1 "O 
lJIJAT! <xp«""''' (ri~,,« J __ \ :. H","',",,,, exp"'''''''' " ." 
rq>«-';o lO",1 R'\,\ ... mpJc. ob",;,lCd rmm e"hu",," il'"""" ., 
¡he ~o", d \'11. al ",,1< n;,ro¡¡<o ""'tee, 00" "hen comhi"cd 
" "h adr!;,.,,,. l ";"""W''' """,ce, .och .. am mOLu"m ". G,ul.-\ , .. 
eompared lO ,h., [M,>d ,n ti", . boeoce of \ "11. (.;!fLl'" H ). \\"onh 
d mem;"" ~ ,he fa.c , ,h., \'11. ,.",..e"Oor-. ,,-a. 00' "b.e"",] ., 

f lgur. 2. 8001 1, mlk>Chond,lally 10<0.0<1 . wh ll. 8012 l. cytopl. , mlc. FluortiC..-.c. _go' r.h""""g to. ,.-Ilular Io<.o'rn .... of to. 
pM.io<¡oU! prot";", B. tl .00 B,t2 , S-om¡>lti ...... token !mm . ,pooontiolly ~rown , ultur .. 01 "9\lod """"''' g ro ..... o n gl\Ko..-. mmonium lA. BI or 
on gloJ", ... Vll lc. DI. M~ocl>on<lri> l lo<.o l ;rnion of B>t l , "'. ,,,n,1 al to. B~tl -y¡G"ine IoJoon ,o-loahu, witt> mitotr;ocker ' ........ lA. q , Cytop~,m>r: 
Io<.olizotjon o/ to. Batl-y ¡C¡trine fu,,,,,, (8, Dj, 
_1 O. 1171 {jOUf"".po"""OO 1 (,()99 .gOO2 
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«Iu ... min<, "'«I(,,,\i,,,, that tIl .. "",;'10 ",,0:1 could hi,><I<t \'11. 
""'''pe.-. , ,h ... <=Ihi"" in a 1"",· ""rac~lIula, ..,c"muh"'on of 
,h"", "",ioo acido 

BAH ~ n d /lA Tl ~how divergent exp re~~ion profile~ 
ro anal)"" ",h<th« ti", >pf>ai"m d i,,,,,,,,,,« in B.., 1 .. \rl H. ,2 

,,,,, ... ooJ'" rol", ",.. cO<t<I. ,Nl ""h ti,. " ¡"",,,;'-'n pt'-'[J~ of ,h~i, 
.. >COdin~ '!''''', :'\onh~", a,,,,I)~;,, " .... e. tri«! Oul. h " .... r ... u"d 
,hat .. ,,·~U .. Io.l8AT!, ¡LIT! " .. , m. in!y "1'""",,1 0" 
.. non""iwn_«I ... oo.< <xpo"omi>l cuhu .. , (t»o.)mho,'" oondi,;'-'n,l, 
.. ><I~""""'¡ in th. 1'""" >« "n'll. BATI «¡""""n ,,·a . no< 
influ<n<<<I 1»' tilo qU2l.y of ti", nit""""n "'W"<~, .. \rl \'11. 
~""""n " ... oI'o<"~ 00\ .i,h",. o"q""",i,,, o. '><ln.,.,.,...,..~." 

ni'.-o¡¡<n "'''''"" (r i~" lH .. \rl 3C). Co"'''''''''!)', 8.~n .¡,"" Nl a 
daooic C>l. I'd" .xpt"'""'n pror.l<; J'<.pood", ~ 'o th. q,,>l ilY of ,1,., 
niU'()'!on ""'0"<'; d""" ..... ¡:uI. ,Nl in ti,. f>'""i<""" "f ,."...,..j,~ 
niU'()'!on ",,,,,,,,, ~" ... m;',.) .. ,d <I<",p"""'¡ in ><illndaoy ,)OO. 
... ¡"' ... i,,, niU',,~on ...... '''''' ,..eh ... G ,\B,\ (Fi¡¡ur. 3H ... ,d 3C\ 
8.~n <xp"'''''''' " ... ,,,·.I,....rold inc ... ...,¡ "'1,.,,, ,ot2l R.."\.'\ " ... 
"",. in«l fmm <ul,,,,,,, ;" "h"h VIL " .... j""'.;d<d .. >01. n;""",n 
000'"" (u taOOI., oondi,;"',.\, a. comp..-ffl lO ,h. , u,u,><I " 'h<,,, 

R:'\,\ ,,'... I"'<paU<I from 0" arrtmonium.¡¡luc""" cuh un, 
(rigu," i ). IU T.' oxpt<üÓon " ... aoo i"duo:«I in a boJ I ,1 ;t<'''''''' 
1=k¡¡mW\d. U,""', d«"P"""¡ coo>dit"'O< (G,\B,\ ), ti,. . ddi,;'-'" 
oC ,1,. ,h"o t>ra,>th«l ch",,, amino ",.id>, hod • po&i,n~ .IToel 
funh" ",d"cio\g KIT.' <xpt<iS;'-'n (Fi~u," lB). 

KlBall e nzymali( aaivily d isplay, a bim ynthe ti( 
(ha rane r 

1o.1lIad a"i"flY " ... rlt,t"m;,,.,d in Oxt,..., .. olnain'" fmm 
<",hu,..,. ¡¡ro"'" un<l<, ¡';'-',)'ml,.t., . 00 """",,,Jic <o"&t;'-',,, 
(ri¡¡ ...... 1.-\) Actn'i,y " ." ,,;mila, in <xtnCU 00...;,,«1 fro", 
.. nm""ium_«I ... ooo< ,,'ith o, " 'i,oou' VI!. (E,!"," IA\ i"dic a,in~ 

<hat tI>< 0'-"'"", ,.".. ..... " of AIli-lTl <xpt<ü;'-'" on \'Il , 
.. nmonium .lid "o! ""uh ;" d<c ... ...-d <ou)'m .. ," ..,ti\'i,)'. \\h~" 
~·k<lOiio,-al<"". (~.K I\") ",.. wt<l "-' "uh",.. .. , ac,,,'¡ty ,,::os o> • ..-l)" 
,,,o-fold hi«l>« lO ,hat fou"d " 'i,h ~.k"oi>ocapto.« (~. K lq, 

i"dical"' ~ diIT~«",iaI ki,,.,., prof"''''''' u" ,bo" ",hit,""\,,. 
1.0,,'" ac:ti,'¡,y ,,'''' <l<t«:l'" "" ~''''lO",.,h)-I\ .. lo'''l< I~· K ~I\~. 
In Ox\nc" olxai,,.,d fmm \·Il , «Ioc ..... (<>. ... 001., oondi,;'-',,,\ 
.\lll.atl ..,l;\,i,)" " ..... 1" ... , .... fold le"", ,han ,ha, oI'o<,,-ed O" 

.. nm""iun\_I(I ... ooo< [1>;"'yntl,,,., co"di,;'-',,,\, ronf""ffiin~ AIliJ TI 
<xp"";,-,,, p",fil< (r ;gu'" H ) .. ><1 ind""'ti,, ~ tha! AllIad h .. a 
ptoO>"'''lC«I biooymll<!ic ch""",,« •. 

Batl and Bat 2 enzymatk activity is m mi" ent with SAn 
and BATl e><p,e"io n prof,le 

HC,\T .. "y, .... t'" ",ú" ")" ,,::os <l<t .... ni,,«I i" Oxt""' .. ot. ... inM 
fmm tito " 'ild t)l >< and ,ho ,i'\Il1< ."IId .. >el boJ1d onu"''''' . . '''' 
~;!fU" .1.-\ .ho"" ac,n'i,y <I<<<nni,,<<I 00\ """"""iwn-¡jl"",,,.. 
[1>;"')'ntl><,., c",\di,;'-',,,) " ." h igh ... in ,1>< boJ1& (8.~ TI ) m";."" .. 
CO"'p..-ffl lO tita! fou,'¿ i" tho b.uld (BATl') muun! " ,';n, 
>1,00"';' in \.1", p"'''''''' ol \·11._2mmoniwn Batl ac''''il)" 
d<c"""",, i, " .... 00,. ... ", h,<tI"', tIt"" ,¡,.\ """",,,",,, fo, Ba,2 
C"m~,...,I)", io> ,1,. p"'''''''' ol VII. .. ",1< ""ro,!,,, "'u"" 
(~a ... OOI., oond i,;'-'m) B .. 2 "",n'i,)' " .... hi¡cl><. tIt ... , tltat oI,"''''Nl 
fo, H. tI n, .. ~ ""ul .. . ", in "1('0'<"""" ,,'i,h <xp"''';'-''' p"'-'¡¡I< 
01"",,'''' fOO" <itll", ¡UTI OJ" B.-IT.', "h,d, i"d",a" ,h .. f!.~TI 
.xp .. ";'-'" ~ \ ' Il ,."......,d ,,'hil< ,hal of 8.-IT.';" i"duC<d i" \'I!. 
.. "'¡" "i..-o¡¡en "'utC~ (i,¡:u" t ). Th... ....ul ...... ppo<, ti,., 
ptopo&ilOon ,hat BC,\T b;".) .. "I><,., and ca,.],,,lic ,01 .. 1,.", 1""" 
d",rihut«l I><\" '«n ,1,., ,,,'" ¡".-.Ioj¡o". on'ln'",. H. d and H. ,2 
h. .. ,., di,~<I(Nl acqui,i,,~ • h;""yntlt.e!" 00" c .. abol., <h"""""" 
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=p<C\i,,,I)". H""",,,,, ,i",,, 0011)' ,b. douhl< iMJld ".,1,1 ;, . fun 
VI!. a""",mph un. hl< lO u,ili.<o \'Il. "-' ",1< nit"'!«n "'utC~, it e .. , 
1>< ""'lCludo.-! that ti", b;"'y,,,h,," ."d c . ... ool'" rol"" of th ... 
o"'y""" ;" j>anO>lly ""uo>da",. Hi';'o" act"'¡';"" "ot< d~t<Cl'" 
"hon ,,-·Kle (l<ucin<) " .. , pro\-ido.-I ai 'u"'''''", .... <omp~ lO 

tita! 1M ,.. K IV (,-..1;'><) 00" ~· ¡';:~ IV (iIolouci,,.), i"d .,. ,i" R 
diffo,."",ial ki"",., prop""''''' f", ti" , .... ;.-, ... ' ub." .... , ,h. , """Id 
.. n"" diIT ... mial ",bo,,..,, aIT,ni,y . 

BAn and BAT2 show d iffe rent ia l expre"io n prolil", and 
enzym ali( ila ivity unde, re,pira tory cond ilions 

Th<, mil",,;"', of ,;, , ¡¡l~ .. ,d 00,,1>1< 0.,1 d and ."l1d """ .. ,,. 
" ... ¡¡ro"'" " " ",hano! a. camo" ""'to" . 00 ammon iW\, ... 
,ti ....... ", "'~. l',><Iff tIt" c,,",dit;'-'n, """",h 0[,1>< ooul>l. boJl d 
boJ2,1 m", .. " " .... con'p¡",.!), impai.-.d, ",,,n in ti,. pt<o<,"'~ '" tho 
U""" a mino acido, ind.,.,in~ ,h. , \'1 1. O>.,,,l>oIi,,,, ;" eO<n¡",llirn: fo, 
gro"ffi i" ,h~ p""''''' of ,)O"_f ... ".,.,,n,,1>1< can,,,", ""''''' ', ... "n 
O" .m",,,,,i~m .. ni"."",n "'''' .. " r h lk 1). Co,,,,,, .. I)", AlboJ/A 
mutant " ... 3l~0 '0 ",,,ai n gto"',h in mMia ",¡>pI.m,,,,,,,d " 'i,h 
\'H~ammoo>; um ... ,h .. ",I, i,>el"'a!in¡t that .. "I'J>'l"'I lO ,h. , 
"'-,,-ed in S. ,,,,,iM;, \'I!. cataOOI;im i, ,)Ol '''''''...at'f lO ,."";.",, 
¡¡ro"ffi in tho p""''''' of «hanal ai >01< c .... l>oo, OOUr<. and 
a"'mo" i"m .... ni""",n """,o<, u,><I<.-.cori"g ,h. f..,l ,¡,., J.: Uulií 
hao a "",,, .IT"'''m "h. ",,1 cataboliom [I~l . . ·\ccomu,¡¡ly, tho 
10.: ¡"'W ,,'ild 1),... " ,..in ach;"'"", a hi¡:h" ~""',h ..... tltao, ,h. , 
a"ai,,.,d ¡-",. ,1", S. '~"' ild 1))>< Cl.,\ 1_2 , ,, .. in,, hon JI"""" on 
",1,.,>01 "-' ",1. carl>oo, ."..,"' .. (ll.21 •. ~ 0. 12 h- '). O" ""unnn ium· 
.,h .. >OI , tito h.:I2d mu""" and ,bo ,,'ild ')1'" ","in, "¡-'",,«I 
«¡ui"alont ¡¡r.-...tIt '"""', whil<!to;U '¡'o,,«I a o.Ii«l"l)' doc". i<d 
¡¡ro"ffi .a .... oompa"" 'o 11>< " 'ild t))>< ",..;,~ "h",h " ... 
>11" ... "" in ffio ~ of tito ti,,..,,, . mi,,,, acido, tIt", conf,m"n~ 

Bad b;"")mh.,,,, rol< . ,\,o <X1,,",,«I, ";n~l. "'u,,,,,, a ,>eI "ild ')1'" 
,.,..¡" '¡'o"'«I «¡un-.l<,,, ¡¡r.-... lh '""" in tito P"''''lC' of ,h. ,h...., 
ami"., .., ;do. I\'hon "h .. ,,,,,1 ,,-as pro ... id<d .... ti", ..... earl>oo "'uteO 
ao,d ,ho ¡-"' .. ,chNl omino acids ai ",1< ,,;u·o'!',, "'u"" ,,.,i,h<-t tito 
l . ""ti,;"" ,,'~d tl1'" ",..in oo. ,h. , in"l~ '" doubt. muW\!i g"""'. 
",dic..,in~ that th ... """,)O ocido ..-< poorly ca,. ooli.tOd ao,d ,hw 
unal~o '" alJo,,' ¡¡ro",h uoo., ti"", <o"ditio", ( ral •• 3) 
eo",., .... ly, <on VIl ... ,hanol, A: 14<.', " ild '1,... .. ,d ti", Alb.uld 
mu""" comp l<mont«l ",i,h ,h<, e~ntrom"ic pI..",Oc! h...oorin~ 

tito AI8.~TI ""no " 'i,h '" "",~.~ 1"'0""0'" «<¡,,'''''o<, "O" ahl< tO 
,w ... ;', g"'" {¡" co"f"mi"" lJil", 1 cataOOI., ch. .. .-.e,,.,. (T . h l< 3) . 

" onhon, .. ,>l1~~ p<,-fOO"m«! ,,'itlt . xtnCU ot. ... i,"'¡ fmm 
.. "moo,i"m"",h .. >OI «""" n cul,,,,,,,, oho,,'''' tita! fi-lTl and 
fi-lT.' di'pla )'''' "I'J>'l"'I 0"1' ........ ' ¡""f,~; BATI oxp ,. ... io" 
" ... r".".fold "p........!, "hit. ,h .. , of BAn w" ,,,<l-fo ld ioc«. "'" 
00' .,h .. >OI ,.. compa"" lO ,,",,,, fo, ... >eI "", l(Ioco« . AIBATI 

,1"",,'''' • ,i,..i¡"" <xpt<ü;'-'" pa"on, lO tita, of fi~T!, ' ;""0 io> 
oxp,. ... io" "' .... d<ct<a>Nl 00> otllanol ... con,¡>affll 'o ¡eluc,,", 
(F,!fU" 6..\ a"d 6m 

In .~".>C,. P"'p..-ffl frorn .. nmo,tium ... tha ,>OI, H. d ,"",i,;,)' 
(boJ2d) d<c""",,, "hon <itl,., o,,. ol ,1>< th"", ~·k,"o",~.k " .... 
u><d .. ' uJ",,",,,,,, ai coo"pa<<<I lO tIt", f""OO "", ¡eluc,,", 
arnmoo,ium, ",hil. <ha, of Oa,2 (boJJ,1) ,,::u ,,.,any ,,,,o-fold 
;,"'« ..... d .. compa"" tO ,h. , f"""d 001 ¡¡lucoo< (r i""", .~ .'\ and 
~B ). Thoo< ,~,"I" .u~, ,h. , uoo.". .... pi,."',..,· c""di,;'-',,., liad · 
<l<p<n<l<nt ,,-_k<H>a<id u,iJi .. ,;.-,,, " 'ould 1", din,in;"h«l; .. "Oc!in" 
"'e ....... d """"'" nux l><;, ,~ ch""""l<d lO \'11 hi<><ymr..."" " 'hil< 
.,tI, .. ",«I B. ,2 ..,~\'it)' ,,"ould i"",.,. .. \ '11 . u'¡¡"a,;"'" f",""';n" 
S. ,,,,,-m.. <apa<i,y '0 ¡¡r<M u,,<I<. =]1i,..,o..,. c""di,;'-', ,,. O" 
.,nmoo,i"m ~,h .. ,>OI \'11, liad act~'i,y " ." «¡u;, .. lom 10 ,¡,., 
lOu"d "i,""", \'11 , and B. ,2 ",ú"i,y "'ai ,,,,,, 00" ,h,..".fold 
",c,.,,_d ai comp.a."" tO .,,,moni,,m "h .. "ol (ri"",. ~B\ ,hw 
u,,"'" \'J 1. •• mmonium ... ,ha,>OI, H. , 1 . ,\d B",2 '¡'",,·Nl «¡"i,-aI"", 
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f lgUfO l . 5M<Mrom_. ~Offt'/.iM HA n 0<><1 KIBATI ,,:p'HlIon 1, r.p ..... d by VIL. Nortflom .tI>Iy~ ... a, u rr;.d out on to'" RN.o\ oIl,.i<lod 
kam 1( jactj, 15 5 (wiId ", po) oro<! ( tAl. {KIba!l ~ , tr.¡", (,Oj, ..,d 5. <Off'li,io. " .. in ( LA l ·) (wik! ty¡>o 8, CI. Str.in, woro ~,<>wn en 2'1ó gloco .. wilh 
oitl!« v.1ino M (1 SO mgm. !Mx'" (lJ (1 00 mgm. iiOloU<ino (~ 130 ~, ..,....-_ " id (GABA 7 mM ), ~btJt<ic Kid~VIl (U\EA I'ItJ.Vll 
1 .. ..--_...an.-.. lXinol, NH. 140 mM NI!., SO,I, NI!., Vil (4OmM NH. w,~vln gMomi<>o IGl N 7mM), glu .. _VIL (GlN VIU" , nitt"90" 
<OUtCO<, Fin." w.r<! -.q,,*n~.1y probod w¡!I1 tM BAT! , BArl, KlBATI · ._ ;r~ PCR product< do«ribod in .. ~t" procodur", and. SamH l · 
_ 11 1 SOO bp Aa ! DNA <>r .... SCR 4OOt>p PCR !r;ogmMt .. ~in<¡ contro l • . Numbor! indic.lt. ,01.1_ oxp"'. <ÓO<\ . , ( <>mp.l rod ' 0 wr grown on 
ommotlium"9IUco", Four bOolog iul ,."hcoto. ",,",ro ""ffiod out, ,.p, • .."t.~w , .. utt..,. ""","", 
do" 1 O. 1 371 fJ" ,,,,,,I,pono.OO 16099 .9003 
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Anvnoniumllluco&l VIL 1I1l!OOSe VlL-ammonium 

.~~ 

M" 

O , O 

, O 

ACTI - -
f lgu •• 4. s: <~vI"- BA TI .nd BA r2 d l.play d IY ... ~n' •• p ", .. lon p ro"I • • Notthem .... a/y1i , ... ., aorried out on toU, RN A obt.oinood kom 
S. " ffVi<kli " ,.' n. ( LA 1·2 II'IiId typtl. ( LAJ I 11lIl!1.J 8ATl) .od ClAJ2 18ATI Mt1J). SI,.in. ,,,,Ir. ~rown on 20" ~Iu<o .. witto oit~ 40mM NI!. 50~ 
I'll (1 SO m¡¡!1, 100 mg!1 '" lO mg!1 of "lO .... (V), _ .... (l l o, iiOl«K;"" O) "" PKtiYely '" NH. SO,+VIl ., ni""\Ien >OUt,.,. Filtoro ..... 0 r.<>Uont;.Gy 
~ Mlh . 1500 bp BATI I,") mont •• 1450 bp BAr] . od . BQmHl.¡.jiM~ 1500 bp Aa ! OOA I,") mont ., Io.>dOng cootrot NLlmben IOOOc.ito 
rwI.I_ .. pro,~ on ., " .mpoflld to, u n< 1 !he wr gro"m 00 g luco!<l VIl. l..,~ ¡ wr g,,,,,,n on g lucooo NI!.,. four ~aI rop¡;ut~, ...... 
potform.d, ' OO ,opro,.",",t "," .. ",1" .. ~ , I>own. 
_1 O. 1 J 71 {)<>Uf noI.p"""'oo 1 6099 .g OO4 

"""j'.naLi.c OC\;"';\;"", '"diG";"~ tIla\ hmh on,Y'''''' «-.uld «¡u. IIV 
mntrib.l\o \0 \ ·U "" ... boIi. m, in fooc, .. Tahl< 1 .00.,', ~th .. '" 

nfoi,h"" 0..,1,1 n. btll2,1 .. ';"'il", . .... >el ~,h;" onlV imrair~ i" 
,h, ""ut.!o muta"l. h <a" 1", m.loCloo.d ,h. \ u,><l<, r<'l' i".\o...,· 
"""di"o"", liad a.lod A. \2 play pan ia lly ¡'io'yml",ti< <fflu.wm 
roI«, ' I\J <fflu.>da", <a,aboló< mi"" 

,\.o " '011 .. 1(" B", 1, Am .. 1 a",;"';,v " ." \h"",..fold do<r<....d ¡" 
, x,taCl.O ¡><"'f>"'"~ fmm ""\"" " "um..." h .... ",1 ¡¡ro~ ." euhuteS, .. 
OO"'poorM \0 tl""" f""nd on " ""\oo ,,,,,\.¡¡fuooo< (Fi¡¡u," '1,,\ .. ,d 
.I B) ,n a/!,,,,,,,,,,n, "ilh ,h . .. 1'" ..... " pmf,t., ""d ,.. ~'<II .. for 
A. ll, addi,ion nf Y II \O .. nmoo ium...,lb""oI I!""" ,h ",~i"m did 
• ""\ alfo« "",¡"'i\)', , u= "U! tila, un""," tfipi,..\o...,· e""di, ion., 
b""YnLh"';' .. do<, .. ..,. a"d e",a!>o li,m ;. \ti<W<<ffl, ,h ... f.""oin .. 
.. , «¡Uaa, .... Lffl eo". umptóoo a"d ')1>tI,..;, of ,,-_l.o,oac;do 

Oiscussion 

Thio nud)' ~, tIl. q ..... "''' of ~'I""h", ,h. biooymooó< 
.. ><1 , . \. hoi Ó< mlM. play~ b~ ,h • • """,",al_I'l . AllJA TI .ocodo<! 
.. ni'LOl ..... uf.~ ¡ ..... " , i" A: Im:ti" h.,., I""n JioLoihuted i" 
,h, ¡_.In""", HATI ""d HA n onholo¡¡ow ~"",. p""'''' i" 
.~ um-imJ .. ,,1 ~h"ht;- ,h" ' ubl"w"" ... waa,óoo ha.! imprm.,J 
hn.,d,,,,l<hai,, .. " i"" ac;.! ,,,,,,aboliom eo.,.'~u\;"g'" W¡l'la'ÓOO 
lO f. eul"" i,., """aholiom. 

BAn ond BA Tl d ive 'gem exp,e .. io n profi le, ond 
diffe ,em iol ,ubcellulo, 10ca liLllion com,ibule 10 Sal ) ond 
Bal2 funn io nol dive"ificotion 

I""""" L~ "",,1,. .00., tila, 11", AIIJATI ,"",hoi""", ooc!if". a 
bifuoc,ional ' '''''',no .bl. 'o e....-y o ... , BC .. v .. biool"ü""io .. ,d 
ca\~!>oi;"-I\ ""d ,h", ,his e .... "" Ó1Y h .. h«n dio"''''lffl ,n \hf, IJ.~ TI 
.. ><1 8.HJ S. tnciJi4t par~Io""", rair 

'.~: Plo, ON E I www~."'g . . • 

LT,,,,",, r<.p ~""f",m.,, ... ,¡"., """ditioo" BATI .. ,d lH n di,.,, · 
¡¡<m <xI""""''' h .. mmoihulffl 'o ''''ph . ..... tIl. bioor"tIl<ti.c 
fu""'io" nf 11.<1 and ,1>< "" ... hoii.c fu"",óo" of B~\2 Th. 
",-",.,ion ,ha , fi~n " 1''''''';'''' .. fou,·iOld hO¡I><t ,ha" ,h., of 
KI T.' ~h,n <.Ito...., g""''' on ¡¡fu<:"'" ammon ;", • • ><1 ,ha, fi4n 
"1''''''';'''' ;. \",.h-... fold i"""aoffl ", 11", ~I\'" of ~ ,"'''o 
"'''''' .. ~'. ""m~" """'''' .. ,d funl"" ."I".loC~ ~h'l\ V II. " 
f><O'""'" .. .,.,1< ",U"Ofó(t''' oou«. as ,,,,npar~ lO ,ha , f"",lod on 
"",,,,,,,,i,,,,,, , urroru ,h" ¡ .. ",,,,,,i\ion. Ex"",,,,,m dirr. , .. loC .. 
,mp~ ' IIC\T ~'¡""'Y, ;" ,h. p",",,"<o of .. ""\",, ium.fó(lucoo< 
liad ocli,';,~' i. hi~l><, lb"" ,ha, nf A. ,2 i",I''''''''''- liad 
biooyml"" ", <ap",it)" C"'w ..... ly, ,n Lh. 1''''''''''''' of ¡¡fu<"'" .. 
e. rI""n ...... "" •• lod ni .. ",1< ,",""'", ",uno" 11",2 ac.Ó\i,~ ;. 
."h .. ",~, \h", f.\'Ooing itl , a\a!>oló< rol • . A .. I ha! • l,mÓ1~ 

e.,. boI;': chata"'''', ,..hÓ<h d "'oo! ""';do,,, ¡" ,h. doulllt, ...,1,1 
Ml2J mut:lm , wh ",h ;. rom¡>letl'ly "nal~. \O mili" \' Il ... 
,"""",!,,,..-.utu r l>< f:oc, \b., h411 ,1 ... , .. Ii". hndi\mph 
¡'>di,a\", ,1". 1Ia,2 ,"'in. biooy"lbotÓ< e. ¡",, "y .. I;"\~~ o, \ru.\ 

lb. C)"W..-.IÓ< , ... ;". ¡lOoi;' u".t.I. <O .""" ti", ",itocl"""dria, ""d 
,h", 8", 1 «"""'"L'" a eoo\",i\\M ' '''P 'o 'y"th",,,,, ,1>< ,"'in. 
mi\ocl",.lodoial pool. "n""", _""a\"''' u"<I<,,,,,,,,, \h. mI< of 
dilfo",,,tial !.-.cal',ation '" A. ,2 a.><I A. tI d¡"~'l1"'><-" a lld pul 
iO", .. td lb. p""',bili\y ~,a, =,oictod biooymh",;' o, \ .... ,,¡"'" of 
lb. <)"""Ió< ¡¡O" ...... ,~ , .. Ii". pool lO lb. m',ochondri. eould OC\ 
.. JlO~\;..., ..,1"", ... , <l<LOnni,,;,, ~ 8.~n t.,,"", .... , and liad 
milocl""lodoial Ioc. li,., ... , 

BAn and BATl ,etem ion com t itut", an adaptation to 
f. cultative meta boli, m 

B.~n <xp"'''óoo ;, hiw>", u.",",, f"'m."L""' .. p' .... LOO)' <",><Ii· 
, ... " .. oomf>anod lO Ih,., <I<,,,,,~ u.><I<, '""'I'ir. \O...,' m.\abol;"", 
"hil< 8.H J ."P ......... , d ;'",r<...,d u,,,,",, '''f~''''ot}' m"d',óo" • 

1' ''''''12011 I YoIumo 6 11< ... 1 016099 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
801 
40 

o 

B 

Ir 

¡ ¡ 

¡ T 

AmmoniOm-g lucose VIL -alTllTlOl"lium 
gll,m$<) 

VIL-glucof.e 

Ammonium-i!lhaool VIL·ammon;urn 
ethancH 

WT 
bat1 ,j 
bat24 
KNVT 

f I9U'~ 5. Bra n<h. d "ho ln omlnotronof1l,on M.lvlry. 5. mlVi_ "";I<I.,..,., """d, ba!}J .... " K. I«,j, wt {I<lWTl "ro." ... ,. ~,own QtI glu<o .. 
(A) '" • • "'no! {SI .. cMboo "'"'u ...... ;ommonium or Vll . , rlitm¡¡"" ",,,re. , . .o.mino".",~, .... octivity w • • d*,"- "' , 011 IrN "'r>el< " 
<>dk.,od in 1.1._ , o t>d ",.,1>00 , """~ . .. .,"'''''.10'''. 1 ~-t<IVl, ,·htoi>O<>pr<>It. lor-IOCl '" ,.....,"""',hj/I'It.I« ... {~-KMVl " ... 1><",,", 
rr.n •• ".",. .. O<!Mty ;, . oporto<! o. ornoI ffi9I1 mjn- '. V_, ... pt . ..... 'od o. m .. n ¡,om" r."u ",," ."."u,.."."" '" >. D. 
doi: I O. 1 371 (¡ournol.p""".oo 1 6Q99.g00s 

Roducod lJ.jTJ ""P""";'-" 'lo"'" ""'piroLO".,. oonc!;,;", .. «""Id 
co",rib..t" lO de<<<au<l m<tat.oli", n"" '0 am;no "ód n;"')'o\lh""i, 
r.w,rin~ '''''%' )'¡" ld;n~ raLh" .. ;~ . en", .. "..,I)', ;oc,,>i<d H. 1I 
><¡i",,)" un"'" r' .. n<" l<)."",p''''LO'Y cOI,d"óom, ~<l,,1d .lo'" h;nd<r 
'''<''0' prtl'I';'ioo, , ;,,,,, u,>der lh""" oo,)(\itioon. """«~ in ... m" .. 

o-;i. 
.'tOJ! . . . , 

di>.« e",,· thro"~h ,11. ";,,arOOx)i ;c c)'e!. 00.. no, h.>.mf.'H <"<ti()' 
pomo;';"", CO'''I;I"\;''~ .n ad"l""'"''' [O r""ul"";",, "",cabol;""_ 

lT""k, f<no<m .. ;, ... o, ""p;taLO ... , oo"d;,;o ... , A/bQ;1 J mu,. ", ;. 
.h!, [O ¡¡ro>< ;" ,h< 1""""'« or~,. eh"", &C,"'\<, ;"d",'l; o\~ ,110, 
<. ,.001;"0 ;. ."'" roqu;=! 10, 1<''''' ,h, bo",'",u ,h< Ó41JJ NlU 

J. nu>ry 2011 I YohJm o 6 1 .... 1 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab'" l . GroWlh ~henol)'?H of I"";J1e and doub1e bo>tJ.d and 
Mf2.1 mutan'I. 

'u'" -- --- -a.t1-l (101\ ~ 
,. • 

cv.J' _'¿o • » • 
=~. '. • • 
Cl.U' _,~ . .. '1.1) • • • 
~ '. ,. 

" a.u._,¿o • • • 
a.u. lClN ..... m • ,. • _.,, __ .. _'_oI ... __ ....... ID.lO~- ' ..... 
Oo" ~- ' ........ - .... _KiIII. _"""" ..... __ ... _ 
..... ____ "'", ..... __ ¡o."""""" .. _ .. ,oo.¡. 

' ___ ,,,,,,",, ",_.,. __ d'~~ 'OO~ .. 

10 .... 01 ....... M --.. ~I .. -..cIroo " ",","'''~ 
""'Oo'l1I __ .OD't099.t0C3 

mu,. m ni .{ ...... " ... ;. unahl. '" ~ """ .. n<lo. , ...... ,<>,><Ii ,;o", 
"'JNWin~ ,ha, 11,. \.\ . ... ,ah"!i",, ~ enm(l"lIin~. lt 'OI>~ .... 
ronw.:rt<I Ih¡, l"(\tnlion ...r lloe 1" " pifll in S. ! trI'IiIiaot h .. 
1M '" ,Ir",;",\! \ '11 . <Io~"",""' . 1" O),i. ,,~>rd ¡, ha. he"" rou"d 
"',' RCo\."\ <a,aI"';"', ,hmu ~h BOl I .. "d 11.,2 ¡>la), • m.jo< m io 
in ti .. pmd,"""'" <Ji hi~,.,. . k"hnI. 1Ud, .. iM>h .... nol , :oc, ~ .. 

A B 

j i j ¡ 
• • • • • ;; 

""''' • .'" ~ 'o, " 
-=, Mn ~ 'o, ._, 

ACTI 

""" •• 6. ""n ...... /O""" •• p, .. , lon 1, , ."' ........ nd .. 
.."pI''''''Y ....... It!oou. __ Ot>a/)'oii .... . ,.,<od ""' ,.;,~ ,"' .. 
RNl ......."... ot"..,O<I !tom S. ,..- WI. MI .. lAr) _ &.IT! 
I><l'N _ K. t_ WI cuII .... . QrOwn .., ~~.,.. '" 
""""",_01 !O Irid " poo"l" "'OI g,"""" pf>O ... f"'." w .. o 
_n'lOI"; ~ ""h u ... &oT!, &or), ¡(¡&oT!. lI>t<ffi< KR prOd""1> 
00",,_ .. .. "" ..... nt., O:WO<Odut •• aoa • &M!Ml·_i 1500 bp 
Acrl ON'" '" an SCRI O()()bp PeR f,~""", •• I<»<l~ <ontrolL 
Nombo" .. <11<," ,,'., .... . 'P .... "'" " <"",,,..0<1 'O",. WT ." . ... 
g'own 0<> .",....,....,n>-og~.,.. , FOUf l>ioIo<¡~aI ...,... , .. ",'oro ,,", . _ . ..,d '_.lIn,.,i ... , .. u~, •• 111""",, 

_,o. lm.,......noI._'OOI6099~ 

.. 

arrq.i almhnl ,00 ~i o]enh,nI. ,",'hi<h ha, .. a ~a! Iml'"'" "" 
t...... omril .. ><1 laU" ¡" "ia- r....,""" .... """'n"") ",. mpirOlM)' 
CCK'Iditioo" (12.161 _ _ '\lthtJu¡¡ft i...,.,f'O<:~) lO ¡>rn<Iuu hi(l~ 

aloobok obouId "'" o/I"oc,!!""",m n .. , the 1"0<, ,h ... ¡,IIo. ....... ni 
the , .. o .... ni""""'" "" ""able lO ~ "" ."'a""I.\·U . 
~ 1lw cauhtiilm ni , ...... <""'pc>uOdo ¡" >Mi ..... lO the 
prodo..o: ..... eL f .... 1 ola>btJk -..Id _'-:le ¡"~io, .. iodif. 
penW>I< fl>f _ 'lb W>d<.- ~"")' C<>Odi,i<H>o.. ~ioc. fllOd 
aloobok .... "'" funh<r .... LOboIi>.d ir. -..Id .... <"""",",1!d ,ha, 
the molo ¡w"<Id..<t conlffiut1!d 1»' lIe:\ :\ <aW>oIiom ...... Id .... 
~ :\"0\1)+ prndu<1!d .. '- r ..... aldel»da "" r«Iuc1!d lO 
"-1 akohoIa the [ Mido ¡»>h .. ay, '-... ~ ,hia f><*ihIe 
rol" <If the Ebrli<h. """,,,ay _ ... lO be ~ . .ed (J ~l, n,,,, 
~ ..... ni BJT/ ..... Bln .......... IIC..\.\J Calabnli6m and 

'" _ ~"") ~ iR S;.-.- ni< <",,)d 1m" 
~ aa a poo.;li\ .... 1t.:r.iM. _;.,~ '" B~TI ..... B~n , ...... ,iorI. 

Conduding ,e m.am 
e ......... rMu~;'. n~ r.&I~ ",,1ttually all opoc;"; &.pi""""" ol fWlC,;",w K"'''' en".,i,u'" • """"'. <Ji ,_ .... 

-'P"<i:oli:.o«l fWlo<1""" '" tb< oncndo!d 1"""0." )u¡>ÜC . .. ~ .... ,ha, 
.... """inr<! "i, ...... _'ido .. ' u,,, • ...,¡ • <Ji !he "me 
produc, .,.. 't" lbmuah ' ¡>ro«U or ",hfunctiCK'lali",,\""'. d"";,,~ 
~hi.ch both oopirs of "'" ¡:t , .. .... o ",1_ ni ,bt~ .. ", .. ,,.,,1 
fu",e,;"..., "ha" ac'1u~"'~ , ..... ~ ... 1'.11, I R] 

B.-IT/ .. ><1 HAn ,,,,.,,,;,,,, . ,><1 :OC'l"~it;"" ni d;"",~n, 

"'1"...;"" p,,,,",t... ,,~n .... ~¡,'" ""id . nd ~·l"'<>a<Od """'iai"" 
",,<lo, r"m"I)""" ..... pi ... IOf'¡· .. Id .... l'i ... , O<')· <<><Id;,;""a, In . <ldi· 
';"". do.u·;t-""",,, of1l", h~'ntl""i.c .. Id ca,aI"'ir <h.,.",.,,,. nf ,h. 
RCo\T in ''''o ....... ¡-m .. ""uld (o""'h,,,. '" 11", a,,,id..,.,. nl r .. ,ile 
'-)cl<a """" 1hr iodr(l"oo"", "'¡¡ul .. "", ~r .ach ~ .... "",enni, ... 
!he fM""""" ni!he f'<'"'"",rn ~,_ ",,,,,," .i,l,.,. hioa)1"h",ic ~, 
cauhtii.c p/>~ . o] <"""ir."" ... ·n .. d~_'" rh¡ . 1 
rol" pIa)~ 1»' 1I>t1 .,><1 11>,2 i. f"" ....... nhanr1!d ,hmu;:l, 
diff,,~,tial Iocafu .. :",,; """h '''<l'''' io 1oc.,«I ¡" 11 .. ''''''''''''. 
"'''Ol ¡" .. hi<h "'" !""lio""" .... h. ,-a,'" "" prndu<ed. ·n .. rae, ,ha, 
J.IB .. ! ;, m..u~, ~>l1h«i.c .. ><I i .. cata!>nI ... mIo;'~· """,,«1 
.. t.e., \ -11. i< odd<d lo> the no1!di~m """'''''''' ,llO ~'''''' nf r~,iIe 
'-)"I<L 

h '- ........ ptoptI&1!d ,ha" .... lf'I!CiaI.iu<"'" nithe Gml l· ..... 
GDJ(J..r.>codl!d '\_0\1) ...... 1'"'.,..", ¡l.¡tam..., dohl~ ..... 
the U';:;>~L1S?I.....mdtd """"'ritta'" t¡>l'lweo ..... 1d reauh .. 
the~ni~a<ro.o<lum"- · tMochernical 
propon;"" diotion fi'om _ dio¡>Ia).,d h¡I the t.>mn-oI.-":'~ 
....... 'hiclo. ..,.,Id pbj' "" impon .... , rol. u",,", ,,,,,ai,, .",-inlrI. 
""",L>l «>o>d,,",- (-1,61_ lIo,¡iI&l~ up ni C'.dhl .("""¡¡" '" 1.)120-
l.yl2l ~ .."",."... ;. pnrdIIe .. " .. halh MZ)n>tO 
"'" ~ in the umr .... bodl..4< ~,. "",. lIal ) and 
l!aI2. ctII ... "....", '" .... ....,.,,¡. """,tic ioo(""",, .. <lUId .... 
bindrt«l b!-" di5 ...... ,i.>J loxo]i .. cino. ~. in many <_ 
~on doouiru ot" ....,..""".¡ in ~ r"".i..., 
dilr~,tial wb<rllulM local;" .. ;"" .. .,.,.¡,¡ .,,,;,¡ belorn-nI' , . 
""""'. ~~,;,,~ , .... bm&l"'" ni h)i .. Od iraZ)meo ~booe 
~ a<ú,ity <<KO.Id .... h~ '111< foe' ,h ...... bifur>C,io". 1 
roIr ¡>Ia)"'¡ by the ~"'¡'¡il,. J.ru.,1 ha> lo .. " dio,rih,"<d in 
1I>t! . ud 8.,2 . .. hielo <""id h. ¡><flU'''''¡ '" .... nli~ic 
..,..,.""" (1 9--2 11 "'~. ,h .. f",'¡'iI < ..... r",ma,,,,,, <Ji hoI ....... 
nli_ tic r""", rould h;,"¡", ,h"i, 1..... ical oe,"'i,y. ""wlerocn.-. 
in~ "'" rolr of "'''1'1\" ",I<><o]".,in" n" 11", ru,1(';"'W dñ ..... ;r,· 
,,,,,"'" nf d~p!ic .. " """"". 

.n.o. "ud), I>m\w, .n ,x .. "pa. ;,,,Ii<a';"~ 11\0' ,h. iml""'''' 
"""" ni lb" fu,lo(,;"n. < ..... i<d n,,, by . hiru"""",aI ""n. 1'0<><1"", 
<:a" .... ""h",,~ ~\rou<rl\ "",,. duplica,,,,,, .. ><I runh., .ubl'u,lo('¡"" 
'wi ... , .... \ '" h .. horn .00.,,, ,n b. 11 .. e ... ¡t" ll .. "" ,.,ic a .. ;,eh 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"",,<mI!;"k 11", }UII p!a<..- utili"",' .. " p;l.lh" .. " j" s.~, 
, .. o p>ra 1:"_ ~,,,,,.io ,h. Gal3 ~iodu<: .. aOO ,he G.H./. 
.. """"'" ~~owe, .. I"'h in l.. WGl ~ <:oo, .. in.d;" a ""P' 
hófu<><tionaI a""""ral~ ; .. ,¡o"" 122). 

IUully .. ><1 .. <>nh .nM,iMink lo .... blol<"'< ;,. S. .......... 

_~ .. d, .... pan el duplitalfd 11'_ ~U\..!y encodil", 
p;.v."~....-.an- """ an>ml'Ó< ~ ....... • ~/.TI·.U:T7. 
4~TI'_'Un and ,jRo.t·.~Rtn.. .U.TI-.~/.n h<l",,~ lO .... dupt;. 
<aI<d "'..,<1. .• ocquit-ed aI\t< "'" \\"(;[) ....... , .. hile .UTI-.-Un 
aOO .~o.t·.~R09 <00",,""'" '" ~ <i.lpIi<: .. ;.,., <'I .... tt. 
"Iltuo, <he doocn1>ed duplica,;"" and (urth<;r d;"",.¡(ouOOo ol 

.',"'.T,' .• B.~n mal he roror-nw~" ol a ",nrn.I rnodw1iIm 
u .. bich S. __ h .. irnpn:I'I'fiI arnloo ",,01 ...... ohoIiam. 

Mal.riats and Melhodl 

Stra ins 
TabIo .. de!ocri .... 11 .. ,IIan.<Ltriotio ..c ,"" .tni ... ..m ¡,. ,11< 

rn-' .. cwl. J...wp..w.., MIJ and ""4 <Ir .... ,..;.", eX ,11< 
eL \ 1.2 ,003 w.2:.'J.H.7'o ¡t ) ...... obw"..¡ uai.lI( th< I'CRobaord 
Jt<, .. ,.."1""..,,.... 1"""".-.1 <Itocr~>t<I by W..,h "aL [23], .. itl> 
boLlH'f .. a ",arlo. r ..... , ~-oI~ud_Odoo ...... dts:!!,>«I 
~,;"~y 1>Ued .. , ,he fl.1Tl \~II .,1/1 ~!1 <>r 11.111 ~!3 .. ><1 

.\It) ,,,,,,10<><;.\0 ""1"""'" and ,h.o. o/,he "'ulliple cloni,,~ >i~ 
p"0<'" io, ,ho pL \f>a ,,",,00' )211101" ,",,"""ódH....d ror lh .. 
.. ud)- .... deocril>e<l in l'. hlo S¡ ~ QlAGI,:-; pu,iford prAGa D:-;A 
~ ... ~ .. ,"mpl~\e ro< ¡'e H. ... \plif",~\;"" in • S\ ... :.¡ren. 
11."1"",-<1,, 40 ",i"lr " a,,,,,,,,, ."'plif,ulÍ"n promcot. '11,. 
"'". i"oe! l 'fH~op a<ld 1311f..!op ¡'eH. pro""",,, "'p«~\..,1y 

hat!",ti,,~ ¡UTI o< flAn .... u."" .. ~ .... Q;e1"f'W".~ and ...d 
'" .... >&1" .... '" mai" CI.'\1 .2, 11""" ... ,;"1: .".in. CL\1 1 , .. /.1:.' 
I:.o..\/XI 8.1 n • .-.3 w.2,'¡;':I"1> .. Id CI.-\32 18.17I .. U::ln.\/XI 
...,j r..t.':U:f:1>. 

,\ CI.'\1 ·2 N/IJ N/2.1 <I<m-a¡;.. .. CI.-\33' .... iooI.o.lOd rmm a 
ntH""""hro:P> ......... , <It.-i,-a¡;.. .. nf \ht C I.-\3! N/14 "'* 
",.,un, (It" .. noe! t" \......r"""inl: !Io ... rain ,.i!lo p43l9 EtoH.! 
ru~ed pIaomid, .. hi<h ~an a '''P'!' ni d"",~" T "" .. (23). olw 
~><tO ,he 1:.0..\/.\' j mtIduI.! "', f'«orn~n, 
lI"""""" "taio, CI.'-'I ·a "'14~_\LW 1:1.1 n ro w:J::JJ:L~. 
.'\ .... 2.1 do<>.-aÚ\ .... -ao ~lOd f""" eL\310&, aa deocrl>ed 

""". To alllain • " ""'1.1 mUlot\t, fn>nt !he Attg"""!)Ul" Ioáir 
.4.: Ior.. • IlITIfB.H? KU_-\O..\ I030.¡; 

A1R1Tl .. tl>io "u<ty AfB.ITI ..... r<pbo::ed ..,. ~ 
>"OUIMhU>atio>n a """""" ,oow.-.;"I: lb.< .... \t\', < ........ 
ftonW..,. 9~bpni~ ' UTR -1M 1/) - 10' and 101 bp nf3' 
t,,-Ill -1m", _ 13:1'1 >«tUtn< .. ol AUl.ITI 'n,. mod .... 

..... amper....! fn>nt pr .. \li.o pI ...... id by "'¡nl: """"'~ 

r a b i<l 4. 5/"",1 used In thll wot1t. 

." .... ......... _- _. 
a..o.'·1 .... r ... TI "'1] .... 1 """"-IW ,., =, .... r. """"_'''1] .... I.....u,uw rr.;," .... 

= .... r. "ro ... 1~~' .... llWHIu1 rr.;," .... =. .... r. "".c/<oIT .. <l~-"-' .... 1 rr.;," .... 
Ooul,UW 

--... .... r._l"II " .1 "" """', '11 
~ ( 10<'0. , 11 -.'."....v. ,""" .... 

" 

~13 .. ", ~16 [ ral"" S I\. TI,. PCR pn><I"", ,,'ao pwi.f .... 11)' """R 
\ht \\" ... td S\' ('..¡ ."d I'eR CIo .... tJp s-,-...m I'H.O~I[G.\ 0tId 

....,.¡ .. ""upLo.. rOO" & """"'" I'CR ¡" """" 'o u'""" \ht 
~ rKOrIlb~w>n., S«ond PCR ,. .... mpliI" .... 
..itl> Oleo ~11 .. ..t ~¡S (fa"" SI y~ ...... .... 
u-and"<lO"mood 11) \ht "",hoo:/ deocrl>ed 1.,. 1",. "'.IUI, T,""""" 
mana ,...., ..t.<lOd '" .i!he- G~ la "";"o«c "200 ma-/\; 1 ..... 
T~ 1"" .. '. o>< ~;., .-....:. 100 m/C/\; 
1\'"..".,. s;". o>< both, 00 l"'''' ""uan,......~"'*' 
'l'D'-rid> m<4wn. 

GfOwth conditioM 
s.ra;"" ... ..., _Unefot· .. 00 ~I~I c:«o";n;"1: 001.., , ..... 
~_ ..,.¡ .ium ... -"U>j¡- \ht r.".,.,ula nf,.., ... '¡'..,~ 
..... ,l)ób>;. GI""""", Z'>, .. IV- <lO" «han<>! (2"", .. l ., .. 'aI....,.¡ .. 
• <arl>an """"", and f(l ",~I a.nm<w>ium ... If~ ....... ....,.¡ .. a 
,.;~ ...,,.,,.,. \"~ 1'>0 m~1lI, Ieucino (100 m/C/!', ..... ""..., 
¡lO n'!lll), :od<nia< '20 m/C//), h;""""" j2{) "'1:11) .... .,...,.¡¡., 
j2{) m¡¡1I) ...... ~d .. \ht indic ..... rlMl «>oI«n' ............ """ 
~"irM. 7 nL\¡ :o¡lu,ami"" "" G,\R .. ' .. ..., .....,.....",." ...... """ 
l><'Odod. c.¡1>~ ... ;"""I .. ".d a' lO"C "i,h "" .... i"/I' (2.50 """ 

Construa ion of low copy number plillsmlds bearlng 
/lAT! , BA T2 or /GBATl gene' 

All ..... ><I>.rd mo~"I"" t;;"in¡r¡ 'o<h"iq_ .. tu I<>II""ed .. 
tIoactit..d ~. S .. nhr nnl: ti er, [2.IJ. RlT! o. Rln .. ~rt !'CH.. 
amplifood ,,,,!,,,I ..... ,.. i,h th<ir .1' J'<""l><"'l<' .... u"",. ."d <1",,«1 
¡",o tho pRM 16 (CJ~\-"; .l!l.~l!i I:R.~J¡ 1"" -<top¡."u.nh .. pI."nid 
[26,27). ror I!.~ TI , • 211.\ lop ,..,' 1""" .. " - I()fk) f,nm , .... 
=n codon ... ><1 -:193 r,om d,. ""p codo" ........ 'I.if ...... ilh 
doonxyo/i¡¡onud""";o,,,. ~19 0tId ~II O r ral ... SI) 1I" ...... 'i"~ 
pIaomida pRSi lf../:UTI 0tId pRSt2f~li:lTl r ... I!.ln, • 
Ifolll "" ~gioo .... " . ..., -'171 rmm oJ .. llan roM" 0tId _19 
from "" ""p mdn.t, ~ .... mplif .... ,.itl> tIe<a}<>Iiaoouclfaoidoa 
~1I ! 0tId ~112 !I<"".-atin¡¡-~ .. itIo pR$41 f .. 1l1 n .. ><1 pRs-t2f.. 
B.I n. ro>< A1RiTl & 1191 bp 1", .. """ -YIO rmm \ht lIaIt 

""""', """ ,(,1 rmm \ht ""P "odoo ,. ... ampIiI".ed ,.ith 
d'''''',-O/i¡¡onud<aOleo ~H3 .. '" ~II . (1'..,.. ~ I TI .. !'eR 
~" ,.-as theo, d ...... ;"", YF.¡>KI)l!l2 .,pKIlI "" 1.1I.tl' 
p/a&ruid 1Wdl' p",.,"idod 11) !);. Rohent> Cofi.¡ .... 1'11.$4 16 Cf~\"6 
.lR.SHi r.Hll fiasm.id lI"""""';"'- n:pKIl332.AUl.ITI 0tId 
pRSi lf..A1RITl <HJ""';""Iy. 1);\'.-\ ooquen< ' .. -as nn-ied ..... , 

. the TIr n ¡rin' .... nipRS31G 0tId pH..\t26, at the 
t;nid.;od de B~ ~I""""""" 1...u,Ulo de 1- . ~ CftuI", 
t;""...-.;w.¡ ;\'acit.W o ..... OÓ<lt>mO de ~¡bic:o .U~.\.\I l'WmitIa 
,. ... ...t-q....uty.....wt.-mod ;.,,,, CL\\ · 2 0tId • ni< "'.1 
0tId Nt14 ~ m~WlII :tnd "I.J M2.1 doluhIe mUlw or 
A: 1M .. ,"'id 'll" otrain ... >tI IJJ.¡¡¡I.1 """ .... ,. 

Conmuaion of BATI and BAr] chimenc,l fuslon 
pI. smids 

r....".., """""'no"! ';,ho-r,~ B.1TI pmn_.""'~ AUl.ITI 
codin~ JOq""""" ~ !he B.ln l""""""'" and t~ AlR.!T1 ,todin¡ 
JOq"",,,,o ~"'. !"' ....... ,«I by ",...-tapp<,,~ I'CR amplif",a';o" . r~ 
th. J'U'P"", p"''''''' ~Ig a,,,, ~Il,\ .. ..., ~"'" '" .. h .... n • 1092 lop 
product ,,~,><Ii,,~ ""he I!.~ TI ¡m>n><><" .............. '" ,he 
r,,,, 29 "" ni , .... ALlHn ,todi~¡ "",~,,,<e; ,h~ ..... ",-<rlappt<l 
"i,h ,h. IlO3l", ¡-><O<hoet el ""''''',. ~!16 ... d ~IH, ~hi<h 
o><lud<d th< """,¡>IMo A1H~71 «>tI ",~ .... "",><., ~¡milarly, 

primo" ~11 1 ."d ~I l l ~". wtd '" "'"ai" a ~R3 hfJ prod ... , 
,,<>.........,.,din~ 'o ,1", l(1 Tt pmm""" ....... ,,., •. t"9:"th<t- .. ¡,It ,h. 
ro ... , 29 "" ofll .. AIllATI «>tI;,,~ .... "", .... , a,,,, ", .. do¡>pt<l .. ith 
\ht ! lO3~'P prod ... , oC ptinl<n ~116 ar><I ~II ~ ... hi<h inel"""" 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ti>< <o",¡>IN J.lH.IT! <Odil'll: I«¡..e<ou n .. """"'.." nt..,.;nrd 
"' ..... don.d i",o tb< f>RMI6 f>Wmód, thu. JI",....a¡inR pRSi l6 
P .. m·AlH.~TI _ pRMI6 p .. ,T7IJJUTI pt ... ,.;,¡" ·l~ 

pWmódo ..... ""-"""'lr traouf""......t in", oh< CL\I·1 _ 
""s<ni< ... ,J and M2.J . ... gI~ ........ ",. and NlI J "'1J <b,¡hIt 

~~. 

ConmlK'lion of SAn ind SATlll-giliKt~$l! Iu~ion 
pla.mids 
T~ r .......... 01 11.lT! ... 8.117 ~ '" ,b< 

,. ... , .... ol¡'<~olüt ...... _ ....... ~hy 
ti>< pn>mIlI<r ... • inu> ,b< n :pnl (211 ,..; L·R-IJ) 

pWmid (211]. ~19 ood ~fl 8 """"'01;-'"<0_ ....... ..-1 '" 
ampliE) a II~ bp otqu<n« ~"""" ¡UTI ~ 
aOO Mil and ~f 19 .......,'01. udeaoideo ...... ""'" lo> amplif\ . • 
3 10bp _ c"""'f"Olld"'r lo> ,"" Aln fK"<II"'<r l'Iumido 
~1«1 " ...... \"f.p3S3 P&l n and \·f.p3Sl P..,,,. ·n, ... 
pWmódo ........ ,r>tuI<>nn<d in CL\I ·2 .. iId '1T'" ",..;" . 

Con.lrudion of BAn ind SAT2 yECivine tagged mutitnts 
B.~T!~(;¡: atId II."n.)Cf. ...... ¡"ftf»or<d U <10:0<';1 .. <1 1..,. 

]"ngti,.. 11 al. (2'1). "1" .. " pi;'" <ti <>I ~ ..... ""le<lti<loo ...... ~. 
bu«! ...... il"'" ,ho B.1T! ~f:!(}'~f2 1 1 '" 'un (~t:n.~ f 21 ""link 
I«¡""nco .nd ch.t ol f>"T I i3 ~)"';II<',,,,rle<>ti<let ...... ",«1 '" 
.mp"!)' w PCR ff"O(l1,.n,., plu mido JI"" .... od " .... "",,,\l. 
rol'tllt<! in", ¡he kY~N l l't1I¡llnin ( rala 4\, ¡f.CiI';ne-fuainn 
",,,\l'''''''' Oll ,1 .. '''¡'''''l""."rl <ti,ohe. 'UT! ... 1(11"2 ..... <. m.d 
0.1\ .. p~""''¡y ddcra>ed 12'11, and l'eR c""r"o;od, 

Fluo rescent mic roscopy 
B.tI~· ¡;Citri, ... ud IIol1~' EC;',;n~ ,~"",;,\O ........ u><d ,n 

..... th<o< pn><o'" ... hc.llut&r loul"',,"'" ~>mu~, <n"fncol 
mic,oocOf>l· To <o"f~m milocMo><l. " 1 Incoli"" ;",, ,ho """;n 
1Ioo1~¡;Citrin< ........ in<d .. ioh ~l i.".Tta<w Rod C~IXR", 

(~[Dl<cul ... 1"""", 'o manllf .... '" .... .opocifocatinov. , c". 
locaJ.iu.tioon hrt ....... ,ht ~fi~Tradot atId )'ECiuin< .. 'al 

d<t<nnin<d t!t t<r¡u<'tl,iol ima~in~ Cn.úrocaI ima¡¡: .... "'" 
obuin<d u· • rl .... \·.... 1"\"1000 Iu<r <nnfcoca! ... ~ 
~mpw al'am..vin ......... od lO .., ~mpuo IXR! ",,' ... 0<1 
li¡In 1tÚ<..-.pe .. it!t . 6th oil.imnwr1.i<t<>~" .l."I'1_"'\1'O 

00" Ú :'\",\:J.~S , """" ~ 20.0 and 3.S 1"" d <"""-:al """'_ 
. ,11< <Xcitao"", and omloo;on..,oin;:o ,,"'" u Ji>IkM.o: 1 ~;Ciuio>< 

"""i,..""" al W ""'; .....w.ion 320 mn al" SOl) MI _ !lO run; 
;\I¡""T~ ~ .. oclon 343 ""'; emiMlnn 398 ""', BI" ID "'" 
_ 100 RO>. .no. im~ .. "", «oIleaod in """l"""tial _ , . 
II.IO<l .~/oIice • ~1 in~;"" modo. lb< 
""-'1 ....... ~ pt<>t...;,,~ .. aa IMO-;M ~ith Ofo,"tI\jI<>$ fl ... \ "_ 
~," IOOO ,......., 1.7 """ .. _ 

C~ll ~l({riKt preparation 
c..tl ~ ....... ~ ";I";QC a modifood ~ !mm 

Ri¡¡.>'" 11 111.(30] "".1 oh< XCRR y ..... ~. Con,." !lrit:C}', ,, 
2 1 )"'" <ul<un .... , ¡¡ro..·n '" "'P"'",n,iol pIwe i" n'l), cello 
.. ...., <oli<c~ ",. <tt1trilLllr"ia" .. . 'C, pollo" " .......... hO<l .. i ,h 
bOodi .. al<d < .. d .... , ... and ,""" .. i,h mM :'\"1'.«) !oufl"or (:'\".,H 1'0, 
1.\ m.\[ . :'\".H,I'O,.H,o !O m~l, :\1>..fO I~, :'\"aC[ , ,,O m~l. 
F.!H" 2 n~\[, -". r 110 ",~I, -"..,\·0 , 0,[ m~l, 1)·1"1" 1 ",.\1, IIS .. \ 
0 .1 "' , p~lsr In~\[ , pH 1.21. Celb ... " mlle<:lod I..,. .. m,if"~"ian, 
""l",,,dod ;n 1 ~20 mI <ti XI'·«) hulT" .nrllraruftttod lo' ,1 ... 
.',0 mI <hamhor nf. he'" 1 ... , ... ·n , . .. "'" ,"",",,.. of J¡t . .. ¡ .. >do 
~ ... addod '" , , .. , .. pontl<d «lb c.n. ~.,. 'M" lyOl<l in "" i<0<I 
ha.h '" i.h ) C)"t.. <ti 1 ni;', 0011 mi" <>11" ... hh • • \ m;" <>IT """iad 
half ...... y throu.l(h. l.) ... " ..... , ... "If.""" '" !lO m i rol",,, , "1 ... 

" 

and d.nfiod .1 3,000 'l"" ro< 10 m ;" ;". ,.[';fI:O'!'O,od centrif"Jtt 
.!11< ouptrnaUlll. ~ ... <oli<ctrd and """)rnilI'" "''''''Y "". <lo,,,. 
minodimm~. 

Brand! , hain aminotran:;fer~ re enzymati, alHy i nO 
pro,,,in d" , ,,rmin.atlon 

_0\ pt<\';""0I)" d<ocrhd ..... 1· 131], ..... pIod hntoch ehoin 
.............wu»< aai>"l· 10 X.\l)PH 0Jtid.0 ...... <>W¡--' by 
-".,\I)'PH Gha ..... '" I~~ Gnll H""'''' .... , """"'" 
"'" ~ ... uoI. «>NI"""" -".\1)1'.(;1>11 .... ahIt lO lile ,"" 

~ ~~ .. ~ ,hw ~nR ,"" 
-"o\[),P.H tDcidaoiao fmm oh< ~ ... id ~ 
aai>")' . . -1..l aIt<moti\., m«hod ""~ ~IO acill 
~ aai>~. ...;,,¡ ti>< moltie"'lTnO ~-U< ulaJalC 
d<hydro".na .. cnrnpI<oI fmm pomo. hean '."Gl)! I\ ..... 
~.,lop<d. Il.>I I ",,",, lW2 """)m ..... ti>< I ....... I"O-Cl .. in ~ 
I..<~ (OC " "\ and ¡rtwomi< >cid .. out....- lO ¡torodua 
¡o<ao><hod <hain am;"" ""O IICA \ _ 2-U< "' .... '" ,."G\ 
UIÍCl¡ J>'\'ridox.aI Y-pOOop/l.>'" PP ... <OIa<tOr .,11<", oh< , ·"G 
prod.-! can he "..,¡ .. .w..u-. ... . lo"g .. ¡lit Coeo"l""'.\ (Co.\ 
.,><1 -" .\])- ~. ~· "G])H pn:du< i,,'1 """"'"'li~\.,><I CO, ,h .. 
t<du<;, ,~ "'" X.,\W '" -" .. \1m. -"AW ,"""""", ..... mn""O<od 
".......u", .'\1-"""" '" .1-10 "'" olot", lb. ,¡", •. "11 .. fulli , "",""", 
el ti>< ..;.;.)' " ... 1 mi oom.ainil1~ 311 ~ .. \! ~IOI'S 1'11 ; .1, , m~l 
nTI".O. 1 "'-,[ CaCl" O.i; ~ .¡¡C I" 1 m~[ ,hiom;'" Pl"'l'I .... pt'." 
(Ca;H, SIG~H), 0 . 2~ m~1 CoA (C. ;IIO, SIG~L\I, 0. 23 m~1 
P'\'ridoxal .~ · -roo.l~"" (1'92.\3. SIG~I ,\\, 0,23 U ~·KG[)H 
(,,1.'>02 . SIG~[,\). 1 m~1 X .. \1)· r.-.·;004, ~1{)~fA\, S nI~1 pnw. 
,iwn pl'''")~'''' ""l/o, pH i .O .11<1 ,"";alole co,><~"'''''io", of 
Be...,\ and )~h ... mi< oeid (GISIl I, SIG~fA~ ·111< «oe, .... , ..... 
1lMI0<I ,,"',m ,ho ao:\dj,i.>n el <rudo ,el .. tro<:U . ,\U .... )~ "'''''' 
c. m.d nu, ... :lO' C in • \" ....... , COI')' +00 If"""troplwnn"., .... ith • 
1 cm "",m 1 .. ,gtIt. I\C¡';A""'¡ in ,hi ..... l ........ : ~. " .. <>loor:apmi< 
""id ondi"m Wt (~_,,]C: tw629. Sl G~J..\\ 1>1~,." .. ~~ ..... h)l. 
,:aleri<..,id ondium w ~. ,,~[\"; "'7123, SIG~ I,\ .. ><1 !'\Mium 
~\i,-.ltra", ~. " '''; I ~ I~!IS , IC:>" 

jl-gal.acto.idase Ktivity det .... minilion 
Sdohlo <Xlr>< .... ""O p<<p.>rod '" ~ .. hoIe <ello ... 

tite ~ ""'"""'''''' bulI<r 1 ~2], ~Do ...... f¡ ........ ;,h 111_ 
he ..... ~g>l..,~ (~.r o<,;,i ........... dtttrm~..,¡ U 

pt<\~. ~ 133,3-1] Sp«..'" """"1 ":00 upt • ....t .. 
"""""' eL ~ produc<d p<r min",. p<r miIllIrrorn ol 
pn>t<iR. _ in ..... ."....,...¡ '" lbo m«hod d l_')" 13.\0) """R 
000."", 0<Nm. albwnio ... 1latlI!Md. 

Nonhern bID, an.aty.il; 
~ anoI) ..... ,.. =ri<d.,... .. d<ouil>Od pt<\ioauaI) 134). 

Tox.ol \""" R.'\"_o\ ..... ~ .. doo<.rihod 11) Suuhl .Ir. no, .. 
(36] I'rom "".",."mialfo, . ... crLlo 01 ... 0.+-0.6 or ou,;""..,· 
¡¡ro..n ~Ia .l-3 da), in 100 mi <ult_ /t1T!, /t1T'l and 
AlB.lTl ~ .. ",. ampl¡(>Od U'¡Ill' ~12. and M IO, ~1~3 and 
~[26, and ~[ 16 and ~m ~""l'_ "",-ideo 11.1 TI, AI1"2 .. Id 
JJ/tlTl. !'rol ... includ< oh< ... Id< ,<>di .. Id ".,...,...,... ol 
o""h ¡¡<O ... 111 .......... ",ann«l ""in~ 11 .. pro¡¡nm InlORrQu"" S.2 
~loi<cul ... DI .... mÓ<>~ t~.h<r. t ; ! bp IJSCRI f'>Rn~" ampl ~ 

f>Od {}l' A: ó><tiJ .¡¡< ,,,,mi< D-"" p .. ., ..... i.>n, lI>;"R <Ioo..¡"I~,," . 
d "",id<o ~!28 a,><I ~ ! 29 '" • 1200 t.p .l eTl fu¡¡mem ..... ....,¡ ao 
\oadin~ <oonrol, 

Support ing Inform.t ion 

T.bl. SI !3«Jxyoligo"ucl<oticl<o..-d in thio uudy, 
(DOC) 

_..,.2011 I VOlumt 6 1 .... 1 ,,~ 
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9.2. Artículo II 

 

Algunos de los resultados publicados en el siguiente artículo, se obtuvieron durante una 

estancia de investigación en el Bauer Center for Genomics Research de la Universidad de 

Harvard en el laboratorio del Dr. Roy Kishony, durante el periodo de Julio a Noviembre del 

2005. Los resultados obtenidos durante esta estancia se describen en el Anexo II. 
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Dupliule '''''''' I,om the " -hole-genome duplicalion (WGD) in 
y .... " .'" orlen di<l""' .. bl_"."O\'ing one cop~ h .. lillle o, no 
phe<101ypie con'Njuence '.l. lt i. unknown, hown'er, ,,·he!he.­
"",h di"", .. abil iey ,en.d, imignilicana. 01 lhe anCfllll1 
lunction or coml""' .. tion I,om pa,aJog . ... ' . H",e, uoing p,eci.., 
com~~tiO"l .b.>"'" ""' .. u, .... ents 01 eho lit"" .. m.t 01 . ingle 
and doubl. delet;""" " 'e .. timale the e,¡>OS"d liloe .. 

o e con tribuciM o/ WCD duplicate g""'" in metaboli<m and 
el bound tho i~t.aoce 01 !hei, ancest,a l p,e-duplicatioo 
g> lunction. w. lind that the lunccional o,,,rI.p belIO""" p.,aJog< 

.... fficiently explai", tho "PI'",enc di'P"" ... bilit~ 01 individual 
o :l WGD ge".... f u,thermo,., !he lo ... ", bound on !he litne<. 
.g ~aJ"" 01 !he ..,Cflllal lunction .... hich i. eslimated by m. 
a.. deg_ 01 ')'n"'gi'l ie "1'i,ta,i., i. IIlea.t l. la'ge l. the """'age 
! liln"" mo! 01 deleting . ingle non_WG D g_" T"- , .. ull< 
~ "'&8"'1 lhat """t m.ubol ic luneei"", encoded by WCD ge"", 

a,e im¡>o<unt loda~ and " -..... 1<0 important 11 tho ci"", 
~ 01 duplica~on . 

.. Ahhough ",..,,,,t inkr<oc .. 01 tho <x,.", .od m.d"'.oi.m. 01 p"a· 

lagou> romp<n>.'ion Iu,.., M.o .ugg .. ,«I''>--', dir~ m""u'<m.o" 
~...:lth,ough doubl< dol<tiom 01 duptú" s ...... h.,.. "'" b..n dono. TI1< 
~ctlO"-'l "" orLop M", .. n m.ml>< .. 01 duplica" p.i .. "",oil .. " •• 

- d,,·;",iom ol , ho titn ... ro" 01 doubJo d.l .. io"" from ,11< .dditi,.., 
.. po,:tatioo b • ..,,; 00 ,ho <fttc" 01 .iog!o d.t"iom" " (FiII. 1). 
~! ... uring ",eh ' yn<rgi>tie .pi .... i. bm,-u o p.,.Jop coukl ,h,.fe .. 
l>< u .. d ' o o"im." ,11< fi,,,... rootrihu' ioo 01 ,h ",..,rt.pping 
function. s"GU"" ,hi. o,..rlappiog luoctionati'y """h tho ti' n .. . 
rom«¡uo,}C, 01 d<l .. iog • • iog!o g"'o, .. -o d'h"" ,h. ''''P'''''';' ti ' n .. . 
ro""ibutio. of. SO"" • • ,ho litoo .. offec t of i" d olotion in tho . b .. """ 

01 i" paralog, Fufthfi, by coo.id.ring p'oc .. = 01 functioo.J g';o . 00 
loos, ,1>< p""",' . d.y ')"T><'g¡" .od ,h • • "ima" 01 dd"ing bo,h p.ir 
m<mb< .. con b< u""; '0 .. , im.« tm,.." .od uPP'f bound. on ,h. 
imp<>rtanc< 01 ,l-.. ""e" ,,.t duplicat<el fuoctioo. 

To .... mi"" ,ru, ph<Tlotypic com«¡uooco of riog!o .nd doubt. 
dot .. io", 'l"<matica!I}', .. -. d ... ..,lopo<d . .. n.i!~-. p.,.J I<l ' «hoiqu. 
lo, d ... rmi,iog ,Il. hto ... 01 'iocc/,a,omyu, ",,,,¡,¡,,,, g",o.d<l .. ioo 
",. in< (Fig. 2). Th. m"hod i, b ... d oo. comp<ti!ioo .""). "",,,,,",, 
",. in< t.l><.<el .. i!h ,,,"o diftt",n' v.n.o" 01 , 11< 11'« 0 rluor."'<n' 
p ,o,';n--YFP (j..,Uo", rluor"".o' pro,';n ) .nd CFP (e)">n rlu",.OC<1l' 

pro,';n)---and p,ovid .. pc« i .. m ... ur. !I''<OU 01 ,,1Iti,.., fitn .. ~ 
Mutao' .!Id .. ikf. 'yp' otr • ." " . 11''''''' io mix<d rul'u, .. lo, _ !OO 

soo.,,' ioo, 'hrough dait)· ..n.J "ao'k", .00 ,h. ,." 01 eh.og. io 
sooo,yp' frequ.nci .. i, ",i",,<el b)" butk "", .. ur.moo" of HP .nd 
CFP rluo,,,,,.oc.". TIti, .. " 01 ehan!!" sn'" ,h. ",Iro:ioo ro<f!ici<", ~ 
.od 50 ,ho h ' ''''' 01 ,h. pmieut .. dol<tion "'';0, \1; relati,.., '0 ,l-. • 
..ikl. ,)"p' fitrl .. ~ \1'", i. gi"n by \WW~ _ 1- , (= Suppl<m<ntur 
M"hod. ootio.). Tag.", .. , " p'rim.o" aro dono ' o coo' rot lo, 
, .. r;",ion in romp<ti'ion ..... )~ . od in ,1>< co""rucfioo 01 " .. io. 
(Suppl.m<ntu), Fig. I oni n.) . TI1< .. ori'ivity olou, m ... urom",' 
.tlo .. -«I u. ' 0 id<ntilr lit""" .fttrt. 01 _ 1%, ",hieh.", '00 .malt '0 l>< 
d<tKtM by ro"" on, ional m.nill."",n' ., bu' ",hich ." no""l1<l.., 
... "tutio<=)· .ignihe.o' (1a'10 in rompa,i",n ro ,11< ,«iproc.t 01)..,." 
off« ti, .., p<>putation .i .... )". 

W. cooc<",r. " d ou, <>p<rim.otal anal)~i< on S'o" ",1a'M ' o 
m<taboliiITl, ","ieh p,ovic< • comp",h"" i,.. mod.t .)","m lo, 

s~,' 
) - ~ ) 

~ ... 
~ ) 

'" 
Fic .... 1 I¡ .... ' M¡¡ , .... o,ten< o~ o • • 'o¡¡oo, ,,,", oo,,,,,ton Tho roct.n¡¡I .. 
'j""ooli" ,n, ro"",."" ot 'NO "",.'"",", ¡¡'"IM ,'.0<1 K"_ T'" t"", .. "", 
o~ • d. '.,.on " ", ,,, ... n,.d bj ''''' . ro. ot ' '''' c"" " OCOd ,.1¡¡ t" ,a,an . Whon 
a rr~","" o~ tho ¡¡on. , n ,. c. :.,.d, , .... ;:.>rt ot it. ruoctol>.1 '"'" i, oo • ." 
ti)" ,n, .,.olo¡¡ i. oo! lo" . • "" , .... t""" .. COI' (.., or " ,) ,oIlom o'" ''''' 
cootriOUtlO' ot "10 OOO-o"""' ''''"¡¡ , ... Wnon bc<h ¡¡O"" . ro dol"'j, 1,00 
Tu""'.onallo .. " ,.", .. , n,"" ,y , .... "",00 oT "lO 'OO'«I"¡¡:" , ' '''' " " 
c"""oor>:li'll ti' ",,, C('' ', ' r. ' , " ,od ,c.otod_ Tho O"""' OOl"i . ro. (da"~ 
¡¡reo.,) .. ",. "'"'co of ' '''"'¡¡''''' ' 0:"" " «" .. ) "' ''. H n , .... ¡¡on ... Tho 
" :" '00 '''' a " ''- _ " , _ ' .- , ,,,,pli.,, ti)" , ... ti¡¡uro , 001 .. w"" , .... ti'"",,, 
. ' "," . ro ''''«111 

'o.,.rt,..,." ot S,..""" BooI"". ~.".,. l.loolClll ' ''CO', 200 lOO"""'" A"",,", BOl""' , M.....," .. ~. 02115, USA 's.c_ of ['11'_''' ' "10 ~OO" ., S"."", 
H.,.,,,, U''''''''' j. C._" iO , 1.I • • ...,,, .. n, Q2138 , USA. eo" .. ",,,,.,,,,, '''''''' ,. . "" .. ..0 lO R_K. t,,,,,_, .. ,,,,1)<O'''''_ """. ,'_.0.) 

••• VOW-",.O ~lI-"" '"; I -"AY >eX" NATU U " . .. m e. 
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'" " " • " TImo l ............. ) 

::1 . "imating , h< cont ribution of p .... log:< lO muta,;ona! ",bmt · 

Z" • 0 .. '· ... ", ' . w. d<l..-mind ,he ir,,,,,,, of m",' ";011-" d. ktiom (337) 
<O out of ,h. ~ of .11 m .... boli<: Km .. ( 62~). ]"dud<d ;n ,Iti. coUKlion 
~ ,,= d. I.,;"", of 132 out of 144 gon« ,,,,,-, ha>" dup_ic. , .. ofig;""ting 
O from ,h. WGD in y .. " ' ''''. Combi nins d.).,ti"n. d th= g. n«, w< 

conotruct..J .00 phmotyp«i 66 doubl< d.l<tion. of p".logOU1 poi", 

~~. " . 11 .. 298 >!rain> in "n i<:h ,h. d, I<tM WGD g<n .. ""'" pai,'" ,,, 
W'.ndom. lo ¡OC" ... ,h. charlu of ,,,..,aiing ,h. ¡fl.-notypic roM<'­

qu<nc< of d.I"Hm of rnrtIbolK g<n.., " .. gr"" .00 " ... ~ .. d .U " ... m, 
in . """i<o'· roo' m.mum ( ... ~!rthod.). OUT d./in ition of fi to .. , 
" ... ,rnrict<d 10 ,hi. !aborato'}' ."vironm<nL 

Although ,h. litn< .. cm! of d<l .. ing '¡n~l< WGD g"'<> i, lyp""Uy 
.mall (in agrum<nt ",th pr.,·iollil ob.<'Y:1. t ion.'~).~'" fuund that ,ho 
off<ct of dol.,ing a p.",'ogtlu. p';r i. much I.rgor th,n t m, .ddod mm 

Fil .... 3 o.,,,,,n .. Oi Ii!)" 01 WGD ji' ''''' i. o,oio,.,.d O)· ' .... loj¡O'" 
"""" pon.."",,. ( • . b) CO ",":""" d ," ri bLtttonl af lit .. " olloc" l. ) .. ,d 
• .• ~,,,,,. Irto", 'OIt oflO ' 10""-''' orrorlb) 01 . ,n¡¡:. C' :" " OI 01 WGD ¡¡O "IM 

(f' jim jiro. n eH,'n. ·Si n¡¡10·. n * 132): " .. "'''01' '''0 .dd<t .... olloc " 01 
"' 0 ,o"""'" ("""' ... .:~".) " "111. ,,, ~.tlo."JI 01 WGD 11' .001 
'.a, . (1 • • , )(1 . ' , ) - 1 lIt .. n ""' . • ... d ; '~~ . ' poct. 'i",,·): ' 00 ' ,. 
do, .,:o", of ro1dorr'1 OO .. d WGD iIO""' 1&<..,. ei ,, ' ... ·(Xu, :, . ,.ooom·. 
n _ 2 77): .00 doo'" j olo'""" 01 por. lo¡¡oUl 00" or ViCO ji. n« Ir,' 
c.-c· ... · ~' bI • . oo", j· . n * 66 ). Tno d .. "iotrtio.1 o! 1",." . ' '0", 01 tOO ,.,rtd doo bl. n. !otloo. i . .. ¡¡Mic. " t!)" d,lf." . " ' rom l.,., 01 ,ht odd," ... 
. ' poct.M' IP < 10-°. KoImo¡¡<>"" .. Snmo"" tn'). D. ,. '"o.,,,.,, * _1 
"",,, _ n "' i"1t1y o~ .. , to d ~'ioI:J"" O' '''H n t .... Ol .... !aid cur, • •. f" 
Dotror ,1I"'''' 'lOn al ""'" "roolloM ,"" Id olfoc .. , ,no lIOnlooUl >XII i. 
,,""', en o lo¡¡ 10. :. 1"" < _ 0 .03 . (e l 0."", ,,"'.00 of ""too .. • ~'""" W 
1", pa-olo¡;OUI po ", UX·.l.< ", ""', llro. n I,no) . " ,o:"<lom 00'" (.>tij( ¡¡r..,. 
""". ) 01 WGD ¡¡O"IM 

.~UUKl CE,. E1tn VOllJM " O I "lJM " ' .' I MIIY ' 000 
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f iJ! .... 2 c:o;" o,!t.tI""·O"''' "'it'"",""'Jt,on lrt.,.., orof' '"1I m''"II: • • :>:l 
<loo.:. dol . CoM. (. ) s.",,~~ 0"''':00 o! ' 00 .. :oeoon eo."oo.oot • 01 • 
~M" ",oton! ,. :., ..... to o """". 1 ," .,. nc. (W1 1O t)'PO) " >CO'",',"" t:y 

",,,,,,,,.i n¡¡ ,.... ro" o! "on¡¡. 01 1."10 """of."oo fO"~ al ti'" t"" " ,.,,. 
0." .... " ,. 1 '''illi-..: 01 1."10 t~", '0" "'''11 OOo" . 'i"", ""n CfP 000 YFP 
. :1""" , "',,",at. d (""ct ,~, 01 (no """ol" ioo ,.,i~ o',,", ... , . rol eyel. , 01 
..... 01 (111-"",,_ lb) R • .,....."t.,,, • .,.. •• ' .... '". 0" 01 lout WGD iIO"" 00''', 
,,_nll t .... ,at,OI Dot"". n 1."10 ,".ronc. ,,,.,n a"" OIIen 01 1 .... t \\<l .. n¡¡I. 
dol .,.oo, (U · 000 M - , ¡¡r .. ' "" ... "nn e, ,,,, . "" "JO '_1:"', 
, ,,,,"cliYol¡ol •• ~'o ll nI .... <>00 01. d.·." on (M·.l.<", , . " c'r<""). A:IO 
, ,.,,.,, i. , ."10 !t., .. , 1o" ' ''QJ . .. IIt al tno ICIII ,at.o 01 r1 Jt.m 'o ro~orono. 
I", . oco ,,,", Dot,,,,,,,_ TOo .. loetlOO CO!!~IC ,oOt . i. "~n.' "Y , .... . :0O!!' 01 
, ...... I,t<. SynOfri, '" 00" ..... """'''''Y t"" ""uo:' do,.,:on nn a ~:.¡; ... r 
I,t"",, COI' (",,,,o oo¡;." .. .. :. " ,,,,, eoo'lie,"n!) ,.,.n . 'ooc,"d ' mm tno 
ind.,..o"." . r.e:otl 01 , .... "'11., 0" " 100' ¡, < O i" OOttom oon. ·, ) jo 

¡nd~" ... of oarolo¡p" ,,,", ,,,,"":on .ra l"xt'0101 01 .... ' ... 

of tho . inglo dol.,io", '" t m, m" o f dolot:inS ,"'o unrol.,od WG:> 
gon .. ( Fig. 3a,b). Tm, diff<r<nco """-N1I tI!< hm." of ,ho doublt· 
dolrtion ""in and tho .dditi\'< ~tion )i<kh ,I!< d<gI~ of 
opi" .. ¡ .... '~ _ w .. ~ - \\' .. \\'~ (roÍ<. 9-11; "" .1", ~ ! .. hoJ. ). Tf~ 
d.to Iho",od • ootobly high OITurr<I\CO of <¡""',-p"ic opi.,..i. (o < O) 

b .. "-,,,o \\"GD g"'OI .nd t h<ir par.IOS" SS,*, of tho p.ai" ,h""",, 
<¡""',-p"ic <pi " " i,. ,,'h ich i, much .""'.., tho I~..,I . uggrnod Oj' 
g<nome-",id< mo .. ur<rn<ntl of g<n.nc int<raction ... •• '" " ..,n tNt 
,monK 1I<1l<l with eI""oI)' «11tod ful\C'io"" '~" . lo mntra". th< d.to 
fmm our mntrol ... of "ndomlr p.airod doublo dol .. ion •• I>o,,'od mo 
"..,'"~o <pi" .. ;. ( Fig. x ), a"'; thoir mmbir..d <ffect " ,,, ful)' 
prodictablo by • .ichnS ,hoir i"';ividual off<c" (agr<<mmt bOl"''''' 
tho addi,i"o <>jlO<t>tioo . nd tho mo .. urod r""dom pai" in 
Figuro la). Th ... r<lula mnfum that ,h< .ynorgiltic in'oractionl 
th., " " fuund aro not g",oric .monS t h< ... of\\"GD m .. abolic g"'e; 
uth<r, th< ')'TIOtg)' i •• pocific to p.a,:lIogou. pairins (Fig. x ). >uen 
' )""'tg)' ",o,,~ th., tho , maU fi t no:u m" of d<l.,i ng a WGD ~"'o i. 
onl)" tI!< t ip of,ho icd>or¡¡: "non a g"'o ;. dol.,od, mo" of th< func,ien 

• " 
""'""' (...¡ .......... ~( ... .,,, 

" """'0, ......... ( ..... (( 

i o Oo.bo , 00_ "" ...... ) 
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.E i, ~orod .. i. maintlir.rd by il< p.,.Jog, and ,hu. , "" I" go Ii,,,,,, m" 
<>. of I",iog tIu, ful\Clioo i. hiddon by p"ologou. mmp<o ... ' ion. e To i<olato ,ho Ii',.... m" of l<><ing ,h< funaioo <ncoo«l by a 
O 

• g<n< from , "" m .. kiog <ft'.rt. of pn.Jogou< mmp"oution, ,,< 
d.no«l ,b< <XpO..d fim ... of a g~'" • • ,b< fi,o ... <Íf<Ct of il< 

~ dol<tion io ,ho a~oco ofi" p"olog: 11'.- " \\'.-.. / 11'." Fo, . moJl 
~ ti,o ... 0!f.C!<, ,h< oxpo .. d lilO ... of o g<'" .pp ,oxim.to~· oqu>l. 
;r. ,ho .um of ,h< m" of i" do""io o aod ,"" ')TIO'g)" ,,;th i" pa,.log 
~ ( i .. _ \1' .. - 1 " , .. + .. , .. ). W< fouoo ,Iu, ,"" OU'OSO oxpo .. d lito .. , 
::1 motribu,ioo of Ioinglo WGD gon<. i. larg .. ,hon ,h., of ooo _WGD 

Z• , g<o .. in m<tlooli<m (Fig. ~a. ,_t .. t, P < 10- , .. < Suppl<m<ntor)" 
<O FiII. 2 for mmuloti,.., dimibutioo. a OO " .. i"ieal t~", ) . 

~ T"" "oning point for """y \\"GO g<no pair i. i" a oc<" r.J formo 
Q 5ioe< ,b< 1"''"'' "-hol~grooo,,, dupli<: .. ioo, tho ti", .. , mo,ributioo of 

oach g<no h .. • hift«l o • • , ... ult of ""'_ ood mbful\Clioo.Jiutioo ' ''20. 

~~~ oroful\Clionaliution, n . .... fu"" tioo, a .. . cqui",d by <i,h~r o n< of 
W:''' p.ir mrnloo., ine .... iog t""ir mmbin«l n' ...... ' motribu,ioo. lo 

. ubfunctionoliza'ioo,oo th, om .. hooe\, parti.J lo .. of funaion by 

. ith.,. 00< of th. gro .. au ... ,h< tit"'" import.oe< of ,ho !h,,«I 
funaio"" to !hrink. lt foll",,~ th., ,ho ti,,.... m ot ribu,ion of ,h< 

'00", ... 1 fuoaioo i. oouOO, d from b.lo .. · bj. t "" inr.,r«i pr ... ot-da)" 
ti ,o ... e",' of drl<tiog ,ho "' .. ",d fuoaionali')" ( .. gi,.. o b)" ,h< 
' pi" .. i.) .00 from ab",.., by ,h. m" of drlrtins oo,h g<n .. 
( Fig. 4b). Th ... oouoo., ,,-hi.ch p,ovid< on appr<>.<im .. ion of ,h< 
titn ... contribution of t"" ona" ,,,,1 fun<tion, d epen<! on ,he ;mp l;c;' 
.. mmp' ion ,n., 00 fun<tionality " .. jointly lo" or joio'~· g.rinrd bj. 
,h. m<mb .... of. p.,.Jogou. pai'. Th, 10 .. .." . 00 upprr oouOO, ,h .. 
th. d ... plac< on ,hr fito .. , motribu,ion of ,b< p rr-duplica' ioo grn .. 
.ro '''''''TI in Fi¡¡>IU ~ .. If nrofuoctio nahu,ioo i. ,b< dominaot 
p r=" of functioool di''''rgroc<, ,h. o ,hr ooc<",.1 fuoction ,,"Quid 
br ... ., ,b< lo".." bou nd, ,,·hieh .. .., fouOO ' o br roughly~ual 'o ,hr 
.,.., ,.s < lit""" mo,ribulion of rxi"iog noo_II"GD rnr .. bolic g<o«. lo 
mo'r .. ' , if ,h< moio p,oc ... i •• ubfuoction.lizalioo, ,h< 00 .. " ... 1 
funaioo, opp=inutod by ,h. mmbio<d . !f.<t ohhr doublo d. lrtioo, 
,,"Quid ha,.., • filO ... mo,ribu,ion .imil ... ' o ,h< " "" ago . ddi, i,.., <ff« , 
of",o random noo _WGD g<o .. ( Fij¡ . .u, bar lab.l«l ~e¡,). lo <i,hrr 
e ... , ou, oound •• h",,· ,h., ,h< .oc<",.1 mrtaooli<: function i, al 
1 .. " .. imponant o, ,h< fun<tion of • ' J1'ic.J .inglr ooo _WGD 
mrtWoli<: gr"". 

". 

f il .... 4 Exposod !.tn". or dJO IIG"'" i . , .. . "!d 0"""'" on 1,' .... 
cootrio""oo 01 .... ' .. tr.l 1"1CI'on . (.1) l.~ , " ... 0'_..,-"" ••• """.j t it"", 
cootrib"'ion al ~"i'o WGO ion", (X. I' i " . "!d o ..... K" on , •. " ,," , .. ,lO" 
i reo, >r .. doOO"j "i onl)" , .. caotrib"',an al ' "" I""Woo>1 0" .. 1." , ) " 
lori ... ,o.n '!lO !t"." COS' 01 do'ot,o¡¡ ., ..... '¡¡O ",,,"'IiGO ¡¡O"" {~. oluo 
0.). t_,.", P ~ 0 .004. Kalr1o¡¡or""_S . .",,IlOl , .. , lor idonllcal O"trib"' lOn" 
P < 10-':, ,, ooICJ I.,. O., " :CJ I.,.O .. , .. . .. r"". al l, a 1.-::..< _ 1. 

Rli'" 1 .. "''''''l'' ceo' 01 do:ot' fIi ' P" 01 WGD ... . Di' "''' , .... U"." 
"""od on " .. 00000,,.1 '",,,",on 1"''"' .. ",h< o, O .. ,_ ,." '.' 'l. " .... oo. 
, .... . p'''''''' { .... i r .. ,) ><l. ' lMItowOf ""uod. TIlO " opo' ooo"!d " e",," ' o 
, .... ." .,,,,, .u"" al "'" n,"oom "",,_WGD il' ''''' {OIJO ""', ~'" OJo [~or 
0.' , .... '"1\. {bJ T" """",,"_..,-I,,, i'i 1"1Cflooolily o! ""rab¡¡<>J' ""'" i, 
i ...... .,.d 0' j"" proc .... '" . " ' lo"""",,oll,",loo .,d _1""",,,,,,,I""',on. I! 
onl, '''' lOO"1or:O>: .. o'~. <oc, 01 , • .,. ¡¡O.1" lose< 1OIT .. o! ti< ",,¡¡mal 
l"",,"on . • od tt .. ' ''DOra'''o of , .... ful l "''li " aI luoc"a , can be ... n by , .... 
o'oct o! , .... dOlb:' do : .. ",., ('Aoc .. tI.1 upo", OOIIod·). 00 , .'" a'" ... .. "!d. i! 
_ ' U""'iOIl' al. 'ho = 00 o! ' no O,~rr.fIC'" cotO'NO ' no "'" rr .. rr " " . 
, .... mflO<' cantntl"Jlton of , .. or'KIo>1 Toocll,," " " ",, 1 'a , .. l","'ioool 
ol<1nao (' A'K:O>rrol "",,"r boood ') 

T hi. mocrptual tTam<ll'orx can b< u..d 'o coo'",,' diff.,.<n ' 
fu oc,ioo.J ea" go,;" and .eL<! ligh' 00 ,b< facto" drt.,.mioios ,h< 
.""Iu' ionary· fa. of duplica .. gro ... 11". fouod ,h .. dupli<: . .. g' o" in 
,h. palhw.}"' fur earboh)"d .... o, .mioo ""id mrtaooli.m prnicipotr 
in mor< crucial rol .. ,h. o , ""ir noo _WGD muotrtp"", ,,"'ilr WGD 
gro .. in lipid or nud ro,id. mrtaooli.m aro .. imporunt a , 000 _ 
duplicatr g<nr< io ,h< <am, catrgo,i .. (Suppl<mrotarr Fig.} onlio<). 
IndU<!, i, 1= br.o .ugg .. ,rd ,ha, grn .. ,,·im imponao' g/;ml)1ie 

fuoc,ioo, w<ro p'ffrrrn'iaU)" ,rtainrd . ft.,. ,"" \\"GD in )~.,,"~'. lo 
.ddi'ioo, ".., <ompar«i , ho <xpo..d filn ... <oo" ibulion o f WGD 
g' o" ,ha, h." o,hrr 1" ... 1011' er igin.1' iog in InuU.,._",.Jo dupli<:.,ioo 
(5,0)" 'o ,he .. ,ha, ha,.. no duplicatr ""id .. , h<ir II"GD par. lag. 

550 poulogo ... m ' o h.,.., • mueh I ... grr r<Ia,i,.., mot ribu,ion ' o 
mmp<n .. tion of ph<TlO')'p" fo, fuoctioo, 00' rocodrd by \\"GD 
g' o" (Supplm 1<n" rr Fig. 3). T"" p,.f~r~o,ial <o ri<:hOl' o' fer . ,. 
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f" .... 5 5Y_II" " <o, ...... 0<1 .... , I'IGO O' " 000411., .. \/Ii," 
"""",,,,",,,n 01 , ,, ,,''' oc" "QUOOC" od pro .. ," in,"'IC1,on port,." 
(' ,b) F'K II"" al'y'"'i i"', I'IGO "" in •• • loo",i.., 01 t .. , o,."no oc'" 
coo" ""'lOn {o. ,,1k of l/K,) . O<I d , •• r¡¡o"JC<l m , .. , oro' om in' oroc' .oo 
" n"n (b . 'o<cI .. ~,, ', n _ 17. no , " rOO in,"roc,"" "rt".,,: ond ', .. ,«j '. 
n a l O . .. "" ., l. "" """ , .. ,. d '" " flctlon ...-,nlf). K, " .,. or. lmm , .. 
r .. " G.no 0_ 8 ro ..... ' (!1M lIRIJ ,"",100 in M_). Anoly>,. '" b i, 
, .. trlo,"d 'a "' , ~ ' o" intoroc' w'" lo ... ar rr.ao orotom •. ~ aro lro:T\ " '" 
o. .. t:a .. o! Imoroc'mi l'I"alO ·" ( ... URIJ """ 00., in !lot • ..",.). i no 
.o>~'" ~.", fO " "'Ol I"" "i , .. I ~","",o<ot .. .,. d ore"' n illm ':llon O"'. 
(lOO URlI >oc'~n in M""""'J, , .. coool .. "" 0<1,,"" ')'!lOr¡)' ono pro"'" 
i"or"""", d ' '''';¡0100 " . '", .,~mli c.o"' in '0" "",,,,,",,. (P a 0 .041 . 
Pro"" ,~""or ) . 5)'0"'11.110 po .. " . ,,,,",,.,«j onod ~., , hit '~O~" af 
''''' op"ta,,,, in'.,ocU"" (m il' .)'O~. 1 im ~1If 001"1 , _ 0.5 " • < _ 0.03 , 

,tr<>'lj; ')'O~. ".~ i " Y " ".' < ..J} . ~J . [~or"... .. . ... ,.., 

\"OllJ"" 'O "lJ"'"'. i I "'AY " Xl " N ATU Rl ",,.mC< 
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<>. "<u".lit)";n non_\\"GD ~m .. "'th SSD p.,.Jop, bUI no' in \\'GD 
e pa;,.. with SSD par.uOS', >U1T\' to <xplain much of tI>. diff.r<oc< 
el bm,-.. n ,he <xpo",d fur" .. , .. 1"" ofWGD g<n .. in m ... boli.m 000 • o • -" , • 

!h, tito ... contribution of ,""ir non_WGD count<rp.rt~ 
To <'1"0" ,he b • • ;. of p.,.JogOUl rompnl ... 'ion, ""< con.icl<,N ,he 

rolal ion a mong .)n<rg)', "'l""oc< and fu",,';on. Ir <;norgi>tic <pi" .. ~. 
bm,-.. n ¡nI'Io&, " Ikrt. dú,,' gon .. i<: comp<n ... tion through ,¡,,,..J 

~ biochomic:ol funaion .. t~.rn it ohouk! ¡,., COrT<lat<d .. ith a mi"" ""id 
" d ¡,,,rg<n«' ., ,,-. 11 •• ~ith nll\ctionoJ ""ibu' ... ueh ., pro,';r>-

Z• , 
pro!';n int<faction,· · , !nd~, w< fouoo .. ,ignific.nt ro""I.,;oo 

<O bw,-.. n 1m, fm¡U<1lC)" of ')TI<rgi"ic WGD p .. i" 000 ,he ronS<f",';on 

ª ' .. ofth<ir .mino . cid ~U"'(., ( Fig. s",; P < 10-, Probit r<gr ... ion ). 

O Similar1y, ".., ob«rY<d a •• orichm. m of , ).,..,S}" ¡,.,.,"'UO WGD S''''' 
p.i,. ""..riog pro,.io;>",';o io,.,..ctioo pu'o. " ( Fig. 5b; P _ OJI02, 

~Probit "s""ion). W, .10" th., th. rorr.latioo. of 'yn.rg}" "'ith 
~m",o acid . nd pro,.io mt,roctioo d,n'1\'o« n , not "nctl}" ind .... 
~ p<od.ot, •• both ,~ ..... ttobut .. n, t h<m"h ... rorr.Ia'<d"; 0" '.,._ 

th, .... , th< .olTOlatioo bm< .. n .pi".~ • • nd pro,.io int.,.Klioo 
di,',,~.o« "nWnod ~l"ifi<oot .ft" .ubtroctioo of th, ,tfect. of 
.mi"" .eid di,.. rg"lC' (P _ 0.009, 1=',"-1 .or" l"ioo ). M.ny of,h. 
duplic.,. S<n« ", addrt«<d ,ocod< i"",nl}"rn .. c,"I)~ins th< um. 
, nl}"rn"ie "Klioo"'; th, ')TI<fg)' ", m ... urN m",I}" f<fi<ca th< Iad; 
of .It""",tin ~,,..,ic comp<o ... tion fOl t h<", ".aioo.". ~" .. nh,I ... , 
p". logoU1 comp<ns.a'io, i. m.in,ainod "..,0 amoos ~..,ral WGD 
g' n« , nrodiog <ru)'o •• :h .. lu.\'. ~gnihCln,l}" di,..,rgN in ami"" acid 
'"'Iu<o« ( Fig. 50) or ,ru."1< oot k"""TI ' o .h." commoo pro«io 
int".mo", (Fig. 5b ). Th ... ph<""t}"pic ob",,.a,io", aro roo.i""" 
..-ith ,1>< not;"n ,ha, dupl".« ~n" m.y b. only pn',"-lIr ... duoo..n' 
.nd J .. t m.in,aio ,h, .b~it}' to romp<n>a« fOf .och oth,,'. lo .. """. 

To "Ia« ,h, ",.ogth,f I)TI<Tgy b-<n. ... o paral,,!!, to t h<ir acti,it}" 

io OUf gro",h <miroo"",n' , w, m ... u",d oxp,...ioo fOf 99 WGD 
g<o .. ( ... ~I<thnd.) . U,ioS • libraf}' of ).., .. t ",. im "ith pro,.io. 
ru...:t to th< gr"" Auor<>«m pro,.in (GfPi', ".., m"'OUrM ,h. 
prot';n obuoo..nc .. of WGD s<o" io "ild-1)'P" « U. gro"iog io OUf 
romp<ti'ioo mNi. (Fig. 6 .nd SUI'I'''m. o'U)· Fig. 4 onti",,). W< 
ob .. "..,,¡ "rong .of",lation bm.,..,.n <xpr",ion .nd ')TI<l8)' (P _ 
0,(102, Fi.h,'" "uct ,.,, __ yir1ually . 1I g' o< p.i" fuf ",hieh., 1 .. " 

on< of , h< pro' ';o. " 'aI p" .. nt ., higb 1 .... 1. ".,., '}TI"gi"ie ( Fig. ~ 
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F ..... 6 1'11111> OCCtlmlOOO o~ ' j ,1eIiY OO'.u o WGD i""" .. , .. \\'Ito .. l •• " 
o,," " 1II1>1y .'pro, .. d ",.rroer. Eoc " <,fe :, ro;X'''''''''' ore'.", .""",,"oc • 
o~ . dJO llUto ,u ", .. "".0 .. . . ' rz:¡¡. "uor.se.:,,, "i,,1 01 GfP 1"" 00 'o 
the ,nd , ~d""1 po. rr .. ".OO,.. fa.>en "'Ir. ti,. " ''''"' ' i nol l. """"' on 
t'" " >J" P"'"",,.,,,c 0010"0.' O" • • ", notod la ¡."" .... ... " 1> .,, 
¡,. ,,,.,...OI. rr .. ".OOr ¡t loc~ <lO!. , ,,,, :, "':"'"""'. ' < _O.()3 I. o"" jO!' 

1 .... 1 ol''''\H'' (' Y'IOIK)', rl.ota e 'tr l .... < ~.03: . :td "" • • "\H.'. 
el'" , . el. " • " _0.03). Go ... o • . "'" ., •• h<:wn fa i""" O" " ,mo .. 
1 .. " ano n'i"'Y .",,,,,,.,,, .. ". ,." .,. h .i,,1 > 10'1: boId' oc. fa ""'" ~."'" 
¡.,da' .. 000.'0"00 in " '~" .",ro"",n. ""JeI'" ,oI ,'oce-¡¡l., o fon' 
¡'!<lu'" d,llor." .• 1 " PI"'"" 

m.~oma_ab.l«I p.i,.). Higb oxpr ... ioo of t h< ","o m, mbo,. of. 
duplica« p.aif could .ugg .. t d0"'ll' . mp:incatioo •• th, factor 
d, «rmioiog ,h';f f", mion"') ' )'. Ind,«I, .... ·<1:11 p.in of duplica' « 
.how«l higb oxpr",ion io our "ud)' . nd ar, "roogl)' d,I<' mou< 
",h", doubl)' d<l<t<d ( Fig. 6. bold_boId lab<l,). ~o«, !lo",.,..", tlu, 
onl)' on, ~" .. (PYCJ) .moos th ... highly oxpr.....J p.i,. ha • • 
,ignincant htn ... offoct "tt<n . ingl)' d.I,,<d. lo .clditioo, ".., o~..,,¡ 

.)""'rgi"ic opi''''';" "i!hio gen< p.ai" "i!h .troog d ifl'<r-.ntial oxp"" _ 
I10n (H g. b, boId_uobold lab<-l.J. ~Of " ... mplo, g"" P' ''' hb ¡'UH J ­

GDH3 io«ra« I)"""gi"ical~' (Fig. l b), d .. pit, , h<ir diff<",nt r<gUla_ 
,ioo . nd ,l>.. uoiqu, bioch.mic:ttl prop<r1i .. o,' th. glutam.« d.h)'dm_ 

S' O . .. i"",ollm .. 'hq' , ncod .... 
Th< iodi'p<ns.abili1)· of functiom , ncod, d b), duplic.« seo« in 

m<taboli"" i. obocur<d b), th. {unetiooal compom.tion ,ha, h •• 
p<m", d bm.,..,." WGD pu.logo througb 100 miltioo J"'" of .. -olu _ 
tioo. o..pi" th, .mall n,o". ro" .. "",i.,,,, "ith th. dd<tion of 
individual IrGD gon«, t h<ir npo"'; n,o", roo,ribution i" 00 
""".~o, larg<r than (Of, io e.,.tain srn, .u""" .. 1",,, "Iu. 1 to) 
th, off<ct of . iog" d.l"ioo of ooo_II'GD mmbolic g' o ... lo . ddi'ioo, 
.... h., .. pmvid<d a oonl m<thnd for iottrrio! tho ntn ... cootribution 
of tI>< . ne..,,.I, prMuplic .. ion (uoaioo by ",i og th, io«r~ioo ood 
uoioo of pr ... o, _d.)' (unctiom of p.ir mom,." .. 1",,'''' .nd uppor 
bound.. Th ... m",.u" m.o" .ddr ... th. ",,,tioo of " 'h, th" 1". 
imporun, srn" ar" mor< liko~' 10 ""io tIl, i, duplico,. .. d,mon"..,_ 
iog 'ha', .. 1 ... " .. far ... II'GD S"'< p";n io m" .boli,m u, 
ronc."",d, ,h, '''''''g< h''''''' mntributioo of . 0 .oc..,,,1 g'o, i. 
no 1 ... ,hao ,ha, of . oon_II'GD S'''''. Our m, thod muld al", b< 
.ppli<d to difectl)' ""ima« th< .na,,'rol imporunc< of otl>." !<ti of 
par.log.'; io p'r1ieUaf, ditf",o' ",.ul" could b. oxpoct«l rof p.,a log< 
r .... ioN .ft" .maJl,,_ocal, duplic.tioo "..,,...". ,\I'hough ,It< mn _ 
co!''' pr ... ntN h.,." do 00' pf .. UITl< to e.pM' tho full romplm1)' of 
biological {unetioo, f<gUlatOf}- t'Ndback m<ellaoi.m, Of «locnoo in. 

ehmgios ,mironm, nt, w, h,,'. iho".." ,h., ' h<)' ClO I .. d to u.rtul 
io.igb". l h< ''1'''''''; nrn" • • nd ,ho . o< .. " .! bound. "..,,, obuinod 
"p",.,.ly ror .. eh pajf . ,..¡ can b. u«d fOl , I.eidatiog ,It< imporuoc. 
and , ,,,Iution",)' hi"of}' of iodividual gon" .... ..,11 •• ror comp.,iog 
and cootra"ios duplica' " io diff<",nt el>"" of S.O<l. U. ing tlll. 
'PP'oach, " .. find oub".nti'" ditttl<ne., in th, functio",,1 fa" of 
p.,. I"Il p. i" ="n~ d ifl'<r-.n' m<t.bol;c P"¡""'. y". Th,,,,, m<thod. u, 
g, o". 1 . od could b. .ppli<d 'o additional !l"0' «l" , miroomon" 
. od 'p<Ci ... Th •• bilit)' 'o , ,,im ... th, <xpo""; ht n<" ."d bound 
,h, imporunc< of tlt< .0e .. , ,,1 (unetioo d duplica,«I S"'''' roa)' 
b. . x<)' to und<r, ,.,,dioS th. ,,-olu'ioo'f}' ¡,,. .nd .d..pti,~ rol, of 
S"'<tic f<dUoo..O.:y. 

MfTHODS 
St .. ;,,~ pl ..... Hb ond m<dúo. W< ,,..,,,fmrn<d .,..., ,tnin \'7011 ( MAT> 

..-.nU .... 5TE2po-_SP ~¡';,5 /n>IJ, ¡'~H J 1tu2.'l.0 "",3.l0 mttl5.'l.O) ~ PCR_bouJ 

8<"" ~"' o{ tb, ",",,..1 HO 1"" .. ~i,h ... YFP (yEl'," .. ) ," CFP 
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LETTER S 

hECtrul<oo) ",,"'IX. moool", ",nf.rnn(! ...... .,,'" tO OOy,."o.ru;án; "'0_ 
.. ;.u .... , ",,"""'O ofn..,,,,,,,,o. p rot6no .. dri",o br ,h, IDHJ pn>"""<T, W< 
-.d u.. ""ullOog ,tnino, Y10'11_ Yfhnd \70'12_CFp, k" Iorg<-«.o., ~ of 
<id<tioo " ";",- Comp .. ';,. :," m«!;um ~ ... m;,,;:ooI ~_fi_ro:, ')'olb«;': 

rn<d;wn w;lh 2,. si""'''', 2,. p"'ho< ... 0;''''iI''' """ "", ond m«hi<lo"" 
p ' m&,L~ ,....,;,., ( 120 m&" 1. "" . ~CiI pO """ 1 'w."""'" 

,hririn; rol",,!, o".yo w<u ,,,n>r,rrtJ rnoo""Dy • . ;u, • 3i~_h<Od p;n lOOI, y&p 

S<>to,;f.:) , W, ...,.,....fuU~ t>gg<d ~14 (87" ) ofi!>< ,,,,,,oo. n... .,..."'gt toW0g 
<ffi<;,,,,,;':, "f ';og~ rld" ':m, of WGD .,.¡ nonJuplia.tt g<n<' " ". tht ....... , 
d«pü, tht ""' . ..- o"'ng< fitn= of ,ht I<mn", _''''g lho. ,ht " ,.,.;", 
m""";¡;o o", ''''sI<--d<1<tion ,01""".:," ~.,,,,"'" ,~di<."'Iy .... O«I t() "",._ 

g_iog ",.",,- To. roU«tioo of ''''sI' d<!«.,,,, ;, d""rib<J .., .... ""It ...... _ 
, .. y T ... It I ""tin,. 

CurnI .. "oon oí oIoubl<--dtI<!"" ..... '" . nd " "'1>«;': Ittl>al ""' ..... W .. -.d 
."',.,., Y7O'J2_Yfp . ,.¡ Y7W2_Cfp ,.-.in< lO co"."", ,,.., Ort. (YFp . ,.¡ CFPI 

of WGD-J<!<tioo .... "', . ,,";no b)' dD-«< !'CR·o-! ' <p_m<ot. "~~ ,ht 
c:.URAJ_-'IX< " .... " . oí on< g<n< 01 """0 "1,,. 72 WGD I"'i" . lo .do,!;,"'" 
; 2 WS'" WGD-J<I<1;"" ot"'''' p>r>logo of ,1. d.:",.,o ot.,.,., .. ,. .... ~ ~'" 
g<n< .. t<d .u -.. by d;<= ,,.,,,fu.m.lt",o of 8'1"<;41 ~"h ti... ",,,-lIX. 

,....,'" (po;" of WGD .alto from . prniou> ot...ly") , lb< <1<1<1;"" ' '''' ''' 
' '''>y ... -.. "",,ed lO 'o. "''l!'" .no,. uorng SG.~· , doubl, ddrtK:m> w,,", o<!<Ct<d 
;" ' )'Y'th..t;.: "'mp!<I' m"l;ym mmu' uroriJ 1'1"' il"'«;';" . ,.¡ """"""hn.:m. 
W, ","""",td dos""" ';ogl<--<id,,",o " 1<,,",,, by mot;"g tht .""..- . nd lh< 
t"'ll<" ""I~ ,,, o<ut.-ol h;üLI.ot,,¡¡ . nd ¡",J.LUIAl <id,,",o . Ir";,-L To.1Iow 
lo, g<o<".",o of o """""nIl, .... td ... uf , andom _bl, i<n<:rlo"", ,,~ 

' '-I'. nd<d ,¡,.. " rg<' .. yO)' lO """"<1< u.. ~·ho . '" of ... WG D d<ln",,,," 
1o., h YFp_,ag(¡«! ot""" ,<rain "' .. ,¡,.", m,,<d ,.;lh {o'" ,,, . 0; , olndom . Ir";", 

~ (obuinnl by yandorn 1""'"""';"";" Mo~"') f .. m lh. ' '-I'. n<ltd wg« ""'Y­
" Th< "'" rol"""",o' of doublt m..un .. ( poo.-ol'W"" "¡ ",ndomly ptirnl) >r< 

Z• , , , U<><rio<u .. r...""It ...... ...,. T. bl" '-
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9.3. Artículo III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Available online al www.SCienOOdirectcorr 

-" 
-;;- ScienceDirect BBRC 

Bioch<mkal .nd 8iopllylkal R' .... "'h Communka"on,}.lj (1V06( 9S'I-'I% 

Ccn5p contributes to the bidirectional character 
of the UGA3-GLT 1 yeast promoter 
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Anal)'$i$ of Ih~ UGA3-GL TI bidirtt\ional promo .. , ha. iDdioalO<J lhal i" lTan"" iplional aOlivalio" i. d ... rrnin.d by lh. oombinO<J 
aOlion or Grn~p and Glnlp, and lhal ia bidi,"'tional ohan." .. , i. inn~=d by chromatin organi>.alion, lh,ough Ih. a",io>n of an Abfl l' 
binding . i .. aDd a polydAdT""". lI. .. ult. pr ... ntNl in thi, p.ap<r .ho,," that la"" or G",,~p imp.ai« hi"on. a"",~'lalion and nu< l.o",mal 
organi>.alion of lh. UGAJ_GL TI promo .. " , .. ulting in an a.)'mm~lri"al lTan"'riplional ac-\i,'ation r'''I'<'''''' of UGAJ and GL Ti Th. 
ph"""') 1'" di.pla)·O<J by a doubl. mulant imp¡o irod in GCS., and in lh. Abfl P binding .i .. ind ica ... lhal Ih. oombinO<J aOlion of th ... , ,,'0 
d=~t'" d ... rm in~. lh. bidirtt\ional cap.a"il)' of tllt UGA3_GL TI in .. ,~nic rogion 
le 2006 El.,,;'r lo< , AII ri~h" r ... ,,·O<J. 

K<,'~'()Idr lIid ir<cti"".t rromo1.,.,: Chrom'lin o'¡aniza"o": GC,\'~; FGAJ; GL TI 

Gcn5p is a y~ast transcriptiona l coact ivator, component 
of the SAGA or ADA complexes [11 which pos"""" his­
tone acetyhransfera", (HAT) enzymatic acti\'ity [2] that 
can a""t ylat. histon. s in repr. "i\'e chromatin structure 
and thus contribut. to incr.ased g~ne npre"ion, lt has k<:n 
shown that SAGA im~racts with both T A T A-binding pro­
t~i n and acidic transcriptiona l acti\'ators such as th . )'~ast 

Gcn~p [3~ Thi. fact indicatM that the complex had a crucial 
role as an adaptor, in the transcriptiona l activation respon", 
of ",me promot~", which was connmled through global 
ana lysi s approaches that a llowM d~termining that GcnSp 
affens .xpr~"ion of 50/. of the gen~s pr= nt in the Saccha­
"''''yu. urel'i.iae (S. cer~i..il1e) g~nome [~], 

Ahhough an importan! num~r of presum~d bidirec­
tional p romote" ha\'e bttn proJ>OsM to ~ controlled 
through GenSp action [~51 the role of this coacti\'ator 

- Co''''poooi"l.u'OOt . ~'a" +11 11 ~2Hó30 
E.",~II ~dd",r .manjatr@l" .unam.rn,(,,-Gonzál<z). 

oooo-..2'J I XJS • ..,.. fron, matt., Q 1V06 Et..,·;'t tno. Al! ,ilh" ",.,,,,'«1. 
doi : !O.IO lblj .bbr< .1V06.01. t \.1 

in chromatin o,-ganization of bidirectional promOl." 
and its J>O"ibl . fun ction in det~rm ining th.i r capacit)' to 
bidirectionally foster g~ne expression has not bttn 
addressed. In fact, the role of chromatin organization in 
th . expr~"ion of bidirectiona l promote" has onll' bttn 
thoroughll' nud ied for th . GAL/- GAL/O promot. r of 
S. cern'isiae [61 and th . prnOfrnB and niiA--niiD of 
ASJH!rgil/u .• n!dulans [7 ,8J Th. para lle1 acti\'ation of th . 
GAL/ and GALIO gen~s i. induced by galacto"" whil. 
th .re is li nle tra, .. cription in non -inducing carbon ",urc­
es , full r~pr .. sion requires th . correet p"'itioning of a 
nudeo",m. , ",hich is ¡mt upon induction [6]. Indu""d 
expre"ion of both prnDfrnB and ni!A- niiD reQuir .. 
chromatin remodding through the r~mova¡ of th . nucleo­
som~s that are position~d along th . im~rg~nic region 
und~r r~pr~"i\'~ condi tions (7 ,8]. T hus, nudeosomal phas­
ing can r~pre" e.'pre"ion of two di\'~rg~nt gen .. , and 
induction can be achie\'ed aher chromatin remod e1i ng. 
Th. anal)'sis of Ihe (iGA3- GLTI bidireetional promot~r 
of S. cerel'Ísiae has re""m ll' shown that npr .. sion from 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

thi, promot" is asymmetrically de~ndent upon ehroma­
tin remodding through the combine<! action of an Abf1p 
binding ,ite (abfl_) and a polydAdT". ct which, when 
impaired, exc1u,i,'d~' hinder GLTI expre"ion [9]. The", 
re,ult, suggest that wild t)'~ chromatin organization 
facilitat .. the bidirectional action of the ~rtinent ci._ 
and lram-acting elemem, on GL TI expr .. ,ion {9}. 

Comidering the fact that chmmatin organization 
could be one of the main instance, determining the bidi ­
rectional nature of intergenie region, ¡n the importa""e 
of GCN5 in gene expr .. ,ion and nucleosome organiza­
tion [3 ~ and the fact that it ha, been predicted that 
Gcn5p could affect expr .. ,ion of various presumed bidi ­
rectional promote", we decided to anal)"ze whether 
Gcn5p played a role in the liGA 3- GLTI bidirectional 
promoter fo,tere<! gene expr • .,ion. Our re,ult, indicate 
that : (i) GCN5 determine, GLTI ba",1 and 3-AT-in­
duced expre.,ion, while that of liGA 3 i, GCN5 inde~n ­

dent, (ii ) the liGA 3- GL TI bidirectional promoter i, 
acetylated in a Gcn5p-dep"ndem manner, and (iii) the 
,imultaneou, impairmem of the Abflp binding ,ite 
and GCN5 determin., a nudeo",m al organization which 
affects GL TI basal and 3-AT-induced np,."ion, while 
that of liGA3 i, onll' barely affected , Th.se re,u lt, indi ­
cate that Gcn5p and the Abfl bind ing site coordinatd)' 
determine the bidirectional capacity of the liGA3-GLT/ 
promoter. 

\latcria l. and mcthod, 

S,,",", "",¡ pl"",,1dJ A ClAt ( .\lAh ",41 t..u l i"'l,me 
Icn5.1::k"".\IX ICLA·lOO 8'"HI d<nnl~'< nl I"'pa.-..J u1iol tlI< 
d<o'yoli¡onoclro,,,,< llSS (1'·G .. .. G .. (¡ G .. ·I· e .. e T U ¡ G..-r (¡¡; .. 
Gel' .. tI¡ .. u ; (¡ .. T e c e ¡;" .. Geo TAC GCT GG\ GGT COA 
C·Y ), ~hidl compnO«! -IObp from ,11< ~' ... nd of GC\'~ "'Iu<o"" (bokl) 
,00 t8 hp of ,1>< mot'ipl<-domoi ,h< p ..... o, in lh< pla<mid pFAóa jlO~ 
.00 'h< d<oxyoli¡ontICl«lI;d< llS9 w.ccr xn .. GC AT" c n GT" 
.. '1' .. U ¡ .. I:(;·I· ..-n ere (¡e c ,,'H (¡,\T COA TO,\ ATT COA GCT 
CG·J'I coo..;o;o~ -lO bp from 'h< l ' .. oo of lh. Gen "'lU''''''' lboid l .od 
t9 hp from lh. ph\6.it mOlupI'-donio¡ ~,. . Q;'¡¡.o I"',iií<J ph \6a OSA 
.. ' .. uO«! ... 'omp¡. « fo, I'C R ,mplifica'ion. A tlOObp I'CR product 
..... ohU;"o.1, ¡¡'l puri<i<d, .00 UsN '0 g ... ua" a 8<n5.1 muta .. , io lh, 
CLAI back¡rouOO (ClA_ tOO 1""~" I . CorrOC! ; .... nion n, moo;lO.-..J b)' 
I'CR .mplifica"on on ¡< .. omOc 0",\ u,inl a p.o;' al" d<oxyoliloo ucl<o_ 
' ;do<, 1000 (3'..QCG COA TCO ATC CTT TTC AAT ACT CG·Y) ood 
lOOt IY..QCG CGO TCO ACO AO,\ ,\,\0 AAG CTO C-J'), d"i,o«l 
'o a mptify ,1>< GC,\'~ prOOlo"r .00 oOOi .. , ""Iu"""",. A cotl<ction of 
pta"",id, d<m'«I flom pGlTl.I IGLTI.J.><Z l~ L1:W ) o, pl'O,\l_t 

Tabt. t 
Oligonuclro,ol .. usN;n Cht!' .""1)";' 

Olilo .. uclro,id< S«¡Uffi"" 

(VGAJ-"<Z 1~ L1:Ul) 1>oannl ,-..nou, muta,io,," affOC!;nl ,tNlc';n¡ 
,I<rn""" ['J] w<t< ind • .,._nUy ;n'roduc<d ;n ,11< wiW ')1'" ,,,ajn CLA I 
ood i" i"'¡¡<nlo d ... i,· .. i", ClA·tOO 8<n5J. 

G;"~' I~ roodilWm. S"ajn, ~l"" ¡rown 00 minim.t m«iium IMM ) 
coo .. ;n;n~ .. 1", ''''''' ,I<m",", .00 ,-i .. mi", fotto~inll ,h, fo,m"ta of 
Y"" ni'ro¡ffi ha", ItJ;fco l. Ht' ... ·'..".;li,o.1 ¡IOIOO'" (1% .. '¡,-¡ wa, u«<l . , 
'h< c.,bon IOUI'C< a oo 0 .1'1. 1"'/>'1 ("H.hSO ..... , UIN .. lll< ni'rog'" 
"'UI'C<. Am;no acid, no«loJ '0 ,-,';,f)' . u,o'rophk ""lui",m""" ....... 
. ddo.1 al O.Ot % ( ... 1>'1. c.t~ wm ioruba,oJ a' Jo ' C ",i'h 'ha k;n, 
(ljO !pm). ~·o, a m;no acid d<pn,-.,;.,o "1"'';''''''''', ClA I ood ClA 100 
",.;n" ".nllonn«l ,,'i'h ll>< p<rti""ol pl><mid~ n", u' .. ,oJ a , p",,'i_ 
oull;- d<",ribtJ i t2 ~ 

Dt .. ""¡"',I",, of ~GiJ¡ a«I<I,I .. . S-otubl< ",=--t, w,,'" pnpa.1'«I b), 
'"<p<od;o¡ ~hol< ",,]I,;n ll>< ro ...... 'p"0d;n' <xl ... ruon bufr.,. ilJ] a od 
,nndln' ' h,m wilh ¡l." I><ad,. j!-1I'lictolid,¡", Ij!-O.I I act;,·;, .. , " .,,,, 
d ..... m;ood a , I""iou~y d.=ibod [t l l SI"'dlk acti"i')' .... , "p.-....d .. 
om""', of o-nitropl><not proo uco.1 P"'" miou" P"'" milll¡ram of pro«",­
!'rOl.io .. '., m<a wl'«l by 'M mOlhoo of l<lwl)' Ol . 1. [ I I ~ " 'ilh bo,';"< 
.. non a lbumin a , ..... ndord. 

Y."" """'/"""'''i<NI. p<"; .. .,.,, S. """",,- " .. ; .. , .... '" tr. olfo,mod 
wi'h 'h, la,Z f",,,n pla"md' hy 'M m<'hod d<""ibod by Uo '" a l. [t ~ l . 
T,a"""'ma .. " w<'" ",I<ct«l 'er t.ud ... I"0lO'roph)' on MM ""ppl<. 
m.",«I "'i'h a u,olropllle r"lu; ... "",nu .. -.l«I 

.\/1,,0<.:="1 n_,t.IJJ. (.11.\'_1 """1,,,.,,'. C<U out,""" ¡¡'OV'O on 

mioimal m.,II"m wi'h 0.1% ("H.¡'SO. (200ml al 00""" al" OA ) ... "" 
p<U.t<d . od ,0'1"'00«1 io 10 mt al" buff<, t (I ~! !IOrbi'oI, jO m.\! Tri ... 
Ha , .od IOmM j>.m<rca p'O<lh, nol l a nd MSa", , ..... 'mffi' .. ", p<r· 
fo,mod a , p",,'iou~y doscnbod ['JJ 

Indl"", ",J.¡oiHli..,. Sph"opt .. " pr<pal'od from ClA 1 "'a in <",,;'_ 
in, lM p<n;" ... , mul,kop)' ( l ~) plalfmd, nr< P"'""",abilizod ~'ilh oy"a';n 
.od '",a«<l .. i 'h ,\1", .. . , p"" 'iou~)' d"",ribod :9~ 

rJ¡"".",," _""P"'*""""" {ChiP j. Fo<m. kI<hydH",ulio k;nl 
.od ;mmu .. op""'p",,;on, nr< c,¡rrOod 0"' by ,1>< procoJu", d<""ihod 
by Hoch! " 01. [t I]. Y<a" ""U, (200mt of 00.., of OA) w<'" oro,,· 
t; .. k«l w;'h t% ronna kl.hyd< fo, bO m;n a' room «mp< ... 'u ... . An" 
.ddil;on of 12j m\! 11)''''n • • 00 ;OC"I».';oo fo, ~ min, ",,11, ....... h.,· 
\.,"<ol .00 .... , h<d " 'i'h .. Iio< Tn .. h"fr.", ,u'p<Ildo.1 ;n 'ph<ropl.". 
bulf ... (! M ",rbitol, jO m\! Tn!-Ct, u d 11 mM H'p"'l wi'h bU) V/ mi 
of I)~"''''' .od ;"cuha'o.1 a l Jo"t: for Jo m;nul«. Sph ... opl.i<" ....... 
ha ,,'O<'o.1, .. , .. ho.1, . 00 ,0'p<Ild«l io RtPA bufr ... ( jOm.\! H,p"', 
lJ7 m\! KCt, t mM EOTA, O.t% ~ a d<ox)TIlot.", O. ~% TI;,oo X· tOO, 
.od O.t% StJS) ~ilh pro ..... ; .. hibi,o< coch. it (ComptOl. Mi"; , 
Roche). Sph''''ptalll nn $00"',«1 ' o produ"" chroma';n fra,,,,,,o,, of 
200 'o tOOO!>r, ~'i'h ."<ta¡< ,i,. al" ~lOO!!p. Ch"""",;o immUf\op"' • 
dp",,;"n "' .. oooduc'o.1 wilh a n,ibodlO< .¡,;n", nO<>="yla'o.1 hi"",,< 
H-I {s"",l<C ), h,,'on, H-I """')'Ia t<d ;n l)',in, "',"'"" ~, 8, tl, a od tb, 
oon."",,)'ta,o.1 ru"o"" Hl, h"ton, Hl 'O<'ytatoJ in t)'oio< "'<id .... 9 
.od 1-1, aOO 10"0", Hl ' ''''')'Ia t<d ;n 1)'1in, "',"' .. l-l (Up'(a(, Bio_ 
'""hnolo~)' ) . Chroma un IOMi"" .... , rombmoJ ~' ilh ~ ~I al" .. eh "",i· 
",,,,m. Tilo pn""" "''' u>«l for I'CR a ... t)·,i, 0'" t;"o.1 ;n T.b'" L 

I'CR 1"00""" .. ~'" ... ""h'«I "" • t .j % In ¡¡"o t) u d a 1% {",¡ion 11 ) 
'garo .. g.l , taiood w;'h ",hidiom b",mid<. G.l, ... m ICino«l a nd 
qu,mifi«l u~"1 'h, p,o, ... m tm.¡< Qua .. , j.l IMol<cula, D)'nami"" 
toc., Sun0Y'-.I<, CA). 

tll1 
,~ 

l ' ..QCGCOCGTCOACCCA T AA TTC_J ' 

". .. 
t j 10 
t j tt 

l ' ..QCGCOCGG,\ TCCA TCACGTTCGTCOT _l' 
1'.cOCGCGGG,\ TCCGCCCoc,\N\ACOT AAAAA·J' 
j '..QCGCOCGGA TCCN\ TTTCCT A TCTTCCJ A_l ' 
1'..QCGCGCGG,\ TCCA TACAO,\ACTGGCO_J' 
1'..QCGCGCGGA TCCAOGCGTTTCGTCAO_l ' 
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Rcsults and d i..,ussion 

A mino-acid deprh'alion-dependent Iransuiplional aClil"alion 
o/Ihe UGA3 GLTI hidireclional promoter i.r 
unidirectionally determined hy Gcn5p 

Sine. it ha~ bttn ,hown that Gcn5p functions a, a 
coacti,.,.tor of Gcn4p. and comid~ring that UGA3-
GLTl basal ~~pr~ .. ion " Gcn4p ·de~ndent [9~ we 
decided to analyze whether expre .. ion dri,.en by this 
promoter wa, Gcn5p ·de~ndent. ~·Ga l activity was 
determin~d in t he wild ty~ main and in isog~nic gcn5A 
deriYati,.. tran,forrn~d with ~ith~r pUGA3· 1 or pGlTl ­
I carr)"ing the fuI! UGA3- GL Tl int~rg~nic .. gion fuse<:! 
to th . ücherichio coli jl.-galacto,ida", (~-Gal) coding 
.. gion. oriented to eithu liGA3 or GLTI (pUGA3-1 
and pGlT I- 1. re,~cli,.ely). As F ig. 1 ,how,. lack of 
Gcn5p r ... ult~d in half· fold d~cr~a",d GLTI e.~pr=ion, 

whil. that of VGA3 wa, only slight ly dimini , hed, indi-
cating an a,ymm~ric role of Gcn5p 
lional activat ion fostere<! b) 
bidirectional promour. 

on ba,al tran5Crip­
the UGA3- GLTI 

~"-~-""I .. c->,""~ ~ 

'."-

~·GA .. ct_.., opea1" aotMty 
(r.J'>OIe. rr.¡¡" ) 

Sin"" it had been pre,iou,ly shown that maximal tran · 
5Criptional acti,ation of GLTI and UGA3 was anain~d 

after amino acid depri"ation [91 we decided to d~terrnin e 

wh~ther 3-AT·indu""d upr~"ion wa, influ~ne.d by 
GCN5. w. thus measure<! ~-Gal acti"ity in the ~rtin.m 
mains transform. d with pGl TI - l and pUGA3-1 
(t'ig. 1). Our result, confirmed that as had bttn previou,ly 
,hown, in th . pre",nc. of 3·AT, both GLTI and UGA3 
expr~"ion was almost twofold increase<:! {9 ~ A, expected. 
GLTI tran5Criptional re'pon", to 3-AT was abolished in 
a gcn5d genetic background; however. UGA3 3·AT·depen­
dent r ... pon", was maintain~d in a gcn5d mutant . The .. 
re,ults ,how that Gcn5 p play, a determinant rol. in th . 
bidirectional capacity of the UGA3- GLTI promoter 
(t'ig . 1). 

lt ha, been pre"iou,ly ,hown that the UGA3- GLTI 
tran5C/iptional acti,.ation i, d.~ndent upon the action of 
three ci.,-acting elemrnt' (gcn4""... pal""" and gata"".) 
and two lrans·acting element, (Gcn4p and Gln3p), which 
bind th~ UGA3- GLTI intergenic region [9]. Th. role of 
th . thr. e ciJ-acting e1emem, on 3-AT-indue.d UGA3 and 
GLTI expr ... sion wa, addr. "e<! by mea,uring jl.-Gal 

• M -
~~ 

-~ 
~~-.. 

~,~ 

• • 
D 

m 

-~ 

.'~ .. ~ 
pa'_\IO"_ 

."n_ 

gcn5.l 

' . '" ~ M m 

"'" 1>0 . "'" ."., ''''' "50 _ ,,,., " ,,, 

~-Ga1actosidase specifc actiYity 
1M"de. m¡r') 

l'il . 1 MUl>.,ion a n.I)~i. of .. I,,,,,n' dr-=tin¡ . I."",n" P'""'"' in U,. IiGAJ_GL Ti promo'", on ha ... 1 a oo l·,\ T_indUC<d "'p"",ion in a ... ild ')"PO o, 
8'""" i, ... le back~round . ~.I acti"i')" ..... d .. "min«l in "',acr. o"uiD«l f,om Y"" ",,11. harw,,«I du,in ~ ,xl"'""n'''I ¡rO"1h on . i'h .. M ~t o, .,,., 
l·.m,notnalO!o (l-AT) ' .... ""'0' • • • d"",ribnl in MalO, iol, and ",.,hod •. I'a",nta] main Cl"I a nd i" i"'ll"ni< 8,~H d .. i,-.,i ... CLAIOO w ... 
ind.pooo.ntl)" ' .... nofomo«l ~-ith " 'ild t)"po r." Z f"'¡on oomlruct a nd th. eolloction of J.J<Z fu<ioo pla""ld' ind'pondonU)' ","""NI in ,1'10 irldieatnl dr_ 
actiol "''''''0'' in th, oootox, of'h. fOIl I""i th in""i.me ",;on o';"nlNl 'o ";'h", pGl TI_lo, p UGAJ..I_ (A.II) ¡",Z ru.ion oon",,",," ",;"',«1 00 VGAJ; 
(C,D) wcZ fo,ion con"ruc" o,;"ntod 'o GLTI. Emp')' ""ro MM. foil ha" M.\t·1AT 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"' 
acriviti. , in ntract, obtained [rom ¡he ",¡Id type elAl and 
ia ¡"'genie d.rival; ___ CLA IOO gcn5L1 mutan! ,¡rain altn-
nati\'dy harbaríng each on. Df ¡he mernbe" af a p lasmid 
eo ll...:l;on bearing mutat;on, in ¡he differem cis-acting 
doment' ori. mM lo .¡ Iher (fGA) or GLTl [9~ Mutation, 
of ¡he gcn4"". completdy aboli.hed 3-'\ T r.'pon", of 
. ¡¡her UGA 3 o. GL TI, ",hile impaim,.nt ef ¡he pa l"", or 
gala"". elemena did nOl affeel thi, r" pon", (hg. 1). Th. ", 
dala ,he,," ¡ha! con,istent lo ",ha! ha, b..n p",,,iou. ly 
repo rted. Gcn4p binding elernem, determin e amino acid ­
dependen! r.'pon", [ 16~ lt ¡, wonh rnentioning ¡ha! for 
/JGAl, 3-'\ T -inducffi . "pr .. ,ion was iocr. asa! "'Mn ¡he 
pal""" or gala"", eI.mom, ",er. impaired as comparod lo 
¡hal found in mains harbaríng ¡he ",¡Id lype pla,mid 
(rig . lA). Panicularly notable was th~ effect of a doubl~ 

mutant simultanrously impairod in th~ gata""x and pa l""x 
dem~nts in ",hich transcriptional activation ",as l l -fold 
high~r than that found ",ithout 3-A T . The", r~.u1ts sugg~t 
that impairm~nt of the pal..,x and gata.." ci.¡-acting d e­
m~nts oould r~suh in a more ~ff~cti\". binding of Gen4p 
to its oognate site, thu. iner~a.ing /JGA 3 transcriptional 
activation. How~,·.r, for GLTI ex pre"ion, impaiml~nt of 
th~ abo\".-men!ion~d elemenu did not augment the amino 
acid depri,ation r~pon", as comparod to that found for 
maim carr)"ing the ",ild type pla.mid (H g. l Cj, indicating 
that GLTI -3A T respon", might not only be determined by 
th~ capacity of Gcn4p to bind it. eognate "'quenee, and 
thu. vacaney of the Mighboring ci.¡-acting eI~ments ",ould 
not havo a positi,e ~ffect on transcriptional acti\ity. 

When /JGA3 and GLTI 3-AT-indueod expr~"ion ",as 
determ in~d in cuhur~. of th. gcn5tJ. mutan! .uain, it was 
found that GL TI -indue~d ~xpr~"ion wa. oomplete ly abo l­
ish~d in .nains altemati,eI)' harboring p la.mids impair~d 
in each one of th~ d.,-acting eI~men!s , Ho",e,er, /JGA3-in ­
du""d ~xpr~sion was maintaine<! in a gCll5,J genelie back­
ground, and ",a. only abolished in .trains earrying 
p lasmid. impair~d in th. gen4""x' Howe"er, a. oppo",d 
to what was ob",ryod in the wild type strain, expr~"ion 
in strains carrying plasmid oonstruetiom impaire<! in the 
gata""x and pal"", el~me nt. was not inerea",d as oompa",d 
to that found in the strain harboring the wild type pla.mid, 
sugge.ting that indu""d expr . .. ion after amino-aeid d~pri ­

vation could in,olvo Gcn5p-depend~n! mechanisms in 
addition to tho", promotod by Gen4p binding to the 
gen4"". , 

Abfl .. x ci.r-acting elemem and Gcn5p synergistically 
determine GLTI Hpreuian 

Earlier 'lUdies ha,.., shown that th. abfl "". cis~l~ment 

pr~"'nt in th~ /JGA3- GLTI promoter determine. th. bidi­
rectiona l action of thi. r~gulatory region [9). Accordingl)', 
Hg, I shows tha!' as pre,-iously repo rted, the disruption 
of the abfl "". aff~cts basal GLTI .xpr~ .. ion , while it has 
no effect on /JGAl exp",,,ion , In r~gard to the transcrip­
tional re.pon", ob",,,-e<! after amino acid deprivation, it 
wa. found that impairment of the abfl"", allowod full 

r~pon", of /JGAl while it im paired GLTI 3-AT r~.pon",. 
A simi lar phenotype was di.played by the gcn5A mutant , 
indicating that as well as th. abfl_, Gen5p could pla )' a 
role in the bidirectional capaeity of /JGA3- GLTI promot­
~r. As expectod, in a gcn5,J background, disruption of the 
abfl"". had a .uonger effect on GLTI expre .. ion, as com­
pare<! to that found in a wild type suain, impairing basal 
and 3-AT-indu""d expre"ion, while VGA3 .. 'pr .... ion 
was barel)' affected. The", ",.uhs sug"ste<! a syn~rgi.tic 
aetion betw..,n Gen5p and th. Abfl binding eI~ment. 

The /JGA3 GL TI rr aUly/OIed in a Gcn5p-dependem 
",aoner 

To det~rmine the acety lation proli le ofth. VGA3- GLTI 
bidir~ctiona l promot~r, th e im~rgenic ""]uenc. ",a . di,ided 
in two regions and deoxyoligonud~otide. were de.igned in 
order to independently amplify eaeh one (Table 1). The 
probe whirh ",as u",d ID amplify th~ lacZ coding sequ~ nce 

was obtained u.ing dro,yoligonucleotid.s which w~r. 

de.igned from "'qu~ne~. that w~r~ 167 bp away from the 
GL TI tran.lation initiation site, in ord .. to a"oid ooimmu­
nopreeipitation of th e /JGAl- GLTI intergenie r~gion 

( H g. 2). As .. ,pect~d, H3 and H4 unacetylatod amibodie. 
showed a similar quantitati\". immunoprecipitation from 
n tract. of eith.r the wild type or the gcn5.1 mutan! for 
both regions , An!ibodie. direet~d to ~i th e r l ys 9 and 14 
or Lys 14 gavo a higher immunopr~cipitation }ield in the 
wild t)'pe .uain than in the gcn5tJ. mutant from regiom 1 
and 11. while the H4 a""tylated antibody immunop.-..cipi ­
tate<! the same amount in eithe r th~ wild t)'pe and the 
gcn5,j mutan!, indicating that for this promoter H4 arely­
la tion wa. not GCN5-d e pend~nt, showing that ther. is a 
GCN5 -indq>end ~nt basal acet)'lation as ha. bttn .hown 
for th. H1S3 promot~r (11). 

Nucleo.romal organi:cmian af Ihe /JGA 3 GLTI promOler rr 
Gcn5p-dependent 

Chromatin wa. prepare<! from the wild type and gcn5,j 
mutan! strain . As can be ",~n in Fig. 3, in th. gcn5,j 
mutan! , nudeo",m •• A, H, and e wer. mor. loo",l}" locat­
e<! than in the wild t)'pe .train, a. can be ooncluded from 
the faet that th. M"Ja",-",n.itive .ites ob",,,-od in th e wild 
t)'pe .train betw..,n th e positioned nud~o",mes were mor~ 
e,iden! in th e gcn5,j mutant. Additionally, in the gcn5A 
mutan!, th~ pr~fer~ntial po.itioning of a founh nucl~o",me 
( D) wa. ob",,,-e<! in the region eomaining th e rele\"ant d.r­
aeting elements. Thus, th~ dimini.hod li GA3 and GLTI 
expre"ion ob...r\"e<! in the gcn5tJ. mu tan! oould be attribut­
e<! to a panial inaccessibility of the promoter to the lram­
aeting elements. How.,er, this would not explain th e differ­
~ntial ~ffeet of the gcn5A mutation on VGA3 and GLTI 
expre"ion, sineo inaceossibility of activators should equa lly 
affeet .. 'pre"ion of both gene •. Jt oould be eomider~d that 
po.itioning of nucleosome D oould affeet the fl~xibility or 
cu,,-ature that ha. bttn propo",d to be n..,d ed in ord~r 
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HIl _ 2. lb< L'GAJ_GL Ti in"'lMic "'$;on i. """'ylat<d in, Gcnlp-J<p<Dd<nl otan".,. C"' .... lin k..J .lId fraf""'"'N ohrornatin p"'p'ratioo. f,om wild 
tyl'" .r>d 8'"3J mutan' "",in. wor. irnrnunoprtd",ta'<d wi'h a"libod, .. di=(td ID no''''''''ylat<d hi.<o"" H~. hilloo, H~ ac<ly'>t<d in Iy.i"" ",<id..,. ~, 

8, 12, .nd I 6, no"~"yla(<d h;,(oD< Hl, hi<ton< Hl """)"Iate<! in Iy~"or .. ldu" 9 .nd 14 .nd hino"" H l ."")Iat<d in Iy~". ",,>do, 14, .00 U'I<r<oo\·".,j 
D."'\ ,..-. •• nalyzod by I'CR. ~'or .""h d<t<rmin.,iO/l , ,h. r,,.,,,,,,, m""",, ",""ioN pri"..r> bo,h rOl tI>< GL TI_IiGAJ promo"" .nd fo. 1M ¡""m. 1 
ron,rol .. ,ion oo''''>pOoolni ID th, I.<Z """tu r:ill ¡ o .. , &C."'" ind~-id .. 1 I'CR, a", in"ma ll,. rontrol!od, th< ",tati,', 1<\'01 of 111"0", ''''''ytati"" in tho 
ind"'tod ",~on il dofi,.,.j ~i'h ""p«"o ,lit I<I~I of h;',ono ac"'yl.lIOn wi'hin 'M lacZ ",¡ion_ (A) ,ho~~ • "'pt<"", .. ' i,'o "p"rim<n', (11) p",,,n" ,ho 
q.,nti,.ti ... ""ul" which ~'<'" obtaintd by . ..... a¡ini ,h, .. ""p"ri,",n'~ .nd (e l , how. a diai",rnma'ic "'p"'Iffi'alion of 'h, UGAJ---"L TI bld,=tion . 1 
promotor_ RI .nd RII "p, ... nt'ho t~'o ",¡ ioo. in ,,,,,,,lit plomo", w .. d¡'-idod fOl I'CR .nalrú Sudo,,<om« a", d<picttd al 0".1. 

to allow in!oraction k tw,,"n the lata"". and th., ~nin~n! 

ci.f-acting demena [18j. 
Con\id~ring thal il has been shown thal t he abf1 "". 

pf~"'n! in th~ UGAJ- GLTI in!~fgonic f~gion could consti­
tute an in\ulalOr ~I~ment influencing the flexibilily needed 
10 promOle GL TI tran'iCription [91 we decided 10 analYIe 
the chromatin organization and uano;criptional phenolyl'" 
of a gcn5.1 mutan! carrying a pla\mid harboring the 
UGAJ- GLTI promot~r impairM in the abf1 ""., 

Gcn5p and ahfl_ ci,-ac/ing el~m~n1.,ynergislicall)' 
d~lermin~ hidirulirmaJ ac/ian af Ihe UGAJ GL T / r~gian 

E arli~r \lUdies had shown Ihat the abf1 "". sit., pre..,n! in 
the UGAJ- GLTI promotn delerminM the bid irectional 
action of this regulalory region . A\ previou\ly \hown [9~ 

di\cuption of Ihe abf1 box affecu ba",1 GLTI expre"ion 
,,'hil. il has no effecl on UGAJ ~,pr~"ion (hg. 1 j. Afler 
amino acid d . pri\'ation , it wa\ found thal impairmenl of 
the abf1 box a llowed full re\pon.., of {i GA J while it 
impair~d GLTI 3-A T re\pon", (h g, 1). The gcn5.1 mutan! 

displaYM a \imilar phenOlYJ"" indicating that a\ wel! a\ Ih . 
abfl "" .. Gcn5p could playa rol. in the bidirectiona l capac­
il)' of UGAJ- GLTI promot . ... A\ ~xpect~d. in a gcn5.1 
background, disruption of th. abf1 box had a Slronger effect 
on GLTI expre"ion. a\ compared 10 thal found in a wild 
I)'l'" main , impairing ba",l and 3·:\T-induced expr~~ioll, 

while UGAJ expre"ion was bard)' a ffected. The.., re\ul " 
indicate a \yn ~rgi\tic aClion betw. en Gcn 5p and Ih . 
abfl "" •. 

A\ ha\ been previously reporlM in a wild tyl'" \lrain 
harboring a pla\mid impairM in Ihe abf1 box• a \hifl in 
Ih . posilion of nucleo\ome e wa\ ob",r\'ed ( h g. 4) [9 j. 
A\ expecled Ih . combined effect of the abfl"", mUlalÍon 
and lack of Gcn5p was ob",r •• d in the double mulan! 
(hg, 4). The a\ymmetric \ynergi\tic n ~gative effect on 
UGAJ and GL TI lrano;criptional activation Ob..,f\'M in 
Ih . doubl. mulan! could be ~xplainM by as.uming an addi · 
li"e effect which re\ulu in the \hifling ofnudeo\ome e and 
Ih . po\ition ing of nucleO\om. D, thu. hindering the con­
lacl k tween Ih . GL TI lata"". and Ihe relevan! d.-acling 
elem' n!s. 
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HC_1. Q""lp-d<pond<nl """I",,,,mal or¡;a";"';OIl o(tll< IiGAJ-GLTl bOdj,ecü"nal pro""""'. Cbroma u" .. rnpl .. nI'< P"f"'r<d f,om 1M ,,'ild tyl'" 
",. in ClAl ¡ro ... " lO ,tud"'po""n'ia l pila .. "n ~IM_ Sampl" ~..,'" ta'''' , 00 ch,om..i';n w .. I".par<d .. ".'<d jn M."rial. , od ",..had •. 1')-'''""' 
tr..,od 'p!1<ropla", w<'" di¡¡."<d with ;ncr .... i"¡ oon«m .. tion, of M" ... . nd .. -ith EC<lR I (panel Al .nd PnilJ (paMl D). S. lnrl« , ... '" 'l<ctrop/lo",O<d 
throuj'h l .!';;' . sa",o<-TBE I ~ 1'1> , 00 tra n,f ... r<d lO • n¡"oc,IM"", m<mb", ... a oo . .... )ed .. i 'h tll< j ' (A ) DI l ' (11) prob<o TI>< d."~'om«rk oc,n of 
tll< di¡«t;OIl pron,. a oo tll< r<¡;"" 00'-"';'" tll< UGA3~'L TI ;""" 1'01" I'<¡ ion . ..... O~-" lo ,h, n¡bl. Dindini '¡lo" . '" d'piCtod al fo llo ... " ¡cr>4",., to, 
1"'1,.." (1), "'t .... , 1)), . ,flo., n~ anJ polydAdTu~ ("'l. ,,"01""00""'" depillid as onl< 1~1Ii'1i'd from (A_D). ,\",,"-, ;ooi",u. Ih. t .... n=ipuon 
;nit;a ,ion ~ "' _ 

Concluding remarh 

I)r~\'iou§ §ludie. have ,ho",n that the bidirectional nat­
u", of the UGAJ- GLTI intergenic region i, determined 

by chromatin organization [9]. Re.ult. pre..,nlM in thi. 
paper indicate that lack of Gcn5¡rmed iated acetylation 
, e.ults in a modifiM nudeosomal organization, which par· 
tiall)" occlude, the relevan! cis·acring regulatory ,ite,. Th. 
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a bfl ... 

I'i,_ 4. Chrorna,in o.pni",''''" of lh. FCAJ-GLTI in "''i,nic "I;on in a doubl. mutan' r<ltl~ .MI ""' _ Chroma lin !WIlpl<. nI'< ,"",par«! from th. wild 
tyl'" ""In el,\ I 01 ,h. l <n5J mutan' CLA 100 h .. .,borio, pl .. mkl pGl TI_I ( "'T ~ 01 ,11. pGL TI-II (a bll ... I, ¡rowth rondiu.,.., ~hrom."n pr<pa"'tIOn, 
.00 tr"'_nI of ""'pie. b<jnl <qual to lh,,« d<""ibod fOI l'i,_ 1. (Al ,,-o. u ... )"«l with th. ~' probt, .nd (11) ~ilh tll< 3 'prob< . TII. d.mitornttric oca" of 
th. d'g .. tioo prolil •• nd 1M ",,,ion o,,,-.,.inl lile UGAJ_GL TI '"'"'l,nk "'1"'" ar. oho"," (o th. ri¡h. Diodin, ,¡lo" and 1M po,i. ioninl of "ud • .,,,,ro« 
' 1'< d.pict<d .. in Fij _ l . 

fae! ¡ha! the occlu.ion of th..., .¡te, unidirectionally affeel­
ed GL Tl exprrs.ion indical. d th a t in the gcnjA mutan! ¡he 
imrin.ic archite~tu.., of ¡he region could have k . n affectod, 
r .. ulting in lo" of flexibilit)" tha! would exdusi\'dy influ­
on"" its ahility to promote interaction, ~tween the GLTI 

tatabox and the peninem trans-acting factor,;, , inee the 
UGA3 tata""" i, lacate<! in the vieinity of the cis-acting de ­
men!s. Although the role of Gcn5p as coactivator of tran ­
scriptional acti\'ation has ~en thoroughly ,tudied, its role 
a, a determinan! factor in the operation of bidirecrional 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

promOl~" had nOl bttn addr",M. thu, it will ¡,., inte, .. I­
ing to funher add,~" thi. malln a, moro bidir~lion al pro­
moler~ are eXfl"'rirnentally anal)'zed. 

Th i, work wa, 'UpportM in pan by Ihe Dir~ión 
Gen~ral de A,unto, del Personal AcaMmico. UniH"idad 
Nacional Autónoma de I\léxico (11'11221103-2), and by Ihe 
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (49970) . \Ve 
acknowlMge J. "l. Cantú for useful diseu"io", and cril­
ical review of Ir.. rnanuseripl , \Ve al,o ackno",ledge 
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10. ESTANCIA DE INVESTIGACIÓN 

 

10.1. Descripción de la estancia y contexto 

 

La estancia de investigación se llevó a cabo en el laboratorio del Dr. Roy Kishony, en el 

“Bauer Center for Genomics Research” de la Universidad Harvard. La duración de la 

estancia fue de aprox. 6 meses, del 15 de junio al 30 de noviembre del 2005.  

Para la realización de la estancia se obtuvo financiamiento por parte de: 1) Programa 

del Doctorado en Ciencias Biomédicas a través del PAEP, 2) DGAPA, 3) Bauer Center for 

Genomics Research. 

 

10.2. Antecedentes 

 

El análisis global de interacciones genéticas es crucial para entender la organización 

de sistemas biológicos complejos en donde los genes suelen influenciar la actividad de 

otros genes. Las interacciones genéticas, o epistáticas, se pueden identificar mediante el 

análisis de mutantes dobles, y ocurren cuando la consecuencia fenotípica de una mutación 

depende de la presencia o ausencia de otra mutación. Éstas pueden ser sinérgicas –

cuando el efecto de una mutación se intensifica ante la presencia de una segunda–- o 

antagónicas –cuando la presencia de una segunda mutación disminuye o anula por 

completo el efecto de la primera.  

En una primera fase de este trabajo se simuló la organización de las interacciones 

predichas para todas las parejas posibles de mutaciones en el metabolismo de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae. Para ello se empleó un modelo computacional de análisis de 

flujos metabólicos, por medio del cual se calculó el flujo hacia biomasa a partir de redes 

metabólicas intactas o perturbadas en una o dos reacciones. Los resultados sugieren que 

las interacciones genéticas exhiben una peculiar distribución trimodal, lo cual permite la 

separación de parejas de mutaciones claramente sinérgicas, antagónicas o neutrales. 

Además, se observó que la red resultante puede ser organizada de manera jerárquica en 

módulos enriquecidos con genes que forman parte de la misma ruta metabólica y que 

interactúan con otros módulos mediante uniones exclusivamente sinérgicas o antagónicas. 

Con el fin de verificar estas predicciones teóricas, se desarrolló un método experimental 
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para medir la adecuación de mutantes sencillas y dobles mediante la competencia directa 

de mutantes marcadas con variantes amarillo y cian de la proteína verde fluorescente. El 

objetivo de la estancia de investigación fue participar en la construcción de dichas 

mutantes y en el análisis fenotípico de las mismas. 

 

10.3. Estrategia experimental 

 

1. Construcción de mutantes sencillas y dobles en genes seleccionados del 

metabolismo central y marcaje de las células con variantes amarillo y cian de la 

proteína verde fluorescente. 

2. Medición de la adecuación de mutantes sencillas y dobles mediante la 

competencia directa de las mutantes marcadas con proteínas fluorescentes. 

 

10.4. Primera fase: Estandarización de condiciones 

 

Marcaje de cepas con proteínas fluorescentes 

 

El primer paso consistió en marcar las cepas utilizadas con una proteína fluorescente, 

para ello, se emplearon módulos que contenían la versión amarilla o cian de la proteína 

verde fluorescente fusionados al promotor del gen TDH3. Este promotor permite que la 

proteína se exprese a altos niveles. El módulo se insertó en el locus HO mediante 

reemplazo por recombinación homóloga. 

 

Construcción de mutantes 

 

Se seleccionaron 96 mutantes en genes que codifican para enzimas del metabolismo 

central o factores transcripcionales de S. cerevisiae y se obtuvieron a partir de una 

colección comercial de mutantes. 

La versión haploide de estas mutantes se cruzó con las cepas marcadas con CFP o 

YFP, siguiendo el método descrito por Tong y colaboradores. Como resultado de estas 

cruzas se obtuvieron mutantes en cada uno de los genes seleccionados que además 

estaban marcadas con la proteína fluorescente. 
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Ensayos de competencias 

 

Se determinó la adecuación de cada una de las mutantes sencillas con respecto a la 

cepa silvestre mediante un análisis de competencias, el cuál consiste en crecer 

simultáneamente dos cepas marcadas diferencialmente con proteínas fluorescentes. Cada 

cierto tiempo se toma una alícuota del cultivo y se diluye en medio fresco. A lo largo de la 

curva de crecimiento se determina la cantidad relativa de células basándose en la 

intensidad de fluorescencia de cada una de las proteínas usadas. En esta primera fase las 

competencias fueron de cultivos simultáneos de la cepa silvestre vs las mutantes sencillas. 

En principio, si la tasa de crecimiento de la mutante es igual a la cepa silvestre, la 

fluorescencia relativa de YFP y CFP será la misma. Pero, si una de las dos cepas crece 

mejor que la otra, habrá un cambio en la proporción relativa de fluorescencia, que se 

acentuará en cada dilución del cultivo. 
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10.5. Segunda fase: Determinación de interacciones epistáticas 

 

Construcción de mutantes 

 

La construcción de dobles mutantes se llevó a cabo por cruzas de la colección de 96 

mutantes consigo misma, con lo que se generaron 96x96 dobles mutantes. Se determinó 

la adecuación relativa de estas dobles mutantes en relación a las mutantes sencillas 

construidas en la fase 1. 

 

10.6. Resultados 

 

1. Se construyeron aprox. 7000 dobles mutantes en diferentes enzimas y reguladores 

transcripcionales del metabolismo de S. cerevisiae. 

2. Se estandarizaron las condiciones del ensayo automatizado. 

3. Se obtuvieron datos preliminares que posteriormente sirvieron para construir una 

red global de interacciones genéticas para la levadura. Cabe destacar que, 

además de identificar parejas de mutantes sinérgicas, la naturaleza cuantitativa del 

método permitió también la identificación de parejas de mutantes que interactúan 

de manera antagónica.  
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ABREVIATURAS 

 

α-CACR  α-Cetoácidos de cadena ramificada 

α-CG  α-Cetoglutarato 

α-CIC  α-Cetoisocaproato 

α-CIV  α-Cetoisovalerato 

α-CMV  α-Ceto-β-metilvalerato 

aa  Aminoácido(s) 

AACR  Aminoácidos de cadena ramificada 

AcCoA  Acetil CoA 

β-gal  β-galactosidasa 

BSA  Albúmina de suero bovino 

CoA  Coenzima A 

DMSO  Dimetil sulfóxido 

DO  Densidad Óptica 

G418  Geneticina 

Ile / I  Isoleucina 

Leu / L  Leucina 

MM Medio mínimo compuesto por sulfato de amonio, glucosa, vitaminas, 

sales y elementos traza 

NAT  Nourseotricina 

ONPG  ο-nitrofenil-β-D-galactopiranósido 

pb  Pares de bases 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

pI   Punto isoeléctrico 

PP  Piridoxal 5’-fosfato 

rpm  Revoluciones por minuto 

T. A.  Temperatura ambiente 

Thr  Treonina 

TPP  Tiamina pirofosfato 

UTR  Untranslated Region, región no traducida 

Val / V  Valina 

VIL  Valina, isoleucina y leucina 



YPD Medio rico para levadura compuesto por extracto de levadura, 

peptona de caseína y dextrosa 



GENES Y OTRAS NOTACIONES 

 

2µ  Secuencia de replicación autónoma 

ade2  Deleción del gen ADE2 

Bat1 Transaminasa mitocondrial de aminoácidos de cadena ramificada 

BAT1 Gen que codifica para la transaminasa mitocondrial de aminoácidos 

de cadena ramificada Bat1 

BAT1-TAP Fusión del módulo TAP al extremo carboxilo terminal del gen BAT1 

bat1∆  Deleción del gen BAT1 

Bat2  Transaminasa citoplásmica de aminoácidos de cadena ramificada 

BAT2 Gen que codifica para la transaminasa citoplásmica de aminoácidos 

de cadena ramificada Bat2 

BAT2-TAP Fusión del módulo TAP al extremo carboxilo terminal del gen BAT2 

bat2∆  Deleción del gen BAT2 

CEN  Origen de replicación centromérico 

Gcn4 Activador transcripcional de genes de la biosíntesis de aminoácidos 

en respuesta a limitación de aminoácidos 

GCN4  Gen que codifica para el regulador transcripcional Gcn4 

gcn4∆  Deleción del gen GCN4 

HIS3MX6 Módulo que usa como marcador de selección al gen HIS3 

his3∆1  Deleción del gen HIS3 

ILV1  Gen que codifica para la treonina deaminasa 

ILV2  Gen que codifica para la acetolactato sintasa 

ILV3  Gen que codifica para la dihidroxiácido dehidratasa 

ILV5  Gen que codifica para la acetohidroxiácido reductoisomerasa 

KanMX4  Módulo que confiere resistencia al antibiótico geneticina 

KlBAT1 Gen KLLA0A10307g de K. lactis que codifica para la transaminasa de 

aminoácidos de cadena ramificada KlBat1 

Klbat1∆  Deleción del gen KlBAT1 

lacZ  Gen que codifica para la enzima β-galactosidasa de Escherichia coli 

LEU1  Gen que codifica para la isopropilmalato isomerasa 

leu2  Alelo inactivo del gen LEU2 

LEU2  Gen que codifica para la β-isopropilmalato deshidrogenasa 



leu2∆0  Deleción del gen LEU2 

LEU4  Gen que codifica para la α-isopropilmalato sintasa I 

LEU5 Gen que codifica para un transportador mitocondrial involucrado en la 

acumulación de CoA en la matriz mitocondrial 

LEU9  Gen que codifica para la α-isopropilmalato sintasa II 

MATα  Mating type alfa  

met15∆0  Deleción del gen MET15 

NAT  Módulo que confiere resistencia al antibiótico nourseotricina 

PBAT1-KlBAT1 Fusión transcripcional de la región promotora del gen BAT1 a la región 

codificante del gen KlBAT1 de Kluyveromyces lactis 

PBAT1-lacZ Fusión transcripcional de la región promotora del gen BAT1 a la región 

codificante del gen lacZ de Escherichia coli 

PBAT2-KlBAT1 Fusión transcripcional de la región promotora del gen BAT2 a la región 

codificante del gen KlBAT1 de Kluyveromyces lactis 

PBAT2-lacZ Fusión transcripcional de la región promotora del gen BAT2 a la región 

codificante del gen lacZ de Escherichia coli 

pKD1  Origen de replicación pKD1 que sirve para el género Kluyveromyces 

TAP Tandem Affinity Purification tag, está formado por un péptido de unión 

calmodulina, un sitio de corte a la proteasa TEV y dos dominios de 

unión a IgG de la proteína A de Staphylococcus aureus; así como el 

marcador de selección HIS3MX6 

ura3  Alelo inactivo del gen URA3 

URA3  Gen que codifica para la orotidina-5’-fosfato (OMP) descarboxilasa 

ura3∆0  Deleción del gen URA3 
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