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RESUMEN

La duplicacién de genes es un mecanismo clave en la evolucion, las copias adicionales de
genes proveen el material necesario para la generacion de genes cuyos productos tengan
una funcion modificada o adicional a la que inicialmente tenian. Se han propuesto distintos
modelos para explicar las rutas que pueden seguir las copias de genes duplicados y los
mecanismos que favorecerian su conservacion. El modelo de especializacion indica que la
duplicacion de un gen, cuyo producto es bifuncional, puede llevar a la subfuncionalizacién
de cada copia mediante la separacion de la funcion ancestral.

En este trabajo, se analiza si el posible caracter bifuncional de la unica
aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada de K. lactis ha sido redistribuido
entre los paralogos de S. cerevisiae, y si la conservacion de ambas copias ha impactado el
metabolismo de S. cerevisiae. Nuestros resultados muestran que la proteina ortéloga
KiBat1 es una enzima bifuncional que participa en la sintesis y catabolismo de
aminoacidos de cadena ramificada. Estas funciones fueron redistribuidas en las enzimas
paralogas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae, estos datos apoyan el modelo de especializacion.
BAT1 se expresa principalmente en condiciones biosintéticas, mientras que BATZ2 se
expresa principalmente bajo condiciones que promueven el catabolismo de los
aminoacidos de cadena ramificada. La relocalizacion de las isoenzimas también
contribuyé a la especializacion de estas proteinas, dado que los precursores de
aminoacidos son producidos en la mitocondria, mientras que los sustratos catabdlicos se
acumulan en el citosol. Por otro lado, bajo condiciones de crecimiento respiratorio, la doble
mutante bat1A bat2A es incapaz de crecer aun en presencia de los tres aminoacidos de
cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina), lo que sugiere que el catabolismo de
estos aminoacidos es crucial o que Bat1 y Bat2 cumplen una funcién adicional en el
metabolismo respiratorio.

Este estudio muestra que tanto la expresion diferencial de BAT1 y BAT2, como la
relocalizacion subcelular han permitido la redistribucion de la capacidad biosintética y
catabdlica de la enzima ancestral en dos isoenzimas. Dicha redistribucion de funciones

representd una adaptaciéon al metabolismo facultativo.



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 KIBat1 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 bat1A bat2A 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 BAT7 and BATZ2 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. INTRODUCCION

1.1. Duplicacién de genes y redundancia génica

Estudios comparativos han sugerido que la duplicacion de grandes segmentos de DNA es
un proceso continuo durante la evolucién de los organismos (Friedman y Hughes, 2001), y
contribuye a la plasticidad gendmica al ser la principal fuente primaria de material para la
innovacion biolégica (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 proporcion de genes duplicados que los procariontes (He y
Zhang, 2005).

El genoma de un organismo puede incrementar su numero de genes a través de dos
mecanismos: i) transferencia horizontal o ii) duplicacion de genes preexistentes. Ohno
resalté la relevancia que la duplicacion de genes tiene durante la evolucion de los
genomas (Ohno, 1970).

La duplicacibn de un gen o grupo de genes puede ocurrir por mecanismos
moleculares que incluyen la repeticidon en tandem, la conversidén génica, el deslizamiento
de la DNA polimerasa durante los procesos de recombinacion y replicacion, el
entrecruzamiento no equivalente, las retrotransposiciones o la duplicacion cromosomal
(Zhang, 2003). Por otro lado, la duplicacion 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 duplicacion gendémica representa el aumento abrupto en el
numero de genes, el cual puede tener repercusiones en la estructura y la funcion genética.
El aumento en el numero 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 numero de genes se debe a una o mas duplicaciones
gendémicas (Ohno, 1970). Aun cuando existe controversia acerca de la contribucidn
relativa de la duplicacion gendmica respecto a la duplicacidon de genes individuales

(Sankoff, 2001), hay suficiente evidencia molecular para afirmar que la estructura actual de
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INTRODUCCION

algunos genomas eucariontes es el resultado de uno o mas eventos de duplicaciéon
gendémica, como en el caso de Saccharomyces cerevisiae (Wolfe y Shields, 1997;
Friedman y Hughes, 2001).

1.2. Conservacién de genes duplicados

En principio, los genes resultantes de un evento de duplicacion tienen la misma funcion, su
destino sera la retencion de la copia adicional o la pérdida de la misma. Tradicionalmente,
se ha pensado que solo son conservados aquellos genes duplicados que divergen en
funcién (Ohno, 1970); sin embargo, se ha encontrado que algunos genes con funciones
redundantes han sido conservados (Krakauer y Nowak, 1999).

Se han planteado diversas hipotesis para explicar por qué algunos genes con
funciones redundantes tienden a ser conservados después de una duplicacion. Algunas de
estas hipodtesis se explican a continuacion:

i) Las mutaciones degenerativas en un gen multifuncional provocan la separacion
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 funcién. Se
necesita conservar ambas copias para satisfacer la funcion original (Lynch y
Conery, 2000; Force et al., 1999).

ii) Las mutaciones degenerativas provocan que ninguna de las copias génicas
genere por si misma suficiente producto, por lo que ambas deben ser
conservadas (Lynch y Force, 2000).

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

favorece su conservacion.

1.3. Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizada como modelo para diversos
estudios bioquimicos y genéticos desde hace muchos afios. S. cerevisiae es un organismo
unicelular no patégeno que se puede cultivar facilmente en el laboratorio. Esta levadura
tiene una alta tasa de recombinacion homologa, lo que ha facilitado la obtencién de

mutantes para el estudio de la funcion de diversos genes (Mell y Burgess, 2003).
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INTRODUCCION

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 vias para utilizacion de otras fuentes de carbono y
vias de oxidacion aerobia como el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la fosforilacion
oxidativa y el ciclo del glioxilato (Fraenkel, D. G., 1982). La utilizacion de glucosa es
independiente a la presencia de oxigeno; es decir, aun en condiciones aerdbicas de
crecimiento, el ATP se produce mediante la glucdlisis. En ausencia de glucosa o de otras
fuentes de carbono fermentables, S. cerevisiae obtiene energia a través del ciclo de los
acidos tricarboxilicos y la via del glioxilato, para lo cual requiere crecer en presencia de
oxigeno (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
tamanos que oscilan entre 230 y 2350 kb, y en un DNA mitocondrial de 86 kb. EI genoma
nuclear es muy compacto, debido a que las regiones intergénicas son pequenas y existen
pocos intrones. En promedio, las regiones entre los ORFs divergentes son de 618 nty de
tan sélo 326 para los que convergen. Tres cuartas partes del DNA cromosdmico
corresponde a secuencias codificantes y solo el 3.8 % de los ORFs contiene intrones.

Una caracteristica relevante del genoma de S. cerevisiae es la elevada proporcion de
genes estructuralmente redundantes. El analisis de la secuencia del genoma completo de
este organismo reveld la presencia de 55 bloques cromosémicos duplicados (Wolfe y
Shields, 1997). La organizacion de los genes que integran estos bloques tiene
caracteristicas peculiares, los genes conservan cierto orden y orientacion. Este arreglo
peculiar es la evidencia principal de que S. cerevisiae es un organismo tetraploide
degenerado resultado de una duplicacidn gendmica ancestral. El evento de duplicacién
debid ocurrir hace aproximadamente 150 millones de arfos (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 ortdlogos en otras levaduras como

Kluyveromyces lactis.
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INTRODUCCION

El modelo de la duplicacién del genoma completo (WGD por sus siglas en inglés)
propone que los linajes que dieron origen a S. cerevisiae y K. walltii divergieron a partir de
un ancestro comun. Posterior a la separacién de linajes, el ancestro de Saccharomyces
experimenté una duplicacion del genoma completo seguida de una pérdida masiva de

algunos de estos genes (Fig. 1).

Commaon ancestor

(1 2 34 56 7 B 9 10 1 1213141515)

Saccharomyces lineage / \ Kluyweramyces linsage
1. 2 A4 BB T B 9 10 11 12 13 14 15 16 1 2 34 58 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16
—@--4 4. = —iH-4-4 - E-E 1 -E-aEHD-a—

af 1 2 34 56 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 \
—di-415-4 A b4-aE 40—

bf’123456 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16

MWW—

B 9 10N 311516})

cl'f 1 34 G 2 10 12 13 14 16

A “p'3 ‘g T ik B3 15 )

d 1 34 69 10 12 13 14 16
: (123456? 8 9 10 11 12 13 14 15 16
B R BRI & & a2 o o m & 2  a

2 35 7 8 111315

e 1 34 51 9 10 12 13 14 16
— a—an—a—— @ —-@dl @l S corevisiae copyl

'-m-'-"m-— K. waltii
. \ = = i 5. cerevisiae copy2
2 3 5 7 8 ik 13 15

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

Los linajes que dieron origen a los ancestros de S. cerevisiae y K. walltii divergieron a partir de un ancestro
comun. Posterior a la separacion de linajes, S. cerevisiae experimento una duplicacion gendmica (a) seguida
de una pérdida masiva de genes (b). Los cromosomas generados a partir de la duplicacion retuvieron
algunos genes en doble copia (c). K. waltii no experimenté una duplicacion 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 esta constituido por genes presentes
en mas de una copia 0 genes paralogos (Mewes et al., 1997), la mitad de ellos es

resultado de la duplicacion gendmica.

14



INTRODUCCION

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 pseudogenizacion, neofuncionalizacion, subfuncionalizacién o incluso puede
conservar la funcion 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

continuacion se explica cada ruta.

1. Pérdida de funcién: 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 funcién 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. Conservacion de la funcion ancestral: Ocurre cuando la dosis adicional representa
una ventaja y se mantiene por conversiéon génica constante o por otros mecanismos de
reparacion de errores. Es comun en proteinas que forman complejos macromoleculares y
en donde es importante mantener la estequiometria de las subunidades del complejo. Un
ejemplo son las proteinas ribosomales.

3. Adquisicion de una nueva funciéon o neofuncionalizacién: Es un proceso adaptativo
en el que después de la duplicacidon una copia del gen conserva la funcion ancestral,
mientras que la otra copia muta adquiriendo una funcion que no estaba presente antes de
la duplicacion. Este mecanismo permite la retencion de ambas copias.

4. Subfuncionalizacién: Consiste en la division de funciones del gen ancestral entre los
dos duplicados. Frecuentemente, la expresion 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 subfuncionalizacion también puede ocurrir a nivel de la proteina
cuando uno de los miembros de la pareja puede desempefiar una de las funciones de

manera mas eficiente.
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Piskur propuso que la duplicacion del genoma completo que experimento S.
cerevisiae y la conservaciéon de algunos de estos genes permitieron su adaptacion 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 comun. La duplicacion del genoma de S. cerevisiae ocurrié después de la
separacion de linajes (Kellis et al., 2004) y ii) S. cerevisiae es un anaerobio facultativo,
mientras que K. walltii y otras levaduras sensu stricto (aquellas que no experimentaron una
duplicacion del genoma completo) son organismos aerobios estrictos (Merico et al., 2007).

En Drosophila melanogaster la proporcion de genes esenciales es la misma
(alrededor de 30%) tanto para genes nuevos -originados hace 3-35 millones de afios-,
como para genes viejos -originados hace mas de 40 millones de afios- (Chen et al., 2010),
pero el 95% de los genes nuevos que son esenciales se originaron por duplicacion (Chen
et al., 2010). Ding y colaboradores encontraron que los genes duplicados de origen
reciente pueden integrarse a ciertas vias 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
funcién o en algunos casos a la adquisicidon de una nueva funciéon que ademas, se integre

a vias 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 interaccion de
diferentes redes de sefalizacién, lo que le permite ajustar su metabolismo, perfil
transcripcional y programa de desarrollo.

La levadura puede utilizar mas de 30 compuestos nitrogenados, incluyendo
aminoacidos, 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 nitrogeno en forma de amonio (NH;") a través de un proceso de desaminacion del
glutdamico por una reaccién de transaminacion. EI amonio es incorporado a otras

moléculas por dos vias: i) la aminacion reductiva del a-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 sintesis de glutamina en una reaccion dependiente de ATP en la que se
usan como sustratos glutamato y amonio, posteriormente el grupo amido de la glutamina
es transferido al a-cetoglutarato, esta reaccidn requieren de la accion concertada de las
enzimas Glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) codificadas por los genes
GLN1y GLT1, respectivamente (Cogoni et al., 1995).

El transporte de nitrogeno, su biosintesis y catabolismo son procesos altamente
regulados que responden tanto a la calidad como cantidad de la fuente de nitroégeno.
Dicha regulacién es mediada por dos mecanismos generales:

i) La represion catabolica nitrogenada (NCR por sus siglas en inglés), la cual
opera cuando una fuente de nitrégeno represora se encuentra disponible para
la célula y consiste en reprimir la expresién de genes que codifican para
permeasas Yy enzimas que participan en el catabolismo de fuentes no
represoras o secundarias de nitrégeno. La NCR esta mediada por la interaccion
de 4 factores de transcripcion, los activadores GIn3 y Gat1/Nil1 y los represores
Dal80 y Gzf3/Nil2 (Magasanik y Kaiser, 2002).

ii) El control general de la biosintesis de aminoacidos, el cual percibe la
deficiencia o escasez de aminoacidos y promueve la expresion de genes
implicados en la biosintesis de estos aminoacidos. El control general de la
biosintesis es regulado por el factor de transcripcion Gcn4 (Godard et al.,
2007).

Cerca del 44%de los genes implicados en el metabolismo del nitrdgeno se encuentran
por duplicado (Marland et al., 2004), aunque del total de genes solo 9 parejas tuvieron su
origen en el evento ancestral de poliploidizacién (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), ALT7 y ALT2 (que codifican para transaminasas de alanina)
y BAT1y BATZ2 (que codifican para transaminasas de aminoacidos 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 acidos

tricarboxilicos, 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 conservacion en doble copia
sea una adaptacion a las necesidades que impone el metabolismo facultativo.

En condiciones de crecimiento fermentativo, el ciclo de Krebs funciona de manera
incompleta y basicamente, sélo provee de intermediarios necesarios para el anabolismo.
Bajo estas condiciones de crecimiento, el ATP se obtiene mayoritariamente de la glicélisis,
por lo que el uso de las pozas de piruvato, a-cetoglutarato y acetilCoA, no interfiere con la
obtencion de energia para la célula. Bajo condiciones de crecimiento respiratorio, la
energia se obtiene a través del ciclo de Krebs, por lo que se requiere modular el consumo
de a-cetoglutarato para mantener un abastecimiento constante. En nuestro laboratorio se
han estudiado a otras parejas de genes duplicados y para el caso de los paralogos
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 a-cetoglutarato para
la sintesis de aminoacidos durante el metabolismo fermentativo o respiratorio (DeLuna et
al., 2001; Quezada et al., 2008).

Como ya se menciond, Gdh1 y Gdh3 son dos glutamato deshidrogenasas
dependientes de NADP (GDH-NADP) que participan en la asimilacion de amonio a través
de la sintesis de glutamato, usando a-cetoglutarato, amonio y NADP* como sustratos.
Aunque catalizan la misma reaccion estas isozimas no son redundantes. Gdh1 tiene una
alta capacidad para utilizar el a-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 interaccion directa de las proteinas (DeLuna et al., 2001). GDH3 no se expresa
durante el crecimiento fermentativo, su expresion se induce a medida que aumenta la
funcidén respiratoria (Avendano et al., 1997). La capacidad de la isozima Gdh3 para utilizar
al a-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 obtencion de energia. Aparentemente, la
retencion de estos genes duplicados permite modular la sintesis de glutamato de acuerdo
a las necesidades del metabolismo facultativo. El estudio de la conservacién de estos
paralogos arrojo datos interesantes. Por un lado, se evidencié que la diversificacion en los
patrones de expresion de los genes, asi como en las caracteristicas de las proteinas, son
importantes para conferir a la célula una mayor plasticidad biolégica. Por otro lado, se

resaltdé el potencial de los productos de genes paralogos para formar proteinas hetero-
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oligoméricas con propiedades distintas al homo-oligdmero (Avendafio et al., 1997; DelLuna
et al., 2001).

El par de paralogos LYS20 y LYS21 representan otro ejemplo de adaptacién al
metabolismo facultativo. Como ya se menciond, estos paralogos codifican para dos
isoenzimas homocitrato sintasas, que catalizan el primer paso de la via de sintesis de
lisina. Lys20 y Lys21 usan como sustratos a-cetoglutarato y acetil CoA para generar
homocitrato y CoA. Bajo condiciones de crecimiento fermentativo ambos genes mantienen
niveles de expresiéon similares y la contribucion de las proteinas Lys20 y Lys21 a la poza
de lisina parece ser redundante, por lo que en este caso la conservacion de ambas copias
obedeceria 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 a-
cetoglutarato y generar lisina, mientras que Lys21 tiene una capacidad menor y se ha
especializado en la sintesis de lisina durante el metabolismo respiratorio, de tal forma que

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

1.6. Los paralogos BAT1 y BAT2 y el metabolismo de los aminoacidos de cadena

ramificada

Las transaminasas o aminotransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un
grupo amino entre un aminoacido y un cetoacido usando como donador o receptor de
amonio al glutamato o a-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 biolégicos mas utilizadas por enzimas relacionadas con
el metabolismo de aminoacidos (Jansonius, 1998).

El problema de la evolucién 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 duplicacidon genética en las rutas metabdlicas primitivas pudieron
facilitar la especializacion hacia el amplio repertorio de sustratos que encontramos hoy en
dia en los organismos vivos (Jensen y Gu, 1996; Jensen, 1976).

En S. cerevisiae la mayoria de las rutas de biosintesis de aminoacidos han sido
estudiadas. Las transaminasas juegan un papel muy importante dentro del metabolismo
de nitrégeno, pues permiten la utilizacion de fuentes de nitrégeno diferentes a las

involucradas directamente en el metabolismo central de nitrogeno.
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Los paralogos BAT1 y BATZ2 provienen de la duplicacion del genoma completo

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

cadena ramificada. Las isoenzimas Bat1 y Bat2 presentan un 77% de identidad (Eden et
al., 1996) entre ellas (Fig. 2).
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Figura 2. Alineamiento de secuencias de las proteinas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae y del ortélogo
KiBat1 en K. lactis. Las proteinas paralogas Bat1 y Bat2 son 77% idénticas. El unico ortélogo presente en

K. lactis (KIBat1) es aproximadamente 80% idéntico tanto a Bat1 como a Bat2.

Bat1 es una proteina de 393 aa y 43,596 Da, con un pl de 8.7 (Eden et al., 1996). En
el extremo amino terminal tiene un péptido sefial de 16 aa. Kispal y colaboradores
observaron que Bat1 es una proteina soluble de matriz mitocondrial (Kispal et al., 1996).

Por otro lado, Bat2 es una proteina citosélica de 376 aa y masa molecular de 41,624
Da (Kispal et al., 1996). Su pl es de 6.9 (Eden et al., 1996), dentro del intervalo propuesto
para proteinas citosolicas por Schwartz y colaboradores (Schwartz et al., 2001).

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

biosintesis de los aminoacidos de cadena ramificada consiste de una via comun que a
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partir de piruvato y a-cetobutirato lleva a la produccion de valina e isoleucina. Por otro
lado, el precursor inmediato de la valina, el a-cetoisovalerato, sirve como intermediario

para la sintesis de leucina (Fig. 3).

1.7. Catabolismo de valina, isoleucina y leucina

En Saccharomyces cerevisiae, los aminoacidos de cadena ramificada son catabolizados a
través de la via de Ehrlich que lleva a la formacion de alcoholes tipo fusel. El primer paso
es la transaminacion de valina, isoleucina y leucina para producir los cetoacidos de
cadena ramificada correspondientes; dicha reaccion es reversible y es catalizada por las
enzimas Bat1 y Bat2. El siguiente paso consiste en la descarboxilacién de los cetoacidos
para generar un aldehido; esta reaccion es irreversible. Por ultimo, el aldehido es reducido
al alcohol fusel por una alcohol deshidrogenasa (Sentheshanuganathan, 1960). Ademas
de la alcohol deshidrogenasa, el ultimo paso de la via de Ehrlich puede ser catalizado por
una formaldehido deshidrogenasa o por aldehido reductasas dependientes de NADPH
(Hauser et al., 2007; Dickinson et al., 2003; Ford y Ellis, 2002).

La unica forma de obtener amonio a partir de los aminoacidos de cadena ramificada
es a través de la transaminacion por Bat1 y Bat2. En las reacciones de transaminacion la
constante de equilibrio es cercana a la unidad; para favorecer la reaccién en el sentido de
la degradacion, la célula tendria que acumular altas concentraciones de aminoacidos
intracelulares. Se ha propuesto que el significado biologico de la via de Ehrlich es
mantener una baja concentracion intracelular de a-cetdacidos con lo cual se empuja el

flujo de la via en el sentido de la degradacion de aminoacidos (Hazelwood et al., 2008).
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Figura 3. Vias de sintesis de aminoacidos 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 aminoacidos de cadena ramificada en S. cerevisiae

El transporte de valina, leucina e isoleucina se lleva a cabo a través de la permeasa
general de aminoacidos Gap1 y las permeasas de aminoacidos de cadena ramificada
Bap2 y Bap3 (Grauslund et al., 1995). La expresion de BAP2 y BAP3 es inducida por
leucina y otros aminoacidos (De Boer et al., 1998; Didion et al., 1996). Bap2 es una
permeasa de membrana celular, mientras que Bap3 es una proteina mitocondrial
(Grauslund et al., 1995; Sickmann et al., 2003).

Ademas del transporte de aminoacidos de cadena ramificada, las permeasas Bap2 y
Bap3 participan en el transporte de triptéfano, fenilalanina, tirosina, cisteina y metionina, vy,
en menor grado, de treonina y alanina (Regenberg et al., 1999). Agp1, la permeasa de
aminoacidos no cargados, también esta involucrada en el transporte de valina, isoleucina y
leucina y se ha reportado que Tat1 (permeasa de aminoacidos aromaticos) también puede
transportar valina (Regenberg et al., 1999).

Las reacciones para generar a-isopropilmalato (a-IPM, intermediario en la sintesis de
leucina) se llevan a cabo en la mitocondria. El a-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 adicién externa de a-IPM y a-
CIC, y en menor grado por a-CMV y oxaloacetato, por otro lado el a-CIV y los tres

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

1.9. La expresion de los genes BAT1y BAT2

Se ha observado que durante el crecimiento en medio YPD (extracto de levadura, peptona
y glucosa), BAT1 se expresa principalmente durante la fase logaritmica de crecimiento,
mientras que BATZ2 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 unién al factor transcripcional Gcn4. La
maxima expresion de BAT1 ocurre cuando estan presentes las cinco cajas, ademas su
expresion disminuye considerablemente en un fondo genético gcn4A (Ben-Yosef et al.,
1996).

Un enfoque para la identificacion de posibles reguladores de un gen es la busqueda

de cajas consenso de distintos factores transcripcionales sobre la regién 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 ortdlogos en diferentes levaduras sensu stricto. En la figura 4 se
sefalan las cajas consenso de diferentes factores transcripcionales sobre los promotores
de los genes de S. cerevisiae. Las cajas sefialadas en rojo son aquellas cuya secuencia
esta conservada en las levaduras sensu stricto. Como se puede apreciar, en el caso de
BAT1 las cajas conservadas son Gen4 y Leu3, mientras que en el caso de BAT2, las cajas
conservadas son GIn3, Put3 y Leu3. Como ya se menciond anteriormente Gcn4 es un
regulador de genes biosintéticos, mientras que GIn3 participa en la regulacién de genes

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

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

Los genes YIBCA1y YIBCAZ2 de Yarrowia lipolytica son los ortélogos a BAT1y BAT2 de S.
cerevisiae. Bondar y colaboradores observaron que el producto de YIBCA1 participa en el
catabolismo de L-metionina a través de una reaccién de transaminacién (Bondar et al.,
2005). A diferencia de lo observado en Yarrowia, el unico ortélogo de K. lactis (KIBAT1) no
esta involucrado en la transaminacion de metionina (Kagkli et al., 2006).

En Arabidopsis thaliana se han identificado 7 ortdlogos a Bat1/Bat2 con diferente
localizacion subcelular, denominados BCAT1 a BCAT7 (Diebold et al., 2002). BCATS3,
ademas de participar en el metabolismo de valina, leucina e isoleucina, también participa
en el metabolismo de glucosinolato (Schuster et al., 2006).

Una funcion adicional también se ha descrito para la transaminasa de aminoacidos de
cadena ramificada de Nicotiana benthamiana (NbBCAT). La enzima NbBCAT se localiza
en el cloroplasto y se expresa principalmente en flores y hojas jovenes, cuando la
expresion de este gen se reprime las hojas muestran un desarrollo anormal, ademas se
observa una disminucion en los niveles de las hormonas giberelina y acido indolacético y
un aumento en el nivel de citoquinina. Se ha sugerido que NbBCAT regula los niveles de
estas hormonas a través de la modulacién de los factores transcripcionales KNOX (Gao et
al., 2009).

Estos resultados sugieren que ademas de la subfuncionalizacion, los ortdlogos de
Bat1/Bat2 en otros organismos posiblemente han experimentado algun tipo de

neofuncionalizacion
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Figura 4. Organizacion de los promotores de los genes BAT1y BAT2. .
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Alrededor del 30% del genoma de Saccharomyces cerevisiae esta constituido por genes
presentes en mas de una copia, aproximadamente la mitad de ellos deriva de un evento
de duplicacion gendomica. Después del evento de duplicacion, el ancestro de
Saccharomyces experimentd una peérdida masiva de algunos de los genes duplicados
(Kellis et al., 2004; Wolfe y Shields, 1997).

La duplicacion de genes provee a la célula del material necesario para la innovacion
evolutiva ya que una de las copias puede adquirir mutaciones que conlleven a la
adquisicion de una nueva funcién (Ohno, 1970).

Si la organizacién y ubicacién 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 duplicacion del genoma
completo. El analisis 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 duplicacidon genémica.

Un estudio previo de nuestro laboratorio usando microarreglos, mostré que el perfil de
expresion de BAT1 y BAT2 difiere de acuerdo a la fuente de carbono, mientras que BAT1
muestra mayor expresion en condiciones de crecimiento fermento-respiratorio (medios con
glucosa como fuente de carbono), BAT2 tiene mayor expresion durante el crecimiento
respiratorio (etanol como fuente de carbono). Ademas del perfil de expresion, los
productos codificados por estos genes presentan una diferente distribucion subcelular,
Bat1 es una proteina mitocondrial y Bat2 es una enzima citosdlica (Kispal et al., 1996;
Eden et al., 1996).

Kluyveromyces lactis deriva de un ancestro comun a S. cerevisiae; sin embargo, el
linaje que dio origen a K. lactis divergié antes de la duplicacion del genoma completo de S.
cerevisiae. El gen KIBAT1 de K. lactis es el unico ortdlogo a los genes BAT1y BAT2 de S.
cerevisiae (http://www.genolevures.org/elt/KLLA/KLLAOA10307g). La expresién del gen

KIBAT1 y el papel fisiolégico de su producto no han sido estudiados hasta ahora.
El objetivo de este proyecto es analizar las particularidades de expresion de los genes
BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae asi como del gen tipo ancestral KIBAT1 de K. lactis,

ademas, se evaluara la funcion de los productos codificados por dichos genes.
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El contraste de estos datos permitira entender si la conservacion de los paralogos
BAT1y BAT2 en el genoma de S. cerevisiae obedece a un proceso de subfuncionalizacion

que llevé a un perfil de expresion diferencial de los genes, un cambio en las caracteristicas
de las isoenzimas o ambos.
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El objetivo general de este trabajo consisti6 en analizar el perfil de expresion de los
paralogos BAT1 y BAT2 de Saccharomyces cerevisiae y la funcion de sus productos, asi

como del gen tipo ancestral KIBAT1 de K. lactis.

3.1. Caracterizacion fenotipica de las mutantes bajo diferentes condiciones

metabdlicas.

Se generaron las mutantes sencillas bat1A y bat2A, asi como la doble mutante bat1A,
bat2A. Ademas, estas cepas fueron complementadas con plasmidos monocopia o
multicopia en los que se cloné al gen BAT17 o BAT2 de S. cerevisiae 0 el gen
KLLAOA10307g (en este trabajo se denomin6 KIBAT1) de K. lactis. Por otro lado, también
se construyo la mutante Kibat1A en K. lactis. El analisis fisioldgico se realizé determinando
las velocidades especificas de crecimiento en condiciones de cultivo que promueven la

biosintesis o catabolismo de valina, isoleucina y leucina.

3.2. Anadlisis de los patrones de expresion de los genes BAT1y BAT2.

La actividad transcripcional de los promotores de los genes BAT1 y BAT2 se determino
mediante fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ de Escherichia coli. Las fusiones
se clonaron en un vector monocopia que se transformdé a la cepa silvestre.
Adicionalmente, se realizaron ensayos tipo Northern para determinar la expresion de BAT1
y BAT2.

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

unico ortélogo en K. lactis KiBat1.
Se obtuvieron extractos proteinicos de las cepa silvestre y de las mutantes isogénicas

bat1A 'y bat2A de S. cerevisiae, asi como de la cepa silvestre y la mutante Kibat1A de K.

lactis. Se determind la actividad de transaminasa utilizando como sustratos a los tres a-

33



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

cetoacidos de cadena ramificada (a-cetoisovalerato, a-cetoisocaproato y a-

cetometilvalerato).
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Tabla I. Cepas utilizadas en este proyecto.

Cepa

Genotipo

Fuente o Referencia

CLA1-2
bat1A

bat2A

bat1A bat2A
BAT1-TAP

BAT2-TAP

Kluyveromyces lactis 155

Kibat1A

MATa BAT1 BAT2 ura3 leu2::LEU2

MATa bat1A::kanMX4 BAT2 ura3 leu2::LEU2
MATa BAT1 bat2A::kanMX4 ura3 leu2::LEU2
MATa bat1A::NAT bat2A::kanMX4 ura3 leu2::LEU2

S288C (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0)
BAT1:: TAP-HIS3MX6
S288C (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0)
BAT2::TAP-HIS3MX6
MATa ade2 his3 ura3

MATa ade?2 his3 ura3 Klbat1:: kanMX4

37

(Quezada et al., 2008)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

(Ghaemmaghami et
al., 2003)
(Ghaemmaghami et
al., 2003)
(Navarro-Olmos et al.,
2010)

Este trabajo
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Tabla Il. Plasmidos utilizados en este proyecto.

Plasmido Descripcion Fuente o
Referencia
YEp353 Plasmido episomal que permite construir fusiones (Myers et al., 1986)

YEp353 PBAT1

YEp353 PBATZ

pRS416 o CEN

pRS416 BAT1 o
BAT1 CEN

pRS416 BAT2 o

BAT2 CEN

pRS426 o 2

pRS426 BAT1 o
BAT1 2y

transcripcionales con el gen lacZ de Escherichia coli. Tiene el
origen de replicacion 2p y los genes URAS3 para seleccién en
levadura y el gen para la B-lactamasa, que confiere resistencia
a ampicilina en E. coli.

La regién 5° UTR del gen BAT1 (1080 pb rio arriba del ATG) se
cloné en los sitios de restriccion EcoRI y Pstl del plasmido
YEp353, en marco de lectura al gen lacZ.

La region 5° UTR del gen BAT2 (471 pb rio arriba del ATG) se
cloné en los sitios de restriccion EcoRI y Pstl del plasmido
YEp353, en marco de lectura al gen lacZ.

Plasmido centromérico de levadura, tiene el gen URA3, que
permite la seleccién en S. cerevisiae y el gen que codifica para
la B-lactamasa, que confiere resistencia a ampicilina en
Escherichia coli.

Es el plasmido pRS416 en el que se clon6é un fragmento de
2315 pb que corresponden a 1080 pb de la regién 5’ UTR, 1182
pb de la regién codificante y 53 pb de la regiéon 3’ UTR del gen
BAT1. El fragmento se cloné en el sitio de restriccién EcoRI.

Es el plasmido pRS416 en el que se clond un fragmento de
1681 pb que corresponden a 471 pb de la regiéon 5’ UTR, 1131
pb de la regién codificante y 79 pb de la regién 3’ UTR del gen
BAT2. El fragmento se cloné entre los sitios de restriccion
EcoRl y Xhol.

Plasmido episomal, contiene al gen URA3, que permite la
seleccion en S. cerevisiae y el gen que codifica para la B-
lactamasa, que confiere resistencia a ampicilina en E. coli.
Tiene el origen de replicacién 2.

Es el plasmido pRS426 en el que se clond un fragmento de
2315 pb que corresponden a 1080 pb de la regién 5’ UTR, 1182
pb de la regién codificante y 53 pb de la regién 3’ UTR del gen

BATT1. El fragmento se cloné en el sitio de restriccion EcoRI.
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(Sikorski y Hieter,
1989)
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Este trabajo

(Christianson et al.,
1992)
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Plasmido

Descripcion

Fuente o

Referencia

pRS426 BAT2 o
BAT2 2y

pRS416 KIBAT1
0 KIBAT1 CEN

pRS416
Pear-KIBAT1

pRS416
Poar-KIBATT

YEpKD352

YEpKD352
Piar-KIBAT1

Es el plasmido pRS426 en el que se cloné un fragmento de
1681 pb que corresponden a 471 pb de la region 5 UTR, 1131
pb de la regién codificante y 79 pb de la region 3' UTR del gen
BAT2. EIl fragmento se clond entre los sitios de restriccion
EcoRl y Xhol.

Es el plasmido pRS416 en el que se cloné un fragmento de
1815 pb que corresponden a 500 pb de la region 5 UTR, 1291
pb de la region codificante y 24 pb (12 en el extremo 5’ y 12 en
el extremo 3’) para insertar los sitios de restriccion EcoRI y
BamHI respectivamente.

Es el plasmido pRS416 en el que se clond un fragmento de
2395 pb que corresponden a 1080 pb del promotor de BATT,
mas 1291 pb de la region codificante de KIBAT1, mas 24 pb (12
en el extremo 5’ y 29 en el extremo 3’) para insertar los sitios de
restriccion EcoRI 'y BamHI.

Es el plasmido pRS416 en el que se cloné un fragmento de
1786 pb que corresponden a 471 pb del promotor de BAT2,
mas 1291 pb de la region codificante de KIBAT1, méas 24 pb (12
en el extremo 5’ y 29 en el extremo 3’) para insertar los sitios de
restricciéon EcoRl y BamH].

Es un vector episomal para E. coli y Kluyveromyces, tiene el
origen de replicacion pKD1 de K. drosophylarum, el origen de
replicacion pBR322, el casete URA3 para seleccion en
levadura, el gen lacZ y el gen B-lactamasa para seleccion por
resistencia a ampicilina en E. coli.

Es el plasmido YEpKD352 en el que se clond un fragmento de
aprox. 1800 pb que consiste de 500 pb de la region 5 UTR, la
regién codificante y 63 pb de la regién 3’ UTR del gen KIBAT1
de K. lactis. El fragmento se clond en los sitios de restriccion
EcoRl y BamH|.

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Donacién Dr.

Roberto Coria

Este trabajo
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Tabla Ill. Oligonucledétidos utilizados en este trabajo.

Coédigo Oligonucleétido Secuencia

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

M2 BAT1-Re CAT GTA AAG TCC AGC GAG ATACCTTGG C

M3 BAT2-Fo CAA ACATCT TCG AAC GTG AAAACC TGC CTC TGA GGG

M4 BAT2-Re-BIS GTC CTT GAT ACC GAT AGG CCAGC

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

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 GCAGGT CGAC

M8 BAT2 kan-Re GTT TTATTC 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 CTAGCT 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 Fusion BAT1-Fo GCG CGC GAATTCCGT TTAAGG TTCCTATTT TGATAG TC

M12 Fusion BAT1-Re GCG CGC GCT GCA GGAATG TCT CTG CAACAT GTTTTAGTAT

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

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

M15 Southern BAT2-Re CCTTTC TGA AGT CTA AGT GGG ATA GGG

M16 Plasmido BAT2-Re GCG CGC CTC GAG CCC CTT AAC TCA GTA GAAAAAACG C

M17 KIBAT1 prom-Fo GCG CGC GAATTC CGT TGA CAA GTG ACA ATG CAT GAC

M18 KIBAT1-Re GCG CGC GGA TCC GAG CTA CCT GAT CCG TGC TACATAG

M19 KIBAT1 Cod-Fo ATG AAC TAC ATT GGA CTA CGG AAT TGT GC

M20 KIBAT1 kan-Fo CCA TCT GTA TCA TTT GTC CTA GCT ATT TCA TCC CTG GCA AGG
CGT ACG CTG CAG GTC GAC

M21 KIBAT1 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 KIBAT1 Ver-Re ACG GCT TTG AAC CCA GTC TTG TAA TAT GG

M23 5" KIBAT1-Re CCT TGC CAG GGATGA AAT AGC TAG G

M24 3" KIBAT1-Fo CCT AAATAC AACCTACCGTGATTATGT G

M25 3’ KIBAT1-Re TTG GAAACC CTATTATCC TTA AAC GG

M26 Kan5'-Rev TCG CGA GCC CAT TTATAC CC

M27 NAT1-Re TAA GCC GTG TCG TCAAGA GTG G

M28 Kan3-Rev GGC AGT TCC ATAGGA TGG CA
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4.1. Construccion de mutantes

Las mutantes se construyeron mediante reemplazo por recombinacion homdéloga del gen
de interés por los médulos KanMX4 (Wach et al., 1994) o NAT (Goldstein y McCusker,
1999), que confieren resistencia a los antibiéticos geneticina/G418 o NAT/nourseotricina,
respectivamente.

Para generar la mutante sencilla bat1A se amplificé el casete KanMX4 con los
oligonucleétidos M5 y M6 utilizando como molde al plasmido pFA6a. EI mddulo
amplificado contiene al casete KanMX4 flanqueado por 40 pb del UTR 5’ y 38 pb del UTR
3’ del gen BAT1 (Tabla lll, regiones en negrillas en los oligonucledtidos correspondientes).
El mdédulo (1584 pb) se purificd mediante el protocolo para purificacion de fragmentos de
DNA en solucién “QIAQUICK™ PCR Purification Kit' de QIAGEN, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez purificado, se transformé 1 pug del médulo a la cepa
silvestre CLA1-2 usando el protocolo de transformacion de levadura con acetato de litio.
Las transformantes se seleccionaron en YPD geneticina (200 ug/ml).

La construccion de la mutante bat2A se realizé de manera similar pero con los
oligonucledtidos M7 y M8. El mddulo amplificado a partir del plasmido pFA6a contiene al
casete KanMX4 flanqueado por 40 pb del UTR 5’ y 40 pb del UTR 3’ del gen BAT2 (Tabla
I, regiones en negrillas en los oligonucleétidos correspondientes). EI médulo (1586 pb) se
purificd y se transformo a la cepa silvestre CLA1-2 como se describié anteriormente.

Para generar la doble mutante bat1A bat2A primero se sustituyo al médulo KanMX4
de la mutante sencilla bat1A por el casete clonNAT. El mddulo clonNAT se obtuvo
mediante digestion del plasmido p4339 con la enzima EcoRIl. Posteriormente sobre el
fondo de esta mutante (bat?::nat) se transformé el modulo KanMX4 flanqueado por
regiones homologas al gen BAT2, siguiendo el mismo procedimiento que la construccion
de la mutante sencilla bat2A. Las transformantes se seleccionaron por resistencia a
geneticina y nourseotricina (YPD geneticina 200 ug/ml y NAT 100 pg/ml).

Para generar la mutante Kibat1A de K. lactis se construyé un médulo que contenia al
casete KanMX4 flanqueado por aproximadamente 500 pb de los UTR & y 3’ del gen
KIBAT1. Este moédulo se amplificd con los oligonucleétidos M17 y M25 usando como
molde tres productos de PCR: i) 505 pb del UTR 5’ del gen KIBAT1, amplificado con los
oligonucledtidos M17 y M23, ii) la region codificante del médulo KanMX4 flanqueada por

regiones homologas a los UTR 5’ y 3’ del gen KIBAT1, amplificado con los oligonucledtidos
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M20 y M21 vy iii) 462 pb del UTR 3’ del gen KIBAT1 amplificado con los oligonucledétidos
M24 y M25. El modulo se purificd siguiendo el protocolo “Wizard SV Gel and PCR Clean-
up System” de PROMEGA. Una vez purificado, se transformé 1 pg del médulo a la cepa
silvestre K. lactis 155 usando el protocolo de transformacién de levadura con acetato de
litio con una ligera modificacion, antes del choque térmico las células fueron incubadas en
presencia de DMSO (dimetil sulféxido). Las transformantes se seleccionaron en YPD
geneticina (200 pg/ml).

Las inserciones de los modulos KanMX4 o clonNAT en el locus correspondiente se
verificaron amplificando el moédulo correspondiente con un oligonucleétido que hibrida
sobre el UTR 5’ del locus de interés y otro que hibrida sobre el mddulo de interrupcion.
Para verificar las mutantes bat1::kan, bat1::nat y bat2::kan se utilizaron los
oligonucledtidos M1 y M26, M1 y M27 y M3 y M26, respectivamente. Ademas, tanto en la
cepa silvestre como en las mutantes isogénicas se amplificaron fragmentos que incluian el
gen silvestre o el modulo KanMX4 usando oligonucleétidos que hibridan sobre las
regiones UTR 5’ y 3’ en las siguientes combinaciones: M1 y M2 para amplificar el gen
silvestre o el moédulo KanMX4 en el locus BAT1, M3 y M4 para amplificar el gen silvestre o
el mdédulo KanMX4 en el locus BAT2. La insercion de los modulos KanMX4 y clonNAT en
la doble mutante bat1::nat bat2::kan se verific6 como en las mutantes sencillas.

La insercién del casete KanMX4 en el locus del gen KIBAT1 se verificé amplificando
con un oligonucleétido que hibrida sobre el UTR 5’ del gen KIBAT1 y otro que hibrida
sobre el médulo KanMX4 (M17 y M28), también se amplificé un fragmento del gen
silvestre con los oligonucleétidos M17 y M22. Ademas se usaron los oligonucleotidos M17
y M25 para amplificar el gen silvestre o el médulo KanMX4 desde los UTR 5’ y 3’ del locus
de KIBAT1.

4.2. Condiciones de crecimiento

Las cepas se crecieron en medio minimo (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 nitrégeno 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 requirié se adiciond 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 auxotrofias. Todos los
cultivos se incubaron a 30°C.

Para determinar la velocidad especifica de crecimiento, primero se calculo el valor de
la pendiente en la fase exponencial de la curva de crecimiento. Posteriormente se

aplicaron las formulas que se indican a continuacién

td Tiempo de duplicacién (h)
m Pendiente en la fase exponencial de la curva de crecimiento
¥ Velocidad especifica de crecimiento (h™)

4.3. Transformacion 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 DOgponm final de
0.2 a 0.25.

4) Incubar a 30°C, 250 rpm hasta alcanzar una DOgyonm 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-HCI 10 mM pH 7.5 y EDTA 1 mM).

8) Resuspender las células en 200 ul de TE/LIOAc.

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

10) Agregar 1 ug del producto de PCRy 10 pl de DNA acarreador (DNA de esperma de
salmén, 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 s6lo con DNA de

esperma de salmén.
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11) Mezclar con vortex. Adicionar 300 ul de PGE/TE/LIOAc al 45% (PEG 45%, LiOAc
100 mM pH 7.5, Tris-HCI 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 botdn celular en 1 ml de YPD vy transferir al tubo con 3 ml de YPD.

17) Incubar a 30°C , 250 rpm por 3 h.

18) Colectar las células por centrifugacion y resuspender en 400 ul de YPD.

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

4.4. Construccion de plasmidos monocopia y multicopia de los genes BAT1, BAT2
y KIBAT1

Los genes BAT1, BAT2 y KIBAT1 con sus respectivas regiones promotoras fueron
clonados en plasmidos monocopia (pRS416, CEN) o multicopia (pRS426, 2u).

El gen BAT1 mas 1080 pb del UTR 5’ se amplificd con los oligonucleétidos M11 y M2
(2555 pb) usando como molde DNA gendmico de la cepa CLA1-2. Para amplificar al gen
BAT2 mas 490 pb del UTR 5’ se usaron los oligonucleotidos M13 y M16 (1681 pb) y DNA
gendmico de la cepa CLA1-2 como molde. El gen KIBAT1 mas 500 pb del UTR 5’ se
amplific6 con los oligonucledtidos M17 y M18 (1815 pb) usando como molde DNA
gendmico 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
restriccion correspondientes. Ademas, los vectores se desfosforilaron con fosfatasa
alcalina.

El médulo BATT se clon6 en el sitio de restriccion EcoRl de pRS416 o pRS426
generando los plasmidos BAT71 CEN y BAT1 2y, respectivamente. El modulo BAT2 se
clon6é en los sitios de restriccion EcoRI y Xhol de los vectores pRS416 o pRS426,
generando los plasmidos BAT2 CEN y BAT2 2y, respectivamente. El modulo KIBAT1 se
clond en los sitios de restriccion EcoRl y BamHI de los plasmidos pRS416 y YEpKD352
generando los plasmidos pRS416 KIBAT1y YEpKD352 Pgisar-KIBATT.
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Los plasmidos BAT1 CEN, BAT1 2u, BAT2 CEN, BAT2 2u y pRS416 KIBAT1 se
transformaron en la cepa CLA1-2 y las mutantes isogénicas bat1A, bat2A y bat1A bat2A.
El plasmido YEpKD352 Pxisari-KIBAT1 se transformé en la cepa K. lactis 155 y la mutante
isogénica Kibat1A.

4.5. Construccion de fusiones quiméricas de los promotores BAT1 y BAT2 al gen
KIBAT1 de Kluyveromyces lactis

Para generar fusiones transcripcionales de los promotores de los genes BAT1 o0 BAT2 a la
regidon codificante del gen KIBAT1 primero se amplificaron las regiones intergénicas de los
genes BAT1 y BAT2 usando como molde DNA gendémico de la cepa CLA1-2 y los
oligonucleétidos 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 amplificd la regién codificante del gen
KIBAT1 con los oligonucle6tidos M19 y M18 (1303 pb) usando como molde DNA gendémico
de la cepa K. lactis 155. Al amplificar los promotores de los genes BAT1 0 BAT2 se agrego
al extremo 3’ una regién homoéloga a la region codificante del gen KIBAT1 (Tabla lll, 29 pb,
indicados en negrillas en los oligonucleétidos M9 y M10).

Para obtener la quimera Pgar-KIBAT1 se usé como molde el médulo correspondiente
al promotor de BAT71 y la regién codificante de KIBAT1 en una PCR con los
oligonucledtidos M11 y M18. Para obtener la quimera Pgar2-KIBAT1 se usé como molde el
modulo del promotor de BAT2 y la region codificante de KIBAT1 en una PCR con los
oligonucledtidos 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
restriccion EcoRl y BamHI del plasmido monocopia pRS416.

Estos plasmidos se transformaron en la cepa CLA1-2 y las mutantes isogénicas
bat1A, bat2A y bat1A bat2A.
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4.6. Construccion de fusiones del reportero lacZ de Escherichia coli a los
promotores BAT1y BAT2

Para generar fusiones transcripcionales de los promotores de BAT1 y BAT2 a la region
codificante del gen lacZ de Escherichia coli, la region intergénica de BAT1 se amplifico con
los oligonucledtidos M11 y M12 (Tabla 1ll, en negrillas se indican los sitios de restriccion
para EcoRl y Pstl), para amplificar el promotor de BAT2 se usaron los oligonucleétidos
M13 y M14 (Tabla Ill, en negrillas se indican los sitios de restriccion para EcoRI y Pstl).
Los fragmentos obtenidos (1122 pb para BAT1 y 510 pb para BAT2) se purificaron
siguiendo el protocolo “QIAQUICK™ PCR Purification Kit" de QIAGEN. Los fragmentos
purificados se clonaron el plasmido YEp353 en los sitios de restriccion EcoRI y Psitl
generando los plasmidos YEp353 Pgars Y YEP353 Pgarz que se transformaron a la cepa
CLA1-2.

4.7. Determinacion de actividad de B-galactosidasa

Las células se colectaron por centrifugacion y se resuspendieron en amortiguador de
extraccion, posteriormente las células se lisaron con perlas de vidrio (Cogoni et al., 1995).
La actividad de B-galactosidasa (B-gal) se determiné usando una modificacién de los
protocolos descritos por Valenzuela y colaboradores (Valenzuela et al., 1998, 2001). Esta
modificacién permite medir la actividad de B-gal en placas de microtitulacion de 96 pozos.
El protocolo se describe a continuacion.
1) Agregar a cada pozo de 1.5 a 15 pl de muestra y aforar a 15 yl con Amortiguador
de extraccion.
2) Agregar 135 ul de Buffer Z (Na;HPO4 » 12 H,O 60 mM, NaH,PO4 « H,O 40 mM, KCI
10 mM, MgSQOy4 * 7 H,O 1 mM, pH 7.0) + DTT 1 mM con la pipeta multicanal.
3) Incubar la placa de microtitulacion a 30°C por 5 min.
4) Iniciar la reacciéon agregando 30 ul de la solucion ONPG (4 mg/ml en Buffer Z),
agitar con la pipeta multicanal. Incubar por 1 min.
5) Detener la reaccion agregando 75 yl de Na,CO3; 1 M. Anotar el tiempo exacto en el
cual se detiene la reaccion.
6) Medir a DO420nm.
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7) Determinar la actividad especifica del extracto de acuerdo a la siguiente formula. La
actividad especifica se expresa en nmoles de o-nitrofenol producido por minuto por

miligramo de proteina (nmol min™' mg proteina™).

DO420nm* 0.255
0.0045 x [proteina] x Vg, x t

DO420nm DO del producto o-nitrofenol a 420 nm

0.255 Factor para corregir por el volumen de reaccion

0.0045 DO de una solucién de o-nitrofenol a una concentracion de 1 nmol/ml
[proteina] Concentracion de proteina expresada en mg/mi

Vext Volumen de muestra analizado en ml

t Tiempo de reaccion expresado en minutos

4.8. Determinacion de la concentracion de proteina

Se siguidé un protocolo modificado a partir del método de Lowry (Lowry et al., 1951) que
permite realizar el ensayo en placas de microtitulacion de 96 pozos.

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

2) Preparar la solucion de Folin diluyendo 1:1 con H,O bidestilada (preparar justo
antes de usar).

3) En la fila A de la placa de microtitulacion preparar la curva estandar utilizando
diferentes volumenes de una solucion de BSA (1 mg/ml), aforar a 40 ul con H,O bd
(usar 1.5, 3, 4.5, 6, 8, 10, 15y 20 pl de BSA para cada pozo).

4) En las siguientes filas, preparar las muestras, utilizar 10, 20, 30 y 40 pl, se pueden
analizar 2 diluciones (10° y 10™"). Aforar a 40 pl con H.O bd.

5) Agregar 200 pl de la Sol. ABC a cada pozo. Mezclar con micropipeta multicanal e
incubar 10 min.

6) Agregar 20 ul de Folin diluido. Mezclar con micropipeta multicanal e incubar 30 min.

7) Registrar DOg25 nm.

Solucién A: NaOH 0.4%, Na>,CO3 2%.

Solucion B: Tartrato de Sodio y Potasio 2 %. Almacenar a 4°C.
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Solucién C: Sulfato cuprico 1%. Almacenar a 4°C en oscuridad.

4.9. Inmunodeteccién de las proteinas de interés

Se determiné la cantidad de antigeno 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 (DOggonm 0.4 a 0.7) en medios con glucosa como uUnica fuente de carbono y
glutamina, amonio 6 GABA mas VIL como unica fuente de nitrogeno. También se
obtuvieron extractos de cultivos en fase exponencial y estacionaria en YPD. Para la
obtencion de extractos se uso el siguiente protocolo:

1) Colectar las células por centrifugacion 5 min a 3000 rpm y 4°C. Decantar el
sobrenadante, resuspender el pellet en agua y colectar las células por centrifugacion.

2) Decantar el sobrenadante, resuspender el pellet en 280 pl de Amortiguador de
Pronasa. Transferir las células a un tubo eppendorf y adicionar 50 ul de una solucion
de TCA al 85% (acido tricloroacético, el TCA precipita proteinas y acidos nucléicos).
Agregar 2.8 yl de PMSF 0.1 M (17.4 mg/ml).

3) Agregar un volumen de perlas de vidrio previamente lavadas con acido nitrico y
esterilizadas con autoclave.

4) Agitar con vortex a maxima 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 pl 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 pl de Buffer Thorner, éste tornara 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 proteina obtenida usando un espectrofotometro.
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Posteriormente se realizd una electroforesis en geles de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. La deteccion de Bat1-TAP y Bat2-TAP se realizé mediante
hibridacién con el anticuerpo primario anti-TAP (anticuerpo policlonal de conejo, CAB1001,
OPEN Biosystems) en dilucién 1:5000; como anticuerpo secundario se usé un anticuerpo
anti-conejo conjugado con peroxidasa en una dilucion 1:10000. Como control de carga se
detect6 antigeno actina y homocitrato sintasa, usando como anticuerpo primario anti-
actina obtenido de conejo (A2668, SIGMA) en una dilucion 1:100 o anti-homocitrato
sintasa obtenido de ratén (31F5, EnCor Biotechnology Inc.) en dilucién 1:5000. Como

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

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

purificacion de proteinas

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 centrifugacion a 4000 rpm por 20 min a 4°C.

2) Resuspender el pellet en 500 ml de agua fria empleando el vértex. Centrifugar a
4000 rpm por 20 min a 4°C.

3) Resuspender el pellet en 50 ml de agua fria. 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 -70°C y emplear al dia siguiente.

4) Resuspender el pellet en 40 ml de buffer NP-40 (Na,HPO4 15 mM, NaH,PO4-H,0
10 mM, NP-40 1%, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NaF 80 mM, NazVO4 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 vortex a maxima 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 alicuotas en 1 ml.
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4.11.Medicion de actividad de transaminasa

Se desarrollé un protocolo para determinar la actividad de transaminasa de Bat1 y Bat2
acoplando el ensayo al complejo enzimatico de la a-cetoglutarato deshidrogenasa (a-
CGDH).

Las enzimas Bat1 y Bat2 usan a-cetoacidos de cadena ramificada (a-CACR) y acido
glutamico como sustratos para producir aminoacidos de cadena ramificada (AACR) y a-
cetoglutarato (a-CG), usando piridoxal 5’-fosfato (PP) como cofactor. Al acoplar la reaccién
al complejo de la a-CGDH, el a-CG es usado como sustrato junto con Coenzima A (CoA) y
NAD* para producir succinil-CoA, CO, y NADH en presencia de Ca®*, Mg®* y tiamina
pirofosfato (TPP). La reduccion del NAD* a NADH es monitoreada midiendo absorbancia a
340 nm a lo largo del tiempo.

El buffer de reaccion consiste en MOPS 50 mM pH 7.1 (M3183, SIGMA), DTT 1 mM,
CaCl; 0.1 mM (1332, JT Baker), MgCl, 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), a-CGDH 0.25 U (K1502, SIGMA), NAD" 1 mM (N7004, SIGMA), buffer de fosfato
de potasio 5 mM pH 7.0, a-CACR 1 mM y acido glutdmico 40 mM (G1501, SIGMA) en un
volumen final de 1 ml. Los a-CACR usados en este ensayo fueron: a-cetoisocaproato sal
de sodio (a-CIC; K0629, SIGMA), DL-a-ceto-3-metilvalerato sal de sodio (a-CMV; K7125,
SIGMA) y acido a-cetoisovalérico sal de sodio (a-CIV; 151395, ICN).

El buffer de reaccidon se incuba a 30°C en un espectrofotometro Cary 50 Bio
(VARIAN). Se monitorea la absorbancia a 340 nm de 5 a 10 min. La reaccion se inicia con
la adicion del extracto crudo, la absorbancia se monitorea por 30 min mas. 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 calcul6é con la formula que se indica

en la siguiente pagina.
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mX VOl’enm 0
e +1000
&x f X C X VOl'extracto

extracto

Actividad especifica = (

m = Pendiente

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

£ = Coeficiente de extincién del NADH a 340nm, 6.22 mM™" cm™
£ = Paso de luz, 1 cm

C. extracto = Concentracién del extracto en mg/ml

VOl. extracto = Volumen del extracto en ml

4.12. Purificacion de proteinas etiquetadas con TAP

Preparacion de las perlas

1) Tomar 400 ul de una suspension de perlas de IgG agarosa (SIGMA A2909) y
lavarlas con 5 ml de Buffer IPP150 en una columna de cromatografia Poly-Prep (BIO-
RAD 731-1550).

2) Tomar 400 pul de la suspension de perlas de calmodulina (STRATAGENE 214303) y
lavarlas con 5 ml de buffer IPP50 de unién a Calmodulina en una columna de
cromatografia Poly-Prep (BIO-RAD 731-1550).

Purificacion de la proteina

1) A 10 ml de extracto (que corresponde a 2 | de cultivo) agregar 50 ul de una solucién
2 M de Tris-HCI pH 8.0, 200 ul de una solucién 5 M de NaCl y 100 ul de NP40 al
10%. Tomar 50 pl para analisis por SDS-PAGE. Muestra 1.

2) Colocar la tapa inferior a la columna. Anadir 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
agitacion (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 pl para analisis por SDS-PAGE. Muestra 2.

4) Lavar con 30 ml de IPP150. Tomar 1 ml para analisis 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 ul de
una solucién DTT 1M por cada ml de Buffer TEV). Tomar 1 ml para analisis por SDS-
PAGE. Muestra 4.

6) Tapar la parte inferior de la columna y agregar 2 ml de Buffer TEV vy
aproximadamente 450 unidades de enzima TEV (AcTEV, INVITROGEN, 10 U/ul).
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 solucion remanente de la columna se puede eluir agregando 200 ul de
Buffer TEV (agregar DTT). Tomar 50 pl para analisis por SDS-PAGE. Muestra 5.

8) Agregar 3 volumenes de Buffer de union a calmodulina (al momento de usar
agregar 7 ul de B-mercaptoetanol por cada 10 ml de buffer) al eluato y 3 ul 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 analisis por SDS-
PAGE. Muestra 6.

12) Lavar con 30 ml de Buffer IPP150 de unién de calmodulina (al momento de usar
agregar 7 pl de B-mercaptoetanol por cada 10 ml de buffer). Tomar 1 ml para analisis
por SDS-PAGE. Muestra 7.

13) Eluir 5 fracciones de 200 ul con Buffer IPP150 de elucién de calmodulina (agregar
B-mercaptoetanol al momento de usar). Tomar 10 ul para analisis por SDS-PAGE.
Muestra 8.

14) Para analizar las proteinas 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.Deteccion de transcritos especificos

Se siguio el protocolo descrito por Valenzuela y colaboradores (Valenzuela et al., 2001). El

RNA se extrajo por el método de fenol acido descrito por Struhl y Davis (Struhl y Dauvis,

1981) a partir de cultivos de 100 ml en fase de crecimiento exponencial (DOgoonm 0.4 a

0.6). Para hibridar los transcritos de BAT1 y BAT2 se usaron sondas que incluian toda la

region codificante flanqueada por aproximadamente 500 pb de la regién UTR 5’ y 250 pb
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de la region UTR 3'. Las sondas se amplificaron usando los oligonucleétidos M1 y M2
(2044pb), y M3 y M4 (1847 pb). Como control de cargado se us6 un fragmento del gen
ACT1 de aprox. 1200 pb. Las imagenes fueron analizadas con el software ImageQuant 5.2
(Molecular Dynamics).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Bat1 es una enzima principalmente biosintética

Las aminotransferasas son enzimas que catalizan reacciones reversibles, que participan
tanto en la sintesis como en el catabolismo de aminoacidos. Las aminotransferasas Bat1 y
Bat2 participan en el metabolismo de valina, isoleucina y leucina (VIL). Para analizar el
papel fisiologico de estas isoenzimas, se determiné la velocidad especifica de crecimiento
de las mutantes sencillas bat14, bat2A o en la doble mutante bat71A bat2A en medios que
promueven la sintesis o el catabolismo de VIL.

Como se observa en la Figura 5, en glucosa amonio la velocidad especifica de
crecimiento (M) de la mutante bat1A fue un 30% menor al de la cepa silvestre (WT); la

mutante bat2A mostré un fenotipo silvestre y la doble mutante bat1A bat2A no crecio.
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Figura 5. Bat1 juega un papel primordial en la sintesis de valina. La cepa CLA1-2, las mutantes
isogénicas bat1A, bat2A y la doble mutante bat1A bat2A se cultivaron en glucosa como fuente de carbono y
amonio como fuente de nitrégeno, en presencia de valina (+V), isoleucina (+I), leucina (+L) o los tres
aminoacidos (+VIL) y se incubaron en el lector de placas Bioscreen C, Oy Growth Curves Ab Ltd, usando
300 pl de cultivo por cada muestra. Se determiné la velocidad especifica de crecimiento (u). Los resultados

se muestran como el promedio de al menos tres repeticiones.
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La deficiencia en crecimiento que muestra la mutante bat1A se debe a que esta cepa
es un auxotrofo parcial de valina, la adicidn exdgena de este aminoacido restaura el
fenotipo silvestre (Fig. 5, +V). Por otro lado, la doble mutante bat1A bat2A es un auxoétrofo
de valina, isoleucina y leucina que requiere la adicién simultanea de los tres aminoacidos
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 sintesis de valina. Como ya se mencion6 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 aminoacidos. Es necesario resaltar que aunque en glucosa amonio la mutante bat24A
se comportdé como la cepa silvestre, la doble mutante bat71A bat2A es un auxétrofo de VIL,
lo cual indica que Bat2 también tiene un papel biosintético que soélo se aprecia en ausencia
de Bat1. Es posible que en la mutante bat1A la sintesis 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 adicion de los tres aminoacidos (Fig. 5).

Posiblemente la compartamentalizacion de la via de sintesis de valina y la

acumulacion de a-ClV en la mitocondria, estimula el caracter biosintético de Bat1

Bat1 es una enzima mitocondrial mientras que Bat2 es una enzima citosodlica, en una
mutante bat1A sbélo se detecta actividad de transaminasa en la fraccion citosdlica,
mientras que en una mutante bat2A la actividad de transaminasa soélo se detecta en la
fraccion mitocondrial, por lo que podemos inferir que Bat1 unicamente esta presente en la
mitocondria y al menos bajo las condiciones analizadas no hay una poza de Bat1
citosdlica (Eden et al., 1996; Kispal et al., 1996; Colon et al., 2011). Estudios previos han
propuesto que la relocalizacion subcelular de productos de genes paralogos contribuye a
la diversificacion funcional de los mismos (Marques et al., 2008).

La sintesis de leucina comparte las primeras reacciones con la via de sintesis de
valina, estas reacciones iniciales tienen lugar en la mitocondria (Ryan y Kohlhaw, 1974).
La ultima reaccién comun a las vias de sintesis de valina y leucina es la produccion de a-
cetoisovalerato (a-ClV). El a-CIV producido puede ser usado como sustrato de Bat1 y/o
Bat2 para sintetizar valina mediante una reaccion de transaminacion, o puede continuar

hacia la produccion de leucina, para lo cual es convertido a a-isopropil malato (a-IPM) en

58



RESULTADOS Y DISCUSION

una reaccion catalizada por Leu4/Leu9. Posteriormente, el a-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 citosodlica, seria l6gico pensar que la sintesis de
leucina es catalizada unicamente por Bat2; sin embargo, una mutante bat2A no es
auxotrofa de leucina. Es posible que en esta mutante: i) la conversion de a-CIC a leucina
sea catalizada por otra transaminasa citosdlica o ii) que el a-CIC sea transportado a la
mitocondria en donde Bat1 cataliza su transaminacion. Al parecer no hay otra via
involucrada en la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada, ya que la doble mutante
bat1A bat2A es auxoétrofa de VIL; por lo tanto es plausible que el a-CIC sea transportado
de alguna forma a la mitocondria en donde Bat1 sintetizaria leucina. La aminotransferasa
de aminoacidos de cadena ramificada mitocondrial de rata (BCAT,) funciona como un
transportador de a-cetoacidos de cadena ramificada cuando se incorpora a vesiculas de
fosfolipidos (Hutson y Hall, 1993), posiblemente en S. cerevisiae Bat1 esté involucrada en
el transporte de a-CIC.

Como ya se menciond, en la sintesis de leucina se requiere que el a-IPM sea
exportado de la mitocondria. Se ha reportado que el acarreador de oxaloacetato Oac1 es
el transportador de a-IPM. En una mutante oac1A no hay transporte de o-IPM; sin
embargo, estas mutantes son braditrofas (y no auxotrofas) de leucina. También se ha
propuesto que el a-CIV podria ser transportado a citosol (por un transportador no descrito)
y convertido a a-IPM por accion de Leu4 en el citosol (Marobbio et al., 2008).

Entonces, si el a-IPM esta disponible en el citoplasma, ¢ por qué la mutante oac71A es
braditrofa de leucina?, posiblemente i) el transporte de a-CIV no es eficiente, la cantidad
de a-ClV 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 bat1A no es auxoétrofa de leucina. Por lo tanto podemos concluir que la
cantidad de a-ClV que se exporta de la mitocondria es baja.

Por otro lado, si el a-CIV puede salir de la mitocondria, entonces el sustrato estaria
disponible en el citosol y Bat2 podria catalizar la transaminacion de a-ClV a valina. El que
la mutante bat1A se comporte como un braditrofo 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 a-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 analisis de la capacidad de Bat1 y Bat2 para usar cada cetoacido de cadena
ramificada como sustrato es un punto clave para entender la dinamica del metabolismo de
VIL.

En sintesis, aunque es probable que tanto el a-CIV, como el a-IPM sean
transportados al exterior de la mitocondria y que la sintesis 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 ademas, es posible que la
compartamentalizacion de la via juegue un papel importante en la subfuncionalizacion de
estas isoenzimas. En este sentido, la acumulacion de a-CIV mitocondrial favoreceria el

caracter biosintético de Bat1.

5.2. Laisoenzima Bat2 es mayoritariamente catabdlica

Cuando las células crecen en presencia de aminoacidos como unica fuente de nitrégeno,
la asimilacion de amonio so6lo se lleva a cabo a través del catabolismo de dichos
aminoacidos. El primer paso en el catabolismo de VIL es catalizado por Bat1 y Bat2. Para
analizar la contribucidén de cada isoenzima en el catabolismo de los AACR, se determind la
velocidad especifica de crecimiento en presencia de VIL como unica fuente de nitrégeno.

En glucosa VIL, la cepa silvestre (WT) mostré menor crecimiento que en glucosa
amonio (0.20 vs 0.14, Fig. 5 vs Fig. 6), debido a la calidad de la fuente de nitrégeno
(amonio vs VIL). A diferencia de lo observado en amonio, en VIL como unica fuente de
nitrégeno, la mutante bat1A presenté un fenotipo silvestre, mientras que en la mutante
bat2A el crecimiento se redujo un 30% con respecto a la cepa silvestre. La doble mutante
bat1A bat2A no mostré un crecimiento significativo bajo estas condiciones (Fig. 6, Glucosa
VIL).

Estos datos sugieren que Bat2 tiene un papel mayoritariamente catabdlico y que en la
mutante bat2A, Bat1 cumple con esta funcién parcialmente. Los mismos fenotipos se
observaron cuando la unica fuente de nitrégeno fue valina o isoleucina (Fig. 6, V, ). Por
otro lado, en leucina (L) como unica fuente de nitrégeno la mutante bat2A mostré un
fenotipo silvestre, mientras que el crecimiento de la mutante bat1A decrecié un 20% en

comparacién con la cepa silvestre.

60



RESULTADOS Y DISCUSION

B WT
I bat14

0.15- [ Ibat24
[ bat14 bat24

0.10

=
< 0.05-
0.00 -] J_‘ T
I L VIL

Figura 6. Bat2 tiene un papel mayoritariamente catabdlico en el metabolismo de Valina e Isoleucina
pero no de Leucina. La cepa CLA1-2, las mutantes isogénicas bat1A, bat2A y la doble mutante bat1A
bat2A se cultivaron en glucosa como fuente de carbono y valina (V), isoleucina (I), leucina (L) o los tres
aminoacidos (VIL) como fuente de nitrégeno y se incubaron en el lector de placas Bioscreen C, Oy Growth
Curves Ab Ltd, usando 300 pl de cultivo por cada muestra. Se determind la velocidad especifica de

crecimiento (u). Los resultados se muestran como el promedio de al menos tres repeticiones.

La capacidad catabdlica de Bat2 podria estimularse por la acumulacion de

aminoacidos en el citosol

En el inciso de resultados 5.1, se propone que la acumulacion de a-ClV en la mitocondria
estimula el caracter biosintético de Bat1. Para que la reaccion catalizada por Bat1 proceda
principalmente hacia la biosintesis, la valina producida en mitocondria tendria que ser
transportada constantemente al citoplasma.

Bap3 es un transportador de aminoacidos de cadena ramificada. Sickmann y
colaboradores determinaron el proteoma mitocondrial de S. cerevisiae, Bap3 es una de las
750 proteinas identificadas (Sickmann et al., 2003). Es probable que Bap3 esté
involucrado en el transporte de aminoacidos de cadena ramificada de la mitocondria al
citoplasma; la acumulacién de valina e isoleucina en citosol favoreceria el caracter

catabdlico de Bat2.
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5.3. Saccharomyces cerevisiae requiere catabolizar valina, isoleucina y leucina aun

en condiciones que promueven la biosintesis de estos aminoacidos

La region codificante de los genes BAT1 o BAT2 bajo la accion de su respectivo promotor
(1080 pb del UTR 5 para BAT1 y 490 pb del UTR 5 para BAT2) se clon6 en plasmidos
monocopia y multicopia, generando los plasmidos BAT1 CEN, BAT2 CEN, BAT1 2u y
BAT?2 2y, respectivamente. Los plasmidos se transformaron en la cepa silvestre CLA1-2 y
las mutantes bat1A y bat2A. La doble mutante bat1A bat2A unicamente se transformé con
la version monocopia (CEN) del plasmido.

En glucosa amonio (Fig. 7, A) la mutante bat1A sélo recuperé el crecimiento silvestre
cuando fue transformada con un plasmido que contenia al gen BAT1 (BAT1 CEN o BAT1
2u). BAT2 no fue capaz de reemplazar a BAT1 ni siquiera cuando fue clonado en un
plasmido multicopia (BAT2 2u).
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Figura 7. Saccharomyces cerevisiae requiere catabolizar a los aminoacidos de cadena ramificada aun
en condiciones biosintéticas. Las cepas CLA1-2 y las mutantes isogénicas baf1A y bat2A se
transformaron con plasmidos monocopia (BAT1 CEN y BAT2 CEN) o multicopia (BAT1 2u y BAT2 2p) en los
que se clond el gen BAT1 o BAT2 con su propio promotor. La doble mutante bat1A bat2A sélo se transformé
con la version monocopia (BAT1 CEN, BAT2 CEN). (A) Las células se cultivaron en glucosa como fuente de
carbono y amonio como fuente de nitrégeno, o (B) glucosa como fuente de carbono y valina, isoleucina y
leucina (VIL) como unica fuente de nitrdgeno. El ensayo se realizé en el lector de placas Bioscreen C, Oy
Growth Curves Ab Ltd, usando 300 pl 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 bat1A bat2A se transformd6 con el plasmido
BAT1 CEN, ésta solo alcanzé el 90% del crecimiento de la cepa silvestre, mientras que en
presencia del plasmido BAT2 CEN sélo crecié 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 solo se requiere sintetizar AACR, el catabolismo de valina, isoleucina
y leucina juega un papel importante, de no ser asi, la doble mutante se comportaria como
una cepa silvestre al ser complementada con BAT17 en un plasmido tal y como ocurre en la
mutante bat1A.

En glucosa VIL (Fig. 7, B), el crecimiento de la mutante bat2A fue comparable al de la
cepa silvestre unicamente cuando se transformo con el plasmido BAT2 CEN. Cuando este
mismo plasmido se transformé en la doble mutante bat1A bat2A, ésta no recupero el
crecimiento de la cepa silvestre. Podemos concluir que en presencia de VIL como unica
fuente de nitrogeno es importante catabolizar a estos aminoacidos, pero ademas, se
requiere que Bat1 ejecute una funcion adicional.

En conjunto, los resultados anteriores apuntan a que las isoenzimas amino
transferasas de aminoacidos de cadena ramificada de S. cerevisiae estan en un proceso
de especializacion de funciones o subfuncionalizacion, ya que una de ellas (Bat1) tiene un
papel primordial sobre la sintesis de valina, mientras que las otra enzima (Bat2) participa

principalmente en el catabolismo de valina e isoleucina.

5.4. La aminotransferasa de tipo ancestral K/IBat1 es una enzima bifuncional que

participa en la sintesis y catabolismo de VIL

Los linajes que dieron origen a S. cerevisiae y K. lactis tuvieron un ancestro en comun.
Posterior a la separacion de linajes, el ancestro de Saccharomyces tuvo un evento de
duplicacion del genoma completo (Wolfe y Shields, 1997). K. lactis no experimentd
duplicaciones masivas a lo largo de su evolucion, por lo que el analisis comparativo de
genes ortdlogos en estas levaduras permite hacer inferencias respecto a la evolucion de
los genes duplicados.

El gen KIBAT1 de K. lactis es el unico ortdlogo a los genes BAT1 y BAT2 de S.
cerevisiae. Con el fin de analizar el papel fisiolégico de esta amino transferasa “tipo

ancestral” se construyé la mutante Kibat1A en K. lactis y se determind la velocidad
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especifica de crecimiento en condiciones de crecimiento que promueven la biosintesis

(glucosa amonio) o el catabolismo de VIL (glucosa VIL).
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Figura 8. La amino transferasa KiBat1 es un enzima biosintética y catabdlica de aminoacidos de
cadena ramificada. Se determiné la velocidad especifica de crecimiento (u) de la cepa silvestre (KIWT) de
Kluyveromyces lactis y la mutante isogénica Kibat1A. A) Las células se cultivaron en glucosa como fuente de
carbono y amonio como fuente de nitrégeno en presencia de valina (+V), isoleucina (+l), leucina (+L) o los
tres aminoacidos (+VIL) 6 usando estos aminoacidos como unica fuente de nitrégeno. B) La cepa silvestre y
la mutante Kibat1A se transformaron con el plasmido YEpKD352 (pKD1) vacio o con el gen KIBAT1 con su
propio promotor (KIBAT1 pKD1). Las células se crecieron en glucosa como fuente de carbono y amonio o
VIL como fuente de nitrégeno. El ensayo se llevd a cabo en el lector de placas Bioscreen C, Oy Growth
Curves Ab Ltd, usando 300 pl de cultivo por cada muestra. Los resultados se muestran como el promedio de

quince (A) o siete (B) repeticiones.

La mutante Kibat1A es un auxotrofo total de valina, isoleucina y leucina que requiere
la adicion simultanea de los tres aminoacidos (VIL) para recuperar el fenotipo silvestre
(Fig. 8, A), o la presencia de un plasmido monocopia (pKD1) que contiene clonado al gen
KIBAT1 mas su region promotora (Fig. 8, B). El catabolismo de VIL también resulté
afectado en la mutante Kibat14, ya que no mostrd crecimiento significativo en presencia
de valina (V), isoleucina (I) y/o leucina (L) como unica fuente de nitrogeno (Fig. 8, A).
Como se observa en la grafica, en glucosa VIL tanto la cepa silvestre como la mutante
Klbat1A muestran un ligero incremento en la velocidad especifica 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 nitrégeno generada por la adicion simultanea de
los tres aminoacidos. La capacidad para catabolizar VIL se restaur6 en presencia del
plasmido monocopia KIBAT1 pKD1 (Fig. 8, B).

Los resultados indican que en K. lactis, la proteina KIBat1 es una enzima bifuncional
que participa tanto en la biosintesis como en el catabolismo de VIL. Posiblemente, la
enzima ancestral (antes de separacion de los linajes de S. cerevisiae y K. lactis) era
también una enzima bifuncional cuyo caracter biosintético o catabdlico se regia
unicamente por la disponibilidad de sustratos. Tal vez, la duplicacion y subfuncionalizacion
de Bat1 y Bat2, facilité la adquisicion de un nivel de regulacion adicional. Dicha regulacién
podria implicar cambios en los perfiles de expresion de los genes, en las caracteristicas

cinéticas de las proteinas o ambas.

5.5. KiBat1 so6lo reemplaza parcialmente la ausencia simultanea de Bat1 y Bat2 en

Saccharomyces cerevisiae

Para analizar la capacidad de la enzima KIBat1 de K. lactis para sustituir a Bat1 o Bat2 de
S. cerevisiae, la regidon codificante del gen KIBAT1 se clond en un plasmido monocopia
bajo la accion de su propio promotor (KIBAT1 CEN) o de los promotores de los genes
BAT1 (Pgar-KIBAT1 CEN) 0 BAT2 (Pgat2-KIBAT1 CEN). Los plasmidos se transformaron
en la cepa CLA1-2 de S. cerevisiae y en las mutantes bat1A, bat2A y bat1A bat2A.

En glucosa amonio, la mutante bat7A mostr6 un fenotipo silvestre al ser
complementada con KIBAT1 sin importar el contexto de la region promotora (Fig. 9, A). Sin
embargo, la doble mutante bat1A bat2A sélo recuperdé el 70% del crecimiento con respecto
a la cepa silvestre, lo cual indica que KiBat1 sustituye por completo a Bat1 pero sdlo
reemplaza parcialmente la ausencia simultanea de BAT1y BAT2 (Fig. 9, A).

En glucosa VIL, tanto la mutante sencilla bat24A, como la doble mutante bat1A bat2A
mostraron un crecimiento entre un 30 y 50% menor a la cepa silvestre, aun en presencia
del gen KIBAT1 (Fig. 9, B). Cabe mencionar que cuando la doble mutante fue
complementada con KIBAT1 con su propio promotor o con el promotor BATZ2 la velocidad
especifica de crecimiento fue mayor que con el promotor del gen BAT1; posiblemente el
promotor de BATZ2 permite una mayor expresion del gen bajo estas condiciones.

Aunque en K. lactis, la enzima KIBat1 tiene un caracter bifuncional (Fig. 8), al ser

expresada heterdlogamente en S. cerevisiae cumple principalmente un papel biosintético.
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Posiblemente, la capacidad de KI/Bat1 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 localizacién subcelular de KiBat1 difiera de la
localizacion de Bat2 y por tanto la disponibilidad de los AACR para ser usados como
sustratos sea limitada.

Se llevo a cabo un analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina
KBat1 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

localizacion subcelular. La probabilidad de que KI/Bat1 sea una proteina mitocondrial es del
91.4% segun lo predicho por TargetP y del 97.2% con Mitoprot. Sin embargo, datos
preliminares de nuestro laboratorio (Lopez, 2011) sugieren que K/Bat1 es una proteina de
localizacion nuclear, aunque no se ha descartado la posibilidad de que también se localice

en mitocondria.
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Figura 9. KIBat1 reemplaza a Bat1 pero no a Bat2. El gen KIBAT1 de K. lactis con su propio promotor
(KIBAT1), o con los promotores de los genes BAT1y BAT2 de S. cerevisiae (Pgar-KIBAT1 Yy Pgaro-KIBATZ2)
se cloné en el plasmido monocopia pRS416 (CEN). Los plasmidos se transformaron en la cepa CLA1-2 de
S. cerevisiae y en las mutantes isogénicas bat1A, bat2A y bat1A bat2A. Se determind la velocidad especifica
de crecimiento (u) en (A) glucosa amonio y en (B) glucosa VIL. El ensayo se llevé a cabo en el lector de
placas Bioscreen C, Oy Growth Curves Ab Ltd, usando 300 ul de cultivo por cada muestra. Los resultados se

muestran como el promedio de al menos 4 repeticiones.
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5.6. La retenciéon de BAT1 y BAT2 constituye una adaptacion 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 bat1A y bat2A bajo
condiciones de crecimiento respiratorio, es decir, usando etanol como unica fuente de
carbono.

En etanol amonio, la mutante bat1A exhibi6 un decremento en el crecimiento de
alrededor del 13% en comparacion con la cepa silvestre. Contrario a lo que ocurre durante
el crecimiento fermentativo, la mutante bat1A requirié la adicion simultanea de los tres
aminoacidos para recuperar el fenotipo silvestre. Por otro lado, la doble mutante no mostré

crecimiento significativo bajo ninguna condicién analizada (Fig. 10).
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Figura 10. Bat1 conserva su papel como enzima biosintética aiin en condiciones de crecimiento
respiratorio. Se determind la velocidad especifica de crecimiento (u) en cultivos de las cepas CLA1-2,
bat1A, bat2A y bat1A bat2A en medios con etanol como fuente de carbono y amonio como fuente de
nitrégeno, en presencia de valina (+V), isoleucina (+1) y/o leucina (+L). El ensayo se realizé 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 mencion6 anteriormente, el transportador de oxaloacetato Oac1 participa
también en el transporte de a-IPM. La concentracion de Oac1 en etanol es un 50% menor
que en glucosa (Marobbio et al., 2008). Al haber menos transportador, seguramente el
transporte de a-IPM al citoplasma disminuye y en consecuencia hay una disminucién en la
cantidad de leucina sintetizada. Este fendmeno explica que en etanol amonio, la mutante
bat1A requiera la adicién simultanea de los tres aminoacidos para recuperar el fenotipo

silvestre.

Dado que la doble mutante bat1A bat2A no crece ni siquiera en presencia de VIL, se
puede inferir que durante el metabolismo respiratorio el catabolismo de los aminoacidos de
cadena ramificada es crucial y requiere la participacidon conjunta de las isoenzimas Bat1 y
Bat2, alternativamente puede ser que bajo estas condiciones Bat1 y Bat2 cumplan una

funcion adicional. A continuacion se analizan dos posibles panoramas.

Bat1 y Bat2 garantizan el abastecimiento de sustratos (a-cetoacidos de cadena
ramificada) a la via de Ehrlich para generar NADH o NADPH

El primer paso en el catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada es la
transaminacién mediada por Bat1 y Bat2, esta reaccion es reversible. Posteriormente, el
a-cetoacido ramificado producido es descarboxilado para generar aldehidos fusel. El
tercer y ultimo paso es catalizado por una deshidrogenasa que reduce u oxida los
aldehidos fusel para generar acidos fusel o alcoholes fusel, respectivamente. La reduccién
de los aldehidos fusel permite regenerar el NAD", mientras que a través de la oxidacion se
genera poder reductor NADH, H* (Hazelwood et al., 2008).

Durante el crecimiento oxidativo, la via 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 ultimo paso en la via de Ehrlich es catalizado por una deshidrogenasa, es
probable que la produccién de alcoholes tipo fusel sea un mecanismo alternativo para la
produccion de NADH. En este sentido podemos hipotetizar que Bat1 y Bat2 contribuyeron

a la adaptacion al metabolismo facultativo porque, bajo condiciones de crecimiento
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respiratorio, se encargan de proveer sustratos (a-cetoacidos de cadena ramificada) a la

via de Ehrlich para generar NADH y mantener el balance NAD*/NADH.

Bat1 y Bat2 permiten que la via de reciclaje de metionina continte durante el metabolismo

respiratorio

En S. cerevisiae Bat1 y Bat2 y las aminotransferasas de aminoacidos aromaticos, Aro8 y
Aro9, participan en la via 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 transaminacion del 4-metiltio-2-oxobutirato a L-
metionina, usando como donadores del grupo amino a los aminoacidos aromaticos y de
cadena ramificada. Bat2 también puede utilizar lisina y glutamato como donadores del
grupo amino (Pirkov et al., 2008). Una mutante aro8A aro9A no tiene ningun fenotipo en
cuanto a la via de reciclaje de metionina, lo que indica que Bat1/Bat2 son redundantes a
Aro8/Aro9 en esta funcién (Pirkov et al., 2008).

Dado que todas las enzimas de esta via son citosdlicas y que la reaccién de
transaminacion para regenerar metionina usa como sustratos a los aminoacidos de
cadena ramificada, se esperaria que Bat2 fuera el principal actor en esta reaccion.

Se ha reportado que la expresion de ARO9 es inducida en presencia de aminoacidos
aromaticos (triptéfano, fenilalanina y tirosina), en ausencia de éstos su nivel de expresion
es muy bajo (Iraqui et al., 1998). En concordancia con este punto, se ha demostrado que
la induccion de ARO9 es limitada en una doble mutante gap7A wap1A (Gap1 es la
permeasa general de aminoacidos y Wap1 es la permeasa de aminoacidos aromaticos)
(Iraqui et al., 1999).

Por otro lado, se ha observado que la expresion de AROS8 se reprime durante la
transicion del crecimiento fermentativo al respiratorio y durante el shift diduxico
(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
expresion de AROS8 esta reprimida (por efecto del etanol), el gen ARO9 no esta
dereprimido (porque no hay inductores) y por lo tanto, la doble mutante bat1A bat2A se
comportara como una mutante cuadruple bat1A bat2A aro8A aro9A en la que la via de

regeneracion de metionina posiblemente esté afectada. Bajo este panorama, Bat1 y Bat2
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funcionaria como un respaldo de Aro8 y Aro9 en condiciones donde la expresion de los
genes ARO8 y ARQOQ9 esta reprimida. ; Como probar esta hipotesis?, si es cierto que en
etanol amonio la via de reciclaje de metionina esta afectada, entonces la doble mutante
bat1A bat2A debera crecer en etanol amonio con la simple adicion de metionina. Este

experimento esta en curso.

El papel de las enzimas Bat1 o Bat2 en etanol como unica fuente de carbono y VIL
como unica fuente de nitrégeno, no pudo ser analizado debido a que bajo estas
condiciones no se registrd crecimiento ni en la cepa silvestre, aun cuando se usaron
diferentes concentraciones de aminoacidos (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 nitrégeno.
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Figura 11. En condiciones de crecimiento respiratorio la cepa silvestre CLA-1 no es capaz de usar los
aminoacidos de cadena ramificada como unica fuente de nitrégeno. Se determind la curva de
crecimiento de la cepa silvestre CLA1-2 en medios con etanol como Unica fuente de carbono y valina (Val),
isoleucina (lle) o leucina (Leu) como Unica fuente de nitrogeno. Los aminoacidos se usaron en las
concentraciones indicadas en la grafica. El ensayo se realizé 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 expresion biosintético, mientras que BAT2 tiene un

perfil de expresion catabdlico

Los datos anteriores indican que la proteina Bat1 tiene un papel principalmente
biosintético, mientras que Bat2 muestra un papel mayoritariamente catabdlico en el
metabolismo de valina, leucina e isoleucina. Como ya se mencioné anteriormente, la
subfuncionalizacidon de un par de genes duplicados puede llevar a diferentes patrones de
expresion, divergencia funcional de los productos o ambos. Para determinar si la
divergencia funcional mostrada por Bat1 y Bat2 estd correlacionada a su perfil de
expresion, se determiné el nivel de expresion de los genes BAT7 y BATZ2 bajo condiciones
de crecimiento que promueven la biosintesis 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 (Pgari-lacZ y Pgar2-lacZ). Se consideré como
promotor la regién intergénica completa, 1046 pb para BAT1 y 471 pb para BAT2. Los
detalles de la construccidon se describen en Metodologia. Los plasmidos con las fusiones
(YEp353 Pgars Y YEp353 Pgar2) se transformaron en la cepa silvestre CLA1-2 y se midié la
actividad de B-galactosidasa en diferentes puntos a lo largo de la curva de crecimiento.

En glucosa amonio, el nivel mas alto de expresiéon de BAT1 se observo en la fase de
crecimiento exponencial y su expresion disminuyd a lo largo de la curva de crecimiento.
Por el contrario, la expresion 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 expresion de BAT2 se mantuvo constante a lo largo
de la curva de crecimiento y representa el doble de la expresion que BAT1 alcanzé en las
mismas condiciones, es importante resaltar que a diferencia de glucosa amonio, la
expresion de BAT1 en etanol no disminuye en la fase diauxica ni estacionaria de
crecimiento (Fig. 12, Etanol amonio).

En glucosa VIL, BAT2 se expreso de 2 a 10 veces mas que BAT1, alcanzando su
mayor nivel de expresion en la fase de crecimiento diduxica (Fig. 12, glucosa VIL).

Como ya se mencioné anteriormente, en glucosa amonio se promueve la biosintesis
de VIL, dado que las células estan proliferando y requieren de aminoacidos para la
sintesis de proteinas, sobre todo en la fase de crecimiento exponencial. Y es justo en
estas condiciones cuando BAT1 present6 el mayor nivel de expresion, lo que correlaciona

perfectamente con su caracter principal biosintético.
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En glucosa VIL se promueve el catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada,
ya que la transaminacion de VIL es la unica forma de obtener amonio bajo esas
condiciones de crecimiento. Como se observa en la Figura 12, BAT2 muestra su mayor

nivel de expresion en estas condiciones.
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Figura 12. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno sobre la expresion 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 nitrégeno. Las células se colectaron en la fase de crecimiento exponencial
(DOgoonm 0.3 a 0.6), diauxica (DOggonm 0.9 a 1.5), estacionaria (DOgponm 2.5 @ 3.4 en amonio y DOgoonm 1.5 a 2
en VIL) y estacionaria tardia (3 dias en glucosa y 5 dias en etanol). Se determiné la actividad de -
galactosidasa en las fusiones transcripcionales Pgars-lacZ y Pgaro-lacZ. La actividad de B-galactosidasa se
expresa en nmoles de o-nitrofenol producido por minuto por miligramo de proteina (nmol min™ mg protel'na'1)

y esta reportada como el promedio de tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones.

En el apartado anterior se describio la importancia del catabolismo de VIL en etanol
amonio. La expresion de BATZ2 en estas condiciones es de dos a tres veces mayor que en

glucosa amonio incluso desde la fase inicial de crecimiento; es decir, aun en la condicién
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donde la proliferacién celular es maxima (fase de crecimiento exponencial) y en la que se
esperaria que solo el abastecimiento de bloques para construccion de macromoléculas
fuesen necesarios, el catabolismo de VIL es crucial. Por otro lado, la expresion de BAT1
no disminuye en la fase de crecimiento estacionaria, aunque Bat1 es una enzima
principalmente biosintética, tal vez durante el metabolismo respiratorio se acentua el
caracter catabolico de Bat1, de tal forma que pueda actuar conjuntamente con Bat2 para
catabolizar los aminoacidos de cadena ramificada.

En resumen, en condiciones de crecimiento fermentativo (glucosa) BAT1 se expresa
principalmente cuando se requiere biosintesis de VIL, mientras que BATZ2 lo hace cuando
se requiere catabolizar a estos aminoacidos, es decir, BAT1 muestra un perfil de expresién
de genes biosintéticos mientras que BAT2 tiene un perfil de expresion de genes
catabolicos. Bajo condiciones de crecimiento respiratorio la expresion de BAT2 se induce y
la de BAT1 se mantiene constante a lo largo de la curva de crecimiento.

El nivel de expresion de BAT1 y BAT2 también se analiz6 mediante un ensayo tipo
Northern. Para ello se construyeron sondas que contenian toda la region codificante de
cada gen (los detalles se indican en Metodologia). EI RNA se extrajo a partir de cultivos en
fase exponencial de células crecidas en glucosa como unica fuente de carbono y amonio o
VIL como fuente de nitrégeno.

Como se observa en la Figura 13, pese a que BAT1y BAT2 son 72 % idénticos y que
se utilizaron como sondas fragmentos que contienen toda la regién codificante de cada
gen, la hibridacion fue especifica, no se detecté hibridacion de la sonda BAT17 en la
mutante bat1A, asi como tampoco se detectd hibridacion de la sonda BATZ2 en la mutante
bat2A.

La mayor expresiéon de BAT1 se observd en amonio con respecto a VIL. En presencia
de los tres aminoacidos (VIL) como fuente de nitrogeno, la expresion de BAT1 fue
reprimida 4 veces en comparacion con amonio (Figura 13). Lo mismo ocurri6 en amonio
VIL.

Por el contrario, en presencia de VIL como unica fuente de nitrégeno la expresion de
BAT2 se indujo 12 veces. Cabe mencionar que en ausencia de BAT1 (bat1A) la expresion
de BAT2 aumento 5 veces respecto a la cepa silvestre (WT) al crecer en glucosa amonio.

Posiblemente, el incremento en la expresion de BAT2 permita compensar

parcialmente la pérdida de BAT1. En presencia de VIL, BAT2 no aumentd su expresion en
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un fondo bat14, posiblemente se debe a que en VIL, BAT2 alcanza el mas alto nivel de

expresion y el fondo genético deja de ser relevante (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la expresion 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 nitrégeno. Las células se colectaron en la fase de crecimiento exponencial (DOggonm
0.3 a 0.6). Como control de carga, la membrana se hibriddé con una sonda homologa al gen ACT1 (actina).
Los numeros indican el nivel de expresion respecto a la cepa silvestre crecida en glucosa VIL (carril 4) para

BAT1 o crecida en glucosa amonio (carril 1) para BAT2.

En conclusion, la expresion de BAT1 es reprimida en presencia de VIL, posiblemente
sea un caso de represion o inhibicidn por producto final como ocurre con muchos genes
biosintéticos. Por el contrario, la expresion de BAT2 se induce en presencia de los tres
aminoacidos (condiciones catabdlicas), probablemente por un efecto de induccién por

sustrato.
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5.8. La contribuciéon de Bat1 y Bat2 a la reaccion de transaminacion correlaciona

con su perfil de expresion

Con el fin de determinar las propiedades cinéticas de las enzimas Bat1 y Bat2, se llevé a
cabo un intento por purificarlas. Para ello se usaron extractos celulares de cepas en las
cuales los genes BAT1 o BAT2 estan fusionados en el carboxilo terminal al médulo TAP.
Este mddulo se constituye por: i) un péptido de unién a calmodulina, ii) un sitio de corte
para la proteasa TEV del virus Etch de tabaco y iii) la proteina A (Puig et al., 2001; Rigaut
et al., 1999).

A grandes rasgos, el proceso de purificacion se divide en tres pasos: i) El extracto
celular se pasa por una columna que contiene IgG y que une a la proteina marcada a
través de la proteina A presente en el médulo TAP, ii) la proteina de interés se eluye de la
columna mediante el corte con la proteasa TEV, vy iii) el eluato obtenido se pasa por una
segunda columna que contiene calmodulina, la proteinas de interés se unira a la columna
a través del péptido de union a calmodulina. La proteina se eluye en presencia de un
quelante de calcio. Con éste ultimo paso se elimina la proteasa y otras proteinas que
pudieron haberse unido inespecificamente a la primer columna (Puig et al., 2001; Rigaut et
al., 1999).

Empleando esta metodologia se logré purificar a las proteinas Bat1-TAP y Bat2-TAP;
sin embargo, las proteinas purificadas no mostraron actividad de transaminasa. Se
realizaron varias modificaciones al protocolo de purificacion 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), bat1A y bat2A de S. cerevisiae. La obtencion de
extractos y el ensayo se describen en la Metodologia.

En glucosa amonio, la actividad de transaminasa mostrada por la cepa silvestre y la
mutante bat2A fue la misma y solo se abatié en la mutante bat7A al usar cualquiera de los
tres cetoacidos 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 transaminacion de a-CIC fue de 3 a 4 veces mayor que para a-ClV o a-CMV,
una mutante bat1A no es auxétrofa de leucina.

En glucosa VIL amonio, la actividad de transaminasa en una mutante bat1A 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 biosintesis. Sin embargo, en estas condiciones Bat2 también
contribuye a la actividad de transaminasa, ya que la reaccion de transaminacion es un
50% menor en la mutante bat2A respecto a la cepa silvestre (Fig. 14, Glucosa VIL
amonio).

Como se observa en la Figura 13 (amonio vs amonio VIL), la expresion de BAT1 se
reprime en presencia de VIL aun en presencia de amonio (4 a 1.6), mientras que la

expresion de BAT2 se induce ligeramente (1 a 2).
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Figura 14. La actividad de transaminasa de Bat1 disminuye cuando la expresion del gen BAT1 esta
reprimida. Las cepas silvestre (WT), bat1A y bat2A de S. cerevisiae y la cepa silvestre (KMWT) de K. lactis
se cultivaron en glucosa como fuente de carbono y amonio, amonio VIL o VIL como fuente de nitrégeno. Los
extractos proteicos se obtuvieron como se indica en Metodologia. Se determiné la actividad de amino
transferasa usando a-cetoisovalerato (a-ClV), a-cetometilvalerato (a-CMV) o a-cetoisocaproato (a-CIC)

como sustratos. En la grafica se muestra el promedio de al menos 3 mediciones.

La represion de BAT71 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 si contribuya a la actividad de
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transaminasa porque aunque su capacidad biosintética es ineficiente, hay una
compensacion debido un posible incremento en la cantidad de enzima.

En glucosa VIL, se observa el menor nivel de expresion de BAT1 y el mayor nivel de
expresion de BATZ2 (Fig. 13), en consecuencia, la actividad de transaminasa en una
mutante bat1A solo disminuye en un 50% en comparacion a la cepa silvestre, mientras

que en una mutante bat2A se abate (Fig. 14).
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Figura 15. Actividad de transaminasa durante el metabolismo respiratorio. Las cepas silvestre (WT),
bat1A y bat2A de S. cerevisiae y la cepa silvestre (KIWT) de K. lactis se cultivaron en etanol como fuente de
carbono y amonio o VIL amonio como fuente de nitrégeno. Los extractos proteinicos se obtuvieron como se
indica en Metodologia. Se determind la actividad de amino transferasa usando a-cetoisovalerato (a-CIV), o-
cetometilvalerato (a-CMV) o a-cetoisocaproato (a-CIC) como sustratos. En la grafica se muestra el promedio

de al menos 3 mediciones.

Por otro lado, la actividad de transaminasa mediada por Ki/Bat1 se determind en
extractos proteicos de la cepa silvestre de K. lactis (KWT). En glucosa amonio, la
actividad enzimatica de KiBat1 al usar como sustrato a-cetoisovalerato (a-ClV) fue de 28

nmol min”' mg de proteina™; 8 nmol min™ mg de proteina'para el a-cetometilvalerato (a-
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CMV) y 16 nmol min” mg de proteina™ para el a-cetoisocaproato (a-CIC), lo que sugiere
que la enzima K/Bat1 tiene diferentes propiedades cinéticas para cada sustrato. La
actividad enzimatica se redujo en un 90% solo en glucosa VIL (Fig. 14) en concordancia a
una disminucion de la expresion de KIBAT1 bajo estas condiciones (Colon et al., 2011).

En extractos celulares provenientes de cultivos en etanol como unica fuente de
carbono, también se aprecia un uso diferente de sustratos, al igual que en glucosa, la
mayor actividad se detecta con a-CIC (Fig.15). En etanol amonio la actividad enzimatica
en una mediada por Bat1 (mutante bat2A) disminuyé con respecto a la actividad en
glucosa. Este decremento en la actividad no esta relacionada a cambios en el perfil de
expresion de BAT1, ya que el nivel de expresion 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 enzimatica, como se puede
apreciar en una mutante bat2A (Fig. 15). Lo que sugiere que bajo estas condiciones la
participacion de Bat2 es favorecida, posiblemente para catabolizar VIL.

En etanol VIL amonio, la actividad enzimatica de Bat2 (mutante bat1A) se duplica con
respecto a etanol amonio (Fig. 15). Sin embargo, la contribucién de Bat1 y Bat2 es
equivalente. En la figura 10 se muestra que la doble mutante bat1A bat2A no crece aun
presencia de VIL y que el crecimiento de las mutantes sencillas bat1A y bat2A es el
mismo. En conjunto, estos datos sugieren que el catabolismo de los aminoacidos de
cadena ramificada es indispensable en estas condiciones y requiere la participacion
conjunta de Bat1 y Bat2.

La actividad enzimatica de KiBat1 disminuyé alrededor de 3 veces en etanol en
comparacién con glucosa (Fig. 15, Etanol amonio). Dado que K/Bat1 es la unica
transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada en K. lactis, es posible que en etanol,
el catabolismo de los aminoacidos esté favorecido, por ello la actividad enzimatica al usar
a los cetoacidos de cadena ramificada disminuye. También existe la posibilidad de que en
etanol la expresion de KIBAT1 sea menor que en glucosa lo que deriva en una menor
cantidad de enzima y por ende una menor actividad de transaminasa. El mismo fenémeno

se observa en presencia de VIL (Fig. 15, Etanol VIL amonio).
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5.9. Descifrando la dinamica 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 dinamica del metabolismo de los

aminoacidos de cadena ramificada en cada condicién (Fig. 16).

A)

En glucosa amonio se requiere principalmente sintesis de aminoacidos. Bajo estas
condiciones BAT1 tiene mayor expresion que su paralogo por lo que posiblemente
haya mayor cantidad de proteina Bat1. La valina se sintetiza exclusivamente por
Bat1, se acumula en mitocondria y posteriormente es exportada a citosol mediante
el transportador de aminoacidos de cadena ramificada Bap3. El ultimo paso en la
sintesis de isoleucina es catalizado tanto por Bat1 en la mitocondria, como por
Bat2 en el citosol, ya que aparentemente el a-CMV es capaz de salir de la
mitocondria al citosol a través de un transportador. Al parecer, Bat1 y Bat2
contribuyen equitativamente a la sintesis de isoleucina. La catalisis mediada por
Bat2 solo estaria limitada por el transporte del cetoacido de isoleucina (a-CMV) y
por la concentracion de la isoenzima Bat2. Aunque no se ha reportado un
transportador para a-CMV, es posible que exista dado que una mutante bat74 no
es auxotrofa de isoleucina. Bat2 también contribuiria a la sintesis de leucina, ya
que los ultimos pasos de la via toman lugar en el citoplasma; sin embargo, dado
que la mutante bat1A no es auxoétrofa de leucina, puede ser que el a-CIC sea
transportado a mitocondria en donde Bat1 catalizaria la conversién a leucina.
Cuando las células crecen en glucosa VIL, la acumulacion de estos aminoacidos
en el citosol estimula el caracter catabdlico de Bat2. El catabolismo de estos
aminoacidos se ve incrementado porque la expresion de BATZ2 se induce bajo
estas condiciones y posiblemente la cantidad de proteina también aumente. Bat1
reemplaza parcialmente a Bat2 porque los aminoacidos son internalizados hacia la
mitocondria por Bap3, en donde su acumulacion estimula la capacidad catabdlica
de Bat1.

Finalmente, en etanol amonio, la sintesis de los tres aminoacidos es catalizada
principalmente por Bat1. A diferencia de glucosa amonio, la contribucion de Bat2
en la sintesis de leucina es menor porque la cantidad del transportador de a-IPM

(Oac1) es un 50% menor que en glucosa, lo que seguramente ocasiona el a-IPM
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citosélica disminuya y en consecuencia la cantidad de sustratos para Bat2 también
disminuya. Dado que suponemos que la afinidad de Bat2 por los cetoacidos es
baja, una disminucion en la concentracion de a-CIC terminaria el flujo e la via
hacia biosintesis. Es posible que el a-CIC sea transportado de alguna forma a la
mitocondria en donde Bat1 catalice su conversion a leucina. Los aminoacidos
sintetizados en mitocondria por Bat1 podrian ser transportados al citoplasma por
accion de Bap3. Bajo estas condiciones de crecimiento ademas de la sintesis de
aminoacidos se requiere catabolismo de los mismos para generar NAD a través de
la via de Ehrlich. A través de la sintesis de valina e isoleucina se consume un
NADPH; la sintesis de leucina consume ademas del NADPH un NAD. El
catabolismo de valina, isoleucina o leucina produce un NAD. Al final de proceso de
biosintesis y catabolismo de leucina el saldo neto sera un NADPH consumido,
mientras que para valina e isoleucina el saldo neto de poder reductor sera 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 dinamica 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; a-
IPM, o-isopropilmalato; B-IPM, B-isopropilmalato; CIC, a-cetoisocaproato; OAA, oxalacetato; V, valina; |,

isoleucina; L, leucina; MBal, metilbutanal; Amil OH, alcohol amilico.
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6.1. Las isoenzimas Bat1 y Bat2 de S. cerevisiae divergieron funcionalmente de la
enzima tipo ancestral KIBat1 de K. lactis

El unico ortélogo a los genes BAT1y BATZ2 en K. lactis es el gen KIBAT1 que codifica para
una enzima bifuncional, que participa tanto en la biosintesis como en el catabolismo de los
aminoacidos de cadena ramificada. La enzima K/Bat1 es 82% idéntica a Bat1 y 80%
idéntica a Bat2. En S. cerevisiae la funcion biosintética y catabdlica se redistribuyeron en
las enzimas Bat1 y Bat2, respectivamente, a través de un proceso de subfuncionalizacion.
Bat1 juega un papel mayoritario en la sintesis de valina, mientras que Bat2 tiene un papel
primordial en el catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada. Posiblemente, la

redistribucion de la localizacidn subcelular favorecié la subfuncionalizacion.

6.2. Los genes BAT1y BAT2 tienen un perfil de expresion diferencial

La expresion de BATT1 se induce en condiciones que promueven la sintesis de
aminoacidos de cadena ramificada, ademas su expresién disminuye en presencia del
producto final (VIL). La expresion de BAT2 aumenta en condiciones que requieren
catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada (etanol amonio) y ademas se induce

por sustrato (glucosa VIL).

6.3. La actividad enzimatica de Bat1 y Bat2 es consistente con su perfil de

expresion

En glucosa amonio la actividad enzimatica 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 caracter catabdlico de la
enzima. En glucosa amonio la actividad enzimatica de KiBat1 es diez veces mayor que en
glucosa VIL, lo que indica que aunque K/Bat1 es una enzima bifuncional, su capacidad

biosintética esta acentuada.
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7.1. Contribucion de la localizacion subcelular en la subfuncionalizacion

Nuestros resultados sugieren que Bat1 y Bat2 se subfuncionalizaron a partir de una
enzima ancestral que posee capacidades biosintéticas y catabdlicas. Se ha propuesto que
la localizacién subcelular puede ser un mecanismo para la especializacion de genes
duplicados. Bat1 es una enzima mitocondrial, mientras que Bat2 es una enzima citosdlica.
Resultados preliminares de nuestro laboratorio sugieren que K/Bat1 es una enzima de
localizacion nuclear y posiblemente mitocondrial, que pese a ser una enzima bifuncional
presenta un acentuado caracter biosintético. Seria 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 comportara como una enzima
catabdlica?, de igual forma, si Bat2 se relocaliza en la mitocondria ;se potenciara su

caracter biosintético?.

7.2. Anadlisis de los parametros cinéticos (Vimax Y Km) de las isoenzimas Bat1 y Bat2
y KiBat1

Si la capacidad catabdlica o biosintética de estas enzimas no esta relacionada a su
distribuciéon subcelular y en consecuencia a la diferente disponibilidad de sustratos,
entonces, seria interesante realizar un analisis mas detallado de las caracteristicas
cinéticas de estas proteinas para determinar si muestran diferente afinidad por la unién a
aminoacidos o cetoacidos, para lo cual se determinaria la velocidad maxima (Vmax) Y
afinidad por sustratos (Kn) en la enzima pura. Para establecer la relevancia fisioldgica de
las constantes de afinidad por aminoacidos o a-cetoacidos de cadena ramificada, seria

necesario medir la concentracion intracelular de estos metabolitos.

7.3. Regulacion de la expresion de BAT1y BAT2

En este trabajo so6lo se analizd el cambio en el perfil de expresion de los genes BAT1y

BAT2 en condiciones que promueven la biosintesis o el catabolismo de VIL. Como parte
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de la Tesis de Maestria de otros companeros del laboratorio, se ha explorado el papel de
algunos reguladores transcripcionales sobre la expresion de los paralogos BAT1 y BAT2
(datos incluidos en el articulo | del anexo). Sin embargo, se requiere un estudio mas
detallado para establecer el modelo de regulacién de estos genes. Asimismo, el estudio de
la regulacion del gen KIBAT1 (Proyecto de Maestria de Karla Lopez) facilitara el analisis
comparativo entre el unico gen de K. lactis y los ortélogos en S. cerevisiae y permitira

entender mejor la retencion de los duplicados BAT1y BAT2.

7.4. Contribucion de Bat1 y Bat2 al equilibrio NAD(P)*/NAD(P)H

Seria interesante evaluar si bajo condiciones de crecimiento respiratorio el flujo a través de
la via de Ehrlich aumenta y si bajo estas condiciones la generacién de NAD(P)H asociada
a la produccion de alcoholes tipo fusel contribuye notoriamente en el equilibrio
NAD(P)*/NAD(P)H.

Actualmente estamos llevando a cabo un analisis para analizar la contribucion de Bat1

y Bat2 a la via de rescate de metionina bajo condiciones de crecimiento respiratorio.
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9. ANEXOI
9.1. Articulo |

El 80% de este articulo se conforma con el trabajo de la presente Tesis de Doctorado e
incluye datos sobre la regulacién de los genes BAT1y BAT2, asi como KIBAT1 obtenidos
de los proyectos de Maestria de los alumnos Fabiola Hernandez, Karla Lopez y James

Gonzalez.
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Abstract

Background: Gene duplication is a key evolutionary mechanism providing material far 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 K. lactis has been distributed in the two
paralogous genes present in 5. cerevisioe, and whether this conservation has impacted 5. cerevisioe metabolism.

Principal Findings: Our results show that the KiBat1 orthologous BCAT is a bifunctional enzyme, which participates in the
biosynthesis and catabolism of branched chain aminoacids (BCAAs). This dual role has been distributed in 5. cerevisioe Batl
and Bat2 paralogous proteins, supporting the specialization model posed to explain the evolution of gene duplications.
BATT Is highly expressed under biosynthetic conditions, while BAT2 expression is highest under catabolic conditions. Bat]
and Bat2 differential relocalization has favored their physiolegical function, since biosynthatic 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 BCAAs the batld bat24 double mutant shows impaired growth, indicating that Bat1 and
Bat2 could play redundant roles. In K. lactis wild type growth is independent of BCAA degradation, since a Kibat74 mutant
grows under this condition.

Conclusions: Our study shows that BATT and BAT2 differential expression and subcellular relocalization has resulted in the
distribution of the bigsynthetic and catabolic roles of the ancestral BCAT in two isozymes improving BCAAs metabolism and
constituting an adaptation to facultative metabalism.
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acid hiosynthesis has led o functional diversification such that
retention of both copies 18 needed vo fulfill the funcrion carried out
hy the original gene [4-4], thus zupporing the duplication-

Introduction

[t iz accepred that Saccharamyces cerevivias genome arose from

complete duplication of eight ancestral chromosames; functionally
normal ploidy was recovered due 1o the massive loss of 90% of
duplicated genes. Analyvsiz of the complete veast genome sequence
adenuified several interchromosomal duplicated regions [1,2]
which consttute the molecular evidence of an ancient duplicauon
of the entire yeast genome [3]. Gene duplication and the
subsequent divergence of paralogous pairs play an important role
i the evolution of novel gene funciions. Several models have heen
propoqed w account for the emergence, maintenance and
evolution of gene copes. It has been shown that diversification
of paralogous genes whose products are stricily nvolved in aming

_"@_-. PLo5 ONE | www.plosone.arg

degeneration-complementation model proposed by Farce & all [7].
The specialization or escape from adaptive conflict posed by
Hughes [8] considers that il the original gene was performing two
functions, that ecould not he ndependemly improved, after
duplication each gene copy could he driven by positive selection
o rnprove one of the two functons. Aminotransferases consutute
an interesting model to sody divessification of paralogous genes
carrving out two functions, both of which are needed w warram
metaholite provision, and which cannot be differentally improved,
since aminotransferases constitute biosynthetic and carabolic
pathways whose opposed acuon relies on a single catalytc sie.
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Furthermare, metaholite provision through the action of amina-
transferases, is necessary when veast 18 grown i either fermentable
or non-fermentable carbon sources and thos, lunctional diversi-
fication of aminotransferase-encoding paralogous genes could play
a fundamental role in the adapiavion 1o faculative metabolism.

In the veast Sacchoromyces cereviciae, the last siep in the
hiosynthesis and the first step in the catabolism of branched chain
aming ackls [BCAAs) 1 achieved through the acton of the
branched chain aminowansferazses [BCATs) encoded by the
paralogous pair B4 T and BATZ, which form part of a duplicated
chromesamal hlock generated from the Whele Genome Duplicas
ton (WIGLH event [2.3] huped Swww gensied.ie/ ~khwolle/ veast/
nova/index humnl). An addimonal inspection vsing the Yeas Gene
Order Browser (hupe/ Swolfe gencted Se/vgoly) also suggests that
BATI/BAT? could be in a duplicated hlock. This evidence poins
o the origin of the B4 T7-B4AT2 duplicated gene pair as part of the
WGD  duplication  event rather than w an solated gene
duplication phenomenon. These enzvmes catalyze the wansfer of
aming groups between the amino acids valine, leocine and
soleucine and their corresponding w-ketoacicds, the hiosynthetie
precursors of fusel aleohols, which inffuence the aroma and favor
of yeast derived fermenation products such as beer and hread
[9,10], and which have heen recently found 1o regulate ranslauon
miation by inhibitng elF2B [11].

The hneage which gave rise o Aluppermyces lactic (K foetis)
diverged before the WG event, therefore, £ lactis genome does
not harbor the duplicauon blocks present in 8. ecereriniae [3]. In A
lartis the gene AIBATT constitutes, the unique arthologue of the &
cerepivios BATT and BAT? paralogous gens pair encoding a
branched chain aminoiransferaze (AfBatl). We have underzaken
the study of the funcuional role played by ABatl, Batl and Bair2, in
order 1 understand whether the role plaved by the ancestral-rype
enzyme has been conserved in Batl and Bar? resuliing in
redundant function or whether it has been dizsirihuted berween
these two enzymes resulting in diversification.

AfBatl enersded protein s constituted by 407 amino acid
residues and as well az Batl 1t bears an amino erminal signal
pepiide which could direct s munochondrial localization. It shares
82% amino acikd identity with Barl and 79% with Bar?, BATY
encodes a 393 amine ackd residues mitochondrial protein, while
the evicsolic Bar? s composed of 376 residues; these two enzymes
show 81% ideniny. Previous results from ather laboratories have
shown that on glueose-containing media, BATT single deleton
mnpaired neither cell growth nor fusel aleohol produection;
however, drasiic effects in fusel aleohol productuon were chserved
m a b2t deletion muoman. Deleton of both genes resulied in
branched chain amino acid auxowophy, severe growth retardation
and diminished fusel alecohol production [12]. The fact that the
enzymes involved in the hiosynthesis of the BCAAs  are
mitochondrially located has led 10 the noton that in 8. cerediine,
the binsynthetic process 13 mainly carried out in the mitochomdria.
However, the faci thar Bail and Bai? are located in both
comparunents indicates that the last siep in BCAAs hiosynthesis
can be carried out in either the miochondria or the cyroplasm.
Furthermaore, for the leucine biogynthete pathway, Leul and Leu2
have heen only found in eyrosol [13,14] indicating thar the
conversion of -ketcisovalerate o a-isocaproate the Immediare
precursor of levane 3 carnied out in the evioplasm and furher
wransported o the mitochondria so that the last sep in leucine
hicevinthesis can he carried out in enther the mitochondeia or the
cytoplasm, through the action of either Batl or Bat2. No analysis
has been underaken o deermine the compariment in which
BCAAs camabolism iz carried out and the physiological role of
differential Batl and Bai? localization has not been analyzec.

'@ PLoS OME | www.plosone.org
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Results presented in this paper suppoart the specialization model
posed by Hughes [B], showing that 1) & lactic KTRATT coclifies a
presumed mitochondrial localized BCAT, which paricipates in
hath, the bicsvothesis and catabolisen of BCAAs. which & unahle
w complement S ceraditas bar2 4 murants, and that i) in 8 cendviae
hiosyntheue and camabolic roles have heen dsirhuted in two
paralogouz genes. Batl 5 preferenually involved in BCAAs
hiosynthesis, while Bat? function & determinam for BCAAs
catabalism, ndicating functional diversification. The specialization
has heen afforded through differential subeellular localizadon af
the encoded products and divergent pene expression patterns,
which is reflected in enzyme activity under various physiological
conditions.

Results

The ancestor-like branched chain aminotransferase
KiBat1 is a bifunctional biosynthetic and catabalic
enzyme

A AlbaelA mutant incobared on glucose and ammaonivm,
displayed wvaline, isoleucine and lewcine (VIL) auxowophy
(Fahle 1. Wild tvpe growih was only atained when the three
BCAAs were simulaneously added 1o the growth medium. The
Albatl A mutant did not grow when branched chain amino acids
were supplemnented as sole nirogen sources (Table 1), showing
that this enzyme is also involved in BCAAs catabolism. These
results indicate that no redundant pathways are ivvolved in VIL
bicsynthesis and caabolism. As expecred, Albarld rransformants
carrying the AIBAT] gene on a cenromeric plasmid displayed wild
type phenotype when grown on either ammoniumeglucose or V1.
glucnse (Table 1), indicating that AfBarl is a hifunectional ensyme,
which participates in VIL hinsynthesis and carabolism.

In 5. cerevisiae, biosynthetic and catabolic roles of the
branched chain aminotransferases have been
differentially distributed in the 8AT1 and BAT2-encoded
isozymes

Single and double batl4 and dat24 mutans were constructed.
Az Table 2 and Figure 1A, CEN show, a double datfA bae24
mutant displayed VIL auxotrophy when incubated on glucose and

Table 1. Kibat! 4 mutants are impaired in VIL biosynthesis
and catabolism.

Relative growth® (3]

Glucose
Strain NH4 MH.~ VIL® VIL
KT 100 100 100
CLAZS (Kibari 4] (] 9 o
KIWT {pKD1} 100 o0 100
KIWT [pKD1 K2BATT] 100 100 100
CLA34 [pKD1) a N.DF o
CLAZS (pkD1 KiBATI) 100 N. D 100

*Walues are chown relative to growth rate of the wild type strain {0.12 h™! and
0.13 b7 on WH.™ and amino acids, respectivelyl; and represent the means
from three independent experiments (variation was always =10%)

Amino acds wers supplemented at a concentration of 150 mafA, 108 mag/l or
30 ma/! of valine V), leudne (L} or isoleudine (I} respectively.

M. D. not determined.

doit10.137 1/ journal pans 00 16099.0001
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ammeoniurn; wild type growth was anained when this sirain was
grown in the presence of the three BCAAg (Table 2% BATY and
BAT2 were ndependently cloned on cenromeric plasmids and
used wo ransform the bat!f A batZ4 mutant. Transformants careying
BATY recovered VILL provowophy (Figure 1A, CEN BATY), while
those carryving B4T? showed a  bradyirophye phenoype
(Figure 1A, CEN BATY), indicating that Batl had a more eflicient
buogyvnthetic role than that exerted by Bar2. When culured on
ammonium=glucose, the single datld motam showed a significant-
Iy decreased growth rate [69%), as compared o the wild wpe
sirain however, 11 atained wild type growth rates by the sole
addition of valine 1o the growth medium (94%) (Table 23, or when
complemented with a cenwomeric plasmid harboring BATY
(Figure 1A, CEN we CEN BATY). BAT? did net complement
batl4 growth deficiency (Figure 1A, CEN BAT?). These resulis
indicate that Batl acuvity & indispensable wo fulfll valine
requirement and that Bai2 5 unable o fully replace Bartl,
suggresting functional diversification. Accordingly, the single bar24
mutant grew as well as the wild wvpe on ammoniom-glucose, with
or without amino acids (Table 2), confirming that Batl completely
fulfilled hicsynthetic needs. Since it has been proposed that Bar2 1
eytosolic, while Batl & mitochondrially located [9] it could he
considered that the valine pool generated through Bai? might net
be efficiently ransported to the mitochondria. In order 1o confivm
in sivn enzyme localizaton, Bail-vECirine and Bar2-vECitrine
tagged srain: were constructed as deseribed in Marerials and
AMethods and subeellular localizatton was analyeed by confocal
ricrascopy. As Figure 2 shows, Batl was foend o be localized in
mitochondria; while Ba12 was cywosolic, conflirming previous
obzervarons [9]. It could thus be propoged thar as mentoned
above, the valine pool gynthesized throvgh Bar? iz not efficiendy
wansporied o the mitochondria or tha valine syithesis through
Bai? is scarce leading o the observed wvaline braditrophy of a
batld mutant.

To analyze the role of Batl and Bar2 on VIL catabolism, batld
bat24 double mutant and single mutanis were grown on glucose in
the presence of the three BCAAs as zole nirogen source, Under
these conditions, the wild wype surain and the farl 4 mutant showed
higher growth rates than thoze obzerved in the double and bar24
routants  indicating a carabolic role for Bar?2 (Table 2 and
Figure 1B, CEXN)L. On Vil-glucose bat?d mutant was only able
o achieve 70% of the growth rawe displayed by the wild wpe
sirain, sugpesting thar BarP-dependemt VIL camabolism  was
required for wild type growth, and that Batl was uwnable 1o
compensate lack of Bai2 (Table 2; Figure 1B, CEN). Accordingly,
single dat?4 and double mutams recovered wild type growth when
randformed with a cenwromeric plasmid harboring BATE,

Aminotransferase Duplication and Specialization

complementation failed with plasnuds carrving 8477 (Figure 1B,
CEN w CEN BATT and CEN B4ATY. Since on glucose-
ammoniun=VIL the double and smgle bat?4 moranms showed
growth rates which were equivalent 1o those displayed by the wild
rype strain, it can he concluded thar in glucose VIL caabolism
fulfills nitrogen requirements.

Theze resulis mdicare that Bar? has a prominem role in VIL
catabolism, while Batl catabaolic role & only evidenced in a bat24
genetic background. The o that as Figure 2 shows, Batl
mitnchondrial localization s conserved in the presence of VIL as
sale nitrogen source indicates thar Barl catabolic characier is
exerted in this compartment. It could be proposed thar under
taese concditiong V1L accumuolation in the mitochondria, would
enhance Batl catabolic character.

Above presented results indicate thar in a wild wpe srain Batl
cisplays a hicsynthetc character while Bar2 has a prominent
catabaolic role.

KIBATT does not complement batZ4 mutant strains

To analyze whether the AlBat | enzyime was able w replace Batl
or Bai2 in 8 cerrdsias, a monocopy plasmid harboring the ATBATT
gene was independemly ransformed in both single mutants batl 4
and bar24 and in the double muwant batfd a4 Constructions
were prepared in order 1o promote AIBAT] expression fom either
s own promoter or by the heterologous BAT! or BAT?
promoters. When grown on ammonium-glucose the datl 4 mutant
barboring KIBATY on a monocopy plasmid anained wild wype
growth regardless of the promoter used 1o drive its expression
(Figure 1A) In the case of the batld dar?A double mutant, the
presence of AIBATI only restored 72% of wild type growth
(Figure LAY indicating thar ATBatl could only parually substitue
smultaneous lack of Batl and Bar2. When growing on VIL-
glucose netther the dat24 nor the double mutant atained wild wype
growth when ATBATT expression was driven from the BATY, BAT2
or AIBATY promomers (Figure 1B, although higher growth raies
vere atained with Ppar-RIBATY or Pragyr-d1BATY, suggesting
tial a promoter-dependent efect could enhance AIBATT capachy
ty complement lack of Bar2. T could be possible that either the
£Bail hererologous enzyme has peculiar kinetic properties that do
pot allow full fet?d complementation, or that the differenuial
subeellular localization of ABatl and Bar2, could hamper bat24
complementation, since as mentioned earlier, Bai? iz a eyrosolic
enzyme and although localizaten of ATBarl has not been
experimentally determined, an in sifico analysis using Mitoprot
and SignalP databases suggests thar AlBarl is located in the
mitachondria,

Table 2. In 5. cerevisice botT4 mutant is impaired in VIL biosynthesis, while a bat24 mutant is mainly impaired in VIL catabolism.

Relative growth® [%)

Glucose
Strain NH." NHSVE NHS L MHs" L NHa™ VIL v 1 L VIL
CLA1-2 (WT) 100 100 100 100 100 100 100 100
CLAI tbatid] 62 o4 &5 100 87 88 78 100
CLA32 [bat2 ) 100 a5 93 100 51 52 78 70
CLA33 (bt d bat2d) 0 i} i} 91 0 0 o 0

independent experiments [variation was always =10%).

doi10.137 1/ jowrnal.pone. 00180991002

:@ PLoS OME | www.plosone.org

*falues are shown relative to growth rate of the wild type strain (0.20 h™' and 0.11 h™! on NH," and amino acids, respectively); and represent the means from three

Eaming acids were supplemented at a concentration of 150 mog/L 100 ma/l or 30 maf of valine (V] leucine (L} or isoleucine (1) respectively.
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Figure 1. Growth phenotype of single and double mutants complemented with plasmids harboring BAT1, BATZ or KIBATI. Wild type,
bortd, bat24 and bat1d batad strains were grown on ammaonium-glucose (A} or ViL-glucose (B). Values are shown relative to growth rate of the wild
type strain (020 h™" and .13 h™ on ammonium-glucose and VIL glucose respectivaly] and represent the mean of three independent experiments
= 5. D. Calls were complemented with a centromeric plasmid (CEN} harboring 8ATT (CEN BATT), BAT2 (CEN BATZ) or the K jacris orthologous gene

KIBAT] whose expression was driven by its own promoter (CEN Pyaar-KIBATT) or by BAT] ({CEN P, - ~KIBATT) or BAT2 (CEN Pagr-KIBATT} promoters,

dai 10,1371 Jeurnal. pone. 0016000001

KIBAT! has a biosynthetic-like expression profile

Towal ENA was prepared from A7 lactic wild tvpe srain grown
on glucose as carbon source with various nitrogen sources. It was
found that AIBATT expression profile was thar expecied for a
hicgynthetic enzvime. Steady state mBRNA levels were similar in
wtal RNA samples olnained om coltures grown on either

repressive (glulamine) or non-repressive nitrogen sources (GABA),

indicating that the quality of the nitrogen source had no effect on
RIBAT! expression (Figure 3A) However, espression was
repressed in ol RNA samples obtained from colures grown in
the presence of VIL as sole nnrogen source, or when combined
with addiional nitrogen sources such as ammoniom or GABA, as
cotpared to that fownd in the abgence of VIL [Figure 3A) Warth
of mention s the fact that VIL repression was not abserved in

| ...

Mitotracker

Bat1-yECitrine Merge

DIic Bat2-yECitrine Merge
Mitotracker Bat1-wECitrine Merge
DIiC Bat2-yECitrine Merge

Figure 2. Bat1 is mitochondrially located, while Bat2 is cytoplasmic. Fluorescence images showing the subcellular localization of the
paralogous proteins Batl and Bat2. Samples ware taken from exponantially grown cultures of tagged mutants grown on glucose-ammonium (4, Bj or
on glucose-VIL (C, D). Mitochondnal localization of Bat1, tha signal of the Bat1-yECitrine fusion co-localizes with mitotracker signal (A, C). Cytoplasmic
localization of the Bat2-wECitrine fusion (B, D).

doi: 10.1371 fjournal. pone.0016095.g 002
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glutamine, suggesting that this amine acid could hinder VIL
transport, thus resulting in a low muracellular accumulation of
these aming acids.

BAT1 and BATZ2 show divergent expression profiles

Teo analyze whether the apparent divergence in Batl and Bar2
metabolic roles, was correlated with the expression prafile of their
encoding genes, Northern analysis was carried out. It was found
that as well as AIBATI, BAT] was mamly expressed an
ammoniumeglucose exponenual culiures (hiosynthetic condnions),
and repressed in the presence of VIIL BATT expression was not
influenced by the gquality of the niwogen source, and VIL
repression was observed on either repressive or non-repressive
nitrogen sources [Figure 3B and 3C). Conversely, B4AT2 showed a
classic catabolic expression profile; responding 1o the quality of the
nitrogen source; downe-regulated mo the presence of repressive
nitrogen sources (glutamineg) and derepressed n secondary non-
repressive nitrogen sources such as GABA (Figure 3B and 3C).
BAT? expression was wwelve-lold increazed when wml RNA was
obnained from cultures in which VIL was provided as sole nitrogen
source (catabolic condiuons), as compared to that found when
BENA  was prepared [rom on ammoniomeglucose  coliores
(Figure 4. B4T2 expression was also induced in a batld genetic
background. Under derepressed condiions (GABA), the addition
of the three branched chain amino acids, had a posiive effect
further inducing 8472 expression (Figure 3B

KIBat1 enzymatic activity displays a biosynthetic
character

AfBarl activity was determined in exiracts obtained from
culiwres grown under hicsynthetic and camabolic conditons
(Figure 3AL Activity was similar in extracts obiained from
ammoniumeglucose with or withour VIL [Figure 1A} indicaung
that the ohserved repression of ALBAT! expression on WVIL-
ammonium did not result in decreased enzymare activity. When
g=keroizovalerate [2-KIV) was used as subsirate, activity was nearly
two-fold higher 10 that found with a=ketoizocapeoate [2-KIC),
melicating  differential kinetic properties for these subsirates
Lowest acuvity was detected on s-keromethylvalerate [2-KMV),
In extracts obtamed from Vil-glucose [camabolic condidons),
AfBatl activity was at least ten-fold lower than that observed on
armoniumeglucose (hiosynthete conelitions), confirming AIBATT
expression profile (Figure 3A) and indicating thar AfBarl hag a
pronounced hiosynthetie characrer.

Bat1 and Bat2 enzymatic activity is consistent with BAT?

and BAT2 expression profile

BCAT enzvenatic actuvity was determined in extracts obtamed
from the wild type and the single batfd and bat?A muranis As
Figure 3A shows, actvity determined on ammonium-glucose
(hiosynithete eonditions) was higher in the bat24 (BATY) mutam, as
compared 1o that found in the batld (BATZ?) mutam strain,
although in the presence of Vil-ammonium Bail activity
decreased, it was however higher than that observed for Bar2.
Conversely, in the presence of VIL as sole nitrogen source
[cataholic condnions) Bai2 activity was higher than thar observed
for Barl. These resulls are in agreement with expression profile
olizerved for either BATT or B4T2, which indicate that BAT!
expression 18 VIL repressed while that of BAT? & induced in VIL
as sole nitrogen source (Figure 4). These results support the
proposition that BCAT hinsynthetic and catabalic roles have heen
distributed between the two paralogous enzymes. Bail and Bar2
have diverged acquirmg a blosyntheuc or catabolic character,

'@ PLoS OME | www.plosone.org
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respeciively. However, since only the double datfd bar24 3s-a full
VIL auxoroph unable wo unlize V1L as sole nitrogen source, it can
be concluded that the hisvntheue and catabolic roles of these
enzyvmes 1% partally redundam. Highest activities were detected
when 2=KIC (levcine) was provided as substrate, as compared 1o
that for «=-KIV (valing) or «-KMV  (isoleucine), indicatmg
differential kinetic properties for the various substrates thar could
reflect differential substrate affinay.

BAT1 and BAT2 show differential expression profiles and
enzymatic activity under respiratory conditions

The collection of single and double batld and bat?4 muranes
was grown on ethanol as carhon source and ammoniuom as
nitrogen source, Under this condition, growth of the double batl 4
hat? A4 mutant was completely impaired, even in the presence of the
three aming acids, ndicatng thar VIL catabolism i compelling for
growth in the presence of non-fermentable carbon sources, even
on ammonium as nitrogen source (Table 3). Conversely, Alhatr A
mutant was able 1o susiain growth in media supplemented with
VilL-ammoniumeethanol, indicating that as opposed o that
observed in 8. cerrdsiae, VI catabolism s not necessary w achieve
growth in the presence of ethanol as sole earbon source and
ammoniom as nirogen source, underscoring the faet thar A feetic
has a more efficient ethanol caabolism [15], Accordingly, the
£ Jactis wild type swrain achieved a higher growth rate than that
attained by the 8. cerevisiae wild type CLAL-2 sirain when grown on
ethanol as sole carbon source [(L21 25 (.12 h_':;_ O ammonins
ethanal, the bat?4 mutanm and the wild wpe strain, showed
equivalent growth rates, while Satld showed a slightly decreased
growth rate as compared to the wild type srain, which was
alleviated in the presence of the three amino acids, thus confirming
Batl Iosynthetic role. As expected, single muotans and wild wpe
strain showed equivalent growth raves in the presence of the three
amino acids. When ethanol was provided as the sole carbon source
and the branched amine acids as scle nirogen source neither the
5. cerevisine wild type strain nor the single or double mutants grew,
mndicating that these aming acids are poorly catabolized and thus
uable o allow growth wnder these conditons (Table 3)
Conversely, on Vll-ethanol, A lactis wild type and the Albet]d
mutant complemented with the cenwomeric plasmid harboring
the AIBAT! gene with s native promater sequence, were able to
sustain growth, confirming ABail cataholic characier (Tahle 3).

Northern analysis performed with extracts obtained from
ammonivm=ethanal grown coliures, showed thar BATT and
BATZ displaved opposed expression profiles; BATY expression
was five-fold repressed. while thar of BATZ was wwo-fold increased
on ethanol as compared 1w those found on glucose. KIBATY
showed a similar expression patern o thar of BATI, since i
expression was decreased on ethanol as compared 10 glucose
{Figure 6A and GB).

In extracts prepared from ammonivmesthancl, Bail acuviy
(bat24) decreased when either one of the three z-ketoacids were
used as sulsrates, az compared w thar found on glucose
ammoniwm, while that of Bat? (dat)d) was nearly nwo-fold
mereased as compared to that found on glucose (Figure 5A and
5B ). These results suggest that under respiratory conditions, Barl-
dependent o=kewacid utilizanon wauld be diminished; avoiding
mereased carbon flux being channeled o V1L hiosynihesis, while
enhanced Bat? activity would inerease VIL vulizavion, favoring
5. cerepicioe capacity to grow under respiratory conditions. Ohn
ammaoniom ethanol VII. Barl activity was equivalemt 1o that
found without VIL, and Bar? activity was wwo or three-fold
mncreased as compared to ammonium ethanol (Figure 5B), thus
under VlL-ammoniumeethanol, Barl and Bai2 showed equivalem
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Figure 3. Saccharomyces carevisise BATT and RIBATT expression is repressed by VIL. Northem analysis was carried owt on total RNA obtained
from K. lactiz 155 (wild type) and CLA34 (KibarTA) strains (Al and 5 cerevisige strain CLAT-2 {wild type B, C). Strains were grown on 2% glucose with
either valine (V) (150 mag/l), leucine (L} {100 mg/l), isoleucine {1} (30 ma/l), ~~-aminobutiric acid (GABA 7 mM ), +-aminobutiric acid+VIL [GABA VIL}VIL
ivaline+isoleucine+leucing), NH; (40 mM NH; S0;), NH, VIL {40mM NH; 50:+VIL), glutamine (GLN 7mM), glutamine+VIL (GLN VIL), as nitrogen
sources. Filters wera sequentially probed with the BATI, BATI, KiBAT!- specific PCR products describad in experimental procedures and a BamH1-
Hindlll 1500 bp ACT! DMA aor an 5CR 400bp PCR fragment as loading controls, Numbers indicate relative expression as compared to WT grown on
ammonium-glucose. Four biclogical replicates were carried out, representative results are shown.

doi:10.1371/journal. pone. 00160999003
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Figure 4, 5 cerevisize BATT and BATZ display divergent expression profile. Northern analysis was carried out on total RNA obtained from
5. cerevisige strains CLAT-2 (wild typa), CLA3Y (barld BATZ) and CLA32 (BAT] bat2A). Strains were grown on 2% glucosa with either 20mM NH, 50,,
VIL (150 ma/l, 100 mgd or 30 mag/l of valine (), leucine (L) or isoleucine {1} respectively or NH. 505+VIL as nitrogen sources, Filters ware sequentially
probed with a 1500 bp BAT! fragment, a 1450 bp 8AT2 and a BamH1-Hindlll 1500 bp ACTT DNA fragment as loading control. Numbers indicate
relative expression as compared to: Lame 1 the WT grown on glucose VIL, Lane 2 WT grown on glucose NH,. Four biological replicates were

parfarmed, and representative results are shown.
doi:10.1371/jour nal_pone.0016099.g0:04

enzymatic activities, indicating that both enzymes could equally
contribute w VIL cataholism, in fact as Table 3 shows, growth rate
of either batl A or bat?4 & similar, and growth i only impaired in
the double mutant. It can he concluded that under respiratory
conditions, Barl and Bat2 play parially biosynthetie redundant
roles, and redundant cataholic roles.

Az well as for Barl, AfBatl acuvity was three-fold decreased in
extracts prepared from ammoniumeethanol grown culwres, as
compared 1o those found on ammonivme-glueose (Figure 34 and
iB) in agreement with the expression profile, and as well as for
Batl, addinon of VIL 10 ammonivm-ethanol growth medium did
not affect actneny, suggesting that under respiratory conditions,
hiosynthesis 5 decreased and catabolism is riggered, thus favaring
an equilibrated consumpuon and synzhesis of a-ketoacids.

Discussion

This study addresses the question of whether the hiosynthetie
and catabolic roles plaved by the ancesiral-ike AIBATT encoded
aminotransferase present in A faetis, have been disirithuted in
the paralogous BAT] and BAT? ormhologous genes present in
8. cereetsins aned whether this subfuncionalization has improved
branched chain amino acid metaholism constituting an adapration
w faculative metabolism.

BAT1 and BAT2 divergent expression profiles and
differential subcellular localization contribute to Batl and
Bat2 functional diversification

Presented resulis show that the AIBATT orthologue codifies a
bifunctional eneyme able 1o carey our BCAAs hiosynithesis and
cataholism and that this capacity has been distributed in the BATT
and BATZ 5. cermivas paralogous pair.

'@ PLoS OME | www.plosone.org

Under respiro-fermentative conditions 8477 and B4T2 diver-
gent expresszon has contributed o emphasize the hiosynthetic
funciion of Batl and the cawmbolic function of Bai2. The
observaton that BATT expression 5 foor-fold higher than that of
BAT2 when cells are grown on glucnze ammaonia_ and thar B4T2?
expression s twelve-fold increased in the presence of a non-
repressive nrrogen source and further enhanced when VIL is
present as sole nitrogen source as compared w that found on
ammonium, supports this propesition. Expression dilferences
mpart BCAT activity, in the presence of ammeoniumeglucose
Batl actviny iz lugher than that of Bai? improving Batl
hiosynthetic eapacity. Converzely, in the presence of glucose as
carbon source and VIL as sole niveogen source, Bat? acoiviy is
enhanced, thus favoring s caiabolic rele. Batl has a limied
catabolic character, which & most evident in the double batfd
bat24 mutant, which iz eompletely unable o wilize VI a2
nirogen source. The fact thar batfd & a valine hradiroph
mdicates thar Bar? valine hiosyntheue capacity s limied or that
the cyiosolic valine pool 15 unable 10 enter the mitnchondra, and
thus Bail consutues a commined siep o svnthesize the valine
mitachondrial pool. These ohservations underscore the role of
differential localization in Bar? and Barl divergence and pum
foeward the possihility that resiricted hiosynthesis or wanspon af
the cytosolic generated valine pool 1o the mitochondria could act
as positive  selection  determining BAT7) retemtion and Batl
mitochondrial Incalization.

BAT1 and BATZ retention constitutes an adaptation to
facultative metabolism

BATT expression is higher under fermento-respiratory condi-
uons as compared o that detected wnder respiratory metalolism,
while BAT2 expression & mcreased under respiratory coneditions.
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Figure 5. Branched chain aminotransferase activity. 5 cerevisige wild type, bati 4, bar2d and & foctis wt [KIWT) strains were grown on glucose
14) or ethanol (B) as carbon source and ammonium or VIL as nitrogen sources. Aminotransferase activity was determined in cell free extracts as
indicated in Materials and methods using a-ketoisovalerate (x-KlV), a-ketoisocaproate (x-KIC) or a-ketomethylvalerate (x-KMV) as substrates.
Transaminase activity is reported as nmol mgyl min~". Values are presented as mean from at least three measurements = 5. D.

doi: 10,1371 /journal.pone 001 60%5.q005

Reduced BAT! expression under respiratory conditions could
contribute 10 decreased metabolite flow to amano acid hiosynthesis
favoring energy yielding pathways. Conversely, increased Barl
acuvity under fermento-respiratory conditions, would no hinder
energy provision, smee under these conditions decreased inerme-

f@_: PLoS ONE | www.plosone.org

diate flow throvugh the tricarhoxyvlic eyele does not hamper energy
provision, constituting an adapration 1o facultative metabobism.
Under fermemative or respiratory conditions, Albatf 4 mutant is
ahle 1y grow in the presence of the three BCAAs, indicating that
catabolism 15 not required for growth, however the datld bat?4
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Table 3. Growth phenotypes of single and double bot1d and
bat24 mutants.

Relative growth® (%)

Ethanol
Strain NH," NH™ VIL ViL
CLAL-2 (WT] 100 100 o
CLA3] (barid) B7 2] 0
CLAZD (batl2d) 0o - 1]
CLA33 (battd bot2d) -] o o
ENT 100 100 n
CLAZS (Kibar! ) 0 &4 ]
CLA34 (CEN KIBATT} 90 100 85

*alues are shown relative to growth rate of the wild type strain (020 h~' and
@11 b~ on NH,” and amino acids, respectivelyl: and represent tha means
from three independent sxperiments (vanaton was ahways =10%;)

*Aming acids were supplemanted at a concentration of 150 mg, 100 mg! or
30 mg/l of valine (V), leucine (L] or isoleucine (I} respectively.

doiz10.1371/journal pone. 001 8099.1003

mutant of & cervivige is unable w grow under these conditions
sugmesting that BCAMAs caabolism s compelling. It could he
considered thar reiention of the wo paralogues in S, cemdiiae has
led w efficient V1L degradation. In this regard it has heen found
that BCAA catabolism through Batl and Bac? plays a major role
in the production of higher aleohols such as sobutanal, active

ACT1

Figure 6. BAT! and K/BAT] expression Is repressed under
respiratory conditions. Northern analysis was carried out with total
RMA samples obtained from 5 cerevisioe WT, bot!d BAT2 and BATT!
bor24 and K locris WT culturés grown on ammonium-glucose of
ammonium-ethanol to mid exponential growth phase. Filters were
saquentially probed with the 8AT!, BAT2, KIBAT!- specific PCR products
described in experimental procedures and a SamH1-Hindlll 1500 bp
ACT! DMNA or an SCRI 400bp PCR fragment as loading controls,
Numbers indicate relative expression as compared to the WT strains
grown on ammoniume-glucose, Four biological replicates were per-
formed, and reprasentative results are shown,

doi:10,1371/jour nal.pone.0016099.9006
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amyl aleohal and iscamyl aleohal, which have a great impact on
heer smell and 1asie in either fermenioerespiraiory or respiratory
conditions [12,16]. Although incapacity 10 produce higher
alcohols should non affect growth rate, the fact that either one of
the two single mutanss are unable 1w grow on ethanol-VIL,
suggess that catabolism of these compounds in addiion 10 the
production of fusel alcohols could provide inermediates indis-
pensable for growth vnder respiratory conditions. Since fusel
alcohols are not furnther mewbalized it could be considered that
the main product conirbuted by BCAA catabolism could he
oxidized NAD™ prodeced when fusel aldehvdes are reduced 10
fusel alcohols through the Ehrdich pathway, however this possible
role of the Ehrlich pathway remains 1o be analvzed [17]. Thus
reiention of BAT] and BAT? ensure BCAAs catabnlisom and
growth under respiratory conditions in S eereriiae. This could have
acted as a positive selection leading 1o BATT and BAT?2 retention.

Conduding remarks

Genetic redundancy is a major feature of virwally all species;
duplication of functional genes constiwes a source of new ar
specialized flnctions of the encoded proteins. Duplicate genes that
are rerained either provide an increased dosage of the same
product or go through a process of subfunctionalization, during
which hoth copies of the gene lose a subser of their ancesiral
functions, while acquiring new properties [7,8, 18],

BAT] and BAT? retention and acquisiion of divergent
expression profiles, warrants amino acid and wsketoacid provision
under fermento-respiratory and respiratory conditions. In addi-
tion, disteibution of the biosynthetie and catabolic characier of the
BCAT in two isozymes could contribute to the avoidance of futile
cycles since the independent regulation of each gene determines
the presence of the pertinent isozvmes under either binsynthetic or
catabolic physiological conditions. The divergent physiological
role played by Bail and Batd is [urther enhanced through
differential localization; each enzvme is located in the comparts
ment in which the pertinent subsirates are produced. The fact tha
MBail is mainly biosynthetic and its carabalic rale is anly exered
when VIL i added 10 the medium excludes the operation of futile
cycles

It has heen proposed that the specialization of the GDFf - and
Gl H-encoded NADP-dependen glutamare dehvdrogenases and
the Li520-1 ¥52 lenended homocitrate synthases could result in
the formation of hetero-alignmeric structures showing biochemical
propenies disuinet from those displayed by the homo-aligomers,
and which could play an imponant role under cenain environ-
mental conditions [4,6]. Bullding up of Gdhl-Gdh3 or Lys20-
Lys21 heiero-oligomeric soforms is possible since hoth enzyvmes
are located in the zame subeellular compariment. For Batl and
Bai?, consiution of heero-oligomeric Bsoforms would he
hindered by differential localization. Since in many cases
olignmerization domams are conserved in paralogous proteins,
differential subecellular localization would avoid hetero=oligomer-
rzation, preventing the formaton of hybrid Bozymes whose
hinlogical activity eauld he hindered. The fact that the hifunctional
role played by the ancesiral-like AlBatl has heen disuributed in
Batl and Bat2, which could he presumed o be oligomeric
enzvmes [19—21] suggests that for this case, formation of heteros
olignmeric forms could hinder their hinlogical activity, underscors
ing the role of enzyme relocalization on the funetional diversifi-
cation of duplicate genes.

This swudy provides an example indicating thar the improves
ment of the functions carried out by a bifunctional gene product
can be achiewed through gene duplication and further sublunctins
nalization as has heen shown 1o be the case for the genetic switch
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eontrolling the veast galactose wilization pathway. In 8. cenmisiae,
o paralogous genes encode the Gald cosinducer and the G4LI-
encoded galactokinase, which in & lactii are contained in a single
hifunctional ancesiral=like gene [22].

Finally and wanh mentoning is the exisience in § ceraisne
genome of three pairs of duplicaied genes respeciively encoding
piruvate, aspariate and aromatic aminotransferases ALTT-41T2,
AATI-AAT? and AROS-AROF. ALTI-ALT2 belong 10 the dupli-
cated blocks acquired afier the WGI event, while A4T1-4472
and ARO&-AR0OYS correspond 10 independent duplication evenis.
Thus, the described duplication and funher divemsification of
BATI-BAT? may be representative of a general mechanizm
through which & emeridae has improved amino acid metaholism.

Materials and Methods

Strains

Table 4 describes the characteristics of the strains used in the
present work. Independem bat!d and bar2d derivatives of the
CLAL2 (ura3 leu2 L EL'Z) [4] were obrained using the PCR-hased
gene replacement protocol described by Wach o ol [23], with
kanMX4 as a marker, Four deoxyoligonucleotides were designed
respectively hased on the BAT? (M1 and M2) or 8472 (M3 and
M4 nucleotide sequences and that of the multiple cloning site
present in the pFAfa vecior [23] (oligonucleotides used for this
study are described in Table 81}, QIAGEN purified pFAfa DNA
was wied a8 template for PCR amplification in a Straiagene
Reobocycler 40 using saandard amplificsion  proweals. The
oained 1584hp and 1586<bp PCR products respectively
harboring BAT] or BAT2 sequences were gelpurified and used
to wansform strain CLAL2, generating strains CLA3L [batid:-
kanMX4 BAT? urad lew2::LEU2) and CLA32 (BAT! bat24:kandMX4
wrad len2:: L EU2,

A CLAL-2 barld bat24 derivative (C1.A33) was isolated from a
nourseathricin resistant derivative of the CLA3] datld single
mutant abtained by vransforming this strain with p4339 EoRI
digested plasmid, which bears a copy af clan™AT gene [23], that
replaces the kanMX¥ module by homologous recomhbination,
generating strain C1LAS lea (batf A:mat\EXS B T2 wra 3 lew?-[ EUZ,.
A bar?4 derivative was generated from ClLA3l-a, as described
above.

To obtain a Albet/d mutant, from the Aligreoeyce loctii
(K laeti) onhologous BATI/BAT2 gene (KLIAOAIO307g
RIRAT? in this swdy) AIBAT! was replaced by homaologous
recombination wing a module conaining the kmifY4 casseue
flanked by 95 bp of 5° UTR (=105 wo —10) and 101 bp of 3°
UTR (+1228 10 +1329) sequences of AIBAT? gene. The module
was amplified from pFAfa plasmid by using deoxyolignnucleotides

Table 4. Strains used in this work.

Strain Relevant phenotype Source

CLAT-2 MATx BATY BATZ urod mud-LEL2 %

CLA3Y MATz bat! dekanid BATZ urad Jeud:LEUD  This study

CLA32 MATz BAT] bordd=kenhd urod deul-LELZ  This study

CLA33 MATz bar! 4=NAT batddskanidX4 urad This study
leud=LEU2

Kuyveromyces MATs oded his3 urad @an

loetis 155

CLA34 K. lacris 155 Klbat? dskanixd This study

doi10.1371/journal pone.0016099.1004
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M5 and M6 (Tahle §1). The PCR product was purified by using
the Wizard 3V Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA) and
used as template for a second PCR in order 10 exiend the
homologous recombination regions. Second PCR was amplified
with oligpnuclentides M7 and M8 (Table S1. Yeasts were
ransformed by the method described by ho er 2. [24]. Transfor-
mamis were selecied for either G418 ressiance (200 mg/l; Life
Technologiez, Inc!, or nourseothricin resistance (100 mg/l;
Wermner BinAgems) or both, on veast extraci-peptone-dextrose
NPDFrich medium.

Growth conditions

Strains were routinely grown on MM comaining sals, trace
elements, and vitameins following the formula of yeast nitrogen
base (Difeo). Glucose (2%, w/v) or ethanol (2%, w/v) was used as
a carbon source, and 40 mM ammonium sulfate was used as a
nitrogen source. Valine (150 mg/1), leueine (100 mg/1), soleucine
(30 mg/T), adenine (20 mg/l), histdine (20 mg/l] or uracile
(20 mg/T) were added ar the indicated final concentrations when
required 7 mM glutamine or GABA were supplemented when
needed Cells were mcubated at 30°C with shaking (250 rpm),

Construction of low copy number plasmids bearing
BAT1, BAT2 or KIBAT] genes

Al standard molecular biology techniques were llowed as
described by Sambrook & al [23]. BAT! or BAT2 were FCR-
amplified wgether with their 3 promoter sequence and cloned
into the pRE41E (CENG ARSHE URAZ) low-copy-number plasmid
[26,27]. For BAT!, a 2315 bp region between — 1080 from the
start codon and +293 from the siop codon was amplified with
deoxvoligonuclectides M9 and MIO [Table §1) generating
plasmids pRS416-BATT and pRS426-BATI, For HAT2, a
1681 bp region between —471 from the start codon and <79
from the stop codon was amplified with deaxyvaligonueleotides
M1 and MI12 generating plasmids pRS4 1 6-BAT2 and pRS426«
BAT2 For RIBATT a 1791 bp region between —500 from the stan
eodon and +67 from the siop eodon was amplified with
deoxvoligonucleotides M3 and MI4 (Table S!) The PCR
fragment was then cloned into YEpRDA52 (pRDI or URAS)
plasmid kindly provided by Dr. Robena Corial or pRS416 (CENG
ARSHY L[R43) plasmid generaing YEpKD332-AIBAT] and
pRE416-AIBATI! respectively. DNA sequencing was carried out,
using the T3/T7 priming sites of pRS316 and pRS426, at the
Unidad de Binlogia Molecular, Instinuo de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Autdnoma de Méxieo [UNAM). Plasmids
were subsequently wransformed ino CLAL-2 and Bogenic far/d
and bai?4 dngle muiane and batld bei?4 double muiam or
K lortic wild type strain and Alatld mutant.

Construction of BAT] and BAT2 chimerical fusion
plasmids

Fusions comaining either the 8477 promoter and the KIBATY
coding sequence ar the BAT? promoter and the AIBATI coding
sequence were generated by overlapping PCR amplification. For
this purpase, primers M9 and M15 were used 1w obtain a 1092 by
product corresponding o the BAT! promoter sequence and the
first 29 bp of the AIBAT! coding sequence; this was overlapped
with the 1303 bp produet of primers M6 and Mi4, which
included the complete AIBATT coding sequence. Similarly,
primers M1l and M7 were uwsed w olnain a 483 bp product
corresponding to the BAT2 promater sequence, wogether with the
first 29 bp of the ABAT! coding sequence, and overlapped with
the [303-hp product of primers M16 and M4, which included
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the complete AIBAT! coding sequence. The modules ohtained
were cloned into the pRS4L6 plasmid, thus generating pRS416
Pair-RIBAT! and pRS416 PpyreAIBAT! plasmids. These
plasmids were subsequently wansformed ino the CLAL-2 and
isogenic batld and bat24 single mutanis and batld bat?4 double

INULAL.

Construction of BATT and BAT2 B-galactosidase fusion
plasmids

Tranecriptional fusions of B4TT or BAT2 promoters o the
coding region of [aed gene of Eihenichia coli were generated by
cloning the promoter regions into the YEp333 (2u on ['RAF)
plasmid [28]. M9 and MI8 deoxyoligonucleotides were used 10
amplifi a 1122 bp sequence correspanding 1o the B4T! promater
and M11 and M 19 deoxyaligonucleotides were used 1w amplify a
510 bp region corresponding to the BAT? promoter. Plasmids
generated were YEp353 Ppyry and YEp333 Payrp These
plasmids were ransformed in CLAI+2 wild wpe strain,

Construction of BAT] and BAT2 yECitrine tagged mutants

BATICE and BAT2«CE were prepared as described by
Longuine & al. [29]. Two pairs of oligonuclemides were designed,
based on either the BATT (M20=M21) or BAT2 (M22-323) eoding
seqquence and that of pK'T 175 deaxyoligonucleatides were used 10
amplify four PCR fragments, plasmids generated were trans-
formed inwo the BY474] veast sirain [Table 4). yECirine-fusion
constructs on the carbosxyeend of either BATY or 84 T2 was carried
out as previously described [29], and PCR confirmed.

Fluorescent microscopy

Batl«yECitrine and Bar2«ECitrine 1agged strains were used 1o
asses these proteins subcellular localization through confocal
microscopy. To confirm mitachandrial localization the strain
Batl-<yECirine was siained with Mio-Tracker Red CMXRaos
Malecular Frobes) according 1o manufacturers specifications. Co-
localization between the Mio=Tracker and yvECirine was
determined through sequential imaging Confocal images were
obtained using a FluoView FVI0M laser confocal sysiem
(Olympus) anached/interfaced w an Olympus IXBl inveried
light microscope with a 60x oil-immersion abjective (UPLSAPO
60 () NA:1.35), zoom x20.0 and 3.5 um of confocal aperture.
The excitation and emission settings were as follows: yECitrine
excitation at 488 nm: emission 520 nm BF 500 nm range 30 nm;
Mio-Tracker excuation 543 nm; emission 598 nm, BF 535 nm
range 100 nm. The images were collecied in a sequential mode z-
stack (Spm/dice) wsing a Kalman imegration mode. The
suhsequent image proceming was earrsed with Olympus FlusView

FV 1000 (version 1.7) sofiware,

Cell extract preparation

Cell exiracis were prepared wing a modified protocal from
Rigaut & al [30] and the NCRR Yeasnt Resource Center. Briefly, a
2 | yeas culure was grown 1o exponential phase in YPD, cells
were callected by centrifugation a1 4*C, pelles were washed with
hi-disilled enld water and then with eald NP-40 buffer NaHPO,
15 mM, NaHgPOg=HO 10 mM, NP4 1%, NaCl 150 mM,
EDTA 2 mM, NaF 80 mM, NagV'0, 0.1 mM, DTT | mM, BSA
0.1%, PMSF 1M, pH 7.2). Cells are collected by cemrifugation,
suspended in 15=20 ml of NP«40 buffer and wansferred 1o the
50 ml chamber of a bead beater, The same volume of glass heads
was added o the suspended cells. Cells were then lysed in an iced
bath with 7 cycles af | min an/ | min off, with a § min off period
half-way through. Lysate was wansferred 1w 50 ml Faleon whbes
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and clarified at 3,000 rpm for 10 min in a relrigerated centrifuge.
The supernatan: was collected and enzymatic activity was deter
mined mmediazely.

Branch chain aminotransferase enzymatic assay and
protein determination

A previousdy deseribed assay [31], coupled branch chain
aminatransferase activity o NAIDNPH oxidaton caulyzed by
NADIPH Gluamae Dehvdrogenase (GIDH). However, under
our experimental conditions NADP-GIDH was ahle w0 use the
branched-chain z-kewcacids as subsirates, thus uncou.plmg the
NAD{PH aciduion from the branchedsamino acid wramnaminase
activity. An aliernative method 1o measure branched-amino acid
ransaminase actvity using the multienzyme a-ketoglutarae
dehydrogenase complex from porcine heant (2=RGDH), w
developed. Batl and Baid enzymes use the hranchedschain o
kewnaride (BCKA) and gluamic acid as substrates 1o produce
branched chain aming acids (BCAA) and a-ketoglutarate (2-KG),
using pyridoxal 3°-phosphate (PP) as cofactor. Then, the (2-KG)
produced can be used as subsiraie, along with Coenzyme A (Cad)
and NAD™ by x-KGDH producing succinyl«CoA and CC; thus
reducing the NAD™ 10 NADH. NAD® reduction was moniored
measuring Absorhance at 340 nm along the time. The final volume
of the assay was | ml comaining 50 mM MOPS pH 7.1, | mM
ITT, 0.1 mM CaCls, 0.47 MgClg, | mM thiamine pyrophosphate
(CA754, SIGMA), 0.25 mM CoA (C4780, SIGMA), 0,25 mM
pyridoxal 5%-phosphate  (P9255, SIGMA), 0.25 U 2=RKGDH
(K1502, SIGMA), | mM NAD® (N7004, SIGMA), 5 mM potas.
sium phosphate buffer pH 7.0 and variable concentrations of
BCEA and gluamic acid [GL501, SIGMA)L The reaction was
started with the addiion of crude cell exiracts, All assays were
carried out ar 30°C in a Varian Cary 400 specirophoiometer with a
| em path length. BCKA used in this assay were: asKetoisocaproic
acid sodium salt (2=KIC; K0629, SIGMA), DLsa-Ketospfamethyls
valeric acid sodium sah [2-KMV; K7125, SIGMA) and Soedium
methyl valerare (2-KIV; 151395, ICN).

B-galactosidase activity determination

Soluble extracis were prepared by resuspending whaole cells in
the corresponding exwraction buffer [32], cells were lysed with glass
beads. P-galaciosidase (f=Gal) aciivities were deiermined as
previously described [33,34]. Specific activity was expressed as
nmoles of g-nirophenol produced per minute per milligram of
prowein. Protein waz measured by the method of Lowry [35] wing
bovine serum albumin as a standard.

Northemn blot analysis

Nornhern analysis was carried out as described previously [34],
Total yeass RNA was prepared as described by Suruhl & Davis
[36] from exponentially grown cells (ODgos 0.4=0.6) or stationary
grown cells (35 days) in 100 ml cultures BAT!, BAT? and
KIBAT] probes were amplified vsing M24 and M10, M25 and
M26, and M 16 and M27 deoxyaligonucleotides. BATY, BAT2 and
KIBATI. Probes include the whole coding region and promoter of
each gene. Blows were scanned using the program ImageQuant 5.2
(Maolecular Dynamics). Either a 473 bp AISCR! fragment amplis
fied on A loetic genomic DNA preparation, using deoxyoligonus
clecides M28 and M29% or a 1200 by ACTT ragment were used as
lnading controls.

Supporting Information

Table 51 Deoxyoligonucleotides used in this sy,
noc
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ANEXO |

9.2. Articulo i

Algunos de los resultados publicados en el siguiente articulo, se obtuvieron durante una
estancia de investigacion 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 |I.

119



@ 2008 Nature Publishing Group htip:/funaw. nature.com/aturegenetics

LETTERS

nature |
genetlcs

Exposing the fitness contribution of duplicated genes

Alexander DeLuna!, Kalin Vetsigian!, Noam Shoresh!, Matthew Hegreness!, Maritrini Colon-Gonzalez!,

Sharon Chao'! & Roy Kishony!?

Duplicate genes from the whole-genome duplication (WGD) in
yeast are often dispensable—removing one copy has little or no
phenotypic consequence’. It is unknown, however, whether
such dispensability reflects insignificance of the ancestral
funiction or compensation from paralogs®”. Here, using precise
competition-based measurements of the fitness cost of single
and double deletions, we estimate the exposed fitness
contribution of WGD duplicate genes in metabolism and
bound the importance of their ancestral pre-duplication
function. We find that the functional overlap between paralogs
sufficiently explains the apparent dispensability of individual
WGD genes. Furthermore, the lower bound on the fitness
value of the ancestral function, which is estimated by the
degree of synergistic epistasis, is at least as large as the average
fitness cost of deleting single non-WGD genes. These resulls
suggest that most metabolic functions encoded by WGD genes
are important today and were also important at the time

of duplication.

Although several inferences of the extent and mechanisms of para-
logous compensation have been suggfﬂtedm_?, direct measurements
@rhmugh double deletions of duplicate genes have not been done. The

functional overlap between members of duplicate pairs manifests as

deviations of the fitness cost of double deletions from the additive
expectation based on the effects of single deletons®™!' (Fig. 1).
Measuring such synergistic epistasis between paralogs could therefore
be used to estimate the fitness contribution of the owverlapping
function. Because this overlapping functionality masks the fitness
consequence of deleting a single gene, we define the ‘exposed’ fitness
contribution of a gene as the fitness effect of its deletion in the ahsence
of its paralog. Further, by considering processes of funcrional gain and
loss, the present-day synergy and the estimate of deleting both pair
members can be used to estimate lower and upper bounds on the
importance of the ancestral duplicated function.

To examine the phenotypic consequence of single and double
deletions systematically, we developed a sensitive parallel technique
for determining the fitness of Saccharomyces cerevisiae gene-deletion
strains (Fig. 2). The method is based on a competition assay between
strains labeed with two different variants of the green fluorescent
protein=—YFP (yellow fluorescent protein) and CFP (cyan fluorescent

protein}=—and provides preciss measurements of relative fitness.
Mutant and wild-tvpe strains are grown in mixed cultures for ~ 50
generations through daily serial transfers, and the rate of change in
genotype frequencies is estimated bv bulk measurements of YFP and
CFP fluorescence'%. This ratz of change gives the selection coefficient s,
and so the fitness of the particular deletion strain, W, relative to the
wild-type fitness, Wy, is given by W/W; = 1—= (see Supplementary
Methods online). Tag-swap experiments are done to contral for
variation in competition assays and in the construction of strains
(Supplementary Fig. 1 online). The sensitivity of our measurement
allowed us to identifv fitness effects of ~ 19, which are too small to be
detected by conventional measurements, but which are nonetheless
evolutionary significant (large in comparison to the reciprocal of veast
effective population sizes) ',

We concentrated our experimental analysis on genes related to
metabolism, which provice a comprehensive model system for

TR e o e P,

wx

Figure 1 Measuring the extent of paralcgous compensation. The rectangles
symbolize the functions of two parafcgous genes x" and x™. The fitness cost
of a deletion is represented by the area of the corresponding function. When
a member of the gene pair is celeted, the part of its function that is shared
by the paralog iz not iost, &nd the fitness cost (5. or 5.) reflects only the
contribution of the non-gverlapping part. When both genes are deleted, the
functional loss is represented by the union of the rectangles, and the
correspending fitness cost, s, IS indicated. The overlapping area {dark
green) is the source of synergistic epistasis (B ,-) between the genes. The
relation ¢ = Sy — 8¢ — 5, implied by the figure, holds when the fitness
effects are small.

‘Department of Systems Biclogy, Harvard Medical Scheel, 200 Longwood Avenue, Boston, Massachuserts 021 15, USA. #Schoel of Engineering and Applied Sciences,
Harvard University, Cambridge, Massachusetts 02138, USA. Corezpondance should be addreceed to R.K. (roy_kishow@hme. harvard edu).
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estimating the contribution of parzlogs to mutational robust-
ness?®14!5 We determined the fitness of most singe deletions (557)
out of the set of all metabolic genes (624). Included in this collecton
were deletions of 132 out of 144 genes that have dup.icates originating
from the WGD in yveast'®"". Combining deletions of these genes, we
constructed and phenotyped 66 double deletions of paralogous pairs,

5, 25 well as 298 strains in which the deleted WiGD genes were paired at

ndom. To increase the chance of revealing the phenotypic conse-
quence of deletion of metabolic genes, we grew and assaved all strains
in a nutrient-poor medium {see Methods). Our definition of fitness
was restricted to this laboratory environment.

Although the fitness cost of deleting single WGD genes is tvpically
small (in agreement with previous observations!?), we found that the
effect of deleting a paralogous pair is much larger than the added costs

Figure 3 Dispensability of WGED genes is explained by paralogows
compensation. {a,b) Cumulative distributions of fitness eflects {a) and
awerage fitness cost and standard error (b of single deletians of WGD genes
{light green circles, *Single’, n= 132); the combined additive effects of
two random {nonparalogous) single deletions of WGD genes

Smy = (1+5,)(1+5,) — 1 {green line, 'Additive expectation’); doubla
deleticns of randomly paired WGD genes (gray circles, 'Double, random’,

n = 277): and double deletions of paralogous pairs of WED genes (red
circies, '‘Double, paired’, n = 66). The distribution of fitness effects of the
paired double deletions is significantly different from that of the additive
expectation (F < 107%, Kolmogorow=Smirnoy test). Data points at 5= =1
have been slightly offset to distinguish between the overlaid curves. For
better illustration of both strong and mild effects, the horzontal axis is
shown on 8 log scale for 5 = —0.03. {c} Distribution of epistasis effects (&)
for paralogous pairs {Ax"Ax™, dark green line} and random pairs {AxAy, gray
bars) of WGD genes,

LETTERS

Figure 2 Competition-based high-resclution fitness profiling of =ingle and
double deleticns. {a) Sensitive detecticn of the selecticn coefficient sof a
gven mutant relative to & neutral reference (wild tvpe) s achieved by
manitoring the rate of change of the population ratio of the two strains.
Differential tagging of the two competing populations with CFP and YFP
allows automated detection of the population ratio over several cycles of
serial dilution. (b) Representative measurements of four WGD gene pairs,
showing the ratios between the reference strain and esch of the two single
deletions {Ax" and Ax"™, green circies with cross and plus signs,
respectively) as well as the double deietion (Ax"Ax", red circles). Also
shown is the linear least-squares fit of the log ratio of mutant to reference
for each competition. The selection coefficient = is defined by the slopes of
these fits. Synergistic epistasis whereby the double deletion has a higher
fitnes= cost {more negative selection coefficient) than expected from the
independent effects of the single deletions (s < O in bottom paneis) is
indicative of paralogous compensation and functional overlap.

of the single deletions or the cost of deleting two unrelated WGD
genes (Fig. 3a,b). The difference between the fitness of the double-
deletion strain and the additive expectation yields the degree of
epistasis, gy = Wy — W Wy (refs. 9=11; see also Methods). The
data showed a notably high occurrence of synergistic epistasis (g < 0)
between WGD genes and their paralogs: 55% of the pairs showsd
synergistic epistasis, which is much above the level suggested by
genome-wide measurements of genetic interactions™®, ar even that
among genes with closely related functions'™!!. In contrast, the data
from our control set of randomly paired double deletions showed zeo
average epistasis (Fig. 3c), and their combined effect was fuly
predictable by adding their individual effects {agreement between
the additive expectation and the measured random pairs in
Figure 3a). These results confirm that the synergistic interactions
that we found are not generic among the set of WGD metabaolic genss;
rather, the synergy is specific to paralogous pairing (Fig. 3c). Such
synergy shows that the small fitness cost of deleting a WGD gene is
only the tip of the iceberg: when a gene is deleted, most of the function
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it encodes is maintained by its paralog, and thus the large fitness cost
of losing that function is hidden by paralogous compensation.

To isolate the fitness cost of losing the function encoded by 2
gene from the masking effects of paralogous compensation, we
defined the exposed fitness of a gene as the fitness effect of its
deletion in the absence of its paralog W = Wopw /W, For small
fitness effects, the exposed fitness of a gene approximately equals
the sum of the cost of its deletion and the synergy with its paralog
(3 = Wy — 1 = sy+&g, ). We found that the average exposed fitness
contribution of single WGD genes is larger than that of non-WGD
genes in metabolism (Fig. 4a, t-test, P < 1073 see Supplementary
Fig. 2 for cumulative distributions and statistical tests).

The starting point for every WGD gene pair is its ancestral form.
Since the yeast whole-genome duplication, the fitness contribution of
each gene has shifted as a result of neo- and subfunctionalization'®20,

e pair members, increasing their combined fitness contribution. In

l:[i In neofunctionalization, new functions are acquired by either one of

= subfunctionalization, on the other hand, partial loss of function by

either one of the genes causes the fitness importance of the shared
functions to shrink. It follows that the fitness contribution of the
ancestral function is bounded from below by the inferred present-day
fitness cost of deleting the shared functionality (as given by the
epistasis) and from above by the cost of deleting both genes
(Fig. 4b). These bounds, which provide an approximation of the
fitness contribution of the ancestral function, depend on the implicit
assumption that no functionality was jointly lost or jointly gained by
the members of & paralogous pair. The lower and upper bounds that
the data place on the fitness contribution of the pre-duplication genes
are shown in Figure 4a. If neofunctionalization is the dominant
process of functional divergence, then the ancestral function would
be set at the lawer bound, which we found to be roughly equal to the
average fitness contribution of existing non-WGD metabolic genes. In
contrast, if the main process is subfunctionalization, the ancestral
function, approximated by the combined effect of the double deletion,
would have a fitness contribution similar to the average additive effect
of two random non-WGD genes (Fig. 4a, bar lzbeled a& b). In either
case, our bounds show that the ancestral metabolic function is at
least as important as the function of 2 typical single non-WGD
metabolic gene.

Figure &4 Exposed fitness of duplicated genes and bounds on fitness
contribution of encestral function. (a) Left: the average exposed fitness
contribution of single WGD genes (&, light and dark green bar, with the dark
green ares denosing only the contribution of the functional overlap, &) is
larger than the finess cost of deleting an average non-WED gene (3, blue
bar). ttest: P = 0.004. Kolmogorov-Smirnov test for identical distributions:

- &

P < 107 ¥ is calculated as caiculated as the average of 5, =3}”—— 1.
Right: the average cost of deleting a pair of WGD paraiogs safs the -ju per
bound on the ancestral function (total height of bar Iabelad x'%™), wheraas
the epistasis {dark green) sets the lower bound. The upper bound is close to
the additive effect of two random non-WGD genes (blue bar, & bi. Error
bars, s.e.m. (b} The non-overkapping functicnality of parakogous pairs is
generated by two processes: subfunctionalization and neofunctionalization. If
only the former :akes place, each of the genes |oses some of its original
function, and the importance of the full arginal function can be seen by the
effect of the double deletion {'Ancestral upper bound’). On the other hand, if
new functions are the source of the differences between the pair members,
the fitness contribution of the original functicn is egual to the functional
owerlap ("Ancestral lower bound').

This conceptual framework can be used to contrast different
functional categories and shed light on the factors determining the
evolutionary fzte of duplicate genes, We found that duplicate genes in
the pathways for carbohvdrate or amino acid metabolism participate
in more crucial roles than their non-WGD counterparts, while WGD
genes in lipid or nucleotide metabolism are as importzznt as non-
duplicate genes in the same categories ( Supplementary Fig. 3 online).
Indeed, it has been sugpested that genes with important glycolytic
functions were preferentially retained after the WGD in yeast™'. In
addition, we compared the exposed fitness contribution of WGD
genes that have other paralogs originating in smaller-scale duplication
(551123 to those that have no duplicate besides their WGD paralog.
85D paralogs seem to have a much larger relative contribution to
compensation of phenotypes for functions not encoded by WGD
genes (Supplementary Fig. 3). The preferential enrichment for
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Figure 5 Synergstic epistasis between WGD pairs correlates with
conservation of amino acid sequence and protein interaction partners.

{a,b) Fraction of synergistic WGD pairs as a functicn of their amino acid
conservation (a, rank of LiKy) and divergence in their protein interaction
pattern (b, ‘exclusive’, n = 17, no shared interaction partners; and ‘shared’,
n = 20, with at least one shared interaction partner). K data are from the
Yeast Gene Order Browser (see URLs section in Methods). Analysis in bis
restricked to pairs that interact with four or more peoteins. Data are from the
Database of interacting Proteins (see URLs section in Methods). The
analysis was repeated using the literature-curated protein interaction data
{see URLs =zection in Methods): the comrelation between synergy and protein
interaction diverzence is also significant in this database (F= 0.041,
Probit regression). Synergistic pairs are separated based an the sirength of
the epistatic interaction {(mild symergy, light gray bars, —0.5 = 5 = —0.03:
strong synergy, dark gray bars, & < =0.5), Eror bars, s.e.m.
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g- neutrality in non-WGD genes with SSD paralogs, but not in WGD
© pairs with 55D paralogs, seems to explain much of the difference

T between the exposed fitress value of WGD genes in metabolism and
£ the fitness contribution of their non-WGD counterparts.

To explore the basis of paralogous compensation, we considered the
relation among synergy, sequence and function. If synergistic epistasis
between paralogs reflects direct genetic compensation through shared
hiochemical functions, then it should be correlated with amino acid
divergence' as well as with functional atmributes such as protein—
protein interactions’?, Indeed, we found a significant correlation
between the frequency of synergistic WGD pairs and the conservation
of their amino acid sequznces (Fig. 5a; P < 102, Probit regression).
Similarly, we observed an enrichment of synergy berween WGD gene
pairs sharing protein—pretein interaction partners (Fig. 5b; P = (.002,

=y, Probit regression). We 1ote that the correlations of synergy with
&lminu acid and protein interaction divergence are not stricily inde-

=" pendent, as both these sttributes are themselves correlated®®; never-
theless, the correlation between epistasis and protein interaction
divergence remained significant after subtraction of the effects of
amino acid divergence {? = 0.009, partial correlation). Many of the
duplicate genes we addressed encode isoenzymes catalyzing the same
enzymatic reaction”; the synergy we measured merely reflacts the lack
of alternative genetic compensation for these reactions®, Nevertheless,
paralogous compensation is maintained even among several WGD
genes encoding enzymes that have significantly diverged in amino acid
sequence (Fig. 5a) or that are not known to share common protein
interactions {Fig. 5b). These phenotypic observations are consistent
with the notion that duplicate genes may be only partially redundant
and vet maintain the ability to compensate for each other’s loss™™2%,

To relate the strength of synergy between paralogs to their activity
in our growth environment, we measured expression for 99 WGD
genes {see Methods). Uking 2 library of veast strains with proteins
fused to the green fluorescent protein (GFP)®, we measured the
protein abundances of WGD genes in wild-type cells growing in our
competition media (Fig, 6 and Supplementary Fig. 4 online). We
observed strong correlation between expression and synergy (P =
0.002, Fisher's exact testi—virtually all gene pairs for which at least
one of the proteins was present at high levels were synergistic (Fig. &,

© 2008 Nature Publishi
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Figure & High occurrence of synergy between WGD gene pairs with at least
one highly expressed member. Each circle represents the protein abundance
of & duplicate pair measured as average fluorescence signal of GFF fusion to
the individual pair members. For each pair, the higher signal is shown on
the x axis. Phenotypic deletion data are noted for gene pairs with an
indispensable member [black dot, single deleterious. 5 <« —0.03). and for
level of epistasis (synergy, magenta circles, 8 < —0.03: and no episiasis,
cyan circles, g = —0.03}. Gene names are shown for gene pairs with at
least one highly expressed member {signal > 10%- boldface for both genes
indicates correfation in high exprassion, whereas beoldface=plain font

indicates differential expression.

magenta-labeled pairs). High expression of the two members of a
duplicate pair could suggest dosage amplification as the factor
determining their retention®*?"2, Indeed, several pairs of duplicates
showed high expression in our study and are strongly deleterious
when doubly deleted (Fig. 6, bold-bold labels). Nate, however, that
only one gene (PYCI1) among these highly expressed pairs has a
significant fitness effect when singly delered. In addition, we observed
synergistic epistasis within gene pairs with srong differential expres-
s1on (Fig. 6, bold-unbold labels). For example, gene pairs ke GLHI-
GDH3 interact synergistically (Fig. 2b), despite their different regula-
tion and the unique biochemical properties of the glutamate dehydro-
genase isoenzymes they encode’™.

The indispensability of functions encoded by duplicate genes in
metabolism is obscured by the functional compensation that has
persisted between WGD paralogs through 100 million vears of evolu-
tion. Despite the small fitness cost associated with the deletion of
individual WGD genes, their exposed fitness contribution is, on
average, larger than {or, in certain gene sudsets, at least equal to)
the effect af single deletion of non-WGD metabolic genes. In addition,
we have provided a novel methed for inferring the fitness contribution
of the ancestral, pre-duplication function by using the intersection and
union of present-day functions of pair members as lower and upper
bounds. These measurements address the question of whether less
imporrant genes are more likely o rerain their duplicates, demonsrrar-
ing that, at least as far as WGD gene pairs in metabolism are
concernaed, the average fitness contribution of an ancestral gene is
no less than that of a non-WGD gene. Our method could also be
applied to directly estimate the ancestral importance of other sets of
paralogs’; in particular, different results could be expected for paralogs
retained after smaller-scale duplication evenss®®. Although the con-
cepts presented here do not presume to capture the full complexity of
biological function, regulatory feedback mechanisms or selection in 2
changing environment, we have shown that they can lead to useful
insights. The exposed fitness and the ancestral bounds were obtained
separately for each pair and can be used for elucidating the impartance
and evolutionary histary of individual genes as well as for comparing
and contrasting duplicates in different classes of penes. Using this
approach, we find substantial differences in the functional fate of
paralog pairs among different metabolic pathways. These methods are
general and could be applied to additional gene sets, environments
and species. The ability to estimate the exposed fitness and bound
the importance of the ancestral function of duplicated genes may
be a key to understanding the evolutionary fate and adaptive role of
genetic redundancy.

METHODS

Strains, plasmids and medis. We transformed veast strain Y7092 [MATz
canlAzSTE2pr-5P_hie3 lyplA his3Al lew?AD wra3A0 met!3A0) by PCR-based
gene replacement of the neutral HO locus with the YFP (yEVenus) or CFP
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(yECerulean) rnathX4 modules conferning resitance to nourseothricing con-
stitutive expression of fluorescent proteins is drven by the TDH3 promoter. We
used the resulting straing, Y7092-YFP and Y7092-CFP, for large-scale tagping of
deletion strains. Competition medium was minimal low-flusrescence synthetic
medium with 2% glucose, 2% proline as a nitrogen source, and methionine
[25 m}_'.-'l]. lemzgine (120 r.ng-']] and wraeill (20 rn.g,.-'l,' Eupplzmen'l.s.

Large-scale tagging of single-deletion strains. Starter straing Y7092-YFP and
¥7092-CFP were mated to 521 strains from the BY4741 yeast deletion
collection [MATR hix3d] w2 A0 met!5A0 wra3 A0 xxxAzkanR) using synthetic
genetic armay (5GA) technology® (200 pp/iml peneticin, 100 pg/ml nourseo-
thriting colany arrays were transferred manually with a 384-head pin tool, VAP
Scientific). We successfully tagped 454 (87%) of the strains. The average tagging
efficiencies of single deletions of WGD and nonduplicate genes were the same,
despite the lower average fitness of the formen; suggesting that the straing
misging in our single-deletion collection were not significantly biased to slow-
growing strains. The callection of single deletions is deseribed in Supplemen-
tary Table 1 online.

Construction of double-deletion strains and synthetic lethal sereen, We usad
starter Y7092-YEP and Y7002-CFP strains to construct two sets {YFP and CFP)
of WGD-deletion starter strains by direct PCR-based replacement, using the
Cal/RA3-MX4 cassette, of one gene of each af the 72 WGD pairs. In addition,
72 target WGD-deletion straing, paralops of the deletion starter strains, were
generated de nove by direct transformation of BY4741 with the kanMX4
cassetee (pairs of WGD taken from a previous study!”). The deletion starter
array was mated to the target array using 5GA® double deletions were selected
in gynthetic compiete medium minus uracil plus geneticin and nourseothncm.
We constructed isogenic single-deletion references by mating the starter and the
target arrays to neutral higdAzkanR and kiz3A:IRA T deletion strains. To allow
for peneration of a nonconstrained set of randem double knockouts, we
expanded the target array to include the whole set of 144 WGD deletions
Each YFP-tagged starter strain was then mated with four to $ix random straing
[obtained by random permutation in Matlab) friom the expanded target array.
The two collections of double mutants {paralogous and randomly paired) are
deseribed in Supplementary Table 1.

We scared the synthetic lethal pairs of delefions, taking advantage of the
Huorescence-labeled strains (Supplementary Fig. 5 online). A synthetic lethal
interaction was scared for each double mutant feiling to grow in at least six out
of eight crosses per double-deletion strain {four YFP and four CFP replicates).

For quality control, we verified all parental deletion straing by PCR using
marker and upstream primers. Further, a self cross was carried out as positive

yothetic lethal control for the complete set of query genes. Genes that failed
these tests were disearded from further analysis, leaving a total of 66 gene pairs

Fitness measurements by automated competition experiments. YFP- or CFP-
tapged mutants were competed apainet comman reference strains: Y7092-CFP
his3AzkanR or YT092-YFP his3A:zkenR, respectively CFP and YFP swap
experiments were done in parallel to account for varation due to strain-
tagging procedures and measurement errors (Supplementary Fig 1), Over-
night eultures of mutant and reference straing were mixed [:1 and inoculated
inta 150 pb of competition medium in 96-well microtiter plates {Costar}. We
diluted the competition cultures 32-fold into sterile fresh medium every 36 b;
doubling time of the reference strain was 3.5 h. Cultures were propagated in
parallel for approximately 30 generations {15 d} in a fully automated robotic
systean (Staccato Sciclone Cell Stationy, Caliper LifeScicines) consisting of a
microplate shaker (Liconic), & hgud handler (Saclone) and a plate reader
(Vietor3). We manitored bulk fluorescence signal and absorbance at 600 nm
(ODgog) every ~2.5 h (Chroma filters HQ500/20x and HQ535/30m for YFP;
D430/20x and D486/30m for CFP). The equizment was maintained in an
environmental room at constant temperature (30 *C) and relative humidity
(70%). The system was controlled by a Matlak code to determine and keep
track of reading and dilution times, reading output, dilution volumes and plate
identities. We carried out a total af 1,540 competition cultures, consisting of
replicate experiments of deletions of 454 single genes, 66 pairs of WGD genes,
132 WGD single genes combined with a neutrzl insertion, and single experi-
ments for 277 randomly paired deletions (Supplementary Fig. & online).

Synthetic-lethal double deletions in our sereen, auxotroph strains that failed ta
grow in competition medium and mutants whose frequency dropped below the
detection limit efter one competition eycle were defined to have a fitness cost
§ = —|. For all ocher strains, the YFP, CFP and OD measurements were used to
determine the sdective coefficient (5] and epistasis level (8 = W — W, Wol;
cee detailed data analysis in Supplementary Methods, Averape selestion
coefficients and standard errors for single- and double-deletion mutants are
provaded in Supplementary Table 1.

Flow cytometry. To estimate the protein abundances of WGD genes during
exponential growth in the competition medium, we used a bibrary of
GFP{565T )-His3MX—tagped strains™. A enllection of 99 wild-type strains with
different GFP fusions on WGD genes were grown to OD 0.4-0.45 and delivered
to an analytical eytometer using an autosampler dévice (LER-11, BDY). Reparted
GFP signals are the average fluorescence of each strain. Raw measurements are
shown in Supplementary Figure 4.

URLs. Yeast Gene Order Browser, hitpo/wolfegen.tedis/vgob/; Database of
Interacting Proteins, httpo/dip.doe-mbiuclasduf; literature-curated protein
interaction data, hitp://www.thebiogrid.org/.

Note: Supplementary information is available on the Nature Genetics website.
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Abstract

Analysis of the UGAI-GLTI bidirectional promoter has indicated that its transcriptional activation is determined by the combined
action of Gendp and Gln3p, and that its bidirectional character is inflluenced by chromatin orgamzation, through the action of an Abllp
binding site and a polydAdT, ..,. Resulis presented in this paper show that lack of Gen3p impairs histone acetylation and nucleosomal
organization of the UGA3-GLT] promoter, resulting in an asymmetrical transcriptional activation response of U'GA3 and GLT!. The
phenotype displayed by a double mutant impaired in GCN3J and in the Abl]p binding site indicates that the combined action of these two
elements determines the bidirectional capacity of the UGAI-GLT] inlergenic region,

© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Gendp is a veast transcriptional coactivator, component
of the SAGA or ADA complexes [1], which possesses his-
tone acetyltransferase (HAT) enzymatic activity [2] that
can acetylate histones in repressive chromatin structure
and thus contribute to increased gene expression. It has been
shown that SAGA interacts with both TATA-binding pro-
tein and acidic transcriptional activators such as the yeast
Gendp [3). This fact indicated that the complex had a crucial
role as an adaptor, in the transcriptional activation response
of some promoters, which was confirmed through global
analysis approaches that allowed determining that Gen3p
affects expression of 5% of the genes present in the Saccha-
romvees cerevisiae (8. cerevisiae) genome [4].

Although an important number of presumed bidirec-
tional promoters have been proposed to be controlled
through GcnSp action [4.5], the role of this coactivator
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in chromatin organization of bidirectional promoters
and its possible function in determining their capacity to
bidirectionally foster gene expression has not been
addressed. In fact, the role of chromatin organization in
the expression of bidirectional promoters has only been
thoroughly studied for the GALI-GALI( promoter of
8. cerevisiae [6], and the prnD-prnB and niid-niiD of
Aspergillus nidulans [7.8]. The parallel activation of the
GAL] and GALK) genes is induced by galactose, while
there is hittle transcription in non-inducing carbon sourc-
es. Full repression requires the correct positioning of a
nucleosome, which is lost upon induction [6]. Induced
expression of both pruD—prnB and wmiid-niiD requires
chromatin remodeling through the removal of the nucleo-
somes that are positioned along the intergenic region
under repressive conditions [7,8]. Thus, nucleocsomal phas-
ing can repress expression of two divergent genes, and
induction can be achieved after chromatin remodeling.
The analysis of the UGA3-GLT! bidirectional promoter
of 8. cerevisiae has recently shown that expression from
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this promoter is asymmetrically dependent upon chroma-
tin remodeling through the combined action of an Abflp
binding site (abflpsy) and a polydAdT .. which, when
impaired, exclusively hinder GLT/ expression [9]). These
results suggest that wild type chromatin organization
facilitates the bidirectional action of the pertinent cis-
and trans-acting elements on GLT] expression [9]

Considering the fact that chromatin orgamzation
could be one of the main instances determining the bidi-
rectional nature of intergenic regions [9], the importance
of GCNF in gene expression and nucleosome organiza-
tion [3], and the fact that it has been predicted that
Gendp could affect expression of various presumed bidi-
rectional promoters, we decided to analyze whether
Gendp plaved a role in the UGA3I-GLTI bidirectional
promoter fostered gene expression. Our results indicate
that: (i) GCN5 determines GLT/ basal and 3-AT-in-
duced expression, while that of 'GA3 is GCNJ indepen-
dent, (ii) the UGA3-GLT! bidirectional promoter is
acetylated in a GenSp-dependent manner, and (iii) the
simultaneous Impairment of the Abflp binding site
and GCN3 determines a nucleosomal organization which
affects GLT] basal and 3-AT-induced expression, while
that of UGAZ is only barely affected. These results indi-
cate that GenSp and the Abfl binding site coordinately
determine the bidirectional capacity of the UGA3I-GLT]
promotear.

Materials and methods

Strains  and  plosmids. A CLAl (MATy wrad lenw?) isogenic
gendAckan MY (CLA-100 gensd) derivative was prepared using the
deaxvoliponucleotide 1388 (5'-GAA GAG GAT CAC TTG GAT GGA
GOT ACG ACG GAT CCC GAA GCG TAC GCT GCA GGT CGA
C-3'), which comprised 40 bp from the 3-end of GCN3 sequence (bold)
and 1% bp of the multiple-cloning site present in the plasmid pFABGa [10]
and the deoxyoligonucleotide 1389 (3'-CCT ATT AGC ATA CTT GTA
ATA CGA CGT ATT CI'C GCC ATT GAT CGA TGA ATT CGA GCT
C3-3") containing 40 bp from the 3-2nd of the GCNF sequence (bald) and
19 bp from the pFAGa multiple-cloning site. Qiagen purified pFASa DNA
was usad as a template for PCR amplification. A 1500 bp PCR product
was obtained, gel purified, and used to genarate a genSA mutant in the
CLA] backpround (CLA-100 gen34). Correct insertion was monitored by
PCR amplification on genomic DNA using a pair of deoxvoligonucleo-
tides, 2000 (3'-GCG CGA TCG ATC CTT TTC AAT ACT CG-3') and
2001 (5'-GCG CGG TCG ACG AGA AAG AAG CTG C-3'), designed
to amplify the GCN3 promoter and coding sequences. A collection of
plasmids derived from pGLTI1-l (GLT -lacZ 2u LEU2) ar pUGA3-|

(UGA3-lacZ 2p LEUZ?) bearing various mutations affecting cis-acting
glements [9] were ind2pendently introduced in the wild type strain CLAI
and its isogenic derivative CLA-100 gen3sd.

Growrh conditions. Strains were grown on minimal medium {MM)
containing salts, trace elements, and vitamins following the formula of
yeast nitrogen base (Difeo). Filter-sterilized glucose (2% w/v) was used as
the carbon source and (.2% (w/v) (NH 80, was used as the nitrogen
source. Amino acids neaded 1o satisfy auxotrophic requirements were
added at 0.01% (w/v). Cells were incubated at 30 =C with shaking
{230 rpm). For amino acid deprivation experiments, CLAL and CLA100
strains, transformed with the pertinent plasmids, were treated as previ-
ously described [12]

Determination of f-Gol acriviries. Soluble exiracts were prepared by
suspending whele cells in the corresponding extraction buifer [13] and
grinding them with glass beads. fB-galactosidase (B-Gal) activities were
determined as previously described [12] Specific activity was axpressed as
nmoles of o-nitrophencl produced per minute per milligram of protein.
Protein was measurad by the method of Lowry et al. [11], with bovine
zarum albumin as a standard.

Yeasr rransformation. Pertinent 8. cerevisize strains were transformed
with the lacZ fusion plasmids by the method described by Ito et al. [14]
Transformants were selected for leucine prototrophy on MM supple-
mented with auxotrophic requirements as needad.

Micrococeal nuclease (MNuase) tregiment. Cell cultures grown on
minimal medium with 0.2% {NH4)280. (200 ml at ODgy of 0.4) were
pelleted and suspended in 10 ml of buffer 1 (1 M sorbital, 50 mM Tris-
HCI, and 10 mM B-mercaptosthanol) and MMNase treatment was per-
formed as previously described [9].

Indirect encd-labeling. Spheroplasts prepared from CLA] strain carry-
ing the pertinent multicopy (2u) plasmids were permeabilized with nystatin
and treated with MNase as previously described [9]

Chramarin Immunopreeipltation ChIP). Formaldehyde-crosslinking
and immunoprecipitations were carried out by the procedure described
by Hecht et al. [I15]. Yeast cells {200 ml of ODgy of 0.4) were cross-
linked with 1% formaldehyde for 60 min at room temperature. After
addition of 125 mM glycine and incubation for 3min, cells were har-
vested and washed with saline Tris-buffer, suspended in spheraplast
buffer (1 M sorbitol, 30 mM Tris—CL, and 25 mM Hepes) with 600 L/ml
of Iyticase, and incubated at 30°C for 30 minutes. Spheroplasis were
harvested, washed, and suspended in RIPA buffer (50 mM Hepes,
137 mM KCI, 1 mM EDTA, 0.1% Na deoxycholate, 5% Triton X- 1,
and 0.1% SDS) with protease inhibitor cockuail {Complate Mini,
Roche). Spheroplasis were sonicated to produce chromatin fragments of
200 to 1000 bp, with average size of ~300 bp. Chromatin immunopre-
cipitation was conducted with antibodies against: non-acetylated histone
H4 (Serotec), histone H4 acetylated in lysine residues 3, 8, 12, and 16,
non-acetylated histone H3, histone H3 acetylated in lvsine residues 9
and 14, and histone H3 acetylated in lysine residue 14 (Upstate Bio-
technology). Chromatin solution was combined with 5 pl of each anti-
serom. The primer s2ts wsed for PCR analysis are listed in Table 1.
PCR. products were resolved on a 1.53% (region 1) and a 2% (region 11)
agarose gel stzined with ethidium bromide. Gels were scannad and
quantified using the program Image Quant 3.2 (Maolecular Dynamics,
Inc., Sunnyvale, CA).

Table 1
Oligonucleotides used in ChlP analysis
Oligonucleotide Sequenca Region
1227 F.GCGCGCGTCGACCCATAATTC-3 |
1508 F-GCGCGCGOATCCATCACGTTICGTCOGT-3
Big S CGCGCGGOATCCGCCCGCAAAACGTAAAAA-Y 1l
B45 5-GCGCGCGOATCCAATT TCCTATCTTCCTASY
1510 F-GCGCGCGOATCCATACAGAACTGGCG-Y lacZ
1511 S -GCGCGCGOATCCAGGCGTTTCGTCAG-3
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Results and discussion

Amino-acid deprivation-dependent rranscriptional acrivation
af the UGA3-GLTI hidirectional promaoter is
unidirectionally determined by GenSp

Since it has been shown that GenSp functions as a
coactivator of Gendp, and considering that UGA3-
GLT! basal expression is Gendp-dependent [9] we
decided to analyze whether expression driven by this
promoter was GenSp-dependent. [B-Gal activity was
determined in the wild type strain and its isogenic gen5Ad
derivative transformed with either pUGA3-1 or pGLTI-
| carrying the full UGA3-GLT] intergenic region fused
to the Escherichia coli P-galactosidase (B-Gal) coding
region, oriented to either ['GA3 or GLTI (pUGA3-1
and pGLTI-1, respectively). As Fig. 1 shows, lack of
GenSp resulted in half-fold decreased GLTT expression,
while that of U'GAF was only slightly diminished, indi-
cating an asymmetric role of GenSp on basal transcrip-
tional activation fostered by the UGA3I-GLT!
bidirectional promoter.
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Since it had been previously shown that maximal tran-
scriptional activation of GLT! and UGA3 was attained
after amino acid deprivation [9], we decided to determine
whether 3-AT-induced expression was influenced by
GOCNS5. We thus measured B-Gal activity in the pertinent
strains transformed with pGLT1-1 and pUGA3-I
{Fig. 1}. Our results confirmed that as had been previously
shown, in the presence of 3-AT, both GLT/ and UGA3
expression was almost twofold increased [9] As expected,
GLTI transcriptional response to 3-AT was abolished in
a geni A genetic background; however, UG43 3-AT-depen-
dent response was maintained in a gendd mutant. These
results show that Gen3Sp plays a determinant role in the
bidirectional capacity of the UGA3I-GLT! promoter
(Fig. 1).

It has been previously shown that the UGA3I-GLTI
transcriptional activation is dependent upon the action of
three cis-acting elements (gendy,.., paly.,,., and gata,,,)
and two rrans-acting elements (Gendp and Gin3p), which
bind the UGA3-GLT! intergenic region [9]. The role of
the three cis-acting elements on 3-AT-induced UG43 and
GLT! expression was addressed by measuring p-Gal
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Fig. 1. Mutation analysis of relevant efs-acting elements present in the UGA3-GLT! promoter on basal and 3-AT-induced expression in a wild type or
gend A penetic background. B-Gal activity was determinad in extracts obtained from veast cells harvested during exponential growth on either MM or after
3.aminotriazole (3-AT) treatment, as described in Materials and methods. Parental strain CLAL and its isogenic genid derivative CLAIND were
independantly transformed with wild type JeeZ fusion construct and the collection of fueZ fusion plasmids independently mutated in the indicated cfs-
acting elements in the context of the ful] length intergenic region oriented to either pGLT1-1 or pUGA3-1. (A.B) lae Z fusion constructs oriented to UGAT:
(C.D) laeZ fusion constructs oriented to GLTS. Empty bars MM, full bars MM-3AT.
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activities in extracts obtained from the wild type CLAI and
its isogenic derivative CLA100 genSA mutant strain alter-
natively harboring each one of the members of a plasmid
collection bearing mutations in the different cis-acting
elements oriented to either UGA3 or GLTT [9]. Mutations
of the gendp., completely abolished 3-AT response of
either U'GA3 or GLTI, while impairment of the pal,,, or
gatay,, elements did not affect this response (Fig. 1). These
data show that consistent to what has been previously
reported. Gendp binding elements determine amino acid-
dependent response [16]. It is worth mentioning that for
UG43, 3-AT-induced expression was increased when the
palpax OF gatap,, elements were impaired as compared to
that found in strains harboring the wild type plasmid
{Fig. 1A). Particularly notable was the effect of a double
mutant simultaneously impaired in the gatay,, and paly,,
elements in which transcriptional activation was 11-fold
higher than that found without 3-AT. These results suggest
that impairment of the pal,., and gata,., cis-acting ele-
ments could result in a more effective binding of Gendp
to its cognate site, thus increasing L'GA4F transcriptional
activation. However, for GLT! expression, impairment of
the above-mentioned elements did not augment the amino
acid deprivation response as compared to that found for
strains carrying the wild tvpe plasmid (Fig. 1C), indicating
that GLT/-3AT response might not only be determined by
the capacity of Gendp to bind its cognate sequence, and
thus vacancy of the neighboring cis-acting elements would
not have a positive effect on transcriptional activity.

When L'GA3F and GLT! 3-AT-induced expression was
determined in cultures of the genSA mutant strain, it was
found that GLTI-induced expression was completely abol-
ished in strains alternatively harboring plasmids impaired
in each one of the cis-acting elements. However, UGAZ-n-
duced expression was maintained in a gend 4 genetic back-
ground, and was only abolished in strains carrying
plasmids impaired in the gcnd,,,. However, as opposed
to what was observed in the wild type strain, expression
in strains carrying plasmid constructions impaired in the
Zatapay and palyy elements was not increased as compared
to that found in the strain harboring the wild type plasmid,
suggesting that induced expression after amino-acid depri-
vation could involve Gendp-dependent mechanisms in
addition to those promoted by Gendp binding to the
EM4hax‘

Abfl,,, cis-acting element and GenSp synergistically
determine GLTI expression

Earlier studies have shown that the abfly., cis-element
present in the UGA3-GLT! promoter determines the bidi-
rectional action of this regulatory region [9]. Accordingly,
Fig. 1 shows that, as previously reported, the disruption
of the abfly.y affects basal GLTT expression, while it has
no effect on UGAZF expression. In regard to the transcrip-
tional response observed after amino acid deprivation, it
was found that impairment of the abfl,,, allowed full

response of UGAZ? while it impaired GLTJ 3-AT response.
A similar phenotype was displayed by the gen54 mutant,
indicating that as well as the abfly.y, Gen3p could play a
role in the bidirectional capacity of UGAI-GLT! promot-
er. As expected, in a genS4 background, disruption of the
abfly.x had a stronger effect on GLT/ expression, as com-
pared to that found in a wild type strain, impairing basal
and 3-AT-induced expression, while UGAF expression
was barely affected. These results suggested a synergistic
action between GenSp and the Abfl binding element.

The UGA3I-GLTI is acetylated in a Genlp-dependent
manner

To determine the acetylation profile of the UGA3-GLT/
bidirectional promoter, the intergenic sequence was divided
in two regions and deoxyeligonucleotides were designed in
order to independently amplify each one {Table 1). The
probe which was used to amplify the lacZ coding sequence
was obtained using deoxyoligonucleotides which were
designed from sequences that were 167 bp away from the
GLTI translation initiation site, in order to avoid coimmu-
noprecipitation of the UGAI-GLT! intergenic region
(Fig. 2). As expected, H3 and H4 unacetylated antibodies
showed a similar quantitative immunoprecipitation from
extracts of either the wild type or the gen54 mutant for
both regions. Antibodies directed to either Lys 9 and 14
or Lys 14 gave a higher immunoprecipitation yield in the
wild type strain than in the gen3A mutant from regions I
and 1, while the H4 acetylated antibody immunoprecipi-
tated the same amount in either the wild type and the
gend A mutant, indicating that for this promoter H4 acety-
lation was not GCNF-dependent, showing that there is a
GCN5-independent basal acetylation as has been shown
for the HIS3 promoter [17].

Nucleosomal organization of the UGAI-GLTI promoter is
Genlp-dependent

Chromatin was preparad from the wild type and geni4
mutant strain. As can be seen in Fig. 3, in the gondA
mutant, nucleosomes A, B, and C were more loosely locat-
ed than in the wild type strain, as can be concluded from
the fact that the MNase-sensitive sites observed in the wild
type strain between the positioned nucleosomes were more
evident in the gendd mutant. Additionally, in the genSd
mutant, the preferential positioning of a fourth nucleosome
(D) was observed in the region containing the relevant efs-
acting elements. Thus, the diminished ['GA3 and GLT/
expression observed in the gen5A mutant could be attribut-
ed to a partial inaccessibility of the promoter to the trans-
acting elements. However, this would not explain the differ-
ential effect of the gen3A mutation on UGAS and GLT/
expression, since inaccessibility of activators should equally
affect expression of both genes. It could be considered that
positioning of nucleosome D could affect the flexibility or
curvature that has been proposed to be needed in order
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Fig. 2. The UGA3-GLT] intergenic region is acetylated in 2 Gen3p-dependent manner. Cross-linked and fragmented chromatin preparations from wild
type and gen¥A mutant strains were immunoprecipitated with antibodies directed to non-acetylated histone H4, histone H4 acetylated in lysine residues 5,
8. 12, and 16, non-acetylated histone H3, histone H3 acetylated in lysine residues 9 and 14 and histons H3 acetylated in lysine residue 14, and the recovered
DNA was analyzed by PCR. For each determination, the rezction mixture contained primers both for the GLTI-UGAZ promoter and for the internal
control region corresponding to the leeZ structural pene. Because individual PCRs are internally contralled, the relative level of histone actetylation in the
indicated region is defined with respect to the level of histone actetylation within the loeZ region. (A} shows a representative experiment, (B) presents the
guantitative results which were obtained by averaging three experiments, and {C) shows a diagrammatic representation of the UGA3-GLT! bidirectional
promoter. R1 and RII represent the two regions in that the promoter was divided for PCR analysis. Nucleosomes are depicted as ovals.

to allow interaction between the tata,,, and the pertinent
cis-acting elements [18].

Considering that it has been shown that the abfl,.,
present in the UGA3-GLT]! intergenic region could consti-
tute an insulator element influencing the flexibility needed
to promote GLT/ transcription [9], we decided to analyze
the chromatin organization and transcriptional phenotvpe
of a genSA mutant carrying a plasmid harboring the
UGA3-GLT! promoter impaired in the abfl,,,.

Gendp and ahfl,,, cis-acting element synergistically
determine hidirectional action of the UGA3I-GLTI region

Earlier studies had shown that the abf1,.y site present in
the UGA3-GLT! promoter determined the bidirectional
action of this regulatory region. As previously shown [9],
disruption of the abfly. affects basal GLT! expression
while it has no effect on U'GA3 expression (Fig. 1). After
amino acid deprivation, 1t was found that impairment of
the abfl,,, allowed full response of UGAF while it
impaired GLTJ 3-AT response (Fig. 1). The genSd mutant

displayed a similar phenotype, indicating that as well as the
abfl,,,, Gendp could play a role in the bidirectional capac-
ity of UGA3—GLT! promoter. As expected, in a geniA
background, disruption of the abflpg, had a stronger effect
on GLTI expression, as compared to that found in a wild
type strain, impairing basal and 3-AT-induced expression,
while U'GA3 expression was barely affected. These results
indicate a synergistic action between GenSp and the
abflyy.

As has been previously reported in a wild type strain
harboring a plasmid impaired in the abfl,.. a shift in
the position of nucleosome C was observed (Fig. 4) [9].
As expected the combined effect of the abflp,e mutation
and lack of Gen3p was observed in the double mutant
(Fig. 4). The asvmmetric synergistic negative effect on
UGA3 and GLTI! transcriptional activation observed in
the double mutant could be explained by assuming an addi-
tive effect which results in the shifting of nucleosome C and
the positioning of nucleosome D, thus hindering the con-
tact between the GLTI tata.,, and the relevant cis-acting
elements.
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Fig. 3. Gendp-dependent nucleosomal organization of the D'GA3-GLTI bidirectional promoter. Chromatin samples were preparad from the wild type
strain CLA1 grown to mid-exponential phase on MM. Samples were taken and chromatin was prepared as stated in Materials and methods. Nystatin-
treated spheroplasts were digested with increasing concentrations of MNase and with EcoR 1 {panal A) and Peull {panel B). Samples were elecirophoresed
through 1.5 agarosa-TBE 1% gels and transferred to a nitrocellulose membrane, and assayed with the 5° (A) or 3' (B) probe. The densitometric scan of
the digestion profile and the region covering the U'G43-GLT! intergenic region are shown to the right. Binding sites are depicted as follows: gendpa, (1),
pal_, (1), gata._, (), abfl,_, (0. and polydAdT . (o). Nucleosomes ars dapictad a3 ovals labaled from (A-D). Arrows indicate the transcription
initiation site.

Concluding remarks by chromatin organization [9]. Results presented in this
paper indicate that lack of GenSp-mediated acetylation
Previous studies have shown that the bidirectional nat- results in a modified nucleosomal organization, which par-

ure of the UGA3I—GLTI intergenic region is determined  tially occludes the relevant efs-acting regulatory sites. The
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and treatment of samples being equal to those described for Fig. 3. (A) was assaved with the 5'probe, and (B) with the 3'probe. The densitometric scan of
the digestion profile and the region covering the UGAI-GLT] intergenic region are shown to the right. Binding sites and the positioning of nuclecsomes

are depicted as in Fig. 3.

fact that the occlusion of these sites unidirectionally affect-
ed GLTI expression indicated that in the gendA mutant the
intrinsic architecture of the region could have been affected,
resulting in loss of flexibility that would exclusively influ-
ence its ability to promote interactions between the GLT/

tatapex and the pertinent rrams-acting factors, since the
L/GA3 tata,,, is located in the vicinity of the cis-acting ele-
ments. Although the role of Gen3p as coactivator of tran-
scriptional activation has been thoroughly studied, its role
as a determinant factor in the operation of bidirectional
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promoters had not been addressed, thus it will be interest-
ing to further address this matter as more bidirectional pro-
moters are experimentally analvzed.
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10. ESTANCIA DE INVESTIGACION

10.1. Descripcion de la estancia y contexto

La estancia de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio del Dr. Roy Kishony, en el
“‘Bauer Center for Genomics Research” de la Universidad Harvard. La duracion de la
estancia fue de aprox. 6 meses, del 15 de junio al 30 de noviembre del 2005.

Para la realizacion 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 andlisis global de interacciones genéticas es crucial para entender la organizacion
de sistemas biolégicos complejos en donde los genes suelen influenciar la actividad de
otros genes. Las interacciones genéticas, o epistaticas, se pueden identificar mediante el
analisis de mutantes dobles, y ocurren cuando la consecuencia fenotipica de una mutacién
depende de la presencia o ausencia de otra mutacién. Estas pueden ser sinérgicas —
cuando el efecto de una mutacién se intensifica ante la presencia de una segunda— o
antagdnicas —cuando la presencia de una segunda mutacién disminuye o anula por
completo el efecto de la primera.

En una primera fase de este trabajo se simuld la organizacion de las interacciones
predichas para todas las parejas posibles de mutaciones en el metabolismo de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Para ello se empled un modelo computacional de analisis de
flujos metabdlicos, por medio del cual se calculé el flujo hacia biomasa a partir de redes
metabdlicas intactas o perturbadas en una o dos reacciones. Los resultados sugieren que
las interacciones genéticas exhiben una peculiar distribucion trimodal, lo cual permite la
separacién de parejas de mutaciones claramente sinérgicas, antagdénicas o neutrales.
Ademas, se observo que la red resultante puede ser organizada de manera jerarquica en
modulos enriquecidos con genes que forman parte de la misma ruta metabdlica y que
interactuan con otros modulos mediante uniones exclusivamente sinérgicas o antagénicas.

Con el fin de verificar estas predicciones tedricas, se desarrollé6 un método experimental
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para medir la adecuacion de mutantes sencillas y dobles mediante la competencia directa
de mutantes marcadas con variantes amarillo y cian de la proteina verde fluorescente. El
objetivo de la estancia de investigacion fue participar en la construccion de dichas

mutantes y en el analisis fenotipico de las mismas.

10.3. Estrategia experimental

1. Construccion de mutantes sencillas y dobles en genes seleccionados del
metabolismo central y marcaje de las células con variantes amarillo y cian de la
proteina verde fluorescente.

2. Medicion de la adecuacidon de mutantes sencillas y dobles mediante la

competencia directa de las mutantes marcadas con proteinas fluorescentes.

10.4.Primera fase: Estandarizacion de condiciones

Marcaje de cepas con proteinas fluorescentes

El primer paso consistié en marcar las cepas utilizadas con una proteina fluorescente,
para ello, se emplearon médulos que contenian la versidon amarilla o cian de la proteina
verde fluorescente fusionados al promotor del gen TDH3. Este promotor permite que la
proteina se exprese a altos niveles. EI médulo se insertd en el locus HO mediante

reemplazo por recombinacion homologa.

Construccion 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
coleccién comercial de mutantes.

La version haploide de estas mutantes se cruzé 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 ademas

estaban marcadas con la proteina fluorescente.
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Ensayos de competencias

Se determiné la adecuacion de cada una de las mutantes sencillas con respecto a la
cepa silvestre mediante un analisis de competencias, el cual consiste en crecer
simultaneamente dos cepas marcadas diferencialmente con proteinas fluorescentes. Cada
cierto tiempo se toma una alicuota del cultivo y se diluye en medio fresco. A lo largo de la
curva de crecimiento se determina la cantidad relativa de células basandose en la
intensidad de fluorescencia de cada una de las proteinas usadas. En esta primera fase las
competencias fueron de cultivos simultaneos 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 sera la misma. Pero, si una de las dos cepas crece
mejor que la otra, habra un cambio en la proporcion relativa de fluorescencia, que se

acentuara en cada dilucion del cultivo.

~50 generaciones

NFP CFP YFP CFP YFP CFP {YFP CFP

-

......-i.......... Tteaaa,, |
i I{I

S = pendiente

@

Log (YFP/CFP)

Tiempo
(generaciones)

141



ANEXO lI

10.5. Segunda fase: Determinacion de interacciones epistaticas

Construccion de mutantes

La construccion de dobles mutantes se llevé a cabo por cruzas de la coleccion de 96
mutantes consigo misma, con lo que se generaron 96x96 dobles mutantes. Se determino
la adecuacion relativa de estas dobles mutantes en relacidn 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,
ademas de identificar parejas de mutantes sinérgicas, la naturaleza cuantitativa del
método permitié también la identificacién de parejas de mutantes que interactuan

de manera antagonica.
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ABREVIATURAS

a-CACR a-Cetoacidos de cadena ramificada
a-CG a-Cetoglutarato

a-CIC a-Cetoisocaproato

a-CIV a-Cetoisovalerato

a-CMV a-Ceto-B-metilvalerato

aa Aminoacido(s)

AACR Aminoacidos de cadena ramificada
AcCoA Acetil CoA

B-gal B-galactosidasa

BSA Albumina de suero bovino

CoA Coenzima A

DMSO Dimetil sulféxido

DO Densidad Optica

G418 Geneticina

lle /1 Isoleucina

Leu/L Leucina

MM Medio minimo compuesto por sulfato de amonio, glucosa, vitaminas,

sales y elementos traza

NAT Nourseotricina

ONPG o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
pl Punto isoeléctrico

PP Piridoxal 5’-fosfato

rpm Revoluciones por minuto

T. A Temperatura ambiente

Thr Treonina

TPP Tiamina pirofosfato

UTR Untranslated Region, region no traducida
Val/V Valina

VIL Valina, isoleucina y leucina



YPD Medio rico para levadura compuesto por extracto de levadura,

peptona de caseina y dextrosa



2y
ade2
Bat1
BAT1

BAT1-TAP
bat1A
Bat2
BAT2

BAT2-TAP
bat2A
CEN

Gcen4

GCN4
gcn4A
HIS3MX6
his3A1
ILV1

ILV2
ILV3
ILV5
KanMX4
KIBAT1

Kibat1A
lacZ
LEU1
leu2
LEU2

GENES Y OTRAS NOTACIONES

Secuencia de replicacion autonoma

Delecion del gen ADE2

Transaminasa mitocondrial de aminoacidos de cadena ramificada

Gen que codifica para la transaminasa mitocondrial de aminoacidos
de cadena ramificada Bat1

Fusion del modulo TAP al extremo carboxilo terminal del gen BAT1
Delecion del gen BAT1

Transaminasa citoplasmica de aminoacidos de cadena ramificada
Gen que codifica para la transaminasa citoplasmica de aminoacidos
de cadena ramificada Bat2

Fusion del modulo TAP al extremo carboxilo terminal del gen BAT2
Delecion del gen BAT2

Origen de replicacion centromérico

Activador transcripcional de genes de la biosintesis de aminoacidos
en respuesta a limitacién de aminoacidos

Gen que codifica para el regulador transcripcional Gen4

Delecion del gen GCN4

Médulo que usa como marcador de seleccion al gen HIS3

Delecion del gen HIS3

Gen que codifica para la treonina deaminasa

Gen que codifica para la acetolactato sintasa

Gen que codifica para la dihidroxiacido dehidratasa

Gen que codifica para la acetohidroxiacido reductoisomerasa

Modulo que confiere resistencia al antibiético geneticina

Gen KLLAOA103079g de K. lactis que codifica para la transaminasa de
aminoacidos de cadena ramificada K/Bat1

Delecion del gen KIBAT1

Gen que codifica para la enzima B-galactosidasa de Escherichia coli
Gen que codifica para la isopropilmalato isomerasa

Alelo inactivo del gen LEU2

Gen que codifica para la B-isopropilmalato deshidrogenasa



leu2A0
LEU4
LEUS

LEU9

MATa
met15A0
NAT
Pgar-KIBAT1

PBAT1-/aCZ

Pgar-KIBAT1

PBATQ-/aCZ

pKD1
TAP

ura3
URA3
ura3A0

Delecion del gen LEUZ2

Gen que codifica para la a-isopropilmalato sintasa |

Gen que codifica para un transportador mitocondrial involucrado en la
acumulacién de CoA en la matriz mitocondrial

Gen que codifica para la a-isopropilmalato sintasa Il

Mating type alfa

Delecion del gen MET15

Modulo que confiere resistencia al antibidtico nourseotricina

Fusién transcripcional de la regién promotora del gen BAT1 a la region
codificante del gen KIBAT1 de Kluyveromyces lactis

Fusion transcripcional de la region promotora del gen BAT1 a la region
codificante del gen lacZ de Escherichia coli

Fusién transcripcional de la regién promotora del gen BAT2 a la region
codificante del gen KIBAT1 de Kluyveromyces lactis

Fusion transcripcional de la region promotora del gen BATZ2 a la region
codificante del gen lacZ de Escherichia coli

Origen de replicacion pKD1 que sirve para el género Kluyveromyces
Tandem Affinity Purification tag, esta formado por un péptido de union
calmodulina, un sitio de corte a la proteasa TEV y dos dominios de
unién a IgG de la proteina A de Staphylococcus aureus; asi como el
marcador de seleccion HIS3MX6

Alelo inactivo del gen URA3

Gen que codifica para la orotidina-5’-fosfato (OMP) descarboxilasa
Delecién del gen URAS3
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