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ABREVIATURAS

o-IPM: alfa isopropilmalato
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BCAT: transferasa de aminoacidos de cadena ramificada (Branched-Chain Amino Transferase).
DO: densidad optica

GABA: acido y-aminobutirico

MM: medio minimo

NCR: represion catabdlica nitrogenada (Nitrogen Catabolite Repression).
ORF: marco de lectura abierto (Open Reading Frame).

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction).
pKD1: origen de replicacion pKD1 para el género Kluyveromyces.

PLP: piridoxal 5’-fosfato

PMP: piridoxamina 5’-fosfato

mRNA: RNA mensajero (messenger RNA).

SDS: dodecil sulfato de sodio

UTR: region no traducida

VIL: aminoacidos de cadena ramificada, valina, isoleucina y leucina
WT: tipo silvestre (wild type).

YPD: medio de cultivo “rico” para levadura (Yeast-extract, Peptone, Dextrose).



CONTENIDO

Resumen Pag. 9
1. Introduccion Pag. 10
1.1.  Generalidades sobre Kluyveromyces lactis.

1.2.  Kluyveromyces lactis como modelo de estudio ‘“ancestro-tipo” de
Saccharomyces cerevisiae.
1.3.  Metabolismo del nitrégeno.
1.4. Via de sefializacion TOR (Target of Rapamycin).
1.5. Metabolismo del carbono.
1.6. Regulacion retrograda.
2. Antecedentes Pag. 21
2.1.  Metabolismo de los aminoacidos VIL.
2.2. Las transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada de S. cerevisiae.
2.3. Latransaminasa de aminodcidos de cadena ramificada de K. lactis.
3. Planteamiento del problema Pag. 27
4. Objetivos Pag. 28
5. Materiales y Métodos Pag. 29
5.1. Mutantes construidas para este trabajo.
5.2.  Cepas utilizadas para este trabajo.
5.3.  Medios de cultivo y soluciones utilizadas.
5.4.  Metodologia.
6. Resultados y Discusion Pag 43
6.1. La expresion del gen KI/BATI se reprime en presencia de los productos
finales de la via de sintesis de valina, isoleucina y leucina (VIL).
6.2. La expresion del gen KIBATI se reprime con etanol como unica fuente de
carbono.
6.3. El gen KIBAT1 tiene también un patron de expresion catabodlico.
6.4. La region promotora del gen KIBATI contiene las secuencias consenso de
union a Gend y GIn3 de S. cerevisiae.
6.5. Actividad B-galactosidasa bajo el promotor de KIBATI en S. cerevisiae.
6.6.  El factor transcripcional K/GIn3 ort6logo a GIn3 de S. cerevisiae.
6.7.  El factor transcripcional K/leu3 ort6logo a Leu3 de S. cerevisiae.



10.

6.8. Localizacion subcelular de la proteina K/Batl.
Conclusiones Pag. 65
7.1. La aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada de K. lactis,
KIBatl, cataliza la biosintesis y el catabolismo de valina, isoleucina y
leucina.
7.2.  El perfil de expresion del gen KIBAT1 corresponde al de un gen biosintético.
7.3. La expresion del gen KIBATI se encuentra reprimida durante el metabolismo
respiratorio.
7.4.  El gen KIBATI tiene también un perfil de expresion catabolico.
7.5.  El promotor de KIBATI comparte con BATI y BAT2, los sitios consenso de
union de los factores de transcripcion codificados por GCN4, GLN3 y NRG1
de S. cerevisiae.
7.6.  El uso del sistema reportero 3-galactosidasa en un sistema heterélogo no fue
de utilidad para K/BATI al encontrarse resultados contradictorios.
Perspectivas Pag. 68
8.1.  Papel de los factores codificados por KIGCN4, KIGAT1, KINRGI y KIURE2
en la expresion de KIBATI.
8.2. Determinar si los factores K/GIn3 y K/Gen4 complementan la funcién de sus
ortdlogos en S. cerevisiae.
8.3.  (Qué tamano tiene el promotor verdadero de KIBATI?
8.4. Analizar la importancia de la sublocalizacion nuclear de K/Batl.
Referencias Pag. 69
Apéndices Pag. 73
10.1. Alineacion de secuencias.

10.2. Articulo.



RESUMEN

Kluyveromyces lactis es una levadura aerobia estricta de metabolismo respirofermentativo,
perteneciente a la familia Saccharomycetaceae. Por medio de diversos analisis filogenéticos se ha
determinado la distancia evolutiva entre los géneros Kluyveromyces y Saccharomyces,
sugiriéndose que el primer linaje divergio del segundo antes de la duplicacion del genoma
completo, por lo cual las levaduras del linaje de Kluyveromyces presentan una sola copia de
aquellos genes que en el linaje de Saccharomyces estan duplicados.

Al duplicarse el genoma de un organismo como el de S. cerevisiae, muchos de sus genes sufren
una pérdida de funcidon convirtiéndose en pseudogén. Sin embargo, algunos pardlogos se
conservan y pueden subfuncionalizarse o neofuncionalizarse. De acuerdo a esta premisa, se ha
planteado que la conservacion de algunos genes duplicados es la que le permitid la adaptacion al
metabolismo facultativo y probablemente la subfuncionalizacion de una de las copias en el par de
genes duplicados.

Para abordar el estudio de la divergencia evolutiva, nos hemos enfocado en el metabolismo
nitrogenado, para lo cual hemos comparado el patron de expresion de los genes pardlogos
(duplicados) BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae con su correspondiente gen ortélogo de K. lactis.

K. lactis contiene un gen ortélogo a los paradlogos BATI y BAT2 , al que hemos nombrado
KIBAT1I y que tiene una identidad aproximada del 80% en la secuencia de aminoacidos, con cada
uno de ellos. Se supone que codifica para una enzima que cataliza la transaminacion reversible de
los aminoacidos de cadena ramificada, valina, isoleucina y leucina (VIL) a sus respectivos a-
cetoacidos. Algunos datos experimentales sugieren que K/Batl esta implicada en la biosintesis de
los aminoacidos VIL asi como en su catabolismo. Asi mismo, diversos andlisis in silico sugieren
que esta aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada de K. lactis se encuentra en la
mitocondria.

Los resultados de esta tesis mostraron que a pesar que KIBATI codifica para una enzima
biosintética y catabolica, su perfil de expresion corresponde al de un gen biosintético, haciéndolo
mas parecido a su ortdélogo BATI. Por otro lado, en cuanto a la regulacion por los factores
transcripcionales K/GIn3 y K/Leu3 (ortdlogo a GIn3 y Leu3 de S. cerevisiae), estos parecen tener
una respuesta transcripcional distinta a la reportada para S. cerevisiae.

Finalmente, respecto a la localizacion subcelular de la proteina K/Batl, ésta se encontro en el
nucleo, lo que pudiera sugerir una actividad alterna a la biosintesis y catabolismo de los
aminoacidos de cadena ramificada, que sera importante analizar a detalle en estudios futuros.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades sobre Kluyveromyces lactis.

Kluyveromyces lactis es una levadura perteneciente a la familia Saccharomycetaceae de
metabolismo aerobio (Breunig, et al., 2000) que originalmente fue aislada de productos derivados
de la leche por lo que tiene la capacidad de asimilar lactosa y convertirla en acido lactico a
diferencia de otras levaduras, habilidad que le da el nombre y la distingue de otras levaduras
como Saccharomyces cerevisiae. El tamano de su genoma se ha estimado en 12 Mb con un
contenido G + C de 40% mientras que el cariotipo ha revelado la presencia de 6 cromosomas que

varian en tamafio de 1 a 3 Mb (figura 1) (Sor y Fukuhara, 1989).

K1laBA

K1labB

K1laBC

K1la8D

K11a8E
.

Klla8F

Figura 1. Mapa de los cromosomas de Kluyveromyces lactis. A la izquierda el nombre de cada
cromosoma y en rojo la posicion del centrémero.

En cuanto a su DNA mitocondrial, este es una molécula circular que mide 40 Kb. En promedio
tiene 30 copias por genoma haploide, lo cual equivale al 10% del DNA gendmico. La
conservacion del DNA mitocondrial es esencial por lo cual es clasificada como levadura “petit
negativa” (Schaffrath y Breunig, et al., 2000), ya que mutantes afectadas en el DNA mitocondrial

(petites) no son viables.

La secrecion de toxinas letales es una estrategia comun entre los microorganismos que les
confiere ventajas selectivas sobre otros organismos (Jablonowski, D. y Schaffrath, R, 2007).
Algunas cepas de K. lactis contienen un par de plasmidos lineales, pGKL1 (8.8 Kb) y pGKL2

(13.4 Kb), que expresan un fenotipo killer hacia varias cepas de S. cerevisiae, principalmente,
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INTRODUCCION

induciendo un arresto en la fase G1 del ciclo celular impidiendo la duplicacion (Chen, X.J.,

1996).

El habitat natural de K. lactis es diverso, sin embargo, la mayoria de las especies fueron
originalmente aisladas de productos derivados de la leche. Adicionalmente, es una levadura de
gran interés biotecnoldgico ya que es capaz de crecer hasta una alta densidad celular y secretar
proteinas heterologas eficientemente. Siendo un ascomiceto cercanamente relacionado a S.
cerevisiae, K .lactis se ha convertido en un atractivo modelo alternativo por sus caracteristicas

metabolicas y fisioldgicas.

Habitualmente, K. lactis se cultiva en medio para levadura a una temperatura de 28 °C y aunque
su ciclo celular es similar al de Saccharomyces cerevisiae, las diploides no son estables

esporulando rapidamente.

1.2. Kluyveromyces lactis como modelo de estudio “ancestro-tipo” de Saccharomyces

cerevisiae.

La duplicacion génica ha sido reconocida como la mayor fuente de generacién de nuevos genes y
funciones y puede involucrar desde genes individuales o segmentos gendmicos hasta genomas
completos (Hittinger C.T. y Carroll, S.B., 2007). La duplicacion del genoma completo (WGD,
por sus siglas en inglés) es un fenémeno fascinante aunque poco comprendido. Sin embargo, se

entiende como un mecanismo evolutivo de gran importancia.

Filogenéticamente, el linaje de Kluyveromyces esta clasificado relativamente cerca del linaje de
Saccharomyces por medio de diversos andlisis bioinformaticos a partir de alineamientos de
secuencias de proteinas concatenadas codificadas por su DNA mitocondrial (Nosek, et al., 2005)

asi como de las secuencias del RNA ribosomal 18S (figura 2).
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Candida glabrata

Saccharomyces castellii
Saccharomyces bayanus
Saccharomyces kudriavzevii
Saccharomyces mikatae
Saccharomyces paradoxus
100k= Saccharomyces cerevisiae
100g= K/1uyveromyces waltii

_E Saccharomyces kluyveri

96 Ashbya gossypii

98k Kl1tyveromyces lactis

Figura 2. Arreglo filogenético de los hemiascomicetos basado en las secuencias
del RNA ribosomal 18S. WGD indica el clado que contiene las especies cuyos
genomas experimentaron una duplicacion del genoma completo. (Modificada de
Fitzpatrick, D.A., et al., 2006).

Diversos andlisis han sugerido que el linaje de Kluyveromyces divergié del linaje de
Saccharomyces antes de la duplicacion del genoma completo hace aproximadamente 100
millones de afios (Sugino, et al, 2005) a partir de un ancestro comun, mientras que todas las
especies del grupo Saccharomyces sensu stricto (S. cerevisiae, S. bayanus, S. castelli, S.
paradoxus y S. mikattae) divergieron después de ésta y por lo tanto, comparten muchos de los
genes duplicados a pesar que la mayor parte de las copias, producto de la duplicacion ancestral,

se han perdido (Kurztmann y Robnett, 1998).

Al comparar los genomas de Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces waltii, Kellis y Col.
(2004) encontraron varias regiones compartidas en ambas levaduras ademas de varios bloques

con sintenia conservada (figura 3).
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Common ancestor
[123455?5910111213141516]

Saccharomyces lineage \ Kluyveromyces lineage
[1234557 8 8 10 N 1213141515} [123455? 8 9 10 1 1213141516J
af 1 2 34 56 7 889 10 11 12 13 14 15 16
—a-E-dD-dD-aE-aE e n-a-amHn-am—
1 2 34 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
b 1 2 34 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15 18
—E= XD XK - X - E-Em R - —
wﬂmm—%cl—m
12 34 56 7 8 910 1 12 13 4 15 18

c 1 34 6 g 10 12 13 14 16
—CI-O—O—CI—CI—C!—CI—D—
2 3 5 7 8 1

d 1 34 6 9 10 12 13 14 16

[123456?8910111213141516
Bok i A & o L g o n g o | o o

12 13 14 18

2 35 7 8 1 1315

8. cerevisiae copy’
K. waltii

S. cerevisiae copy?2

Figura 3. Modelo de duplicacion del genoma completo. a. Después de la divergencia de K. waltii, el
linaje de Saccharomyces experimentd una duplicacion de su genoma, generandose una copia adicional de
cada cromosoma. b. La gran mayoria de los genes duplicados sufrieron mutaciones y por consiguiente se
perdieron. ¢. Algunos segmentos se retuvieron, conservandose dos copias para algunos de los genes
duplicados; en este caso se ilustra la conservaron de los genes 3 y 13. d. Rearreglo de los segmentos
cromosomicos. e. Comparacion de los cromosomas duplicados de S. cerevisiae con el de K. waltii donde
se observa la conservacion de la sintenia (Kellis et al., 2004).

De acuerdo a la evidencia molecular, se han planteado diversos modelos que expliquen tanto el
proceso por el cual se llevo a cabo la duplicacion del genoma completo como el por qué las
especies originadas después de la duplicacion gendmica son organismos anaerobios facultativos,
al mejorar la metabolizacion de la glucosa y el crecimiento en condiciones anaerdbicas (Wolfe y
Shields, 1997; Kuepfer, et al., 2005), mientras que aquellos organismos que divergieron antes del
evento de duplicacion son organismos aerobios estrictos, como Kluyveromyces lactis,

Kluyveromyces waltii, y Ashbya gossypii.

Como ya se menciond, los genes duplicados pueden tener diferentes destinos de acuerdo a
diversos modelos que se han planteado (figura 3). El primero, consiste en que una de las copias
pueda ser redundante y acumular mutaciones deletéreas que eventualmente la convierten en un

pseudogén (no-funcionalizacioén). En tanto que si una de las copias mantiene la funcion original,

13
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la copia adicional puede divergir aleatoriamente, adquiriendo asi una nueva funcidon

(neofuncionalizacion).

Por el contrario, si cada gen del par duplicado se subfuncionaliza, entonces cada copia

experimentard perdidas degenerativas complementarias, de manera que ambas copias se

requeriran para cumplir la funcion ancestral, que lleva a cabo una sola copia del gen.

™= Con funcion
1 Sin funcion
A Nueva funcién

Duplicacion

No-funcionalizacion
b SR o e—

|
/ Neofuncionalizacién Subfuncionalizacion
- CHEE
- . - E—

\

—-—D-D'-’_—

Figura 4. Tres probables destinos de los genes duplicados.
Modificada de Force, A., et al., 1999

La subfuncionalizacion es uno de los modelos mas ampliamente utilizados para explicar la

preservacion de los genes duplicados y que también se conoce como el modelo de Duplicacion-

Degeneracion-Complementacion o DDC (figura 4) (Force, et al., 1999; Lynch y Force 2000;

Lynch et al. 2001).

B Duplicacién

B Degeneracion

8O 00 O

... Complementacion

0

—0oO

Figura 5. Modelo DDC o de subfuncionalizacion.
Modificada de Hurley, 1. et al. 2005
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Varios estudios muestran que la frecuencia con la que divergen las regiones intergénicas y las
regiones codificantes es distinta (Tirosh y Barkai, 2008a; Tirosh y Barkai 2008b).
Adicionalmente, el estudio de Wapinski, et al (2007) sugiere que la principal limitante en la
conservacion de los duplicados es la dosis génica (conservacion de la estequiometria de los
complejos proteicos), y por lo tanto la mayoria de las copias de genes migra hacia un nuevo
complejo proteico al subfuncionalizarse en la region regulatoria aunque conservando funciones

similares.

Dada la conservacion de algunos genes duplicados se ha sugerido que ésta sea lo que permitio la
adaptacion al metabolismo facultativo (Conant y Wolfe, 2007). Una caracteristica importante
respecto a la mitocondria que distingue a K. lactis de S. cerevisiae, es que K. lactis no puede
crecer bajo condiciones anaerdbicas puesto que su fisiologia estd orientada al metabolismo

respiratorio mientras que el de S. cerevisiae es esencialmente fermentativo (Zivanovic, et al.,

2005).

1.3. Metabolismo del nitrégeno.

El nitrégeno es uno de los nutrientes esenciales para todas las formas de vida. Evolutivamente, la
presion de seleccion ha favorecido a las células para ser capaces de transportar y catabolizar una
amplia variedad de compuestos nitrogenados, asi como la capacidad de sintetizar endogenamente

todas las moléculas nitrogenadas primarias (Godard, et al., 2007).

S. cerevisiae es capaz de utilizar diferentes compuestos nitrogenados como aminoacidos, urea,
amonio, bases nitrogenadas, y derivados purinicos. Estas moléculas entran a la célula mediante
permeasas e inmediatamente después de su ingreso, son utilizadas en reacciones de biosintesis o
degradadas para la obtencion de nitrégeno en forma de amonio (por desaminacion), glutamato
(por transaminacion) o ambos (Courchesne y Magasanik, 1983). Posteriormente, mediante la

condensacion de glutamato y amonio, se sintetiza glutamina por la glutamino sintetasa (GLN1).

Glutamato y glutamina son las dos mayores fuentes donadoras de nitrogeno en las reacciones de

biosintesis. Como se observa en la figura 6, las fuentes nitrogenadas, amonio, glutamato y
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glutamina estan interconectadas formando el core del metabolismo nitrogenado (Godard, et al.,

2007).

|

!-*_'

Figura 6. Algunas de las reacciones involucradas en la utilizacion de las fuentes nitrogenadas
(recuadros grises) en la levadura S. cerevisiae. Tomada de (Godard, et al., 2007).
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INTRODUCCION

Los reguladores transcripcionales de genes implicados en la biosintesis de compuestos
nitrogenados pueden ser de dos tipos: reguladores especificos que afectan la expresion de los
genes en una ruta biosintética y reguladores globales, que estan involucrados en el control general

de la biosintesis de aminoacidos (General Amino Acid Control, GAAC) .

En el GAAC, el factor transcripcional Gen4 se encuentra activo en células deprivadas de
aminoacidos (Godard, P., et al., 2007). Bajo esta condicion, la proteina cinasa Gen?2 lleva a cabo
la fosforilacion del factor de iniciacion 2 de eucariotes (elF2) promoviendo la traduccién del
mRNA de Gend (Hinnebusch, 2005). De esta forma, Gen4 es quien activa la expresion de un
gran numero de genes involucrados en la biosintesis de aminoacidos (Maaheimo, et. al., 2001);
sin embargo, de no haber deficiencia de aminoacidos, un nivel basal de Gen4 es requerido para la
transcripcion de varios genes tales como , ARG4, ARG3 y ARO3 (Natarajan, K, et al., 2001).
Posperiormente, Gen4 promueve la transcripcion de un gen, reconociendo en el promotor
correspondiente, la secuencia consenso 5'-TGACTC-3’, seguida de regiones ricas en timidina

(Hinnebusch, 2005).

Por otra parte, el catabolismo del nitrégeno se encuentra regulado por el mecanismo conocido
como Represion Catabdlica Nitrogenada (NCR, por sus siglas en inglés) y por los factores
transcripcionales GIn3 y Gatl (positivos) y Dal80 y Dehl (negativos), que forman parte de la
familia de los factores GATA. Estos reguladores se unen a una secuencia consenso
5'-GAT(T/A)AG-3" en la regién promotora por medio de un de dedo de zinc (Hofman-Bang,
1999).

Cuando en el medio hay presente una fuente represora de nitrégeno como amonio o glutamina, la
transcripcion de los genes que codifican para las proteinas implicadas en el transporte y
degradacion de las fuentes secundarias de nitrogeno como GABA o prolina se encuentran
reprimidas y estos unicamente se transcriben cuando el medio se adiciona de fuentes secundarias

de nitrogeno en ausencia o de fuentes represoras (Boer, et al., 2007).

Las fuentes de nitrogeno son transportadas al interior de la levadura en contra del gradiente de

concentracion por una permeasa general de aminodcidos (Gapl) que tiene gran capacidad y poca
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afinidad. Adicionalmente, la expresion de los genes que codifican para permeasas generales de
aminodcidos y de amonio, también son reguladas por estos factores transcripcionales (Magasanik,

B. y Kaiser, 2002).

Una vez que los compuestos nitrogenados han ingresado a la célula son dirigidos a la vacuola
para almacenamiento hasta que sean requeridos, y posteriormente pueden ser incorporados
directamente a las vias de sintesis o ser degradados a amonio y glutamato ya sea por
desaminacion o transaminacion, respectivamente. A su vez, la levadura es capaz de sintetizar
algunos de los aminoécidos que requiera a partir de glutamina o glutamato y de esqueletos de

carbono (Hofman-Bang, 1999).

1.4. Via de sefializacion TOR (Target of Rapamycin).

La rapamicina es un potente antifingico y macroélido inmunosupresor originalmente aislado de
Streptomyces hygroscopicus, que como efecto ocasiona una detencion de células de levadura y de
mamifero en la fase G1 del ciclo celular. En Saccharomyces cerevisiae, la rapamicina inhibe la
funcion de las proteinas Torl y Tor2, mientras que una mutaciéon puntual en 7TOR! y TOR2

genera una resistencia a ella (Dennis, P.B., et al., 1999).

La via de sefializacion TOR, sensible a rapamicina en S. cerevisiae, activa un programa de
proliferacion celular en respuesta a la presencia y calidad de nutrientes (nitrogeno y carbono) en
el cual las cinasas Torl y Tor2, controlan la sintesis y degradacion de proteinas citoplasmaticas

(Beck y Hall, 1999).

La funcién del complejo TORCI es evaluar la calidad de los nutrientes, entre ellos, la fuente de
nitrogeno. Bajo condiciones de nitrogeno represoras (glutamina), TORC1 fosforila a GIn3 y
como consecuencia promueve la formacion del complejo GIn3-Ure2 de tal forma que GIn3
permanece en el citoplasma y no puede promover la transcripcién de sus genes blanco (Cooper,

2002).
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Cuando en el medio hay presente una fuente de nitrégeno no-represora (o en presencia de
rapamicina), TORCI1 es inhibido y el complejo TAP42-Sit4 se disocia de manera que Sit4 es
capaz de defosforilar a GIn3, perdiéndose su interaccion con Ure2. En estas condiciones, GIn3 es

capaz de ingresar al ntcleo y activar sus genes blanco (figura 7) (Zaman, et al., 2008).

Nutrients
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—_— @
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.
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* Figura 7. Mecanismo de translocacion de

o Rapamycin

Transcription la proteina GIn3 al nucleo por la via de

senalizacion TOR (Beck y Hall, 1999)

Cytoplasm | Nucleus

1.5. Metabolismo del carbono.

Las levaduras tienen la capacidad de obtener energia a través de la fermentacion de una gran
variedad de azucares, sin embargo, glucosa y fructosa parecen ser las preferidas, aun sobre otros
mono, di y trisacdridos como sacarosa, rafinosa y trehalosa que pueden ser convertidos
directamente a glucosa o fructosa (Zaman, S. et al., 2008). Cuando uno de estos azlicares esta
presente, las enzimas requeridas para la utilizacion de fuentes de carbono alternativas son
sintetizadas a baja escala o pueden no estar siendo sintetizadas, fenomeno conocido como
represion catabolica por carbono (Gancedo, JM., 1998). Adicionalmente, algunos estudios han
reportado la represion catabolica por carbono como regulador de permeasas de aminoacidos en S.

cerevisiae (Peter, G.J, et. al., 2006).

19



INTRODUCCION

Asi mismo, también son capaces de obtener energia de la oxidacion de una gran variedad de
productos de fermentacién como glicerol, etanol y lactato (Zaman, S. et al., 2008). Sin embargo,
prefieren aquellas fuentes de carbono fermentables a cualquiera que sea metabolizada por
oxidacion. A pesar de esto, sustratos no-fermentables como etanol, glicerol, lactato, acetato u
oleato, también pueden ser utilizados para la generacion de energia y biomasa celular. Varias
redes regulatorias de la represion catabodlica estan implicadas en la biosintesis coordinada de las

enzimas requeridas para la degradacion de éstas fuentes alternas.

Cuando las levaduras se cultivan en presencia de glucosa, ésta es degradada por fermentacion
hasta etanol. Este compuesto se transporta al medio y durante la fase diduxica, cuando la glucosa
del medio se ha agotado por completo, el etanol excretado se utiliza como fuente de energia,
reprogramandose los procesos metabdlicos para consumir el etanol mediante fosforilacion
oxidativa. La fase diauxica de crecimiento presenta una velocidad mucho menor que la fase de

crecimiento inicial en la que la glucosa es la unica fuente de carbono.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Metabolismo de los aminoacidos VIL.

Los aminoacidos de cadena ramificada (BCAAs, por sus siglas en inglés), valina, isoleucina y
leucina (VIL) son los mas hidrofébicos de todos los aminoacidos y juegan un papel fundamental
en la determinacion de la estructura terciaria de las proteinas asi como la interaccion de los
dominios transmembranales de las proteinas de membrana con la bicapa de fosfolipidos (Brosnan

y Brosnan, 2006).

En S. cerevisiae, el metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada BCAAs consiste en la
utilizacion del piruvato y la treonina, a partir de los cuales sintetizan valina e isoleucina,
respectivamente. Por el contrario, la leucina se sintetiza a partir de un derivado de la ruta de la
valina. Los aminoacidos V, I, L, fungen como reguladores negativos de su propia biosintesis, ya
que inhiben a la enzima inicial especifica para cada uno de ellos. Por ejemplo, la isoleucina
inhibe a la /LV1, la valina inhibe a la ILV2 y la leucina inhibe a LEU4 y LEUY (Figura 8)
(Kohlhaw, G.B., 2003). El ultimo paso para la biosintesis y el primer paso del catabolismo de los
BCAAs es comun para los tres y se lleva a cabo por dos aminotransferasas (BCATs, por sus
siglas en inglés). Estas transaminasas, llamadas Batl y Bat2, han sido identificadas: el gen BATI
codifica para una isoforma mitocondrial, mientras que BAT2 codifica para una isoforma

citosolica (Kispal, G., ef al., 1996 y Colon, M., et al., 2011).

Las secuencias de aminoacidos de Batl (43.6 kDa, incluyendo su pre-secuencia mitocondrial) y
de Bat2 (41.6 kDa) muestran 77% de identidad. Ambas proteinas comparten cerca del 50% de
aminoacidos con BCATs de otras especies como las de humano (BCAT), raton (ECA39) y
Schizosaccharomyces pombe, entre otras y en menor proporcion (24%) con IlVE, la transaminasa

de E. coli (Prohl, C. et al., 2000).

Se ha reportado que las proteinas BCAT de humano funcionan como dimeros (Davoodi, J., ef al.,

1998) y mediante ensayos de entrecruzamiento se ha determinado que la proteina Batl de  S.
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cerevisiae forma homodimeros, sugiriendo que esto constituya su forma funcional (Prohl, C. et

al., 2000).
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Figura 8. Ruta de sintesis de los aminoacidos de cadena ramificada (valina, isoleucina y leucina). Tomada
de http://pathway.yeastgenome.org/Y EAST/NEW-IMAGE?type=PATHWAY &object=BRANCHED-
CHAIN-AA-SYN-PWY &detail-level=2 &detail-level=3 &detail-level=4
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Las caracteristicas organolépticas de la cerveza dependen de diferentes compuestos que son
originados de productos de desecho que son producidos durante la fermentacion. Estos
compuestos organolépticos son alcoholes alifaticos y aromaticos conocidos como alcholes fusel
(del alemén “licor malo”) (Hazelwood, L.A., ef al., 2008) y que tienen gran impacto en el sabor y

olor de los productos fermentados (Eden, A., et al., 2001).

Los alcoholes fusel, son derivados del catabolismo de los aminoacidos valina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, tirosina, triptéfano y metionina, por medio de la via propuesta por Ehrlich (Ehrlich,
1904) (Eden, A., et al., 2001). Después de la transaminacion inicial, el a-cetodcido resultante no
puede ser redireccionado al metabolismo central del carbono por lo que se convierte en alcoholes
fusel por medio de la via Ehrlich y finalmente se excretan directamente al medio (figura 9)

(Dickinson J.R., 1993).

R Z2-oxoglutarato glutamato R CO, R R
NADH NAD*
| /.| | |
H—C —NH, — > C=0 H—C=0 H—C—OH
I I I
COOH COOH H
Aminoécido o - Cetoacido Aldehido Alcohol fusel

Figura 9. Después de que los a-cetoacidos son excretados al medio de crecimiento, las
levaduras los convierten en alcoholes fusel a través de la via Ehrlich. La reaccion de
transaminacion por la cual se generan los a-cetoacidos correspondientes, es catalizada por las
transferasas de aminoacidos de cadena ramificada (BCATs, Batl y Bat2). Posteriormente, los
alcoholes fusel son sintetizados a través de la descarboxilacion y reduccion de los a-cetoacidos
generados.

2.2. Las transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada de S. cerevisiae.

Las transaminasas o aminotransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo
amino entre un aminoacido y un oxodacido en dos reacciones primarias. La primera reaccion se da
entre un sustrato y un producto que son especificos para cada reaccién, mientras que para la
segunda suelen intervenir o-cetoglutarato y L-glutamato, aunque pueden utilizarse otros

compuestos. Las transaminasas utilizan priridoxal 5’-fosfato, derivado de la vitamina B6, que es
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uno de los cofactores mas utilizados por enzimas relacionadas con el metabolismo de

aminoacidos (Mehta, P.K. et al., 1993).

La reaccion del catabolismo de los BCAAs, es catalizada en dos pasos principalmente. La
primera reaccion consiste en la desaminacion reversible, catalizada por las isoenzimas
aminotransferasas de cadena ramificada (BAT! y BAT2) que utilizan piridoxal 5’-fosfato (PLP)
como cofactor. De esta reaccion se liberan los a-cetoacidos ramificados y glutamato. El segundo
paso es el proceso en el que el esqueleto de carbono puede ser catalizado por el complejo
deshidrogenasa de los a-cetoacidos para producir Acil-CoAs ramificados, acetil-CoA o succinil-
CoA (Mainul-Islam, et al., 2007); o bien el cetoacido utilizado es descarboxilado, posteriormente
es oxidado o reducido para producir acidos fusel o alcoholes fusel respectivamente a través de la

via Ehrlich que se describié anteriormente (Hazelwood et al., 2006).

Como ya se menciond, los genes BATI (mitocondrial) y BAT2 (citosolica) de S. cerevisiae,
codifican para dos enzimas BCAT 77% idénticas que catalizan la transaminacion reversible de
los aminoécidos de cadena ramificada VIL a sus respectivos a-cetodcidos: a-cetoisocaproato, o-
ceto-B-metilvalerato y a-cetoisovalerato (Kispal G, et al, 1996). Datos de nuestro laboratorio han
mostrado que a pesar que las dos BCATSs de S. cerevisiae pueden llevar a cabo la biosintesis y el
catabolismo de los BCAAs, la proteina Batl es una enzima principalmente biosintética mientras

que aquella que codifica para Bat2 tiene un papel principalmente catabdlico.

La divergencia de expresion de los pardlogos BAT1 y BAT2, refleja la divergencia fisiologica de
la biosintesis y el catabolismo ya que el primero se expresa principalmente en condiciones
biosintéticas, mientras que el segundo se expresa en mayor proporcion en condiciones catabolicas

(figura 10) (Colon, M. et al., 2010).
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Figura 10. Northen blot de las mutantes batl4 y bat24 en las
condiciones de biosintesis (glucosa-amonio) y de catabolismo
(glucosa-VIL) (Colén, M. et al., 2011).

Como se observa en la figura 10, en una condicion biosintética (glucosa-amonio) la expresion de
BATI es 4 veces mayor que la de BAT2, mientras que en ausencia de BAT! la expresion de BAT2
compensa esta falta y aumenta 5 veces su expresion. En contraste, en una condicion catabdlica
(glucosa-VIL), la expresion de BAT2 es 12 veces mayor que la de BATI pues bajo estas
condiciones su expresion disminuye 4 veces con respecto a la condicién biosintética. Los
resultados anteriores sugieren que la condicion biosintética induce la expresion de BAT1 mientras

que la condicidn catabdlica induce la expresion de BAT2.

2.3. La transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada de K. lactis.

Kluyveromyces lactis contiene un gen ortdlogo al par BATI y BAT2 de S. cerevisiae que se
supone codifica para una transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada. El marco de lectura
abierto mide 1,224 nucledtidos y en el proyecto Genolevures se encuentra anotado como

KLLAOA10307g o KLLA-ORF10127 (http://genolevures.org/elt/KLLA/KIL.LAOA10307g). Para

fines practicos, en nuestro laboratorio se ha denominado a este gen como K/BATI.
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Figura 11. Velocidad especifica de crecimiento (w) de las cepas K. lactis y KlbatiA. A) Condicion
biosintética. B) Condicion catabolica. (Maritrini Colon, 2011)

Cuando una mutante K/batlA se cultiva en medio con glucosa y amonio como Unica fuente de
nitrogeno, se observa una auxotrofia total a valina, isoleucina y leucina y el crecimiento tipo
silvestre se alcanza soélo si los 3 aminoacidos se afiaden juntos al medio de cultivo (figura 11,
panel A). Los datos anteriormente descritos, sugieren que K/Batl estd implicada en la biosintesis
de estos aminodcidos pues la mutante K/bhatl A no crece cuando los aminoacidos se afiaden como
unica fuente de nitrégeno, indicando que ésta enzima también estd involucrada en el catabolismo

de los aminoacidos de cadena ramificada (figura 11, panel B).

En glucosa-amino la mutante K/batlA recuperd por completo la capacidad para biosintetizar los
aminoacidos, en presencia de un plasmido monocopia (pKD1) que contenia clonado el ORF de
KIBATI junto con su region promotora sin necesidad de anadir VIL al medio. Asi mismo, en
glucosa-amonio-VIL la capacidad para catabolizar los aminoacidos se restaurd, pudiendo crecer

de forma similar a la cepa silvestre (Maritrini Colon, 2011).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que el linaje del que forma parte Kluyveromyces lactis, divergié antes de la duplicacion del
genoma de Saccharomyces cerevisiae, el genoma del primero no contiene los bloques duplicados

que si existen en S. cerevisiae.

Los genes paralogos BAT1 y BAT2 de S. cerevisiae codifican para las aminotransferasas de
aminoacidos de cadena ramificada, pertenecen a un bloque duplicado. Por su parte, el gen
KIBATI de K. lactis es el tnico ortdlogo a dichos pardlogos. Mediante un analisis de tipo
fisiologico se ha determinado que el producto de este gen tiene actividad tanto biosintética como
catabolica (Colon, M., et al., 2011). Adicionalmente, datos de nuestro laboratorio muestran que el
perfil de expresion de BAT1 corresponde al de un gen biosintético mientras que el de BA72 a un

gen catabolico (Fabiola Hernandez, 2010).

Dado que el patron de expresion y regulacion transcripcional del gen KIBAT1 de K. lactis aun no
han sido estudiados, el objetivo de este trabajo consiste en analizar dicho perfil de expresion para
comprender de que forma esta Unica proteina lleva a cabo la biosintesis y el catabolismo de los
aminoacidos valina, isoleucina y leucina mientras que en los genes BATI y BAT2 de

S. cerevisiae, se observa un perfil de expresion diferente entre ellos.

Por otro lado, como ya se mencion6 anteriormente, Batl es una enzima mitocondrial mientras
que Bat2 es una enzima citos6lica. Es posible que dicha compartamentalizacion juegue un papel
importante en la subfuncionalizacipon de las isoenzimas pues se ha determinado que Bat2 no es
redundante a Batl (Maritrini Colon, 2011). Consideramos relevante identificar la localizacion
subcelular de K/Batl para establecer un marco comparativo de la divergencia funcional de los

pardlogos Batl y Bat2 de S. cerevisiae.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar y analizar algunos de los elementos regulatorios que determinan el perfil de expresion
del gen KIBATI de Kluyveromyces lactis y comparar con los elementos de los genes BATI y

BAT?2 de Saccharomyces cerevisiae.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

v" Determinar la expresion del gen KIBATI en diferentes fuentes de nitrogeno usando
glucosa como fuente de carbono.

v" Determinar la expresion del gen KIBATI en diferentes fuentes de nitrégeno etanol como
fuente de carbono.

v’ Identificar in silico, los principales elementos regulatorios que determinan la expresion
del gen y compararlos con sus ortdlogos en S. cerevisiae (BATI1 y BAT2).

v Determinar el papel de diferentes factores de transcripcion sobre la region promotora de
KIBATI, en un sistema heterdlogo.

v" Determinar el efecto de los factores transcripcionales codificados por KIGLN3 y KILEU3
sobre la expresion de K/BAT1I.

v" Determinar la localizacion subcelular de la proteina K/Batl.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Mutantes construidas para este trabajo

El genotipo de la cepa de Kluyveromyces lactis que se utilizd para la realizacion de los
experimentos es: Kluyveromyces lactis 155 MATa ade2-, his3-, ura3-. Para fines de este trabajo,

esta cepa se denomina WT.

La construccion de las mutantes KlbatiA, Klgin3A y Klleu3Ase llevaron a cabo mediante
reemplazo por recombinacion homologa, transformando la cepa silvestre (K. lactis 155) con un
producto de PCR de 2,473, 2,046 y 2,119 pb respectivamente, que contenian el modulo KanMX4

(Wach, et. al. 1994), que confiere resistencia al antibidtico geneticina.

Para cada mutante, se amplificaron por PCR tres modulos (indicados como 1, 2 y 3 en la figura

12) que a su vez fueron unidos mediante una cuarta reaccion de PCR.

|

/ /\
/ \\_,, @ / \

[ ] Cassette KanMX4 [ ]
—

(1) Extremo5’ UTR
@ Cassette KanMX4
(3) Extremo3’ UTR

D Region promotora/intergénica

- Region codificante

Figura 12. Esquema de la construccion de las mutantes K/batl A, Kigin3Ay Klleu3A.

Para verificar la insercion del médulo de interrupcion, se amplificaron dos productos por PCR. El
primero, utilizando un oligonucléotido que se alinea sobre el extremo 5° UTR y otro que se alinea

sobre el modulo KanMX4 o uno que se alinea sobre el extremo 3 'UTR, para el segundo.
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5.2. Cepas utilizadas para este trabajo

Cepa

Genotipo

Fuente

Kluyveromyces lactis 155
Clal

MATa ade2, his3, ura3
MATo ura3 leu?2

Navarro, et al., 2010
Valenzuela, L., et al., 2001

Clal-2 MATa ura3 leu2::LEU2 Colén, M., et al., 2010
Cla31 gin3A MATa gin3 kanMX ura3 leu2::LEU2 Valenzuela, L., et al., 2001
Cla32 gcnd4A MATa gend::kanMX ura3 leu2::LEU2 Hernandez, H., et al., 2010
Cla33 leu3A MATa leu3::kanMX ura3 leu2::LEU2 Este trabajo

Cla34 nrglA MATanrgl::kanMX ura3 leu2::LEU2 Este trabajo

Cla3s rtg34 MATa rtg3::kanMX ura3 leu2::LEU2 Este trabajo

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.
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5.3. Medios de cultivo y soluciones utilizadas

5.3.1. Medio YPD

Extracto de levadura 1 %
Peptona de caseina 2%
Dextrosa anhidra 2%
Agar (medio s6lido) 2%

Disolver en agua bidestilada, aforar y esterilizar en autoclave. Conservar a temperatura
ambiente.

5.3.2. Medio Minimo. Para preparar 1 L:

Vitaminas 1000x I mL
Trazas 1000x I mL
Sales 20 mL
Dextrosa 20g
Sulfato de amonio 5¢g
Agar (medio s6lido) 25¢

Disolver los ingredientes y esterilizar en autoclave. Conservar a temperatura ambiente.

5.3.3. Medio LB. Para preparar 1L.

Triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
NacCl 10g
Agar (medio s6lido) 20¢g

Disolver los ingredientes y esterilizar en autoclave. Conservar a temperatura ambiente.

5.3.4. Solucién A para extraccion de DNA

Triton X-100 2%

SDS 1%
NaCl 100 mM
Tris-HCI, pH 8 10 mM
Na-EDTA 1 mM

5.3.5. Solucién B para extraccion de DNA. Se prepara al momento.
Fenol:CHCls:alcohol isoamilico (25:24:1).

5.3.6. Agua DEPC (agua libre de RNAsas)
Dietilpirocarbonato 0.1 %
Se agita al menos 4 horas y se esteriliza en autoclave. Conservar a temperatura ambiente.
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5.3.7. SOLUCION TES:

Tris-HCI 10 mM, pH 7.5

EDTA 10 mM, pH 8

SDS 0.5%

Preparar a partir de las soluciones stock (en agua DEPC), aforar y esterilizar en autoclave.
Conservar a temperatura ambiente indefinidamente.

5.3.8. ACETATO DE SODIO 3M., pH 5.3.
Disolver en agua DEPC. Esterilizar en autoclave y conservar a temperatura ambiente.

5.3.9. MAE 10x

MOPS 0.2 M

Acetato de sodio 50 mM

EDTA 10 mM

Ajustar a pH 7 con NaOH 10N. Esterilizar por filtracion y conservar en refrigeracion protegido
de la luz.

5.3.10. Tampdn de muestra RNA 1.25x

Formamida desionizada 2.2mL
Formaldehido 0.8 mL
MAE 10x 0.5 mL
Glicerol al 80% 0,4 mL

Azul de bromofenol al 2% 100 L.
Mezclar y conservar a —20 C

5.3.11. Bromuro de etidio al 1%
Disolver en agua DEPC. Conservar a temperatura ambiente.

5.3.12. SSC 20x

NaCl 175,3g

Citrato de sodio 88,2¢g

Aforar a 1 litro con agua bidestilada y conservar a temperatura ambiente.

5.3.13. Solucién de hibridacién

SDS 10% 7 mL
NH,PO, 1M, pH 7.2 3mL
EDTA 0.5 M 10 uL
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5.3.14. Buffer de baja astringencia:
SSC 2X
SDS 0.1%

5.3.15. Buffer de alta astringencia
SSC 0.15X
SDS 0.1%

5.3.16. Buffer TE 10x, pH 7.5

Tris-HCI 100 mM, pH 7.5 10 mL

EDTA 10 mM, pH 8.0 2mL

Preparar a partir de las soluciones stock, aforar a 100 mL con agua bidestilada y esterilizar en

autoclave.

5.3.17. Solucién TEL

Buffer TE 10x, pH 7.5 I mL
Acetato de Litio 1 M, 1 mL
Agua bidestilada 8 mL

Preparar al momento, a partir de las soluciones stock ya estériles.

5.3.18. Solucién TELP

Buffer TE 10x, pH 7.5 I mL
Acetato de Litio 1 M, 1 mL
PEG 4,000 al 50% 8 mL

Preparar al momento, a partir de las soluciones stock ya estériles.

5.3.19. DTT (Ditiotreitol).
Preparar solucion stock 1 M en agua. Conservar a -20 °C.

5.3.20. Solucién de fosfatos 1 M

Fosfato de potasio dibasico (K;HPOy) 174.18 g

Fosfato de potasio monobasico (KH,POy) 3320 g

Ajustar pH a 7.5 con KOH, aforar a 1 L con agua bidestilada y esterilizar en autoclave.

5.3.21. Amortiguador de extraccion

Solucion de fosfatos 1M 100 mL (100 mM)

EDTA 100 mM, pH 8 10 mL (1 mM)

Ajustar pH a 7.5 con KOH, aforar a 1 L con agua bidestilada y esterilizar en autoclave.

Conservar a 4 °C.
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5.3.22. Buffer Z

NaH,P04.H,0 2.750 g (40 mM)
KCl 0.375 ¢ (10 mM)
MgSO.. 7H,0 0.123 ¢ (1 mM)

Aforar a 500 mL con agua bidestilada y esterilizar por filtracion. Conservar a 4 °C. Al momento
de usar se le ariade 1 ul de DTT 1 M por cada mL de Buffer Z.

5.3.23. ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactosido). Se prepara al momento
Preparar solucion 4 mg/mL de buffer Z.

5.3.24. Na,COs
Preparar solucion 1 M. Conservar a 4 °C.

5.3.25. Solucion A Lowry

NaOH 4¢g

N32CO3 20 g

Aforar a 1000 mL con agua bidestilada. Conservar a temperatura ambiente.

5.3.26. Solucion B Lowry
Tartrato de sodio y potasio 2g

* Aforar a 100 mL con agua bidestilada. Almacenar a 4 °C.

5.3.27. Solucion C Lowry
Sulfato cuprico lg

* Aforar a 100 mL con agua bidestilada. Almacenar a 4 °C en frasco ambar o cubierto con
aluminio.

5.3.28. Solucién ABC Lowry. Se prepara al momento de utilizarse.
19.6 mL solucién A

200 uL solucion B

200 uL solucién C

5.3.28. BSA (albimina sérica bovina)
Solucion 1 mg/mL. Conservar a -20 °C.
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5.3.29. Amortiguador de Pronase

Sorbitol, 1.4 M 7 mL de stock 2 M
Tris-HCI, 25 mM, pH 7.5 2.5 mL de stock 1 M
MgCl,, 2 mM 200 gL de stock 1 M
NaN3, 20 mM 1 mL de stock 2 M

Aforar a 100 mL con agua bidestilada.

5.3.30. Buffer Thorner

Urea, 8 M 24 ¢

SDS, 5% 25 mL stock al 10%
Tris-HCI, 40 mM, pH 6.8 2 mL stock 1 M
EDTA, 0.1 mM 10 uL stock 0.5 M

Azul de Bromofenol, 0.4 mg/mL. 20 mg
Aforar a 50 mL con agua bidestilada.
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5.4.

5.4.1.

Metodologia

Cultivo de células.

Las células se siembran en precultivos de 10 mL de medio YPD o medio minimo (segun sea el

caso) a partir de una colonia aislada de la cepa deseada y se incuba a 30 °C en agitacion constante
a 250 rpm durante 12 a 14 hr.

Posteriormente, las células se lavn 2 veces con agua bidestilada estéril y se determina la densidad
Optica para inocular un cultivo con una densidad optica igual a 0.05 en el medio correspondiente.

Finalmente, los cultivos se incuban a 30 °C en agitacion constante a 250 rpm durante 8 horas o

hasta que alcancen una densidad oOptica aproximada de 0.5.

54.1.1. Aminodcidos
Constituyente Concentracion del Volumen del stock por  Concentracion final en
stock (g/100 mL) litro de medio (mL) el medio (mg/L)
Adenina 0.2 10 20
Histidina 1 2 20
Uracilo 0.2 10 20
Valina 3 5 150
Isoleucina 1 3 30
Leucina 1 10 100
GABA 3 33 1,000
Glutamina 3 33 1,000
Tabla 2. Aminoacidos utilizados en este trabajo.
5.4.2. Extraccion de DNA gendmico

Una colonia aislada se inocula en 10 mL de medio YPD e incubar a 30 °C en agitacion
constante a 250 rpm durante toda la noche.

Las células se colectan centrifugando a 3,000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente y
se desecha el sobrenadante.

Las células son resuspendidas en 1 mL de agua bidestilada estéril y se transfieren a un
tubo de 1.5mL.

Se centrifuga a 14,000 rpm durante 10 segundos y se desecha el sobrenadante. Se
adicionan 200 pL de buffer TE y 40 uL de RNAsa A y se incuba 15 minutos a 50 °C.

Se adicionan 200 pL de la solucion A, 200 uL de solucion B y un volimen de perlas de
vidrio a cada muestra. Se mezcla en vortex a velocidad maxima por 4 minutos.

Se centrifuga a 14,000 rpm durante 5 minutos y la fase acuosa se transfiere a un tubo
limpio. Se agrega 400 pL de solucion B y se centrifuga nuevamente.

La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo y se agrega ImL de etanol absoluto y 10 uL
de acetato de amonio 4M. El tubo se mezcla por inversion y se deja precipitando una hora
a-20 °C.

Una vez transcurrido el tiempo se centrifuga a 14,000 rpm por 15 minutos.
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El sobrenadante se elimina y el DNA se lava con etanol al 70% frio.
El DNA se deja secar a temperatura ambiente por 5 minutos y finalmente se resuspende
en 50 pL de agua estéril. Se conserva a —20 °C.

. Purificacion de productos de PCR

Se utiliza el kit de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega.
Se afiade el volumen de la “Soluciéon de unién a membrana” equivalente al volumen del
producto de PCR (1 mL y 40 pg maximo por columna).

Se coloca una columna en un tubo de recoleccion por cada reaccidon a purificar y la
mezcla preparada en el paso anterior se transfiere a la columna.

Se incuba un minuto a temperatura ambiente y se centrifuga a 14,000 rpm durante un
minuto. La columna se remueve, se descarta el fluido y se regresa la columna al tubo.

El producto adherido a la membrana de la columna se lava afiadiendo 700 uL de la
“Solucion de lavado de la membrana” (previamente diluida con etanol al 95%).

Se centrifuga 1 minuto a 14,000 rpm, se descarta el fluido y se repite el lavado con 500
uL de la Solucién para finalmente centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm.

El tubo se vacia y se centrifuga la columna un minuto adicional a las condiciones antes
descritas.

La columna se transfiere a un tubo de 1.5 mL. Se afiade 50 pL de ‘“agua libre de
nucleasas”, directamente al centro del la columna sin que la punta toque la membrana. Se
incuba a temperatura ambiente por un minuto.

Se centrifuga por un minuto a 14,000 rpm y se descarta la columna. El tubo conteniendo
el DNA eluido se almacena a -20 °C.

. Extraccion de RNA

Crecer un cultivo de células en 100 mL del medio deseado.

Colectar las células, centrifugando a 3,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL de agua DEPC fria. Transferir a
dos tubos de 1.5 mL. Centrifugar 10 segundos a 4 °C y remover el sobrenadante.
Resuspender el pellet de células con el liquido remanente en el tubo y adicionar 400 pL
de solucion TES. Afiadir 400 pL de fenol acido y agitar en vortex vigorosamente durante
10 segundos. Incubar de 30 a 60 minutos a 65 °C con ocasional agitacion en vortex.
Colocar en una mezcla de hielo — agua durante 5 minutos. Centrifugar durante 5 minutos
a velocidad méxima a 4 °C.

Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL y anadir 400 uL de fenol acido y agitar en
vortex vigorosamente. Repetir el paso 5.

Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL y anadir 400 uL de cloroformo. Agitar
vigorosamente en vortex y centrifugar 5 minutos a velocidad maxima a 4 °C.
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5.4.6.

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, afadir 40 pL de acetato de sodio 3M pH 5.3 y 1
mL de etanol absoluto frio y precipitar.

Centrifugar 5 minutos a velocidad maxima a 4 °C. Lavar el pellet de RNA con etanol al
70% frio. Centrifugar y decantar.

Resuspender el RNA en 50 uL. de H,O DEPC.

. Obtencion de sondas marcadas radiactivamente

Se utilizan 50 ng del producto de PCR que deben estar en 1 a 23 pL de volumen,
correspondiente previamente purificado.

Se utiliza el kit de marcaje “Prime-It Random Primer Labeling Kit”, de Stratagene.

Se afiade 10 pL de “random oligonucleotide primers” y tanta agua como sea necesario
para tener 34 pL.

El DNA se desnaturaliza calentando en un bafio de agua hirviendo por 5 minutos. Se
agregan 10 pL de “dCTP primer buffer” 5x, 3 uL de [0 **P]dCTP y 1 pL de enzima Exo
(-) Klenow (5 U/uL) y se mezclo por pipeteo.

La reaccion se incuba a 37-40 °C por 10-15 minutos.

Mientras tanto se prepara una columna de Sephadex G-25 para eliminar la marca libre,
colocando en una jeringa para insulina fibra (para taparla) y Sephadex G-25 hasta llenarla.
La columna se centrifuga cuatro minutos a 1,800 rpm para eliminar el buffer.

Una vez terminada la reaccion ésta se detiene agregando 1 pL de “stop mix” y se afiaden
50 uL de agua para colocarla en la columna y se centrifuga durante cuatro minutos a
1,800 rpm siendo recuperada en un tubo de 1.5 mL sin tapa.

Para desnaturalizar la sonda, se calienta en bafio de agua hirviendo durante 10 minutos y
se coloca en hielo cinco minutos.

Finalmente la sonda se agrega a la solucion de hibridacion y se pone en contacto con la
membrana pre-hibridando.

Electroforesis de RNA

La camara de electroforesis se lava con SDS 1% y se enjuaga con H,O DEPC.

Para preparar el gel se mezcla 1 g de agarosa con 84 mL de H,O y 10 mL de MAE 10x.
Hervir 30 segundos y dejar enfriar a 55 °C para afiadir 6 mL de formaldehido. Vaciar al
molde y dejar que solidifique.

Para preparar 1 L de amortiguador de corrida se mezcla 100 mL de MAE 10x y 30 mL de
formaldehido y se afora con H,O bidestilada.

Para preparar las muestras se mezclan 30 pug de RNA con 20 pL de tampon para RNA y
0.5 uL de bromuro de etidio. Posteriormente se calientan a 65 °C durante 15 minutos. Las
muestras se aplican en el gel.

Correr el gel a 60 volts hasta que el colorante este por salir del gel.
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5.4.7.

54.38.

Revisar el gel en el transiluminador para documentar,

Transferir el RNA a membrana de nylon (Amersham Hybond-N+ de GE Healthcare).
Pre-hibridar la membrana a 65 °C (previamente fijada con luz UV a 12,000 pJ) durante al
menos una hora en solucion de hibridacion. Posteriormente se hibrida toda la noche a 65
°C.

Después de la hibridacion, se realizan dos lavados de baja astringencia a 65 °C durante
cinco y treinta minutos. De ser necesario, se realizan lavados de alta astringencia de la
misma manera.

Transformacién de levadura. (Plasmidos o modulos de interrupcion.)

Inocular 10 mL de YPD con la cepa deseada e incubar en agitacion a 30 °C durante 12
horas.

Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y desechar el
sobrenadante.

Resuspender el pellet en 2 mL de agua bidestilada estéril, medir la densidad Optica e
inocular lo necesario para tener un cultivo de 50 mL de YPD a una DO aproximada de
0.1. Incubar a 250 rpm hasta una DO aproximada de 0.3 (4 h aproximadamente).
Posteriormente centrifugar a 3,000 rpm durante 5 minutos, desechar el sobrenadante y
resuspender en 1 mL de agua. Transferir a un microtubo de 1.5 mL, centrifugar durante
10 segundos y retirar el sobrenadante.

Resuspender el pellet con 1 mL de solucién TEL, centrifugar por 10 segundos, retirar el
sobrenadante y resuspender las células en 200 uL de solucion TEL. A partir de este
concentrado de células, se usan 50 uL por cada evento de transformacion.

Adicionar 1 pg de DNA transformante, 10 pL. de DNA de esperma de salmén
(previamente hervido 5 minutos y 5 minutos en hielo) y 300 pL de solucion TELP.
Mezclar en vortex e incubar en agitacion a 250 rpm a 30 °C durante 30 minutos.
Inmediatamente, afiadir 40 pL. de DMSO, agitar en vortex e incubar en agitacion a 42 °C
durante 15 minutos.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 segundos, desechar el sobrenadante y resuspender en
1 mL de YPD para transferir a un tubo con 3 mL de YPD. Incubar en agitacion a 30 °C
durante 3 horas.

Centrifugar 10 segundos a 14,000 rpm, desechar el sobrenadante y resuspender en 100 puL
de YPD.

Finalmente, platear en cajas del medio deseado e incubar a 30 °C durante 2-3 dias. Para
purificar re-estriar 3 veces en el medio deseado, 10 colonias aisladas.

Obtencidn de extractos de proteina

Crecer un cultivo celular a la densidad optica deseada en el medio de cultivo de seleccion
apropiado. Un cultivo de 50 mL es suficiente para este propdsito.
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Actividad especifica (nmol/min/mg proteina) =

Donde,

Colectar las células por centrifugacion durante 5 minutos a 3,000 rpm a 4 °C. A partir de
este punto las células deben mantenerse en hielo.

Lavar el pellet de células con 10 mL de agua bidestilada fria y centrifugar en las
condiciones mencionadas en el punto anterior. Repetir el lavado.

Realizar un ultimo lavado con Amortiguador de extraccion + DTT 1 mM vy centrifugar
durante 5 minutos a 3,000 rpm a 4 °C.

Resuspender el pellet de células en 600 uL. de Amortiguador de extraccion + DTT 1 mM.
Si la DOgponm €s menor a 0.5 puede resuspenderse en un volumen menor.

Transferir la suspension de células a microtubos de 1.5 mL y agregar 1/3 del volumen de
perlas de vidrio frias.

Agitar en vortex a maxima velocidad durante un minuto y dejar en hielo un minuto.
Repetir 6 veces mas esta operacion.

Centrifugar a 4 °C durante 20 minutos a 13,000 rpm.

Recuperar la fase acuosa y transferirla a un microtubo de 1.5 mL.

El extracto esta listo para usarse.

. Determinacion de Actividad [3-galactosidasa

A una placa de mitrotitulacion de 96 pozos, agregar 1.5 a 15 uL de cada muestra (tal
como se muestra en la tabla) y aforar a 15 L. con Amortiguador de extraccion.

Agregar 135 ulL de Buffer Z + DTT con la pipeta multicanal.

Incubar la placa de microtitulacion a 30 °C durante 5 minutos.

Iniciar la reaccién agregando 30 uL de la solucion ONPG y agitar con la pipeta
multicanal. Anotar el tiempo exacto en el que la adicioén fue hecha ya que a partir de este
tiempo se contard la incubacion.

Incubar durante 1 minuto a 30 °C.

Detener la reaccion agregando 75 uL de la solucion de Na,CO; y anotar el tiempo exacto
en el cual se detiene la reaccion.

Medir la DO a 420 nm y determinar la actividad especifica del extracto de acuerdo a la
siguiente formula:

(DO420nm)(0.255)
(0.0045)(proteina)(vol. extracto)(tiempo)

DOy = 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/mL
Tiempo = Tiempo de reaccion expresado en minutos.
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5.4.10.

5.4.12.

Determinacidén de concentracion de proteina por el método de Lowry.

Preparar la curva estandar utilizando diferentes volumenes de la solucion de BSA, tal y
como indica la tabla.

Para las muestras, utilizar 10, 20, 30 y 40 uL de una dilucién 1:2 y 1:5. Al final, aforar a
40 pL de volumen total con agua bidestilada.

Agregar 200 uL de la solucion ABC a cada pozo, mezclar con la micropipeta multicanal e
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 20 uL de folin diluido, mezclar con la micropipeta multicanal e incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente.

Medir la DO a 625 nm.

Determinar la concentracion de proteina.

Extraccion de proteina total a partir de cultivos de levadura.

Emplear 10 mL de un cultivo saturado de YPD.

Colectar las células por centrifugacion 5 minutos a 3,000 rpm y 4 °C. Decantar el
sobrenadante, resuspender en agua y centrifugar nuevamente en las mismas condiciones.
Decantar el sobrenadante, resuspender el pellet en 280 uL de amortiguador de Pronase.
Transferir las células a un tubo de 1.5 mL y adicionar 50 uL de una solucion de TCA al
85%. Agregar 2.8 pL. de PMSF 0.1 M (17.4 mg/mL).

Agregar un volumen de perlas de vidrio, agitar en vortex a velocidad maxima durante 1
minuto e incubar 1 minuto en hielo. Repetir el procedimiento de 7 a 10 veces.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y mantener sobre hielo.

Lavar las perlas dos veces con 280 pL. de TCA al 5% y mezclar el sobrenadante de los
lavados con el lisado del paso anterior.

Incubar los tubos en hielo durante 5 minutos y centrifugar 10 minutos a 5,000 rpm y 4 °C.
Remover el sobrenadante, asegurandose de eliminar todo el TCA del tubo.

Resuspender el pellet en 30 pul de buffer Thorner, el cual tornara a color amarillo.
Adicionar 1/10 del volumen o lo que sea necesario de Trizma-base 1M (sin pH ajustado)
para que el color del buffer torne nuevamente a color azul.

Las muestras se almacenan a -70 °C.

Ensavo tipo western blot

Bloquear la membrana de nitrocelulosa con leche al 2% en PBS 1x fresco durante 1 hora.
Incubar con el anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente a la dilucion
establecida.

Lavar la membrana 3 veces con leche al 2% en PBS 1x + Tween al 0.05% 5 minutos.
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- Incubar la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
en PBS Ix a la dilucién establecida.

- Repetir los lavados con PBS 1x + Tween al 0.05%.

- Revelar la presencia del anticuerpo secundario, empleando la técnica adecuada.

5.4.13. Extraccion v medicidn de Valina, Isoleucina v Leucina intracelular

De acuerdo al protocolo reportado por Gonzalez et al. (1997), se usaron 15 mL de cultivo en fase
exponencial y de fase estacionaria que fueron mezclados con 15 mL de metanol al 60%
amortiguado con Hepes 70 mM, pH 7.5 y pre-enfriado a -70 °C, siendo la temperatura final de -
20 °C de tal manera que las reacciones metabolicas se detuvieran y no cambiara la poza del
metabolito en cuestion.

La mezcla se centrifugd y para llevar a cabo la extraccion, el pellet fue mezclado con 5 mL de
etanol al 75% y amortiguado con Hepes 250 mM. Posteriormente la suspension de células se
mantuvo en bafio de agua hirviendo durante 4 minutos para después enfriar en hielo 5 minutos y
se secd en vacio a 45 °C por 4 horas. El residuo se suspendi6é en 1 mL de agua y se centrifugd
durante 15 minutos a 13,000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se us6 para la determinacion de los
aminodcidos.

Las muestras fueron desproteinizadas con acido perclorico y los aminoacidos fueron medidos
mediante HPLC con una columna ultrasphere ODS C18 (Beckman Coulter). Mediante
fluorescencia se detectaron los derivados de los aminoacidos con OPA. La fase movil fue 75%
metanol y 25 % amortiguador de acetato de potasio 0.1 M a pH 5.5. El flujo se ajusto a 1.5
mL/min.

Los datos fueron normalizados, dividiendo entre el peso seco (mg) de las muestras de acuerdo a
una curva de calibracion (DO contra peso seco).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. La expresion del gen KIBATI se reprime en presencia de los productos finales de la

via de sintesis de valina, isoleucina y leucina (VIL).

Para determinar el patrén de expresion del gen K/IBATI cuando la fuente de carbono es glucosa,
se realizaron ensayos tipo Northern blot blot, para lo que se crecid un precultivo de K. lactis y a
partir del cual se inocularon varios cultivos de medio minimo (MM) que diferian en la fuente de
nitrégeno. Una vez que alcanzaron una densidad optica aproximada de 0.5 a 600 nm, se extrajo

RNA total de K. lactis.

Para evaluar el efecto que tiene la calidad de la fuente nitrogenada sobre la expresion de KIBATI,
se utilizod una fuente de nitrogeno represora (glutamina), una medianamente represora (amonio) y
una no-represora (GABA, acido y-aminobutirico) y los aminoacidos valina, isoleucina y leucina
(VIL) juntos. Por otro lado, adicionalmente se evalu6 el efecto de cada una de las fuentes de

nitrégeno mencionadas anteriormente en combinacion con los aminoécidos VIL.

Como se aprecia en la figura 13, la expresion del gen KIBATI se reprimid en presencia de los
aminodcidos VIL. Esto sugiere que K/BAT! codifica para una aminotransferasa que se inhibe por
sus productos finales. Las fuentes de amonio, GABA y glutamina promueven la biosintesis de los
aminoacidos VIL. En estas condiciones se observa un nivel de expresion similar en estas fuentes,
lo que indica que la expresion de KIBAT1 es independiente de la calidad de la calidad de la fuente
de nitrégeno. Asi mismo, al no haber una represion por glutamina, sugiere que K/BATI no es un

gen sujeto a represion catabolica nitrogenada (NCR).
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Figura 13. Efecto de la calidad de la fuente de nitrégeno sobre la expresion
de KIBATI y glucosa como unica fuente de carbono. K. /actis se cultivo en
medio minimo suplementado con diferentes fuentes de nitrogeno. Se utilizo
como sonda de K/BATI, un fragmento de 638 pb asi como un fragmento de
486 pb del gen KISCRI. Se cuantifico la sefial en cada condicion y se usoé el
valor obtenido con la sonda de KISCRI para normalizar. En los ultimos dos

carriles la mutante K/batIAy S. cerevisiae como controles negativos (Colon,
M., et al., 2011).

Por otro lado, se observa que en presencia de los aminoacidos, el amonio o el GABA, sigue
existiendo una regulacion negativa de KIBATI (tal y como se observa con solo VIL como fuente
de nitrpogeno. Sin embargo, la adicion simultdnea de glutamina y VIL no reprime la expresion
respecto a la sola adicion de glutamina. Esto es posible que se deba a que en presencia de
glutamina la expresion de los transportadores de los aminoacidos de cadena ramificada se

reprima (Godard, P. et al., 2007).

Dadas las observaciones anteriores, el patron de expresion de KIBATI corresponde a un gen
biosintético ya que generalmente las rutas anabodlicas son controladas por sus productos finales,
con la finalidad de evitar la produccion innecesaria de enzima cuando ésta no es requerida (Chin

et al.,2008).

Adicionalmente, el hecho de que la expresion de KIBATI no se reprima por glutamina y por ende

no esté sujeto a represion catabolica nitrogenada, sugiere que K/IBATI pudiera regularse por el
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factor transcripcional tipo Gen4 de S. cerevisiae, proteina encargada de activar varias rutas

biosintéticas de aminoacidos, como ya se menciono en el apartado de introduccion.

Adicionalmente, datos no publicados de nuestro laboratorio (Hernandez-Lorenzo, F., 2009)
indican que el patron de expresion de BAT! en diferentes fuentes de nitrogeno, es similar al de
KIBAT1I, sin embargo, la represion en la expresion de BAT1 por los productos finales, VIL, es
mayor (aproximadamente 90%) en comparacion con el 70% de represion observado en KIBATI.
Esto probablemente se deba a que en el caso de K/IBATI, es necesario que no se encuentre
totalmente reprimido para que en la célula exista una concentracion basal, considerando que

unicamente hay una sola transaminasa de aminoéacidos de cadena ramificada.

6.2. La expresion del gen KIBATI se reprime con etanol como tnica fuente de carbono.

Las mutantes batl A, bat2 Ay batl,bat2A, se crecieron en etanol como unica fuente de carbono y
nitrogeno como fuente de nitrégeno. Bajo esta condicion, la doble mutante fue incapaz de crecer
aun cuando los aminoécidos VIL fueron afiadidos. Esto indica que el catabolismo de VIL esta
impedido para crecer en presencia de fuentes de carbono no-fermentables (Colon, M., et al.,
2011). En contraste, bajo las condiciones antes mencionadas, la mutante K/batlA si es capaz de
crecer (figura 14), fendmeno completamente opuesto a lo observado en S. cerevisiae. A partir de

este hecho, se deduce que para K. lactis no es necesario el catabolismo de los aminodcidos VIL

durante el metabolismo respiratorio.

0.250 1
m K. lactis

OKlbat1A
0.200 4

0.150 4

0.100 4

Figura 14. Velocidad especifica de
0.050 crecimiento (p) de las cepas silvestre
(K. lactis, barras de color negro) y
0.000 mutante (K/batlA, barras de color

EtOH, Amo EtOH, Amo, VIL blanco) durante metabolismo
respiratorio.

Velociada especifica de crecimiento |1 {h)
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La represion catabolica por glucosa de genes relacionados con la funcion respiratoria es un
fenomeno de gran importancia en S. cerevisiae. Aunque en menor proporcion, este fendomeno
también ocurre en K. lactis (Gonzalez-Siso, et al., 1999). Debido a la alta capacidad respiratoria
de K. lactis en comparacion con S. cerevisiae, consideramos de gran importancia evaluar si la

expresion de KIBAT1 es dependiente de este fendémeno.

Como se describio en el apartado anterior, se extrajo RNA a partir de cultivos de células crecidos
en diferentes condiciones de nitrogeno (amonio, GABA, glutamina y VIL) usando etanol como

unica fuente de carbono.

Amonio

GABA

Glutamina
Amonio+W,1,L
GABA +V.I,L
Glutamina + V.l,L
kibotiA

S. cerevisiae
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Figura 15. Efecto de la calidad de la fuente de nitrogeno sobre la expresion
de KIBATI y etanol como tUnica fuente de carbono. K. lactis se cultivd en
medio minimo suplementado con diferentes fuentes de nitrogeno. Se utilizo
como sonda de KIBATI un fragmento de 638 pb asi como un fragmento de
486 pb del gen KISCRI. Se cuantifico la sefial en cada condicion y se usoé el
valor obtenido con la sonda de KISCRI para normalizar. En los ultimos dos
carriles la mutante klbatiAy S. cerevisiae como controles negativos (Colon,
M., et al., 2011).

Lo que se observa en la figura 15, es que el nivel de expresion de KIBATI es practicamente el
mismo en cualquier condicion de nitrégeno utilizada, no observandose una represion por efecto
de los productos finales (VIL), a diferencia de lo que se observd en el experimento anterior

(figura 12).
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Con base en estos resultados, para conocer si la expresion de KIBATI en ambos metabolismos
(fermentativo y respiratorio) se lleva a cabo al mismo nivel, se llevé a cabo un andlisis de tipo

northern blot, de forma que pudieran compararse ambas condiciones simultineamente.
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Figura 16. La expresion de KIBATI es reprimida bajo
condiciones respiratorias. K. lactis se cultivd en medio
minimo, amonio (como fuente de nitrégeno) y glucosa o etanol KIBAT1

. WT etanol

como fuente de carbono. Se utilizd6 como sonda de KIBATI un
fragmento de 638 pb asi como un fragmento de 486 pb del gen
KISCRI1. Se cuantifico la sefial en cada condicion y se uso el KISCR1
valor obtenido con la sonda de KISCRI para normalizar
(Colon, M., et al., 2011).

1 04

Como se observa en la figura 16, la expresion de K/IBATI estd reprimida bajo condiciones
respiratorias. Cabe mencionar, que bajo las mismas condiciones BAT1 y BAT2 presentan perfiles
de expresion opuestos, de manera que BAT/ muestra un patréon similar al de KIBAT1 mientras

que BAT?2 se encuentra inducido en condiciones respiratorias (Colon, M., ef al., 2011).

6.3. El gen KIBATI tiene también un perfil de expresion catabdlico.

Tal como se observo en la figura 11, la proteina K/Batl posee una capacidad tanto biosintética
como catabdlica pues la mutante K/batiA resultd incapaz de biosintetizar y degradar los
aminoacidos VIL cuando son afadidos al medio como unica fuente de nitrégeno y por
consiguiente fue incapaz de recuperar el fenotipo de la cepa silvestre. Sin embargo, en ensayos de
complementacioén de las mutantes sencillas bat/A 'y bat2A y la doble mutante batlA/bat2A, con
un plasmido monocopia que contenia la region codificante de KIBATI se observd que en
condiciones biosintéticas, Unicamente las mutantes sencillas recuperan el fenotipo de tipo
silvestre mientras que en la doble mutante, K/Batl substituye parcialmente la falta de Batl y
Bat2. Por otro lado, en condiciones catabolicas, ni la mutante bat2A ni la doble mutante alcanzan
el fenotipo de la cepa silvestre lo que sugiere que las propiedades cineticas de K/Batl no

permiten complementar la falta de Bat2 (Colon-Gonzalez, M., et al., 2010).
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Dado que en medio minimo, el patrén de expresion de KIBATI corresponde al de un gen
biosintético (figura 13) y no al de un gen cuyo producto est¢ implicado en el catabolismo,
decidimos evaluar la expresion del gen KIBAT1 en medio YPD, ya que al ser un medio de cultivo
rico, la levadura tinicamente requiere degradar los nutrientes para duplicarse; en este caso, si
hubiera expresion de K/IBAT1, se inferira que el producto del gen, la transaminasa de aminoacidos

de cadena ramificada, es requerida para catabolizar valina, isoleucina y leucina.

Para este proposito, se cultivo a K. lactis y a la mutante K/batlA en medio YPD y se extrajo RNA
total de tres diferentes etapas del cultivo. Se obtuvieron muestras a las densidades opticas de 0.3
(fase logaritmica), 3.0 (estacionaria) y 5.0 (estacionaria tardia) y se realizd6 un ensayo tipo
northern blot (figura 17) donde se observo una determinada cantidad de mRNA, producto de la
transcripcion del gen KIBATI. Al comparar la cantidad de mensajero entre ellas, éste se observo

igualmente acumulado durante las diferentes fases de crecimiento seleccionadas.
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Figura 17. Nivel de la expresion de KIBAT1 en medio rico. K. /actis se cultivo en
medio YPD. Se utilizé como sonda de KIBAT! un fragmento de 638 pb asi como un
fragmento de 486 pb del gen KISCRI. Se cuantifico la sefial en cada condicion y se
uso6 el valor obtenido con la sonda de KISCR! para normalizar.

Considerando que en YPD la funciéon mas probable de una transaminasa seria la catabdlica, el
hecho que K/IBATI se exprese a lo largo de la fase exponencial hasta la estacionaria, sugiere que
en efecto en esta condicion K/Batl pudiera jugar un papel catdbolico, dado que en medio rico la

biosintesis de aminoacidos se reprime.
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Posteriormente, a fin de complementar el experimento anterior, se determind la concentracion
intracelular de los aminoacidos VIL en las cepas silvestre y mutante KlbatlA (figural8). Los
resultados mostraron que durante la fase exponencial (panel A), la concentracion intracelular de
los aminoacidos en la cepa silvestre, se encuentran disminuidos en comparacion con la
concentracion en la cepa mutante K/batlA, donde se encuentran acumulados, confirmando asi,

que la ausencia de la transaminasa conlleva a una acumulacion de VIL, lo que indica su papel

catabolico.
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Figura 18. Concentracion intracelular de los aminoacidos VIL en medio rico (YPD).

Por otro lado, durante la fase estacionaria (panel B), se observa la misma tendencia observada
durante la fase exponencial (panel A), aun cuando las concentraciones de VIL en ambas cepas

son mas bajas que las observadas durante la fase exponencial (ver escala), se confirma el caracter

catabolico de la enzima.

6.4. La region promotora del gen KIBATI contiene las secuencias consenso de uniéon a

Gcend, GIn3 y Nrgl de S. cerevisiae.

Mediante una busqueda en la base de datos del proyecto Genolevures, se obtuvo la secuencia del
promotor del gen KIBATI. Dado que no conocemos el tamafio real del promotor, consideramos
estudiar 1,000 nucleotidos rio arriba del gen. No obstante, debe tomarse en consideracion que el
promotor “adecuado” solamente pudiera ser la region de aproximadamente 200 pb del recuadro

seflalado con una flecha roja en la figura 19, pues es la zona que no se sobrelapa con el ORF

contiguo.
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S P P ‘ P P P Figura 19. Mapa gendmico del
Prstuln koding gens cromosoma KLLAOA. La zona
HM% KLLAOAL0307g KLLAOAL0329g sombreada en gris indica la region
KLLAORLOZ852 que abarca la region codificante del
- ponce gen KIBATI. En un recuadro con
Cis-active elenents una flecha roja se indica la region
Pt e iy I | probable del promotor del gen en
GL300343  GLIR145Z GL3C0557 GL3C0198 cuestion.

Posteriormente, con ayuda de la base de datos de S. cerevisiae en Yeastract, se obtuvo una lista
de los factores de transcripcion y la secuencia a la que podrian unirse en el promotor de 1,000 pb
de KIBATI. Los mas sobresalientes fueron los sitios para Gen4, GIn3 y Nrgl, pues estos sitios
también se encuentran en los promotores de los genes BAT1 y BAT?2 (figura 20). Dado lo anterior,
consideramos importante evaluar su participacion en la regulacion del gen KIBATI y asi poder

establecer un marco comparativo con sus ortélogos BAT1 y BAT?.

-1,000 pb -500pb pb
F f i ‘ f f i ‘ ‘ f { B Gin3
B G4
m Leu3
B Nrgt

Figura 20. Analisis de los sitios de union a factores de transcripcion en la region de 1,000 pb rio arrbia de
la region codificadora del promotor del gen KIBATI. Se muestra una comparacion con las regiones
intergénicas de los genes BATI (1,000 pb) y BAT2 (500 pb) de S. cerevisiae. Unicamente se muestran los
sitios de union para los factores GIn3, Gen4, Leu3 y Nrgl.

Para estudiar funcionalmente el proceso de regulacion de los factores transcripcionales, se
construy6 una fusion del promotor de KIBATI con el gen lacZ de E.coli para medir la actividad
B-galactosidasa en cepas mutantes de S. cerevisiae que se utilizd como un modelo de estudio

heterologo.
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Para llevar a cabo esta construccion, se utilizo el plasmido YEp363 (figura 21) que contiene el
marcador de seleccion LEU2, que cura la auxotrofia por leucina que lleva la cepa receptora que
serd transformada con el plasmido portador de la fusion con lacZ. Esto es importante ya que
ademas de servir como un marcador de seleccion al permitir a las transformantes crecer en
ausencia de leucina, LEU?2 codifica para la B-isoropilmalato deshidrogenasa que cataliza el tercer

paso en la biosintesis de leucina.

Poli-Linker

lacZ

YEp 363

SN— LEU2

Figura 21. Mapa del plasmido YEP363. La region del Poli-Linker, es
aquella donde se llevd a cabo la insercion del Pxipari; lacZ, gen que
codifica para la enzima [-galactosidasa; LEUZ2, marcador de seleccidon
que genera prototrofia a leucina; 2, origen de replicacion para levadura;
Ap®, marcador de resistencia a ampicilina.

Como ya se menciond anteriormente, el tamafio del promotor insertado en el vector, corresponde

a los 1,000 pb rio arriba de KIBAT1I.

6.5. Actividad B-galactosidasa bajo el promotor de KIBAT]I en S. cerevisiae.

El estudio del efecto que tienen diferentes factores de transcripcién sobre un promotor en un
sistema heterdlogo, cuando no existe al alcance otro medio para conocer de que forma se lleva a
cabo la regulacion transcripcional de un gen de interés, resulta de gran ayuda para hipotetizar el o

los mecanismos a los cuales esta sujeta su regulacion.
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Como puede verse en la figura 22, se determiné la actividad B-galactosidasa en 5 diferentes

fondos genéticos de S. cerevisiae: cepa silvestre (WT), gln3A4, gen4A, leu3Ay nrglA y en dos

diferentes fuentes de nitrogeno, una represora (glutamina) y una no-represora (GABA).
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Figura 22. Actividad -galactosidasa para determinar la expresion de
KIBATI en diferentes fondos genéticos de S. cerevisiae.

Los resultados mostraron lo siguiente (figura 22):

ii.

iil.

La expresion de KIBATI se reprimié en glutamina pero no en GABA induciendo una
regulacion catabolica nitrogenada.

El regulador codificado por el gen NRGI funciona como modulador negativo ya que en
una mutante nrg/A en glutamina, se detectd una actividad de 3-gal de casi el doble de la
observada en la cepa NRG1 (WT). Este efecto no se observdé en GABA, condicion en la
que la expresion de KIBATI no esta reprimida.

El regulador codificado por GLN3, muestra un ligero efecto positivo en la expresion de
KIBATI en GABA, que podria considerarse practicamente nulo. Por otro lado, en
glutamina se observa un efecto negativo de casi el doble por la falta de GIn3, debido a que

en ésta condicion K/BATI ya se encuentra reprimido.
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iv.  El regulador Gen4 muestra un claro efecto positivo, ya que la mutante gcn4A disminuye
hasta diez veces la expresion de KIBAT1 en GABA. Tal y como se esperaria, en glutamina
no se observa efecto en la mutante gcn4A4, ya que la expresion del gen esta reprimida.

v.  El regulador Leu3 ejerce un efecto positivo sobre la expresion de KIBATI, pues las
mutantes /eu3A disminuyen su expresion tres veces en GABA, aunque su participacion en

glutamina es nula aparentemente.

Estas observaciones permiten proponer lo siguiente:

En un sistema heterdlogo, la calidad de la fuente de nitrégeno regula la expresion de KIBAT1, alta
en GABA y baja en glutamina, regulacion que se considera caracteristica de genes cuyos

productos codifican enzimas implicadas en el catabolismo de compuestos nitrogenados.

Los reguladores que podrian ser responsables de la induccion de la expresion de K/IBATI en
GABA podrian ser: Gen4 y Leu3. Por su parte, GIn3 no parece jugar un papel importante a
diferencia de lo que se ha reportado para genes catabolicos de S. cerevisiae como DALS (Georis,
L., et al., 2008). El regulador negativo de la respuesta a la calidad de la fuente de nitrogeno es el
codificado por DALS0 y corresponde a un regulador de la familia de factores GATA. En tanto

que Nrgl no pertenece a esta familia, aun cuando su motivo de unién al DNA es un dedo de zinc.

En resumen, la regulacion de KIBATI en el sistema heterologo de S. cerevisiae, en condiciones
derepresoras, estd determinada por reguladores que en S. cerevisiae modulan la expresion de
genes biosintéticos (Gen4 y Leu3). Es importante hacer notar que aun cuando en S. cerevisiae
durante mucho tiempo se considerd que la respuesta a la calidad de la fuente de nitrogeno era
exclusivamente dependiente de los factores GATA, GIn3 y Gatl, nuestro grupo ha encontrado
que en algunos casos, ésta respuesta depende tanto de GIn3 como de Gen4 (Hernandez, H., et al.,
2011) sugiriendo un sistema de regulacion mas complejo. Los resultados reportados en esta tesis
indican que probablemente para K. lactis, GIn3 juegue un papel menor, en tanto que la respuesta
pueda depender de Gen4 y Leu3. Esto abre un nuevo panorama que serd importante analizar a

detalle.
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El uso de sistemas reporteros como [-galactosidasa han permitido medir la actividad
transcripcional mediante la identificacion y andlisis del efecto de los elementos regulatorios sobre
los genes. En nuestro laboratorio, este sistema ha permitido llevar a cabo diversos estudios, sin
embargo, en el caso particular de KI/BATI, no fue de utilidad al encontrar resultados

contrastantes.

Dado que en este punto los resultados obtenidos no nos permiten tener un panorama claro acerca
del efecto que los factores estudiados pudieran tener sobre la expresion de K/IBATI, y con el fin
de analizar la regulacion homologa dependiente de estos factores, se comenzd por construir
mutantes de los genes ortdlogos GLN3 y LEU3 de K. lactis. Posteriormente, estas mutantes

fueron utilizadas para realizar andlisis tipo northern blot que se describiran a continuacion.

6.6. El factor transcripcional K/GIn3 ortélogo a GIn3 de Saccharomyces cerevisiae.

La proteina KI/GIn3 tiene una identidad de 33% con su ortélogo en S. cerevisiae (ver apartado
10.1.3) y en la base de datos el gen que codifica para ella se encuentra registrada como
KLLAOAO1342¢g con algunas similitudes con la proteina P18494 de Saccharomyces cerevisiae,
activador transcripcional de genes regulados por represion catabodlica nitrogenada, localizacion y

actividad regulada por la calidad de la fuente de nitrégeno.

Para conocer si en K. lactis, la respuesta a la calidad de la fuente de nitrégeno (represion
catabodlica nitrogenada, NCR) se regula de manera similar a la reportada para S. cerevisiae, se
analiz6 la expresion de K/PUTI, gen registrado en la base de datos como KLLAOD16962g, que
codifica para una oxidasa de prolina similar a la proteina P09368 de S. cerevisiae (58% identidad,
apéndice I), involucrada en la utilizacién de prolina como tunica fuente de nitrogeno y que
ademads contiene una pre-secuencia de 30 aminoacidos, confiriéndole una probabilidad de 98.93%

de ser dirigida a mitocondria, donde se encuentra PUT.

La expresion de PUTI en S. cerevisiae es sensible a NCR, por lo que en un medio derepresor
(con GABA como fuente de nitrégeno) se encuentra elevada, mientras que la delecion de GLN3,

reduce su transcripcion a niveles muy bajos, contrario a lo observado en K. lactis, ya que bajo las
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condiciones antes mencionadas, K/PUT! se mantiene expresado a un mismo nivel sin importar la

condicién de nitrogeno o la ausencia de K/GIn3 (figura 23).
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Figura 23. Efecto del factor transcripcional K/GIn3 sobre la expresion de KIBATI. K. lactis y
la mutante Klg/n3A fueron cultivadas en medio minimo suplementado con diferentes fuentes
de nitrogeno. Se utilizaron como sondas de KIBAT! un fragmento de 638 pb, de KIGLN3 un
fragmento de 1,085 pb, de KIPUT! un fragmento de 1,163 pb, asi como un fragmento de 486
pb del gen KISCRI. Se cuantifico la sefial en cada condicion y se usoé el valor obtenido con la
sonda de KISCRI para normalizar.

Los resultados obtenidos (figura 23), indican que la expresion de K/PUTI no depende de la
calidad de la fuente de nitrogeno ni de KI/GIn3 y por lo tanto no representa un ejemplo de
regulacion por NCR. En virtud de que hasta ahora no se ha descrito en K. lactis ningun gen cuya
expresion dependa de la calidad de la fuente de nitrégeno y de que el candidato K/PUTI no
presentd una respuesta de este tipo, sera necesario hacer un estudio global que permita identificar
genes de K. lactis que respondan a NCR, con el fin de determinar si esta respuesta existe y que
genes son los que estan sujetos a la misma. Una vez encontrada la red de genes que se regula en
K. lactis por NCR, serd necesario estudiar el papel de K/Ure2. El producto de URE2 en
S. cerevisiae, forma un complejo con GIn3 de forma que éste no puede ingresar al nucleo para

activar sus genes blanco. Tomando esto en consideracion, seria importante analizar como afecta
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la ausencia de K/Ure2 la expresion de genes sujetos a NCR de K. lactis. Otro factor que sera
necesario tomar en cuenta en este analisis es KIGATI, ya que en S. cerevisae juega un papel
similar al de GIn3 para ciertos genes catabdlicos. El ortélogo de GATI de K. lactis posee una
identidad de 22%, sin embargo, el dominio del dedo de zinc se encuentra altamente conservado
(ver apartado 10.1.1) por lo que serd necesario obtener mutantes Klgat/A y dobles mutantes
Klgin3A/Klgatl A que nos permitan examinar el papel de estos factores sobre la expresion de

genes presumiblemente catabolicos de K. lactis.

Por otro lado, la falta de K/GIn3, tinicamente disminuyd la expresion de K/IBATI en glutamina,
pero no tuvo efecto en amonio ni en la fuentes de nitrogeno no-represoras, GABA. Por un lado
estos resultados indican que en presencia de glutamina, la expresion de K/IBATI no se reprime y
por otro que K/GIn3 tnicamente puede actuar en cultivos crecidos en glutamina. Resultados
similares se encontraron para la expresion de GAP2 de Candida albicans que codifica una
permeasa similar a la permeasa general de aminoacidos codificada por GAPI en S. cerevisiae. La
expresion de GAP2 no responde a la calidad de la fuente de nitrogeno y unicamente depende de
GIn3 en glutamina y no de fuentes no-represoras como prolina. Este resultado ha sido
interpretado proponiendo que la respuesta GIn3-dependiente en glutamina pudiera deberse a la
accion conjunta de GIn3 con el sistema sensor de aminoacidos determinado por Csyl y Stp2 que
no funciona en prolina (Liao, W., et al., 2008). En el caso de KIBATI, se podria suponer un
modelo similar. El hecho de que en los experimentos de expresion heterdloga en S. cervisiae, la
expresion de KIBATI dependié muy débilmente de Gln3, indica que en condiciones heterélogas,
GIn3 no es capaz de interactuar con el sensor de aminoacidos de S. cerevisiae codificado por

CSY1.

Para poder analizar si la fusién contiene la region regulatoria adecuada de KIBAT!I y dado que
K. lactis ya contiene una enzima [-galactosidasa enddgena, podria construirse una nueva fusion
con un reportero diferente (como GFP) en un vector para K. lactis y analizarse su expresion
genética en la cepa silvestre y en la mutante Kig/n3A para posteriormente comparar con los

resultados obtenidos en el sistema heter6logo.
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6.7. El factor transcripcional K/leu3 ortologo a Leu3 de S. cerevisiae.

El gen LEU3 de S. cerevisiae fue originalmente identificado como un regulador positivo de la
expresion de LEUI y LEU2, genes que codifican para la isopropilmalato isomerasa y
B-isopropilmalato deshidrogenasa, respectivamente, enzimas de la via de sintesis de leucina

(Kohlhaw, G.B., 2003).

Leu3 es una proteina homodimérica de union a DNA con 886 residuos por mondémero y con un
peso molecular aproximado de 100,000 Da, que reconoce la secuencia palindrémica
5’- CCGN4CGG -3” en los promotores de LEUI, LEU2, LEU4, ILV2 y GDHI y se une a ella
(Boer, V.M., et al., 2005).

Andlisis genéticos y bioquimicos han demostrado que la expresion de al menos siete genes de
S. cerevisiae se encuentran bajo control positivo de Leu3 de los que seis pertenecen a la via de
biosintesis de de los BCAAs (Boer, V.M., et al., 2005). La actividad de Leu3 es modulada por un
intermediario de la via de los BCAAs, el a-isopropilmalato (o-IPM). A altas concentraciones de
o-IPM, Leu3 actua como activador transcripcional, mientras a que a concentraciones bajas o

nulas, Leu3 act@ia como un represor transcripcional (Kohlhaw, G.B., 2003).

En la via de biosintesis de leucina participan 9 enzimas que determinan la produccion de este
aminodcido a partir de piruvato. Parte de la via es compartida con la biosintesis de valina y varias
enzimas también son compartidas para la via de la isoleucina (Sze, J., et al., 1993). La biosintesis
de leucina es controlada por el activador transcripcional Leu3 en respuesta a la disponibilidad de
leucina, que se encuentra activo cuando los niveles del intermediario a-isopropilmalato son altos,
dado que este intermediario funge como co-activador de Leu3. En virtud que en presencia de
leucina se reprime la via, la disponibilidad de a-isopropilmalato sirve como un sensor de los

niveles de leucina (Fafournoux, P., et al., 2000).

El promotor del gen K/IBATI no tiene sitio presunto de union para K/Leu3, de acuerdo a los
analisis realizados usando las bases de datos de S. cerevisiae, sin embargo, datos no publicados

de nuestro laboratorio (Hernandez-Lorenzo, F., 2009) indican que Leu3 regula positivamente a
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BATI y negativamente a BAT2, por lo que consideramos importante estudiar el efecto que tiene el

factor transcripcional K/Leu3 sobre la expresion de KIBATI.
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Figura 24. Efecto del factor transcripcional KlLeu3 sobre la expresion de KIBATI. K. lactis y
la mutante Kl/leu3A fueron cultivadas en medio minimo suplementado con diferentes fuentes
de nitrogeno. Se utilizaron como sondas de KIBAT!I un fragmento de 638 pb, de KILEU3 un
fragmento de 1,506 pb, asi como un fragmento de 486 pb del gen KISCRI. Se cuantifico la
sefial en cada condicion y se uso el valor obtenido con la sonda de KISCR! para normalizar.

Como se observa en la figura 24, solamente se observa un efecto de la falta de K/Leu3 sobre la
expresion de KIBATI bajo condiciones derepresoras (GABA como unica fuente de nitrégeno).
Esto resulta distinto a lo encontrado para el caso de BATI de S. cerevisiae (datos no publicados),
ya que para este caso, Leu3 regula positivamente la expresion tanto en glutamina como en
GABA. Los resultados presentados en la figura 23 son equivalentes a los mostrados en la figura
21 cuando se utiliz6 el sistema heterdlogo de expresion con el reportero -gal en el sentido que
Leu3 unicamente regula en GABA, sin embargo, en el sistema heterélogo la expresion de
KIBATI estéa reprimida en glutamina y por ende los efectos de los activadores no son evidentes,
por lo tanto, podemos concluir que K/Leu3 regula positivamente la expresion de KIBAT1, aunque
este efecto es unicamente evidente en presencia de GABA como fuente de nitrogeno, aun cuando
la expresion de KIBATI es equivalente tanto en GABA como en glutamina. Esto sugiere que al

igual que K/GIn3, K/leu3 pudiera actuar en combinacidén con reguladores presentes en este caso
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en GABA y no en glutamina. Dado que Leu3 en S. cerevisiae actia como homodimero, es
posible considerar que en K. lactis, el ortdlogo de Leu3 pudiera formar heterodimeros con otros

factores para poder llevar a cabo su funcion en lugar de homodimeros.

6.8. Localizacion subcelular de la proteina K/Batl.

De acuerdo a los antecedentes de los paralogos BATI y BAT2, se sabe que el producto del
primero se encuentra en la mitocondria, mientras que el del segundo se localiza en el citosol
(Prohl Corinna, ef al., 2000, Colon-Gonzalez, M., 2010). En S. cerevisiae, el transporte de valina,
isleucina y leucina se lleva a cabo mediante la permeasa general de aminoacidos, Gapl y las

permeasas de aminoacidos de cadena ramificada, Bap2 y Bap3 (Didion, T., ef al., 1995).

Las reacciones para generar el intermediario en la sintesis de leucina (a-IPM) se llevan a cabo en
la mitocondria para después ser transportada al citosol a través de la membrana mitocondrial
(Kohlhaw, G., 2003). Por otro lado, la valina es sintetizada inicamente por Batl por lo que se
encuentra acumulada en la mitocondria y posteriormente se exporta al citosol. En cuanto a la
isoleucina, el ultimo paso de su sintesis es catalizado por Batl en la mitocondria y por Bat2 en el

citosol.

Considerando las premisas anteriormente mencionadas, se esperaria encontrar en la mitocondria a
la transaminasa de aminodcidos de cadena ramificada de K. lactis, por lo siguiente: 1) el perfil de
expresion del gen KIBATI con su paralogo BATI, es muy parecido y ii) si en K. lactis el
requerimiento de valina en la mitocondria solo fuera satisfecho por la tnica transaminasa de

aminoacidos de cadena ramificada, K/Batl, tal como ocurre en S. cerevisiae por Batl.

Con ayuda de la base de datos Mitoprot (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) se determind que la

proteina K/Batl contiene una pre-secuencia de 34 aminoacidos que le da una probabilidad de

97% de ser transportada a la mitocondria (ver tabla 3).
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Proteina No. aa Pre-secuencia Probabilidad
Batl 393 MLQRHSLKLGKFSIRTLATGAPLD 83.4%
Bat2 376 - 4.4%

KiBatl 407 MNYIGLRNCARAVSSRVSIPSRGIKSHILTSYRA 97.2%

Tabla 3. Porcentaje de probabilidad de la proteina de ser transportada a la mitocondria.

Dado que no ha sido reportada la localizacion de la BCAT de K. lactis, y con el proposito de
identificarla, se acoplo la proteina amarilla fluorescente (YFP) a la proteina K/Batl, insertando el

modulo yECitrine directamente en el cromosoma (figura 25).
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Figura 25. Mapa de la construccion de la proteina K/Batl-YFP. Se insertd un modulo

yECitrine con URA3 como marcador de seleccion que reemplaza el codon de término de
KIBATI.

Se seleccionaron al azar 20 clonas a las cuales se les extrajo proteina total para hacer un ensayo
tipo Western empleando un anticuerpo monoclonal a-GFP, para verificar la insercion del modulo
yECitrine. Como se observa en la figura 26, el anticuerpo reveld la presencia de 2 proteinas
donde la de mayor concentracion concuerda con el tamafio esperado de la fusion KIBatl-YFP
(~72 KDa), sin embargo aunque la segunda banda pareciera ser una inespecificidad del

anticuerpo, no se observa en la proteina de la cepa silvestre (WT).

75 kDa =— -

02— A - ——
Figura 26. Ensayo tipo Western
para comprobar la insercion de la

Clona 6
Clona7

WT
Clona 1
Clona 2
Clona 3
Clona 4
Clona 5

proteina amarilla fluorescente.
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Dadas éstas circunstancias, aunque pudiera tratarse de una modificacion post-traduccional,
decidimos verificar por hibridacion tipo Southern que efectivamente el modulo yECitrine se haya
insertado unicamente en el extremo 3" del gen KIBATI y de tal forma comprobamos que en

efecto, solo habia una sola copia del DNA que codifica para la proteina YFP (figura 27).

3,015 Kb — - —
AN MmN O~ Figura 27. Ensayo tipo Southern
E memRY T para comprobar la insercion del
(5} 1% mp e e (o) el 12 , ..
TGaohk ©. 0L OE© modulo YFP en un solo sitio del

genoma de K. lactis.

Una vez que se llevaron a cabo las confirmaciones antes mencionadas, se determind la velocidad
especifica de crecimiento de la cepa etiquetada con la proteina fluorescente y se comparo con la
cepa silvestre para conocer si dicha proteina afectaba en la fisiologia de la célula. Tal como se
observa en la figura 28, comprobamos que la proteina YFP acoplada a K/Batl no afecta la
funcion de la proteina, ya que el fenotipo de la mutante etiquetada es equivalente al de la

silvestre.

61



RESULTADOS Y DISCUSION

0.30 1

0.25 A

0.20 A

0.15 A

0.10 A

Velocidad especifica de crecimiento pL{h?)

Figura 28. Velocidad especifica de crecimiento
(n) de las cepas silvestre (WT, barras de color
negro) y mutante K/IBATI-YFP (barras de color
blanco) en condiciones biosinteticas (MM
glucosa-amonio), catabolicas (MM glucosa-
VIL) y en medio rico (YPD).
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Para determinar la localizacion de la BCAT de K. lactis se prepararon muestras a partir de un
cultivo crecido en MM glucosa-amonio, para observar en el microscopio optico de fluorescencia
y en el microscopio confocal de fluorescencia. En virtud que se esperaba encontrar a K/Batl
localizada en la mitocondria, las células fueron tratadas con Mitotracker para corroborar la
colocalizacion con dicho organelo, sin embargo, sorpresivamente se observdé mayoritariamente
concentrada en un punto y dispersada en toda la célula y no en la mitocondria como se esperaba a

pesar de observarse una ligera fluorescencia en este organelo (figura 29).

Ha sido reportado que las mutantes ade2- tienden a acumular un intermediario fluorescente en la
vacuola y dado que la cepa de K. lactis 155 usada en estos estudios presenta tal auxotrofia, se
tuvo la precaucion de adicionar hasta cinco veces mas la cantidad necesaria de adenina a los
medios de cultivo utilizados en este experimento. Sin embargo, para descartar la acumulacion de
la proteina fluorescente en la vacuola, las células fueron tratadas con DAPI para tediir los ntcleos

y finalmente se observd colocalizacion con el nucleo (figura 30).

Visto lo anterior y considerando la alta capacidad respiratoria de K. lactis, se decidio evaluar si

durante el metabolismo respiratorio (etanol como tnica fuente de carbono), la BCAT ahora si se
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localizaba en la mitocondria, sin embargo, la compartamentalizacion de K/Batl no cambi6 ya que

se siguio localizando en nucleo (resultados no mostrados).

La presencia de K/Batl en el nucleo es inesperada y pudiera sugerir que en K. lactis ésta posee
una actividad alterna, aun desconocida. Tal es el caso de la proteina codificada por LYS20 que
ademas de su funcion como homocitrato sintasa en la que cataliza la condensacion de acetil-CoA
y a-cetoglutarato para formar homocitrato (primer paso en la via de biosintesis de lisina), lleva a

cabo una funcidon nuclear relacionada con la reparacién de dano celular (Scott, P. y Pillus, L.,

2010).

Resultados preliminares (no mostrados) de la doble mutante batl,bat2A de S. cerevisiae,
transformada con un plasmido monocopia que contenia la fusiéon K/Batl-yECitrine bajo su propio
promotor, mostraron una compartamentalizacion diferente a la observada en K. lactis, pues en

este caso la fusion se encontrd tanto en mitocondria como en citoplasma.

Sera interesante analizar a detalle el papel de la presecuencia mitocondrial presente en K/Batl.
Estudiar si esta relacionada con la localizacion en el nicleo o en su caso, elucidar cual es la senal
que lo determina. Aunado a estas observaciones, tendra gran importancia proponer un maodelo
que explique la manera en la que desempefia la funcion de transaminasa desde el nucleo y

ademas la razon por la que se encuentra en dicho compartimento.
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Figura 29. Imagenes de fluorescencia donde se muestra la localizacion subcelular de K/Batl.
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Figura 30. Imagenes de fluorescencia donde se muestra la localizacion subcelular de K/Batl.
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7. CONCLUSIONES

7.1. La aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada de K. lactis, KiBatl,

cataliza la biosintesis y el catabolismo de valina, isoleucina y leucina.

Los resultados mostraron que K/Batl es una enzima bifuncional que cataliza la biosintesis y el
catabolismo de valina, isoleucina y leucina. En medio glucosa-amonio, la mutante K/bat/A es un
auxotrofo total de los aminoacidos pues requiere la adicion simultanea de los tres para mostrar un
fenotipo similar al de la cepa silvestre. Mientras tanto, en medio glucosa-amonio-VIL, la mutante

Klbat1 A no mostrd crecimiento aun en presencia de los aminoacidos de cadena ramificada.

7.2. El perfil de expresion del gen KIBATI corresponde al de un gen biosintético.

La expresion de KIBATI se reprime en presencia de los aminoacidos VIL, lo que sugiere una
regulacion por producto final. Ademas, el nivel de expresion es independiente a la calidad de la
fuente de nitrégeno ya que al no haber una represion por glutamina, indica que K/BATI no es un
gen sujeto a represion catabolica nitrogenada. El patron de expresion encontrado se considera
caracteristica de genes cuyos productos codifican enzimas implicadas en la biosintesis de

aminoacidos.

7.3. La expresion del gen KIBATI se encuentra reprimida durante el metabolismo

respiratorio.

Al analizar el nivel de expresion de KIBATI en diferentes fuentes de nitrdgeno y con etanol como
unica fuente de carbono, no se observa una represion por efecto de los aminodcidos VIL, a
diferencia de lo observado cuando se utilizo glucosa como tnica fuente de carbono. Al comparar
si la expresion en ambos metabolismos (fermentativo y respiratorio) se lleva a cabo al mismo
nivel, se observo que durante el metabolismo respiratorio KIBATI se encuentra naturalemnte

reprimido.

65



CONCLUSIONES

7.4. El gen KIBATI tiene también un perfil de expresion catabdlico.

Al analizar la expresion de KIBATI en tres diferentes fases de la curva de crecimiento en medio
de cultivo rico, se observa que se mantiene encendido a un nivel determinado. De esta forma se
sabe que esté siendo expresado para degradar a los aminoacidos VIL presentes en el medio. Este
caracter catabolico se confirmd determinando la concentracion intracelular de VIL durante las
fases exponencial y estacionaria, en las cepas silvestre y mutante K/bat/ A donde los aminoacidos

VIL se encuentran acumulados al no estar presente la BCAT en comparacion con la cepa silvestre

de K. lactis.

7.5. El promotor de KIBATI comparte con BAT1 y BAT2, los sitios consenso de union de
los factores de transcripcion codificados por GCN4, GLN3 y NRG]I de S. cerevisiae.

Al analizar la region de 1,000 pb rio arriba del ORF de K/IBATI para identificar probables sitios
de unidn a factores de transcripcion usando una base de datos de Saccharomyces cerevisiae, se

encuentra que pudiera contener sitios para Gen4, GIn3 y Nrgl, principalmente, al igual que BAT!

y BAT?.

7.6. El uso del sistema reportero B-galactosidasa en un sistema heterdlogo no fue de

utilidad para KIBAT1 al encontrarse resultados contradictorios.

Tras determinarse la actividad -galactosidasa bajo el promotor de K/BATI en diferentes fondos
genéticos de S. cerevisiae, se encontrd que la calidad de la fuente de nitrogeno regula la
expresion de KIBATI, regulacion que se considera caracteristica de genes cuyos productos
codifican enzimas implicadas en el catabolismo de compuestos nitrogenados. De manera
contrastante, el regulador GIn3 no parece tener efecto a diferencia de lo que se ha reportado para

genes catabolicos de S. cerevisiae.
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7.7. Los factores transcripcionales K/GIn3 y K/Leu3 regulan de una manera distinta a la

reportada para S. cerevisiae.

Al determinar el perfil de expresion de KIBATI en las mutantes Kiglin3A'y Klleu3 A, se encontro
que KIGIn3 regula positivamente al gen K/BATI en glutamina pero no en amonio. Al analizar la
expresion de KIPUTI, éste se mantiene expresado a un mismo nivel independientemente de la
calidad de la fuente de nitrogeno contrario a lo observado para su ortélogo PUT1 de S. cerevisiae.
Por su parte, el factor transcripcional K/Leu3 regula de manera ligeramente positiva a KIBAT1

unicamente en GABA como tnica fuente de nitrogeno.

7.8. La proteina K/Batl se encuentra localizada principalmente en el nucleo y en el

citoplasma.

Los resultados obtenidos sugieren que la proteina K/Batl se encuentra compartamentalizada tanto
en el nucleo como en el citoplasma. La localizacion en el nicleo no se esperaba pues no

concuerda con lo reportado para las BCATs de S. cerevisiae.
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8. PERSPECTIVAS

8.1. Papel de los factores codificados por KIGCN4, KIGATI, KINRGI y KIURE? en la
expresion de KIBATI.

Sera importante analizar el papel de los genes ortdlogos de S. cerevisiae para los que se encontrd
sitio putativo de union en el promotor de K/IBAT1. Para esto, serd necesario construir las mutantes
correspondientes y posteriormente determinar el perfil de expresion del gen KIBATI en dichos

fondos genéticos.

8.2. Determinar si los factores K/GIn3 y KIGcn4 complementan la funcion de sus ortélogos

en S. cerevisiae.

Para entender si los factores K/GIn3 y K/Gcn4 (entre otros) corresponden a los ortélogos de
S. cerevisiae, seria interesante estudiar si éstos complementan la funcion de las mutantes g/ln3Ay

gcn4A.

8.3. (Qué tamaiio tiene el promotor verdadero de KIBATI?

Como se menciond en el apartado 5.4. para los analisis llevados a cabo, se utilizé la region de
1,000 pb rio arriba del ORF de KIBATI. Sin embargo, la region intergénica que no sobrelapa el
ORF contiguo solamente comprende 200 pb aproximadamente. Dado lo anterior, sera importante

determinar cual es el promotor verdadero de K/IBAT para estudios posteriores.

8.4. Analizar la importancia de la sublocalizacion nuclear de K/Batl.

Sera interesante analizar a detalle el papel de la presecuencia mitocondrial de K/Batl y estudiar si

esta relacionada con la localizacion en el ntcleo o en su caso, elucidar cual es la sefial que lo

determina.
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8. APENDICES

8.2.

8.2.1.
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Alineacion de secuencias.

Gatl vs K/Gatl. Identidad:22 %
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8.2.3. GIn3 vs KIGIn3. Identidad 33 %
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8.2.4. Leu3 vs K/Leu3. Identidad: 50 %
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8.2.5. Putl vs K/Putl. Identidad: 58 %
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8.3. Articulo

Los resultados mostrados en los apartados 6.1 y 6.2, fueron publicados en el siguiente articulo
como parte del trabajo de Maritrini Colon Gonzalez, uno de los que constituyen el proyecto
general sobre el estudio de los genes paralogos BAT1 y BAT2 de Saccharomyces cerevisiae.

OPENanCCESS Freely available online PL()S one

Saccharomyces cerevisiae Bat1 and Bat2
Aminotransferases Have Functionally Diverged from the
Ancestral-Like Kluyveromyces lactis Orthologous Enzyme

Maritrini Colén', Fabiola Hernandez', Karla Lépez', Héctor Quezada?, James Gonzalez', Geovani
Lépez’, Cristina Aranda’, Alicia Gonzalez'*

1 Departamento de Bioguimica y Biologla Estructural, Instituto de Fisiologla Celular, Universidad Nacional Auténoma de México, México City, México, 2 Departamento de
Bioguimica, Instituto Macional de Cardiologia, México City, México

Abstract

Background: 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 K. lactis has been distributed in the two
paralogous genes present in S. cerevisiae, and whether this conservation has impacted S. cerevisiae metabolism.

Principal Findings: Our results show that the K/Bat1 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 S. cerevisiae Bat1
and 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 BCAAs the bat14 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 Kibat14 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 biosynthetic and catabolic roles of the ancestral BCAT in two isozymes improving BCAAs metabolism and
constituting an adaptation to facultative metabolism.
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