i ORANAL AUFIRGNT 7
_

X 1]
4

UNIVERSIDAD NACIONAL UN/M &
AUTONOMA DE MEXICO POSGB%\(/%

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

ANALISIS DE LA
COMPARTIMENTALIZACION DIFERENCIAL
ENTRE PRODUCTOS DE GENES
PARALOGOS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS

P R E S E N T A

LCG. MIRELLE CITLALI
FLORES VILLEGAS

TUTORA: DRA. MARIA ALICIA GONZALEZ MANJARREZ

MEXICO, D. F. AGOSTO, 2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

RECONOCIMIENTOS

Esta tesis de maestria se realiz6 bajo la asesoria de la Dra. Maria Alicia Gonzalez Manjarrez, en el
laboratorio 301-Oriente en el departamento de Bioquimica y Biologia Estructural del Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de Mexico.

El comité tutoral que asesoro el desarrollo de esta tesis estuvo formado por

Dra. Maria Alicia Gonzélez Manjarrez Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Dr. Luis Servin Gonzélez Instituto de Investigaciones Biomedicas, UNAM
Dra. Elda Guadalupe Espin Ocampo. Instituto de Biotecnologia, UNAM

Se reconoce la asesoria, invaluable ayuda y apoyo técnico de la Q.F.B. Cristina Aranda Fraustro
durante la realizacion de este proyecto de Maestria.

Se reconoce la invaluable ayuda y apoyo secretarial brindado por Maria del Rocio Romualdo
Martinez del departamento de Bioquimica del Instituto de Fisiologia Celular.

Se utilizaron los servicios de sintesis de oligonucledtidos y secuenciacion del DNA que provee la
Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, del cual es responsable la Dra.
Laura Ongay Larios.

Este trabajo fue financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT, México)
a través de los donativos 49970 y 152448; mediante PAPIT con las referencias IN204412 e
IN204209 y el donativo del INTERNATIONAL CENTER FOR GENETIC ENGINEERING AND
TECHNOLOGY a través del donativo CRP/MEX10-03.

Este estudio de Maestria fue apoyado con una beca para estudios de posgrado de tiempo completo
otorgada por CONACYT.

El jurado de Examen de Maestria estuvo constituido por:

Presidente Dr. Roberto Coria Ortega
Secretario Dr. Alexander de Luna Fors
Vocal Dra. Maria de la Paz S&nchez Jiménez
Vocal Dra. Laura Camarena Mejia
Vocal Dr. Eleazar Martinez Barajas.




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

AGRADECIMIENTOS

A Alicia, por su ensefianza, paciencia, por permitirme estar dentro de su grupo de trabajo y

colaborar en mi desarrollo y por confiar en mi.
A la UNAM por permitirme formar parte de su comunidad, que es un honor y un privilegio.

A mis sinodales, el Dr. Luis Servin y a la Dra. Guadalupe Espin, por ser una guia contante, por sus
consejos y apoyo brindado desde el inicio.

A los miembros del Jurado, por sus valiosas aportaciones a este trabajo y por tomarse el tiempo de

revisarlo.
A Lety, por su incomparable ayuda, por que sin ella pocos podriamos.

A mis comparieros del 301-Oriente, a Geovani por impulsar el inicio de este proyecto; a Juan Carlos
y Alan por la compafiia tempranera que tanto se disfruta; a José Carlos y Lalo por el carifio, la
comprension y por siempre brindarme una sonrisa y una buena platica; a Cristi por todos los
consejos de trabajo y de vida, por estar siempre dispuesta a ayudar; a Maritrini por toda la ayuda
brindada en el trabajo; a Karla, Gina y Luis por los buenos momentos compartidos y por ser muy

buenos comparieros; y a James, Ximena, Joao por las buenas platicas de viajes y demas cosas.

A mis amigos de siempre, Mario, Miguel, Sandy, Javi, Germa, Christian por creer en mi y estar

siempre en mi corazon.

A mis padres, por que siempre estan presentes, por que sin su ayuda, nada de esto seria posible.

Gracias por ser mis modelos a seguir, gracias por impulsarme a seguir adelante.
A mis hermanos, por todos sus cuidados y su amor.

A Augusto, por su infinita ayuda, comprensién, por todas las cosas que aprendimos juntos, por que

gran parte de esto se la debo.
A Diana, por seguir colabordndome y queriéndome.
A mi Aldo, por convertirse en mi angelito de la guarda y cuidarme a cada momento.

A mi Edi, por que me ha permitido ver un mundo diferente, por ayudarme a ver siempre hacia

arriba, por su comprension, cuidados y amor, pero sobre todo por convertirse en mi inspiracion.




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

A Papd, Mamdy, Brisay, Alex; Aldo-y Edi




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

INDICE
ABREVIATURAS p. 7
NOMENCLATURA p. 8
LISTA DE FIGURAS p.10
LISTA DE TABLAS p. 12
RESUMEN p. 13
1) INTRODUCCION p. 15

1.1 Duplicacion génica
1.2 Posible destino de los genes duplicados
1.3 Divergencia funcional de los genes duplicados.
1.4 Importancia de la localizacién subcelular.
1.5 Prediccién de la localizacion subcelular y caracteristicas de las sefiales de localizacion
1.6 Importacién mitocondrial.
1.7 Importacion nuclear
1.8 Evolucion del genoma en levaduras.
1.8.1 Saccharomyces cerevisiae
1.8.2 Lanchacea kluyveri

1) PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION p.28
2.1 Justificacion
2.2 Hipotesis
2.3 Objetivo General
2.4 Objetivos especificos
2.5 Metas

I11) METODOLOGIA p. 31
3.1 Condiciones de crecimiento y cepas.
3.2 Seleccidn de proteinas candidatas.
3.3Andlisis in silico de las caracteristicas de las proteinas candidatas.
3. 4 Construccion de cepas.
3.4.1 Fusidn de proteinas de S. cerevisiae con yECitrine.
3.4.2 Fusién de proteinas de L. kluyveri con yECitrine.
3.4.3 Delitto Perfetto.
3.4.4 Mutantes de delecién sencillas y dobles.
3.4.5 Intercambio de promotores enddgenos por el promotor tet.
3.5 Analisis de microscopia de fluorescencia
3.6 Andlisis filogenético.
3.7 Curvas de crecimiento.
3.8 Concentraciones minimas inhibitorias de metilglioxal para Glo2/Glo4.
3.9 Preparacion del extracto celular y ensayo enzimatico de alanina aminotransferasa.
IV) RESULTADOS p.40
4.1 Eleccidn de parejas de proteinas empleadas en este trabajo y técnicas de seleccion.
4.1.1 Parejas candidatas y su funcion.
4.1.2 Analisis in silico utilizado para determinar las caracteristicas de las proteinas

candidatas.

4.1.3 Microscopia de fluorescencia de las parejas descartadas.
4.2 Estudio del mejor programa de prediccion de localizacion subcelular
4.3 Parejas finales.

4.3.1 Transaminasas de alanina ScAlt1/ScAlt2




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

4.3.1.1Antecedentes de las transaminasas de alanina ScAlt1/ScAlt2.

4.3.1.2 Cepas utilizadas ScAlt1/ScAlt2.

4.3.1.3 Microscopia de fluorescencia de ScAlt1l-yEC y ScAlt2-yEC.

4.3.1.4 Prediccion de localizacion de LKAIt1.

4.3.1.5 Localizacion de la proteina LkAIt1-yEc.

4.3.1.6 Relocalizacion de ScAltl y ScAlt2.

4.3.1.7 Actividad especifica de SCAIt1R-70 y ScAlt1-84.

4.3.1.8 Determinacion del fenotipo de las mutantes de los genes SCALT1y

ScALT2
4.3.1.7.1 Curvas de crecimiento en glucosa
4.3.1.7.2 Curvas de crecimiento en etanol
4.3.1.9 Conclusiones ScAlt1/ScAlt2.
4.3.1.10 Perspectivas ScAIt1/ScAlt2.

4.3.2 Aminotransferasas de aminoécidos de cadena ramificada ScBatl/ScBat2

4.3.2.1 Antecedentes de las aminotransferasas de aminoacidos de cadena

ramificada ScBatl/ScBat2.
4.3.2.2 Cepas utilizadas ScBat1/ScBat?2.
4.3.2.3 Microscopia de fluorescencia ScBatl/ScBat2.
4.3.2.4 Prediccion de localizacion de LkBatl y LkBat2.
4.3.2.5 Localizacion de la proteina LkBat1.

4.3.2.6 Determinacion del fenotipo de las mutantes de los genes SCBAT1y

ScBAT2
4.3.2.6.1 Curvas de crecimiento en glucosa
4.3.2.6.2 Curvas de crecimiento en etanol
4.3.2.8 Conclusiones ScBat1/ScBat2.
4.3.2.9 Perspectivas ScBatl/ScBat?2.
4.3.3 Glioxilasas de tipo Il ScGlo2/ScGlo4

4.3.3.1 Antecedentes de las glioxilasas de tipo Il ScGlo2/ScGlo4.

4.3.3.2 Cepas utilizadas ScGlo2/ScGlo4.
4.3.3.3 Microscopia de fluorescencia ScGlo2/ScGlo4.
4.3.3.4 Prediccion de localizacion de LkGlo2.
4.3.3.5 Localizacion de la proteina LkGlo2.
4.3.3.6 Relocalizacion de ScGlo2 y ScGlo4.
4.3.3.7 Propiedades fisioldgicas.
4.3.3.8 Perspectivas ScGlo2/ScGlo4.
4.3.3.9 Conclusiones ScGlo2/ScGlo4.
4.3.4 Trrl/Trr2
4.3.4.1 Antecedentes  ScTrrl/ScTrr2.
4.3.4.2 Cepas utilizadas ScTrr1/ScTrr2.
4.3.4.3 Microscopia de fluorescencia ScTrrl/ScTrr2.
4.3.4.4 Prediccion de localizacion de LKTrr.
4.3.3.3 Construcciones de la pareja ScTrrly ScTrr2

V) DISCUSION GENERAL

V1) CONCLUSIONES GENERALES
VI1) PERSPECTIVAS GENERALES
VII1) REFERENCIAS

IX) ANEXOS

p.75
p.78
p.80
p.8l
p.87




aa
AACR
BLAST

cDNA
clo
CORE
DNA
DO
Exp

IROS
L

m

MA
MM
MP
MRNA
n

NLS
NPC
NAHR
NHEJ
Nom_sis
PCR
perox
presec
RE
RNA
rpm
RSP
Sce
sec

Skl

TA

tet

Vv

Va
LIV
WGD
yEC/yEcitrine
YPD

Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

ABREVIATURAS
Aminoacidos

Aminoacidos de Cadena Ramificada
Herramienta de Busqueda por Alineamiento Local Bésico
Citoplasma

DNA complementario

Cloroplasto

Reportero Contra seleccionable

Acido desoxirribonucleico

Densidad Optica

Expresién

Isoleucina

Oligonucle6tidos Recombinantes Integrativos
Leucina

Mitocondria

millones de afos

Medio minimo de levadura

Membrana plasmatica

RNA mensajero

Ndcleo

Sefial de localizacion nuclear

Complejos de Poros Nucleares
Recombinacion Homdloga no Alélica
Recombinacion por unién de extremos no homologos
Nombre sistematico

Reaccion en cadena de la polimerasa
Peroxisoma

presecuencia

Reticulo Endoplasmico

Acido ribonucleico

revoluciones por minuto

Relocalizacion subcelular de proteinas
Saccharomyces cerevisiae

Proteina secretada

Lanchancea kluyveri

Temperatura Ambiente

Promotor constitutivo de Tetraciclina
Valina

Vacuola

Valina, Isoleucina, Leucina
Duplicacién total del Genoma
Proteina verde fluorescente yECitrine
Medio rico de levadura




his3

His3

HIS3
KanMX

leu

LKkAIt1
LKALT1
LkBatl
LKkBAT1
LkGlo2
LKkGLO2
MATa
MATo
metl15

NAT
ScAltl
ScALT1
ScAlt1R-70
ScAlt1R-84
ScAltl-yEC
ScaltiA
ScAlt2
SCALT2
ScAIlt2R+70
ScAIlt2R+84
ScAlt2-yEC
Scalt24
ScBatl

ScBAT1

ScBatlR-17
ScBatl-yEC
ScbatlA
ScBat2

ScBAT2

ScBat2R+17
ScBat2-yEC
Scbat2A
ScGlo2
ScGLO2

Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

NOMENCLATURA
Gen inactivo de HIS3
Fosfato de imidazolglicerol dehidratasa
Gen que codifica para la fosfato de imidazolglicerol dehidratasa His3
Madulo que confiere resistencia a Geneticina
Gen inactivo de LEU2
Transaminasa de alanina de Lanchancea kluyveri
Gen que codifica para la transaminasa de alanina de L. kluyveri
Transaminasa de aminoécidos de cadena ramificada de L. kluyveri

Gen que codifica para la transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada de L. kluyveri

Glioxilasa tipo Il de Lanchancea kluyveri

Gen que codifica para la glioxilasa tipo Il de Lanchancea kluyveri
Determinacion del tipo sexual a

Determinacion del tipo sexual a

Gen inactivo de MET15

Nourseotricina

Transaminasa de alanina mitocondrial de S. cerevisiae

Gen que codifica para la transaminasa de alanina mitocondrial ScAltl
La proteina ScAlt1 que no tiene los primeros 70 aminoécidos

La proteina ScAltl que no tiene los primeros 84 aminoacidos

Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen SCALT1
Delecion del gen ScALT1

Transaminasa de alanina citoplasmica de S. cerevisiae

Gen que codifica para la transaminasa de alanina citoplasmica ScAlt2
La proteina Alt2 que tiene los primeros 70 aminoacidos de ScAlt1

La proteina Alt2 que tiene los primeros 84 aminoacidos de ScAltl
Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen SCALT2
Delecion del gen SCALT2

Transaminasa de aminoécidos de cadena ramificada mitocondrial

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

Batl

La proteina Batl que no tiene los primeros 17 aminoacidos

Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen ScBAT1
Delecidn del gen SCBAT1

Transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada citoplasmica

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

Bat2

La proteina Bat2 que tiene los primeros 17 aminoécidos de Batl
Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen SCBAT2
Delecion del gen SCBAT2

Glioxilasa tipo |1 citoplasmica de S. cerevisiae

Gen que codifica para la Glioxilasa tipo Il citoplasmica ScGlo2




ScGlo2R+11
ScGlo2-yEC
Scglo24
ScGlo4
ScGLO4
ScGlo4R-11
ScGlo4-yEC
Scglo44
ScTrrl
ScTRR1
ScTrrl-yEC
SctrrlA
ScTrr2
SCTRR2
ScTrr2-yEC
Sctrr2A
ura3

Ura3

URA3

A

Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

La proteina Glo2 que tiene los primeros 11 aminoécidos de ScGlo4
Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen ScGLO2

Delecion del gen ScGLO2

Glioxilasa tipo Il mitocondrial de S. cerevisiae

Gen que codifica para la Glioxilasa tipo Il mitocondrial Glo4

La proteina Glo4 que no tiene los primeros 11 amino&cidos

Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen ScGLO4

Delecion del gen ScGLO4

Reductasa de tiorredoxina mitocondrial

Gen que codifica para reductasa de tiorredoxina mitocondrial ScTrrl
Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen ScCTRR1

Delecidn del gen SCTRR1

Reductasa de tiorredoxina citoplasmica

Gen que codifica para reductasa de tiorredoxina citoplasmica ScTrr2

Fusion de la proteina yECitrine al extremo carboxilo del gen SCTRR2

Delecidn del gen SCTRR2

Gen inactivo de URA3

Fosfato 5' orotidina decarboxilasa

Gen que codifica para la fosfato 5' orotidina decarboxilasa Ura3

Delecion del gen




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fases que determinan la preservacion de un gen duplicado.

Figura 2. Posible destino de los genes duplicados.

Figura 3. Posibles escenarios de relocalizacion subcelular posteriores a la duplicacion.
Figura 4. Logos de secuencia que ayudan a determinar las posibles presecuencias.

Figura 5. Vias principales del importe a la matriz mitocondrial y a la membrana interna.
Figura 6. Arbol filogenético que contiene la familia de los Ascomycotas y Basidiomycotas.
Figura 7. Metodologia denominada Delitto Perfetto.

Figura 8. Ensayo enzimatico utilizado para medir la actividad de alanina aminotransferasa.
Figura 9. Localizacion subcelular de las parejas eliminadas.

Figura 10. Reaccion de las transaminasas de alanina.

Figura 11. Localizaciones de ScAltl y ScAlt2.

Figura 12. Analisis filogenético de ScAltl, ScAlt2 y SKAIL.

Figura 13. Localizacion mitocondrial de LKAIt1.

Figura 14. Localizacién subcelular de ScAIt1R-70 y ScAIt1R-84.

Figura 15. Velocidades de crecimiento en glucosa como fuente de carbono y amonio o alanina
como fuente de nitrégeno.

Figura 16. Velocidades de crecimiento en etanol como fuente de carbono y amonio como fuente de
nitrégeno ScAlt1-ScAlt2.

Figura 17. Velocidades de crecimiento en etanol como fuente de carbono y alanina como fuente de
nitrégeno.

Figura 18. Compartimentalizacion de la via de sintesis y degradacion de los aminoécidos de cadena
ramificada en S. cerevisiae.

Figura 19. Localizaciones de ScBatl y ScBat2.

Figura 20. Andlisis filogenético de ScBat1, ScBat2, LkBatl y LkBat1.
Figura 21. Localizacion mitocondrial de LkBat1.

Figura 22. Localizacion de ScBat1R-17.

Figura 23. Velocidades de crecimiento en medio con glucosa y amonio, LIV o LIV mas amonio
como fuente de nitrégeno.

Figura 24. Velocidades de crecimiento en medio con glucosa y valina isoleucina o leucina como
fuente de nitrégeno.




Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.

Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

Velocidades de crecimiento en medio con etanol y amonio para ScBatl y ScBat2.
Via del metilglioxal.

Resultados de la microscopia para las glioxilasas tipo Il.

Analisis filogenético de ScCGLO2, ScGLO4 y LkGLO2.

Localizacion subcelular de LkGlo2.

Localizacion subcelular de ScGlo2R+11.

Los sistemas de GSH-glutaredoxina y tiorredoxina.

Localizaciones de ScTrrly ScTrr2.

Analisis filogenético de SCTRR1, ScTRR2 y LKTRRL1.




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos 2012

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Parejas de proteinas candidatas y su funcion.

Tabla 2. Caracteristicas de las parejas candidatas.

Tabla 3. Cepas construidas para la determinacién de localizacion de las parejas eliminadas.
Tabla 4. Prediccion de localizacion subcelular.

Tabla 5. Actividades especificas de alanina transaminasas (SCAIt1/ScAlt2)

Tabla 6. Cepas utilizadas para estudiar la parejas SCAIt1l/ScAlt2

Tabla 7. Actividades especificas de alanina aminotransferasa (ScAltl de tipo silvestre y
relocalizada).

Tabla 8. Cepas utilizadas para estudiar la pareja ScBat1/ScBat2
Tabla 9. Cepas utilizadas para estudiar la pareja ScGlo2/ScGlo4.

Tabla 10. Concentraciones minimas inhibitorias de metilglioxal para las mutantes de ScGLO2 y
ScGLO4

Tabla 11. Cepas utilizadas para estudiar la pareja ScTrrl/ScTrr2




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

RESUMEN

La duplicacion génica ha sido considerada el proceso evolutivo mas importante para el
origen de nuevos genes. Al producir copias de genes prexistentes, la duplicacion provee el material
para que las mutaciones, la deriva génica y la seleccion natural puedan actuar sobre estas copias
(Byun-MacKay, 2007). Los posibles procesos evolutivos que guian el destino de las nuevas copias
pueden ser los siguientes: pseudogenizacion (pérdida de la funcién), subfuncionalizacion
(reparticion de las funciones del gen ancestral) o neofuncionalizacion (la aparicion de una nueva

funcion).

La relocalizacién subcelular de proteinas (PSR, por sus siglas en inglés) contribuye a la
diversificacion funcional de los productos de una duplicacion génica, los cuales pueden adquirir
nuevas funciones relocalizando sus productos en diferentes compartimentos dentro de una misma
célula. La adquisicion de una nueva funcion puede deberse a que hay un nuevo grupo de
interactores, concentraciones diferentes de sustratos y/o condiciones fisicoquimicas distintas en el
nuevo compartimento. Esta relocalizacion se puede dar por la alteracion del péptido sefial, por un
error en la duplicacion que altere el 5° del gen o a través de mutaciones puntuales (Byun-MacKay
2007).

En Saccharomyces cerevisiae el 37% de las proteinas paralogas tiene un duplicado que se
localiza al menos en un compartimento diferente. Lo que ha llevado a investigar si las funciones
estan influenciadas por su localizacion. Como ejemplo de lo anterior, en el laboratorio de la Dra.
Gonzalez Manjarrez se determind que los productos paralogos ScBatl y ScBat2 presentan una
localizacion diferencial, de tal manera que ScBatl se localiza en la mitocondria, en tanto que Bat2
se localiza en el citosol (Colén, 2010). Dicho genes participan en el tltimo paso de la biosintesis de
aminoacidos de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina, LIV) y en el primer paso de su
catabolismo. Posteriormente, se encontré que la proteina ortéloga de Kluyveromyces lactis esta
localizada principalmente en nlcleo y citoplasma (datos no publicados). Estos resultados indican
que, durante el proceso de retencidon y divergencia funcional de estos genes paralogos, la
relocalizacion pudo haber desempefiado un papel importante en su evolucién y funcion biol6gica,
ya que esta propicia el contacto con nuevos interactores y sustratos, lo que podria afectar
selectivamente la especificidad y otras propiedades necesarias para llevar a cabo la funcion.
Ademés de lo anterior, se han encontrado otras parejas de genes pardlogos con localizacién
diferencial en el metabolismo de S. cerevisiae, tales como ScAltl/ScAlt2, ScCitl/ScCit2,
ScGlo2/ScGlo4, etc.
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El trabajo de maestria que aqui se presenta se centrd en la importancia de la localizacion
subcelular y en los procesos evolutivos posteriores a la duplicacion de cuatro parejas de genes
paralogos, que muestran una localizacion diferencial, los cuales son: ScBat1l/ScBat2 (transaminasas
de aminoacidos de cadena ramificada), SCAIltl (transaminasa de alanina)/ ScAlt2 (no se conoce su
funcidn aunque tiene un porcentaje de identidad de 67% con ScAltl), y ScGlo2/ScGlo4 (Glioxilasas
tipo I1) y ScTrrl/ScTrr2 (Triorredoxin Reductasas) se compard su localizacién con el de la Unica

enzima ort6loga de la levadura tipo ancestral Lanchancea kluyveri.

A partir de este trabajo se definié que al igual que ScBatl, ScAltl es exclusivamente
mitocondrial, en tanto que ScGlo4 comparte la localizacién citoplasmica y mitocondrial. Por su
parte, ScAlt2, ScBat2 y ScGlo2 son citoplasmicas y nucleares. También se determind que SKAIt y
SkBat se localizan en la mitocondria, y que el proceso evolutivo que llevaron a cabo las proteinas
paralogas fue la neolocalizacion ya que ScAlt2 y ScBat2 se encuentran en el citoplasma y en el
nucleo. SkGlo se localiza en el citoplasma, hasta el momento no se ha podido descartar que se
encuentre en otro compartimento celular, por lo que no se ha podido definir el proceso evolutivo

que sufrieron las proteinas paralogas de S. cerevisiae.

Para determinar la importancia de la localizacion en la diversificacion funcional de las
proteinas duplicadas, se eliminaron o afiadieron presecuencias de importacién mitocondrial para
intercambiar la region subcelular de las proteinas paradlogas y se observé la repercusiéon de la
localizacion en la funcion de las proteinas. En cuanto a las propiedades fisioldgicas, se encontrd
que la relocalizacion de ScAltl, de mitocondria a citoplasma y ndcleo, no tiene repercusion alguna
en la velocidad de crecimiento, independientemente de la condicion de estudio. Para determinar la
repercusion de la relocalizacion de ScAlt2 a la mitocondria es fundamental determinar primero su

funcion.

Para la pareja ScBatl y ScBat2, pudimos encontrar que la funcion si esta determinada por la
localizacion, ya que se observé que al relocalizar a ScBatl de la mitocondria al citoplasma y nucleo
ésta tiene capacidad de catabolizar de forma similar a la cepa silvestre cuando se encuentra sola en
el citoplasma (ScBatlR-17 Scbat2A), mientras que cuando se encuentra en la mitocondria (SCBAT1

Scbat2A) no es 100% eficiente para catabolizar LIV y usarlo como fuente de nitrégeno.

Este trabajo muestra por primera vez que existe una relacion entre la relocalizacion de las
proteinas paralogas (ScBatl y ScBat2) y su diversificacion funcional, ya que el compartimento les

proporciona un caracter catabélico o biosintético.
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)] INTRODUCCION

1.1 Duplicacion génica

La duplicacion génica ha sido considerada el proceso evolutivo mas importante para el
origen de nuevos genes, al producir copias de genes preexistentes, la duplicacién provee el material
para que las mutaciones, la deriva génica y la seleccion puedan actuar sobre estas copias (Byun-
MacKay & Geeta, 2007). El destino de los genes duplicados puede ser: la pseudogenizacion, la
subfuncionalizacion o la neofuncionalizacion. Sin los eventos de duplicacion génica la plasticidad
del genoma en las especies que se adaptan a ambientes cambiantes seria muy limitada (Zhang,
2003).

Los cambios genéticos que ocurren en un genoma atraviesan cuatro etapas: 1) origen a
través de una mutacion, 2) fase de fijacion, 3) segregacién en la poblacion, y 4) preservacion. Las
duplicaciones génicas tienen esta misma trayectoria, pero poseen una caracteristica adicional y
crucial para su preservacion, desde el momento de la aparicion de la nueva copia, la adquisicion de
diferencias genéticas entre las copias resultantes altera la probabilidad de que alguna de las copias

se preserve. Esta fase puede ser llamada la fase de “determinacion del destino” (Figura 1).

Fijacién Delecién o pseudogenizacion Fijacion
' \/\( \,\/
E
i
E
E
0.5 4 ! A A
| A [£]
i
E Mutacién
Duplicacién ! determinadora
i del destino
3 Vo ; v
Fase de : Fase de fijacion i Fase de Fase de
preduplicacién Tiempo = determinacion preservacion

Figura 1. Fases que determinan la preservacion de un gen duplicado. Primera, el origen a través de una mutacion,
segunda, la fase de fijacion, tercera segregacion en la poblacion, y como dltimo paso se encuentra la preservacion.
Obtenido de Innan & Kondrashov, 2010.

Se asume que el nuevo duplicado es indistinguible funcionalmente del original. La
probabilidad de fijacion de los duplicados y la longitud de la fase de fijacion depende de la fuerza

de seleccidn para la pareja de paralogos (Innan & Kondrashov, 2010).
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La duplicacion génica puede ser el resultado de la operacion de cuatro mecanismos: 1)
Entrecruzamiento desigual que depende del lugar en donde ocurra el entrecruzamiento y por tanto
puede duplicarse una parte de un gen, el gen entero o varios genes. El resultado de este evento son
las duplicaciones en tindem que no necesariamente tienen la misma orientacion, lo que explica que
algunos genes duplicados tengan orientaciones opuestas. 2) Por poliploidizacién, en donde hay un
cambio numérico en la serie completa de cromosomas, resultado de una division celular anormal o
del apareamiento irregular entre dos organismos (cruza entre dos células diploides). La
poliploidizacion tiene un efecto muy fuerte sobre la evolucion de los genomas, lo cual se verd mas
adelante. 3) Por transposicion duplicativa del DNA, esto es, mediante dos principales vias que son
la recombinacion homoéloga no alélica (NAHR) y por union de extremos no homologos (NHEJ). 4)
Retrotransposicion que ocurre cuando un RNA mensajero (MRNA) es retrotranscrito a DNA
complementario (cDNA) e insertado al genoma, cabe mencionar que dentro de esta duplicacion hay
pérdida de intrones y secuencias regulatorias (Hahn, 2009). Cuando se pierden secuencias
regulatorias, al gen duplicado frecuentemente le faltan elementos necesarios para la transcripcion y
se convierte en un pseudogén, a menos que se haya insertado rio abajo de una secuencia promotora
no relacionada (Long, 2003; Hahn, 2009).

En el proceso de poliploidizacion, las redundancias gendmicas existen en varios niveles: en
el genoma completo, cromosomas, genes y regiones regulatorias. Cada nivel de redundancia esta
sujeto a procesos de mutacién y deriva génica aleatoria, la cual, puede llevar a la pérdida de funcion
del gen o de la secuencia regulatoria. Si los cromosomas duplicados pierden diferentes genes,
entonces la viabilidad de los organismos dependeria de que los cromosomas se complementen y

guarden copias funcionales presentes antes de la duplicacion (Zhang, 2003).

1.2 Posible destino de los genes duplicados

Posterior a la duplicacion hay cuatro posibles destinos evolutivos que pueden sufrir

cualquiera de las dos copias son (Figura 2):

A) Pseudogenizacion. Se relaciona con mutaciones que modifican la secuencia y, por lo
tanto, la funcion de uno de los genes duplicados. Estas mutaciones tienen generalmente, un efecto
deletéreo, es decir, que pueden llevar al cese de la expresion o de la funcién; posteriormente el
pseudogén puede ser eliminado del genoma. Se ha determinado que a través de la evolucién este es
el proceso mas frecuente, ya que las mutaciones generalmente son deletéreas, lo que explica que los
organismos que tuvieron una duplicacién total del genoma s6lo mantengan una pequefia parte de
sus genes duplicados. (Kimmura & King, 1979; Ohno, 1972).
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B) Conservacion de la funcion. La presencia de genes duplicados llega a ser benéfica
simplemente porque hay una cantidad extra de proteina o de productos de RNA que presentan una
gran demanda, como histonas 0 RNAs ribosomales. La otra explicacion de la conservacion de las
dos copias, es que el segundo gen puede proveer redundancia funcional, y en caso de que el locus
original se deshabilite por una mutacion, se tendria esa segunda copia para “contrarrestar” el daio

(Ohno, 1970).

C) Neofuncionalizacion. Fue descrita por Ohno en los 70’s. Este modelo sefiala que,
anterior a la duplicacidn, una de las dos copias es suficiente para cumplir la funcion requerida, por
lo que las copias extra son redundantes. Si la copia nueva se fija en la poblacidn, la copia original
mantendra su funcién, y la nueva seré liberada de la seleccidn negativa, por lo que podra acumular
mutaciones y convertirse en un pseudogén, pero ocasionalmente, acumulara sustituciones que la
lleven a tener una nueva funcion que sera retenida por seleccion. Este modelo predice que la tasa
de evolucién (mutaciones por generacion) se acelerara en la copia y se mantendrd, igual que antes

de la duplicacién, en la original (Ohno, 1970; Zhang, 2003).

A) Pseudogenizacion B) Conservacion de la funcion

Figura 2. Posible destino de
los genes duplicados.
Pseudogenizacién  (pérdida
de las funcién o expresion de
alguna de las copias),
Conservacion  (permanecen
iguales las dos proteinas),
Neofuncionalizacion

(Ganancia de una funcion no
conocida por el ancestro) y
subfuncionalizacion

(particidn de las funciones de
la proteina ancestral).
Modificada de Conrad, 2007.
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D) Subfuncionalizacion. Piatigorsky (2007) propuso que la duplicacion se encuentra
precedida por un periodo de ‘gene sharing’, en el cual una sola proteina lleva a cabo dos funciones
distintas; posterior a la duplicacion se tienen dos genes que codifican para proteinas funcionalmente

complementarias a la proteina ancestral. La especializacion también puede ser alcanzada por un
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cambio en los patrones de expresidn temporal de uno o ambos genes (Hughes, 1994; Force, 1999;
Taylor & Raes, 2004).

1.3 Divergencia funcional de los genes duplicados

Anteriormente se plante6 que posterior a la duplicacion las copias pueden tener varios
destinos, de los cuales sdlo la neofuncionalizacion y la subfuncionalizacién presentan una

divergencia funcional, pero, ;Cémo se logra la divergencia funcional?

Se ha demostrado, a través de experimentos llevados a cabo en multiples especies, que
puede haber mutaciones en diferentes regiones, las primeras se localizan en la region codificante,
donde la funcién puede variar haciendo cambios en el sitio activo, de reconocimiento del sustrato,
0 en la regién de interaccion con otras proteinas. Los segundos se relacionan con cambios en la

expresion que pueden llevarse a cabo en la regién cis-regulatoria o en genes reguladores.

Los cambios en la regidn cis-regulatoria y los cambios de la region codificante son
independientes y son mucho mas frecuentes en la region regulatoria, por lo que se puede encontrar,
en una pareja de genes duplicados, mayor divergencia en los niveles de expresion o en los patrones

de regulacion.

También se ha planteado la idea de que los productos de los genes duplicados pueden tener
cambios en la localizacion subcelular y que esto contribuye a la diversificacion funcional. De
manera general, se ha propuesto que la alteraciéon de un péptido localizado en la regién N-terminal
en las proteinas, produce cambios en localizacion subcelular de una proteina duplicada, lo que
puede ser un proceso que lleve a que las proteinas tengan nuevas funciones. Esta relocalizacion se
puede dar no sélo por la alteracion del péptido sefial, sino también por un error en la duplicacion

que altere la region 5” del gen o a través de mutaciones puntuales.
1. 4 Importancia de la localizacion subcelular

La localizacién subcelular de una proteina es la clave para su funcién dentro de la célula,
dado que las distintas funciones celulares se localizan en compartimentos especificos. De tal forma,
que el cambio en la localizacion de una proteina para cierto compartimento puede ser un proceso
evolutivo que lleva al origen de nuevas funciones (Byun-McKay & Geeta, 2007). Lo anterior puede
deberse a que hay un nuevo grupo de interactores, cantidades diferentes de sustratos y/o

condiciones fisicoquimicas distintas en el nuevo compartimento.




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

Se ha demostrado que los péptidos sefial evolucionan el doble de rapido que el resto de la
proteina, por lo que se puede alterar la localizacion subcelular de una proteina duplicada facilmente
(Williams, 2000), lo que permite la adquisicion de un nuevo patrén de expresién subcelular y

posiblemente una nueva funcion bioguimica.

Un ejemplo donde la funcion que lleva a cabo una proteina esta altamente influenciada por
su localizacion subcelular, lo presenta la enzima que degrada la insulina (IDE) de humano, la cual,
es una Aminopeptidasa de zinc que se expresa altamente en el citosol. En un estudio se relocalizd
esta proteina artificialmente hacia la mitocondria y mostrd tener nuevos blancos, degradando cierto
tipo de péptidos (Lessring et al., 2004). En algunos casos, una proteina que se dirige a un nuevo
compartimento subcelular cambia su eficiencia y no su funcién enzimatica. Por ejemplo, la Liasa de
metilmercurio (MerB) es una proteina bacteriana que ayuda a reducir los efectos toxicos del
metilmercurio, al introducir esta proteina a Arabidopsis mostré tener 70 veces mas actividad cuando
se encontraba en el reticulo endoplasmico (RE) comparado con su localizacién original, el
citoplasma. Los autores de este trabajo concluyeron que el ambiente hidrofébico proveia mejores
condiciones para la reaccién catalizada por esta proteina y por eso su actividad aumentaba en el
nuevo compartimento (Bizily et al., 2003). Otro ejemplo de que la localizacién es un factor
importante para la funcion de una proteina es el factor transcripcional LEAFY, de Arabidopsis
thaliana que es capaz de relocalizarse del nlcleo al citoplasma donde puede estar involucrado en la

sefializacion intercelular (Sessions et al., 2000).

En Saccharomyces cerevisiae el 37% de las proteinas paralogas tienen un duplicado que se
localiza al menos en un compartimento diferente (Marques et al., 2008). Uno esperaria que las
funciones ancestrales impusieran limites con respecto al potencial de diversificacion subcelular de
los duplicados. Lo que llevé a investigar si las funciones estaban influenciadas por su localizacion.
Ahora se sabe que las proteinas del catabolismo estan localizadas en promedio en 1.47
compartimentos, mientras que las proteinas de la biosintesis ocupan en promedio 1.35

compartimentos (Marques et al., 2008).

La translocacion de las proteinas generalmente demanda un transporte activo dependiente
de ATP o GTP o por potencial de membrana. La sefial de reconocimiento, en la mayoria de los
casos, se presenta y es detectable a nivel de secuencia primaria, y predominantemente se ubica en
el extremo N-terminal. Los péptidos sefial generalmente son de 13 a 36 aminoécidos y muestran

poca identidad de secuencia entre si, aunque también existen proteinas que tienen inmersas en su
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region codificante la sefial de localizacién. Las proteinas que no tienen sefial de localizacion

permanecen en el citoplasma. (Bannai et al., 2002).

Posterior al traslado de las proteinas a su lugar nativo, los péptidos sefial localizados en el
extremo amino, generalmente son cortados y degradados, por lo que se piensa que no tienen

participacion directa en la funcién.

Posterior a una duplicacion génica puede ocurrir uno de los siguientes modelos: 1) que las
dos proteinas mantengan la misma localizacion que tenian antes de la duplicacion, 2) que una de las
dos se relocalice a un compartimento diferente, 3) que las dos cambien su localizacion anterior y 4)
que una de ellas permanezca en el mismo compartimento y que la otra proteina pueda tener dos
localizaciones simultaneas (Figura 3). Se han acufiado términos que ayudan a diferenciar entre los
procesos evolutivos que corresponden a la localizacion, como sublocalizacion cuando las regiones
subcelulares del ancestro se reparten entre la pareja de duplicados, o la neolocalizacion, cuando un
componente de la pareja paraloga tiene una localizacion distinta de la del ancestro (Marques, et al.,
2008).

Figura 3. Posibles escenarios
de relocalizacion subcelular
posteriores a la duplicacién: A)
Las dos proteinas permanecen
el mismo compartimento, B)
Una de las proteinas desarrolla
la capacidad de encontrarse en
un nuevo compartimento y su
pareja  continia en el
compartimento ancestral, C)
Las dos  proteinas  se
relocalizan, y D) Una
permanece en el compartimento
ancestral y la otra comparte
dos localizaciones.

Duplicacion

— L

Q

Una vez que una proteina se relocaliza el efecto sobre la adecuacién; del organismo puede

ser el siguiente:

1) Que no tenga un efecto sobre la adecuacion, 2) que se tenga un efecto negativo en la adecuacién

y 3) que haya un efecto positivo en la adecuacion del organismo.

1.- Adecuacion. Es una caracteristica tipica del genotipo que describe la habilidad de sobrevivir y reproducirse y es igual a
la proporcion de genes del individuo presentes en la siguiente generacion.

———
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En el primer caso, el resultado puede ser que el gen duplicado se fije en la poblacion, y

mutaciones subsecuentes en el péptido sefial puedan resultar en una segunda relocalizacién, dando

una nueva oportunidad para que esta proteina pueda adquirir una nueva funcién. En el segundo

escenario, el efecto negativo producido por la relocalizacién del duplicado puede resultar en su

eliminacion por seleccion purificadora. Y en el Gltimo caso, la proteina podria adquirir una nueva

funcién bioquimica, como resultado de esta localizacion, la seleccion purificadora actuaria

previniendo mutaciones que puedan destruir o minimizar su funcion (Byun-MacKay & Geeta,
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Figura 4. Logos de secuencia que
ayudan a determinar las posibles
presecuencias, forma de visualizar un
alineamiento mdaltiple de secuencias y
especificamente el grado de la
conservacion de los aminoacidos. El eje
de las 'y’ se mide en bits, y para
secuencias de proteinas el valor maximo
es de 4.3 que corresponde a una posicion
totalmente conservada. Obtenida de
Emanuelsson, 2008.

2007).

1.5 Prediccion de localizacion subcelular vy

caracteristicas de las sefales de localizacion

Debido a que a los péptidos sefial no tienen secuencia
consenso, el destino de la proteina se puede predecir en base a
caracteristicas encontradas en la secuencia primaria, como alta
o baja cantidad de aminoacidos basicos o la presencia de o

hélices.

Los métodos predictivos de localizacion subcelular
utilizan redes neuronales artificiales o modelos ocultos de
Markov que basandose en la construccion manual reglas
especificas sobre sefiales encontradas hasta el momento.
2002).

mencionan las caracteristicas de las sefiales de localizacion de

(Figura 4) (Emmanuelson, A continuacién se

algunos compartimentos:

Mitocondria. Los péptidos sefial de mitocondria estan
enriquecidos en residuos cargados positivamente (arginina en
su mayoria), carecen de residuos negativos y tienen la
capacidad de formar a-hélices anfipaticas. Las estructuras
anfipaticas son importantes para la unién a los receptores de la
membrana externa mitocondrial y la carga positiva neta puede
ser requerida durante el importe dirigido por cambio de voltaje
a través de la membrana interna (Emanuelsson & Von Heijne,
2001).




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

Membrana. No hay una sefial consenso para la localizacion en las diferentes membranas en

la célula, pero la mayoria de las regiones transmembranales estan presentes en forma de a-hélice,

con la excepcion de las proteinas con forma de barril B. Para proteinas transmembranales el hecho

de que haya regiones mas hidrofébicas en la secuencia ha sido el indicador utilizado para la

prediccién de localizacion.

Nucleo. Las proteinas transportadas al nicleo estan en su forma plegada. Se han detectado

algunas vias de importacion, las cuales, involucran a proteinas acarreadoras (importinas) que

forman un complejo que es subsecuentemente translocado al poro nuclear, donde se disocia y la

importina retorna al citoplasma para su reutilizacion. Las sefiales de importacion al nucleo se

pueden encontrar en cualquier region de la proteina, y se pueden identificar dos tipos de secuencias,

las  monopartitas, que tienen

aminoacidos

basicos (PKKKRK) o bipartitas

(KRPAATKAGQAKKKKLDK) (Gorlich & Kutay, 1999).

Peroxisoma. Proteinas que se localizan en el peroxisoma tienen uno de dos tipos de sefiales:

las que se encuentran en la region N-terminal y las que se componen de tres residuos C-terminal. La

secuencia consenso de la esta Ultima es Serina-Lisina-Leucina (Emanuelsson, 2002).

1. 6 Importacion mitocondrial

. Preproteina con
Citosol P

presecuencia

)
ATP
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“El golpe de

Matriz
mitocondrial

“Palanca

poder” Browniana”

Figura 5. Vias principales del importe a la matriz
mitocondrial y a la membrana interna. Obtenido de
Matsuoka, 2005

Las células eucariontes estadn divididas en numerosos
organelos, compartimentos rodeados por membranas.
A pesar de esto, la mayoria de las proteinas son
sintetizadas en un sélo compartimento, el citoplasma.
Alrededor del 50% de estas proteinas tienen que ser
transportadas a algin compartimento celular para

llevar a cabo su funcién de la manera adecuada.

La mitocondria es un organelo que interviene

en distintos  procesos  celulares incluyendo
metabolismo energético, apoptosis, y vias de sintesis
de lipidos, aminoacidos y hierro. Estos organelos
tienen una membrana externa, una interna, que forma
invaginaciones o crestas, que dan lugar a dos
compartimentos acuosos, la matriz y el espacio

intermembranal.
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La mitocondria contiene alrededor de mil proteinas diferentes (en S. cerevisiae), de las
cuales solo el 1% se sintetiza en los ribosomas de la matriz mitocondrial, las restantes se sintetizan

en los ribosomas del citosol (Bolender et al., 2008).

El 99 % de las proteinas necesarias para llevar a cabo las funciones de la mitocondria son
sintetizadas en el nucleo, esto se debe a que hubo una transferencia de genes provenientes del

ancestro procarionte (que dio lugar a la mitocondria) hacia el nicleo (Schmidt, 2010).

Ciertos organismos, tales como la levadura, que presentan un metabolismo facultativo,
pueden vivir sin la cadena respiratoria, aunque la maquinaria de importacion mitocondrial es

esencial para la viabilidad (Neupert & Herrmann, 2007).

Para determinar la localizacion dentro de la mitocondria también se tienen ciertos cddigos,
por ejemplo, las proteinas que se dirigen a la membrana interna adicionalmente contienen residuos
hidrofébicos. Se ha sugerido que sélo el 60% de las proteinas que se localizan en este

compartimento necesitan una extension en la region N- terminal.

Las proteinas “precursoras” sintetizadas en el citoplasma permanecen en un estado sin
estructura o con estructura parcial unida a chaperonas, como Hps70. Posteriormente el precursor se
une a un receptor localizado al lado de una proteina translocadora, que lo ayudara a pasar a través

de la membrana externa de la mitocondria.

Hay dos modelos principales para la importacion de proteinas a la mitocondria (el paso del
citoplasma hacia la matriz mitocondrial) que son los siguientes (Figura 5): “La palanca Browniana
y “el golpe de poder”. En el primero, las preproteinas, después de la insercion mediada por el
cambio de voltaje al canal TIM23, se mueven hacia adelante y hacia atras al azar debido al
movimiento browniano y la chaperona Hsp70 mitocondrial (Hsp70mt) se une a la preproteina,
previniendo el movimiento Browninano y favoreciendo la translocacion a la matriz. En el segundo
modelo, Tim44 funciona como un sitio de anclaje de la Hps70mt al complejo TIM23 y la hidroélisis
del ATP llevada a cabo por el dominio de ATPasa de la Hsp70mt induce un cambio conformacional
de esta chaperona, el cual genera una fuerza de atraccion en la preproteina y lleva a la liberacion de
Hsp70mt del complejo Tim44 (Matsuoka et al., 2005; Liu et al., 2003).

1.7 Importacion nuclear

La separacion espacial entre la transcripcion y la traduccion proporciona a los eucariontes

una poderosa forma de controlar la expresion de los genes, pero también se necesita que haya un




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

transporte selectivo entre el citoplasma y el nicleo. Cabe mencionar que se han encontrado diversas
proteinas que dentro del nicleo cumplen una funcién de regulador transcripcional, mientras que en

el citoplasma cumplen otras funciones (Pelaez, 2011; Sessions et al., 2000; Jauhiainen et al., 2012).

Las macromoléculas que son mayores de 40kD son transportadas a través de la envoltura
nuclear por medio de NPCs (Complejos de Poros Nucleares, por sus siglas en inglés) usando
factores solubles de transporte o moléculas acarreadoras que tienen un ciclo entre el citoplasma 'y el
nucleo. Los NPCs son enormes ensamblados que perforan la envoltura nuclear y que conducen un
intercambio bidireccional de las moléculas entre el citoplasma y el nucleo a través de un canal
central que tiene un diametro de entre 25 y 30nm (Feldherr, 2001). Los Complejos de Poros
Nucleares se construyen de copias multiples de alrededor de treinta proteinas que colectivamente se

denominan nucleoporinas (Rout & Wente, 1994; Rout et al., 2000).

Hay muchas vias de transporte nuclear, pero tienen en comln ciertos aspectos: los
cargamentos (proteinas) son reconocidos en el citoplasma, translocados a través de los NPCs y
liberados al ndcleo. En cada una de las vias, los cargamentos son llevados a su importe nuclear
debido a que tienen motivos de sefiales de localizacion nuclear (NLS). Hay diferentes clases de
motivos NLS, cada uno es reconocido por los diferentes componentes de las diversas vias de
transporte nuclear. La mayoria de estas vias utiliza una familia homéloga de moléculas acarreadoras
que colectivamente se llaman B—carioferinas junto con importinas y exportinas (Gorlich & Kutay,
1999; Macara, 2001; Stewart, 2007).

1.8 Evolucidn del genoma de las levaduras.

El género Saccharomyces incluye dos grupos de especies; Saccharomyces sensu stricto,
gue tienen un metabolismo similar a S. cerevisiae y Saccharomyces sensu lato, que son especies
méas alejadas a S. cerevisiae. Las levaduras que componen el grupo de las sensu stricto son
Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. mikatae y S. paradoxus
(Raineri, 2008). El ancestro de las levaduras sensu stricto tuvo una duplicacion total del genoma
seguida de la pérdida del 90% de sus duplicados. La especie sensu lato incluye a S. barnettii, S.
castellii, S. dairenensis, S. exiguous, S. humaticus, S. kunashirensis, S. martiniae, S. naganishii, etc.
(Mikata, 2001; Spirek, 2003).

Se ha estimado que S. cerevisiae divergid del ancestro comln de S. paradoxus y S.
cariocanus hace 5-10 millones de afios (MA) y que S. cariocanus Yy S. paradoxus divergieron

posteriormente. En cuanto al tiempo de divergencia de S. cerevisiae con S. mikatae, con S.
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kudriavzevii y con S. bayanus fue de 10-15, 15-20 y 20 MA, respectivamente (Figura 6). Lo que
sugiere que este grupo es relativamente joven en la evolucion (Raineri et al., 2003; Replansky et al.,
2008).

Los organismos que se pueden considerar de tipo ancestral, debido a que no tuvieron una
duplicacién total del genoma, son los que se encuentran en el género Lanchacea y Kluyveromyces
(Figura 6). Se ha considerado que la especie mas cercana al ancestro de S. cerevisiae es L. kluyveri

por su metabolismo, su conservacion génica, etc.
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i Saccharomyces servazzii g %
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Figura 6. Arbol filogenético que contiene la familia de los Ascomycotas y Basidiomycotas.

En este trabajo se estudiaran dos organismos, Saccharomyces cerevisiae y Lanchancea

kluyveri, este Gltimo se tomara como ancestro, las caracteristicas de ambos son las siguientes:




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

1.8.1 Saccharomyces cerevisiae

Esta levadura es un hongo levaduriforme que es utilizado industrialmente en la fabricacion
del pan, cerveza y vino. Tiene un ciclo de vida alterno, haploide y diploide. Ambas formas se
reproducen de forma asexual por gemacién. En condiciones apropiadas dos formas haploides se
fusionan, generandose un diploide. Durante la meiosis se forma un saco, llamado asca, que contiene

4 ascosporas haploides.

Este organismo es uno de los organismos modelo mas estudiado, ya que es un eucarionte
unicelular, tiene un crecimiento rpido, tiene una gran facilidad para dispersar las células y aislar
mutantes. Por Gltimo, se ha creado un sistema muy versatil de transformacion, ya que su tasa de

recombinacion homdloga es mucho mayor que en cualquier otro ascomiceto.

Mantiene dos tipos de metabolismos muy bien diferenciados. Por una parte, en condiciones
en las que existen altas concentraciones de azUcares, tales como la glucosa, fructosa o maltosa, la
levadura tiende a realizar una fermentacién alcohdlica, teniendo como producto final etanol. Una
vez que los azUcares se encuentran en menor cantidad se produce la respiracion, via ciclo de Krebs.
Evolutivamente este es un proceso que se ha perfeccionado a través del tiempo y con la ventaja de

gue su genoma se duplico hace 100 MA.

Contiene un genoma con 16 cromosomas completamente caracterizados, cuyos tamafios
varian desde 200 a 2,200 kb y que componen un genoma de un total de 12 Mb (Sherman et al.,
2002).

1.8.2 Lanchancea kluyveri.

El habitat de L. kluyveri no ha sido caracterizado completamente, hasta el momento se han
encontrado alrededor de 30 aislados naturales. A pesar de esto, esta especie parece estar altamente

dispersa en el ambiente.

Tiene varias diferencias cuando se compara con S. cerevisiae: 1) Utiliza la fermentacion y
degrada los azucares solo en la ausencia de oxigeno; 2) su genoma tiene una organizacion ‘“mas
simple” ya que es una de las especies anteriores a las que tuvieron la duplicacion total del genoma.
Esta levadura tiene un genoma de aproximadamente 11.3 Mb, organizado en 8 cromosomas; 3) Su
uso se ha expandido en el area de produccion de proteinas, ya que su produccion de biomasa es

mucho mayor. 4) Tiene una tasa de recombinacion homéloga mucho menor que la S. cerevisiae. 5)
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Puede usar pirimidinas y sus productos de degradacion como Unica fuente de nitrégeno (Gojkovic et
al., 1998; Neuvéglise et al., 2000).
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I1) PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1 Justificacion

Alrededor del 37% de las proteinas parélogas de Saccharomyces cerevisiae, poseen una
localizacion subcelular diferencial. Es decir, cada uno de los productos paralogos se encuentran
localizados en diferentes compartimentos. Esto ha llevado a proponer que los cambios en la
localizacion subcelular de proteinas pardlogas son determinantes para la diversificacion funcional
de las mismas (sea esta neofuncionalizacién o subfuncionalizacién); lo que se ha denominado como
PSR (Relocalizacion subcelular de proteinas); sin embargo, hasta el momento, no existe un trabajo
que compruebe la existencia de una relacién entre la relocalizacion de las proteinas parélogas y la

diversificacion de la funcion de las mismas.
Por lo tanto, el interés fundamental de este trabajo es resolver la siguiente pregunta:

1) (Cuadl es la implicacion de la relocalizacién subcelular en la diversificacién funcional

de las proteinas paralogas?

Para contestar a esta pregunta se intercambiard la localizacién subcelular entre los
componentes de tres parejas de paralogos, de tal manera que si en una cepa silvestre el primer
componente se encuentra localizado en la mitocondria y el segundo componente se localiza en el
citoplasma, en las cepas mutantes el primer componente se localizara en el citoplasma y el segundo

en la mitocondria.

La forma de evidenciar la implicacion de la relocalizacion subcelular de proteinas se ha de
llevar a cabo, analizando los cambios fisiol6gicos que se observan en S. cerevisiae como respuesta
al intercambio de localizacion entre las proteinas paralogas. Para identificar el proceso evolutivo
llevado a cabo por las proteinas paralogas, es necesaria la comparacion de la localizacion subcelular
entre dichas proteinas y sus ort6logos, provenientes de un organismo tipo ancestral. Por lo que una

pregunta subsecuente es:

2)  ¢Cuél es la localizacion de las proteinas parélogas de S. cerevisiae? y ¢cudl es la

localizacion subcelular de la proteina ortéloga de un organismo tipo ancestral como L. kluyveri?

Esto ultimo es relevante ya que nos ayudara a determinar los procesos evolutivos que se
refieren a la localizacion que han sufrido las proteinas paralogas, es decir si hubo una

neolocalizacion (ganancia de una localizacion no existente en la proteina ancestral) o una
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sublocalizacion (reparticion de las localizaciones subcelulares presentadas por la proteina ancestral

entre las dos copias paralogas).
2.2 Hipotesis

Si existe una relacién entre la relocalizacién de las proteinas paralogas y la diversificacion
de la funcional (neofuncionalizacion o subfuncionalizacion) de las mismas, entonces al momento de

intercambiar su localizacion habra diferencias fenotipicas que pueden ser analizadas.
2.30bjetivo General

Determinar las implicaciones fisioldgicas y evolutivas de la compartimentalizacion

diferencial de proteinas paralogas en Saccharomyces cerevisiae.
2.4 Objetivos Especificos

1) Determinar la localizacion subcelular de un conjunto de proteinas paralogas en S.
cerevisiae y de su ortologo en L. kluyveri.

2) Intercambiar la localizacién subcelular de las proteinas paralogas.

3) Caracterizar fisiologicamente las consecuencias de la relocalizacién de las proteinas

paralogas de S. cerevisiae.
2.5 Metas:

-Seleccionar parejas de proteinas paradlogas que presenten al menos una localizacién

diferencial (i.e una isoforma citoplasmica y otra mitocondrial).

-Determinacion in silico de presecuencias involucradas en los procesos de

compartimentalizacion.

-Realizar un anélisis filogenético para determinar la dindmica evolutiva de las

presecuencias en proteinas a estudiar.

-Fusionar los paralogos seleccionados con la proteina yECitrine —variante de la GFP- en S.
cerevisiae y determinar mediante microscopia de fluorescencia la localizacion subcelular de las

proteinas paralogas a estudiar.
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-Sobreexpresar mediante promotor tet07 (bacteriano) aquellas proteinas que no se han

podido visualizar bajo promotores enddgenos.

-Remover/Adicionar las presecuencias para expresar simultaneamente en el mismo

compartimento las proteinas productos de genes paralogos —relocalizacion artificial-.

-Fusionar las proteinas de Lanchancea Kkluyveri con yECitrine y determinacion de

localizacion subcelular.

-Caracterizar fisiologicamente las parejas relevantes.
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I11) METODOLOGIA

3.1 Condiciones de crecimiento y cepas

Las cepas se crecieron en medio rico YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona de caseina
y 2% glucosa) y en medio minimo con sales, elementos traza y vitaminas siguiendo la formula la
base nitrogenada de levadura (Difco). Se us6 como fuente de carbono glucosa (2%), etanol (2%) 0
glicerol (3%). Dependiendo de cada experimento, se us6 como fuente de nitrégeno: sulfato de
amonio (40mM), alanina (7mM), valina (150mg/ml), isoleucina (30mg/ml), leucina (100mg/ml) o
una combinacion de éstos. Se complementaron auxotrofias, segun correspondia, con uracilo
(20mg/ml), metionina (20 mg/ml), histidina (20 mg/ml) y/o leucina (100mg/ml). Todas las cepas se
crecieron a 30°C, los cultivos se agitaron a 250rpm.

Las cepas silvestres utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: 1) S. cerevisiae BY4741
(MATa his3 leu2 metl5 ura3), 2) S. cerevisiae Clal (MATa ura3 leu2::LEU2), 3) S. cerevisiae
R1158 (MATa URA::CMV-tTA his3 leu2 metl5), 4) L. kluyveri Y156 (MATa ura3). La lista de
construcciones hechas se detallara en cada una de las secciones correspondientes.

3.2 Seleccion de proteinas candidatas

Se tomaron 88 de las 237 parejas del andlisis de Marques, et al. (2008), de esas 88 parejas

de proteinas paralogas fueron seleccionadas 13 en base a los siguientes criterios:
1) Que tuvieran una localizacién diferencial.

1) Se buscéd preferentemente que las proteinas tuvieran actividad enzimatica para
posteriormente llevar a cabo la caracterizacion fisiolégica (curvas de crecimiento) y bioguimica

(cinética enzimatica).

2) Porcentaje de identidad mayor al 40%, valores por arriba de este porcentaje son un buen

parametro para determinar si dos genes provienen de una duplicacion.

3) Que una de las parejas presentara una presecuencia o un punto de relocalizacion claro.

3.3 Andlisis in silico de las caracteristicas de las proteinas candidatas
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La secuencia de las proteinas paralogas de S. cerevisiae, junto con sus funciones vy el

nombre sistematico se obtuvieron de Saccharomyces Genome Database (Cherry et al.,1997).

Los datos de expresion dados por el andlisis cuantitativo SDS/PAGE Western-blot
(Ghaemmaghami, 2003) y la localizacion de las proteinas de S. cerevisiae fueron obtenidos de la
base de datos llamada Yeast GFP Fusion Localization Database (Huh et al., 2003).

Para obtener la prediccion de localizacién subcelular de los duplicados en S. cerevisiae se
usaron las siguientes servidores: BaCeLlo (Pierleoni et al., 2006), Cello (Yu et al., 2006), pTarget
(Guda, 2006), Targetp (Emanuelsson et al., 2007) y Mitoprot (Claros & Vincens, 1996).

La determinacion de las presecuencias se hizo a través del alineamiento de las proteinas
parélogas por medio de Geneious, los parametros fueron los siguientes: penalidad de apertura de
gap de 12, penalidad de extension de gap de 3. Se utiliz6 una matriz de peso Blosum62, y se
hicieron 5 iteraciones de refinamiento. Ademas se sometieron al programa Mitoprot, que predice
también la posible presecuencia de localizacién mitocondrial.

3.4 Construccion de cepas

El procedimiento utilizado para la transformacion de las cepas se obtuvo de Gietz & Schiestl
publicado en el 2007, al cual se le llam¢é “High Efficiency Transformation in yeast”. El protocolo s

el siguiente:

1. Pre-inocular en 10 ml de YPD en un Falcon de 50 ml en agitacion a 30°C por toda la noche.

2. Del cultivo anterior hacer un nuevo inéculo en un matraz con 50ml de YPD a una DO=.380.

w

Incubar a 30°C por un periodo de 3 a 5 horas, hasta que llegue a una DO de 1.04. (La
eficiencia permanece alta todavia con uno que esté en 2).

Centrifugar a 2500rpm por 5 minutos

Tirar el sobrenadante. Resuspender en 25 ml de agua estéril.

Centrifugar nuevamente.

N o g &

Tirar el agua. Resuspender las células en 1 ml de LiAc 100mM y transferir la suspension en
un tubo eppendorf de 2ml.

8. Centrifugar por 15s a 13000 rpm. Remover el LiAc con una pipeta.

9. Resuspender las células en 400ul de LiAc 100mM.

*** si la densidad fue mayor de 1, el volumen de acetato de litio debe de ser ajustado. (DO
1.1=440pl)
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10. Tomar 50ul de las muestras para cada transformacién en un tupo de 1.5ml.

11. Centrifugar y posteriormente remover el LiAc.

12. Anadir 10ul de ssDNA, 2ug de muestra (1000ng=1ug) y vortexear.

13. Afiadir 276ul a cada muestra de la mezcla PEG-LiAc (PEG 50%-240ul y 36ul de LiAc
1M). Con cuidado, en una de las paredes.

14. Aplicar el vortex hasta que se deshaga la pastilla.

15. Incubar por 30 min a 30°C a 650 rpm.

16. Dar choque térmico a 42°C (lleva una leve agitacion cada 4-5min).

17. Si hay resistencia: Centrifugar, quitarle el sobrenadante, afiadir 1ml de YPD e incubar por 2
0 3 horas a 30°.

18. Centrifugar. Remover sobrenadante.

19. Resuspender la pastilla en 600ul de agua esteéril.

20. Platear 150ul de la suspensién anterior en cajas de seleccién.

Los siguientes subtemas describen como se construyeron las cepas utilizadas en este trabajo, se
puede observar que el protocolo utilizado para la transformacion de las cepas fue el anteriormente

mencionado.

3.4.1 Fusién de proteinas de Saccharomyces cerevisiae con YECitrine

Para la determinacion de la localizacién subcelular se fusionaron las proteinas a estudiar
con la proteina yECitrine, una variante de la GFP, que tiene una vida media mayor y una

fluorescencia superior a ésta Ultima, de la siguiente manera:

Se amplificd por PCR un médulo que contenia la proteina yECitrine y Ura3 (o His3) como
marcador de seleccion, el cual tiene extremos de reconocimiento hacia el extremo C-terminal de la
proteina a fusionar sin incluir su codén de término, ya que para que la fusién sea exitosa, éste codon
tiene que ser remplazado. Los oligonucledtidos que se utilizaron se muestran en la tabla 1A
(Anexos). El programa consistio de 5 minutos a 98°C , seguido de treinta ciclos de 1’ a 98°C, 1’ a
60°C y 1°30” a 72°C, con una extension final a 72°C por 10 minutos. Se utilizd Phusion polimerase

marca NEB y un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient.

El vector utilizado para la amplificacion de los mddulos mencionados fue el pKT175 (Sheff
& Thorn, 2004) o el PKT175-HIS que contienen el gen de la proteina fluorescente yECitrine mas el
gen de URA3(pKAT175) o HIS5(pKT175HIS) junto con su promotor, entre otros (Sheff & Thorn,

2004). El moddulo completo se transformd con el protocolo “High Efficiency Transformation in
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Yeast” (Gietz & Schiestl, 2007) y para su confirmacion se extrajo DNA gendmico de tres colonias
aisladas de cada transformacion se realizdé la confirmacion por PCR con los oligonucle6tidos
mostrados en la Tabla 2 de Anexos (Tabla 2A).

3.4.2 Fusidn de proteinas de L. kluyveri con yECitrine

Para determinar la localizacién de las proteinas de tipo ancestrales se construyeron fusiones
con la proteina yECitrine de la siguiente forma: para intercambiar el cod6n de término con la
proteina fluorescente se construyeron tres mddulos, los dos primeros eran regiones de un tamafio
aproximado de 600 pb que fueron homologos a la region codificante (antes del codon de término) y
en la region 3’UTR (después del codon de término) y el ultimo modulo estaba compuesto de la
proteina YECitrine mas URA3 junto con sus promotores, y unos segmentos que se empalmaban

60pb con los primeros dos médulos.

Los tres PCRs independientes consistieron de 5 minutos a 98°C, seguido de treinta ciclos de
1”a98°C, 1” a 60°C y 1’30”” a 72°C, con una extension final a 72°C por 10 minutos. Para llevar a
cabo el PCR la mezcla tenia, para los dos primeros médulos, el genémico de L. kluyveri y para el
tercero el plasmido pKT175. Se utilizd la enzima anteriormente mencionada y el mismo
termociclador. Posteriormente se unieron los tres médulos, usandolos como templados y afiadiendo
la misma cantidad de cada uno de los tres en una nueva reaccion de PCR. La diferencia con la
reaccion anterior es que el tiempo de extension fue de 3°. El modulo completo fue transformado
con el protocolo anteriormente mencionado y se confirmo su correcta insercion por PCR. Los oligos

de amplificacion de los modulos se muestran en la tabla 3A y los de confirmacion en la tabla 4A.

3.4.3 Delitto Perfetto

Esta metodologia tiene como propdsito la insercion, delecion o intercambio de una
secuencia sobre el genoma, presenta una muy baja tasa de mutaciones, lo que permite hacer
cambios muy especificos. El primer paso del Delitto Perfetto (Figura 7) consiste en la insercion de
un modulo que contiene el gen de URA3 y el gen de resistencia a Geneticina (al cual se le llama
CORE). Posteriormente el CORE es removido por la accién de dos oligonucle6tidos llamados IROS
que contienen una region de empalme entre ellos y la regién que se planea insertar o que

recombinan con las regiones adyacentes a las que se desea eliminar, segln sea el caso.

El primer paso consistié en obtener el médulo que contenia un reportero compuesto de

URA3 y KanMX proveniente del plasmido pCORE (Storici et al., 2001) los oligonucledtidos
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utilizados para la insercion del CORE se muestran en la tabla 5%Anexos). EI mddulo
adicionalmente contenia regiones homaologas al promotor de los genes y a su regién codificante. Se
llevo a cabo de la siguiente manera: de 5 minutos a 98°C, seguido de treinta ciclos de 1’ a 98°C, 1’
a 63°C y 2’30’ a 72°C, con una extension final a 72°C por 10 minutos con la enzima Phusion
polymerase. Este modulo se transformd con la metodologia anteriormente mencionada, y se

confirmo por PCR su correcta insercion con los oligos de la tabla 7A.

Presecuencia

Figura 7. Metodologia denominada

Delitto Perfetto. Se muestra un ] 4

ejemplo donde el gen tiene una
Presecuencia que posteriormente

T
__.,-ff”'lRos (INTEGRATIVE
serd removida. Modificada de RECOMBINANT
Storicini, 2003 OLIGONUCLEOQOTIDES)

e -
-~

Contra-seleccidn por FoAy Geneticina

Posteriormente se amplificd el médulo conformado por los IROS (oligos en tabla 6A) con
el siguiente protocolo: de 5 minutos a 95°C , seguido de treinta ciclos de 1’ a 95°C, 30°” a 63°C y
30° a 72°C, con una extension final a 72°C por 10 minutos con la enzima Expand High Fidelity
PCR System marca Roche. Se transform6 como ya se habia mencionado, se seleccion6 con FOA
(acido fluoroacético) de la marca Toronto Research Chemicals y se contraselecciond por la

prototrofia a uracilo y la resistencia a Geneticina.

Para determinar que el reportero contraseleccionable ya no se encontrara insertado, es decir,
que la transformacion de los IROS fuera exitosa, se llevo a cabo una confirmacién por PCR, con los

oligos mostrados en la tabla 7A (Anexos).
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Cabe mencionar que todas las cepas que se construyeron de ésta manera se mandaron a
secuenciar por el método de Sanger en la unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
celular para determinar la correcta insercién o delecion de la presecuencia. Utilizando como moédulo
el PCR de confirmacion que fue llevado a cabo con los oligonucleétidos de confirmacién (Figura

7A) Fw (en sentido) y la reaccion se llevo a cabo s6lo en una direccion.

3.4.4 Mutantes de delecion sencillas y dobles.

Las mutantes deletéreas se construyeron remplazando al gen de interés con el gen de
KanMX, que confiere resistencia a Geneticina. Para generar las mutantes sencillas Scglo24 y
Scglo44 se amplifico el casete de KanMX, flanqueado por unas regiones de homologia del 5’ y el
3’ de éstos genes de 60pb y se utilizd6 como templado el plasmido pFA6a (Wach, 1994). Con el
programa 10 minutos a 98°C , seguido de treinta ciclos de 1’ a 98°C, 1’ a 58°C y 2’ a 72°C, con una
extension final a 72°C por 10 minutos con la enzima Phusion se construy6 el mddulo y transformo

con el protocolo de alta eficiencia (Gietz & Schiestl, 2007).

Para generar la doble mutante (Scglo24 Scglo44) se tomd la cepa Scglo24 'y se sustituyo el
gen KanMX por el médulo clonNat, que se obtuvo mediante la digestion del plasmido p4339 con la
enzima EcoRI. Posteriormente sobre el fondo de las mutantes Scglo24::NAT se transformo el
modulo de KanMX con regiones homoélogas al gen ScGLO4, sustituyéndolo de la misma manera

gue la mutante sencilla.

Los oligos utilizados para generar estas mutantes, junto con los oligos de confirmacion se

encuentran en la tabla 8A.

3.4.5 Intercambio de promotores end6genos por el promotor tet

Para poder observar bajo el microscopio de fluorescencia las proteinas ScAlt2, ScGlo4 y
ScTrr2, sobre la cepa R1158, se intercambi6 el promotor enddgeno de los genes SCALT2, ScGLO4 y
ScTRR2 con el de tetO7 para sobreexpresarlos(Yen, 2003). EI modulo se amplificd a partir del
plasmido pCM325 que contiene el gen de resistencia a Geneticina (KanMX) con lo siguientes
pasos: 10 minutos a 98°C , seguido de treinta ciclos de 1’ a 98°C, 1’ a 58°C y 2’ a 72°C, con una
extension final a 72°C por 10 minutos con la enzima Phusion. Se transformd con 2ug de éste
maodulo con el protocolo de alta eficiencia. Los oligos utilizados para amplificar el médulo y los de

confirmacion se encuentran en la tabla 9A.
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Posteriormente se fusiond a estas tres proteinas la proteina fluorescente yECitrine, con la

misma metodologia mencionada en el capitulo 3.4.1 para determinar su localizacion.
3.5 Andlisis de microscopia de fluorescencia

En tubos Falcon de 50 ml se hizo un preindculo de las cepas marcadas con YEC en un
volumen de 10mL de YPD. Al cabo de alrededor de 16 horas las células se lavaron dos veces en
agua y se tomé una alicuota para hacer un indculo en 0.05 de densidad dptica (DOgg), €n medio
minimo glucosa-amonio, y se dejo crecer hasta 0.5 aproximadamente. Posteriormente se
centrifugaron por 5 minutos a 14000 rpm y se colocd 3ul de células en un porta objetos junto con
15ul de agarosa de bajo punto de fusién a una concentracion de 1.25%. Posterior a ello, las muestras

se analizaron mediante microscopia de fluorescencia con los siguientes parametros:

Obijetivo 100X, ganancia de 2, tiempo de exposicion no mayor a 1 segundo.
3.6 Andlisis filogenético

Se obtuvieron de Génolevures (Sherman et al., 2009) las secuencias de las proteinas
ortologas provenientes de la levadura tipo ancestral Lanchancea kluyveri, una especie de levadura
relacionada a Saccharomyces cerevisiae que divergié antes de la duplicacion total del genoma, la

cual ocurrié 100 millones de afios atréas.

Se alinearon las secuencias de los duplicados de S. cerevisiae con el gen de L. kluyveri con

los parametros anteriormente mencionados.

Para los alineamientos de tres secuencias los arboles se Ilevaron a cabo con el constructor
de alineamientos de Geneious, con un modelo de distancia genética Jukes-Cantor (Jukes & Cantor,
1969) por UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

3.7 Curvas de crecimiento

Para cada cepa se inocularon, al menos, tres colonias aisladas en 10ml de YPD y se dejaron
crecer toda la noche. Posteriormente las células se lavaron dos veces con agua y se inocularon a una
DOgy de .05 en el medio correspondiente. Las curvas de glucosa se llevaron a cabo en el
crecindbmetro Bioscreen C Tipo FMPOOC por 48 horas, midiendo la densidad éptica a 600nm cada
30 minutos a una temperatura de 30°C, con agitacion maxima. Las curvas de etanol se realizaron
en matraces de 125ml con 50ml de medio por 4 dias seguidos y se midié cada 3 horas, con una

agitacion de 250rpm y a una temperatura de 30°C.
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Para determinar la velocidad especifica de crecimiento primero se calcula el valor de la

pendiente en la fase exponencial de crecimiento. Y se aplican las siguientes formulas:
Tiempo de duplicacion (h)=log2/m, siendo m la pendiente
y Velocidad especifica de crecimiento (i) = In2/h, donde p=h"

3.8 Concentraciones minimas inhibitorias de metilglioxal para Glo2/Glo4.

Para definir las implicaciones fisioldgicas de las mutantes sencillas y doble (Scglo24
Scglo4/), ademas de las cepas con las proteinas relocalizadas, llevamos a cabo la determinacion de
la concentracion minima inhibitoria (MIC), que se define como la concentracion mas baja a la que
un compuesto inhibe el crecimiento de los organismos. Se llevé a cabo como se detalla en Andrews
et. al., 2001. Se hicieron diluciones seriales para metilglioxal, donde la concentracion mas alta fue
de 10mM y la minima de 1mM, se tomd como control positivo donde se tenia una concentracion de
OmM de metilglioxal. Se efectu6 a cabo el protocolo anterior para curvas que crecen en glucosa
como fuente de carbono, con la excepcidn del metilglioxal afiadido.

3.9 Preparacion de extracto celular y ensayo enzimatico de alanina

aminotransferasa.

Para la preparacion de extracto las células fueron cosechadas centrifugando 100 mL de
medio minimo glucosa-amonio a una DOgy de 1.0. Después se lavaron una vez con agua destilada
previamente refrigerada a 4° C. Para los casos en donde se utilizaron cultivos de un volumen
distinto se realiz6 un ajuste proporcional debido a que la estandarizacién del protocolo fue hecha
para preparar extracto a partir de 2.3 E-9 (DOgy =1) células aproximadamente. Tras lavar las
células, éstas se suspendieron en buffer inhibidor de proteasas (50mM Hepes, 1ImM PMSF, 1mM
DTT y 1mM EDTA) adicionando la 700ul de este buffer; luego se dieron 12 ciclos de un minuto en
vortex, un minuto en hielo, para después centrifugar a 5000 rpm a 4° C por 10 min y recuperar el
sobrenadante, al cual se le adiciond lo necesario para conseguir 100uM de piridoxal-5-fosfato. La
muestra, denominada extracto, se mantuvo en hielo mientras se prepararon los ensayos o se
almaceno a -20° C en caso de que no se fuera a ensayar en el momento posterior a la preparacion

del extracto.

El ensayo enzimatico consiste en inferir la produccién de piruvato a partir del decaimiento

de la concentracién de NADH observado, debido al acoplamiento de la reaccion:
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Alanina + 2-oxoglutarato » Piruvato + Glutamato

Figura 8. Ensayo enzimatico
utilizado para medir la
actividad de alanina
aminotransferasa.

Lactato

La absorbancia del NADH fue medida a 340nm en un espectrofotémetro (Cary 50 Bio) Los
ensayos se hicieron en celdas de 1mL conteniendo 400 mM alanina, 24mM 2-oxoglutarato para
Altl, 250uM NADH, 40uM piridoxal-5-fosfato y 10 U de Lactato deshidrogenasa de conejo,
aforando al volumen final con buffer de ensayo (50mM Tris, 4mM MgCI2 y 150 mM KCI a pH 8).

Tras preparar las celdas de ensayo y previo a adicionar el extracto se consiguié un
equilibrio térmico con la celda después de mantenerlas por 5 min a 30° C. Se midieron 4
concentraciones de proteina distintas, siendo la segunda el doble de la primera y la mitad de la
tercera, asimismo se realizé un control sin alanina, sin Lactato Deshidrogenasa y sin alanina ni 2-
oxoglutarato por cada condicién de concentraciones establecida. Ello con el objetivo de obtener un
evento cuyos valores fueran sustraidos a los de nuestras muestras problema despreciando la

incidencia de factores externos a la reaccion de interés.

Para concluir se realizd determinacion de proteina mediante el método de Lowry (Lowry,

1951) utilizando como control una curva estandar de BSA.




Analisis de la compartimentalizacién diferencial entre productos de genes paralogos

2012

IV) RESULTADOS

4.1 Eleccion de parejas de proteinas empleadas en este trabajo y técnicas de seleccion

4.1.1 Parejas candidatas y su funcion

Para determinar las parejas de estudio, se analizé un grupo de 89 proteinas con base en los

datos reportados por Marques (Marques et al., 2008), de las cuales se tomaron 13, que presentaron

una localizacion diferencial y que cumplieron adicionalmente con los siguientes criterios: que

mostraran un porcentaje de identidad mayor al 40%, que preferencialmente presentaran una

actividad enzimaética, que alguna de las dos proteinas tuviera una presecuencia. En la tabla 1 se

muestran las proteinas seleccionadas para este estudio y con su funcion.

TABLA 1. PAREJAS DE PROTEINAS CANDIDATAS Y SU FUNCION.

P 1 Funcién P_2 Funcién

ScAapl Aminopeptidasa se alanina/arginina ScApe2 Aminopeptidasa yscll

ScAcsl Acetil coA sintasa ScAcs2 Acetil coA sintasa

ScAld2 Aldehido deshidrogenasa ScAld5 Aldehido deshidrogenasa

ScAltl Transaminasa de alanina ScAlt2 Transaminasa de alanina

ScBatl aminotransferasa de aa de cadena ramificada ScBat2 aminotransferasa de aa de cadena ramificada
ScCit2 Citrato sintasa ScCit3 Citrato sintasa

ScGlo2 Glioxilasa ScGlod Glioxilasa

ScGpd1 Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa ScGpd2 Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa
ScGrx1 Oxidoreductasa ScGrx2 Oxidoreductasa

ScHtal Remodelacion de cromatina ScHta2 Remodelacién de cromatina

ScSds23 Separacion celular durante la gemacion ScSds24 Separacion celular durante la gemacion
ScTrrl Reductasa de tiorredoxina ScTrr2 Reductasa de tiorredoxina

ScUra5 Fosforibosiltransferasa de orotato ScUral0 Fosforibosiltransferasa de orotato

Tabla 1. En esta tabla se muestran los nombres de cada una de las proteinas parélogas (P_1y P_2) junto con su

funcion.

La pareja ScAapl/ScApe2 tiene una localizacion diferencial, pero en la literatura no esta

definida en concreto la funcion de éstas proteinas, por lo que, no serviria para los estudios

subsecuentes, motivo por el cual fue descartada.

4.1.2 Andlisis in silico utilizado para determinar las caracteristicas de las proteinas

candidatas
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La expresion de cada uno de los genes, junto con la localizacion subcelular se obtuvieron de
la Yeast GFP database, mientras que la identidad y la regidn de la presecuencia fueron el resultado
de los alineamientos entre los dos paralogos. La identificacion de la presecuencia es fundamental
debido a que esta regidn es suficiente para dirigir las proteinas hacia cierto compartimento, por lo

que al ser eliminada (o insertada) la proteina podria relocalizarse.

La relacion directa entre concentracion de las proteinas y luminiscencia es béasica para la
determinacion de la localizacidn subcelular. La primera esta relacionada con la expresion de los
genes mismos, Yy la segunda con la sensibilidad del microscopio de fluorescencia. Una relacién
adecuada de estos factores permite la identificacion de la correcta localizacién, es por esto que se

inici6 verificando la expresion reportada en la tabla 2.

TABLA 2. CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS CANDIDATAS.

Sce Nom_sis Exp Loc Iden Prot_presec aa_presec
ScAcsl YALO54C 2890 c,n 53.4 acsl (37-67)
ScAcs2 YLR153C 225000 N

ScAld2 YMR170C 2070 cn 44.7 ald5 (2-24)
ScAld5 YERO73W 23300 m

ScAltl YLRO89C 9960 - 62 altl (4/70)
ScAlt2 YDR111C 3480 c,n

ScBatl YHR208W 87300 - 76.9 batl (2-18)
ScBat2 YJR148W 25900 c,n

ScCitl YNROO1C NV m 78.2 citl (2-17)
ScCit2/3 YCR0OO5C 2310 C

ScGlo2 YDR272W 13700 cn 58.9 glo4 (2-11)
ScGlo4 YOR040W tec_prob m

ScGpd1l YDLO22W 807 pc, perox 72.4 gpd2 (2-49)
ScGpd2 YOLO59W 8970 cn

ScGrx1 YCLO35C 3030 cn 63.3 grx2 (2-34)
ScGrx2 YDR513W 31400 N

ScHtal YDR225W NV Vv 98.5 puntual

ScHta2 YBLOO3C 32100 N

ScSds23 YBR214W 2840 cn 59.4 sds24 (5-21)
ScSds24 YGLO56C 21200 C

ScTrrl YDR353W 292000 cn 85.6 trrl (2-24)
ScTrr2 YHR106W 414 m

ScUra5 YML106W 39300 cn 73.7 uralo

ScUral0 YMR271C 815 C

Tabla 2. Sce.- nombre comin de los genes de S. cerevisiae, Nom_sis.- nombre sistemético, Exp.- expresion
(Ghaemmaghami, et. al., 2003), Loc.- Localizacion subecelular (Huh, 2003), Iden.- Identidad entre la pareja de
duplicados. Las dos ultimas columnas indican cual de las dos proteinas contiene la presecuencia y los aminoacidos
que componen esta presencuencia. Citoplasma(c), mitocondria(m), nucleo(n), cloroplasto(clo), proteina secretada
(sec), memebrana plasmatica (PM), vacuola(v), peroxisoma (perox), reticulo endoplasmico (RE).



http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.fpl?locus=YAL054C
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.fpl?locus=YLR153C
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.fpl?locus=YMR170C
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.fpl?locus=YER073W

4.1.3 Microscopia de fluorescencia de las parejas descartadas
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La estrategia utilizada para seleccionar las parejas finales fue la comprobacion de la

localizacion reportada y la posibilidad de Ilevar a cabo observaciones precisas con el microscopio

de fluorescencia. En la siguiente figura se muestran las imagenes obtenidas para las parejas

descartadas en este estudio.

Figura 9. Localizacion
subcelular de las parejas
eliminadas. Del lado
izquierdo se muestran las
localizaciones determinadas
en este trabajo, del lado
derecho las imagenes del
microscopio de
fluorescencia. Cada imagen
estd compuesta de dos
partes, la primera es la
imagen de campo claro y la
segunda es la fluorescencia.
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Como se puede observar, las parejas ScGpd1/ScGpd2 y ScGrx1/ScGrx2 se encuentran en el
mismo compartimento subcelular, razén por la cual las descartamos. Estos resultados no estan de

acuerdo con lo reportado por la base de datos Yeast GPF Database.

En los casos siguientes, una de las proteinas de las parejas (marcada con asterisco)
ScAld2/ScAld5*, ScSds23*/ScSds24, ScUra5/ScUral0* y ScHtal/ScHta2* no tiene expresion
fuerte, en el medio que las estudiamos, por lo que no pudimos definir con certeza su localizacion, y

por lo tanto, se eliminaron.

Las parejas que finalmente quedaron incluidas en nuestro estudio fueron las siguientes:
ScAItl/ScAlt2, ScBatl/ScBat2, ScGlo2/ScGlo4 y ScTrrl/ScTrr2. Las parejas ScAltl/ScAlt2,
ScBat1/ScBat2 han sido estudiadas en el grupo de investigacion y conocemos su papel fisiolégico.
Para el caso de ScGlo2/ScGlo4 y ScTrrl/ScTrr2 fue necesario desarrollar ensayos que nos
permitieran valorar su comportamiento fisiolégico, tomando en cuenta lo reportado con anterioridad
(Bito et al., 1997; Trotter & Grant, 2005).

TABLA 3. CEPAS CONSTRUIDAS PARA LA DETERMINACION DE LOCALIZACION DE LAS PAREJAS
ELIMINADAS.

Cepa Genotipo Fuente
ScBY4741 MATa his3 ura3 metl5 leu2 Open Biosystems
ScAapl-yEC MATa AAP1-yECitrine-SpHIS5 ura3 metl5 leu2 Este trabajo
ScApe2-yEC MATa APE2-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScAcs1-yEC MATa ACS1-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu?2 Este trabajo
ScAcs2-yEC MATa ACS2-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScAld2-yEC MATa ALD2-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScAld5-yEC MATa ALD5-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScCitl-yEC MATa CIT1-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScCit2-yEC MATa CIT2-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScCit3-yEC MATa CIT3-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScGpdi1-yEC MATa GPD1-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScGpd2-yEC MATa GPD2-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2 Este trabajo

ScSds23-yEC
ScSds24-yEC
ScUra5-yEC

ScUral0-yEC

MATa SDS23-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2
MATa SDS24-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2
MATa URA5-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2

MATa URA10-yECitrine- SpHIS5 ura3 met15 leu2

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Tabla 3. Lista de cepas utilizadas para la determinacion de la localizacién subcelular de las proteinas de
estudio. EI primer panel contiene el nombre conferido a las cepas construidas, posteriormente su genotipo y
por ultimo la fuente.

4.2 Estudio del mejor programa de prediccién de localizacion subcelular.
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Para predecir la localizacién subcelular de las proteinas del ancestro (L. kluyveri) se llevo a
cabo un andlisis utilizando 5 programas bioinformaticos y se compar6 el resultado con la
localizacion reportada anteriormente por el grupo de O’Shea Huh et al., (2003) y con la localizacion
encontrada en el estudio que aqui se presenta. En la tabla 4 se muestran los resultados, al final de la
tabla se encuentra un puntaje que representa la cantidad de aciertos del programa. Se puede
observar que Cello, fue el servidor global que mostr6 tener mas similitud a la localizacion
establecida por el grupo de O’Shea y por este trabajo, por lo que se tomé los datos reportados en
este servidor para predecir la localizacion de las proteinas de L. kluyveri. Por otra parte, se logrd
determinar que mitoprot, el cual reporta la probabilidad de que una proteina se encuentre en la
mitocondria, tuvo un puntaje muy alto de confirmacion, debido a que con base a su prediccion se
encontraron 7 de las 10 proteinas que su localizacion subcelular estaba reportada como

mitocondrial.

TABLA 4. PREDICCION DE LOCALIZACION SUBCELULAR POR 5 DIFERENTES PROGRAMAS.
BACELLO, CELLO, PTARGET, TARGETP, Y MITOPROT.

Sc Loc_Huh Loc_lab BaCEllo Cello ptarget targetp mitoprot
ScAapl c,n c,n C C C - 0.19
ScApe2 c,m c,m C c,m C m 0.9958
ScAcsl c,n N C P p - 0.0226
ScAcs2 N N C c p - 0.03
ScAld2 c,n C M c, m RE - 0.056
ScAld5 M M M m m m 0.9987
ScAltl - M M m c m 0.977
ScAlt2 c,n c,n M C C - 0.0035
ScBatl - M M m m m 0.83
ScBat2 c,n c,n M [¢ [¢ - 0.04
ScCitl M M M m m m 0.96
ScCit2 c C p p - 0.1919
ScGlo2 c,n c,n C C C - 0.02
ScGlo4 M m M m c m 0.76
ScGpd1l pC, perox  perox M [ m m 0.2623
ScGpd2 cn perox C m m m 0.9925
ScGrx1 c,n c,n C C C - 0.1993
ScGrx2 N c,n C extra [¢ S 0.009
ScHtal \ N M n m m 0.9956
ScHta2 N N M n m m 0.9956
ScSds23 c,n c,n C n n - 0.02
ScSds24 c - C n n m 0.04
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ScTrrl c,n c,n sec [¢ m - 0.0798

ScTrr2 m M M c,m m m 0.9324

ScUras cn c,n C E:\c/)l’ c - 0.086

ScUral0 c - C Clo c - 0.17
Total 16 18 16 6

Tabla 4. Prediccion de localizacion subcelular por cinco diferentes servidores. Los_huh, contiene la localizacion
reportada por el grupo de Huh, mientras que Loc_lab es la localizacién determinada en este estudio. Los programa
utilizados son: BaCeLlo (Pierleoni et. al., 2006), Cello (Yu, et. al., 2006), pTarget (Guda, 2006), Targetp (Emanuelsson
et. al., 2007) Mitoprot (Claros, 1996). BaCelLlo (Pierleoni et. al., 2006), Cello (Yu, et. al., 2006), pTarget (Guda,
2006), Targetp (Emanuelsson et. al., 2007) Mitoprot (Claros, 1996). Al final de la tabla se muestra la identidad que
tiene con la localizacion experimental. EI sombreado significa que en al menos una localizacion el resultado del
programa coincide con la localizacién probada experimentalmente

El conjunto de métodos de seleccién anteriores resultaron en la seleccién de 4 parejas de

proteinas que fueron el objeto de estudio de este trabajo de maestria.

Cada capitulo siguiente contiene los antecedentes de cada par de paralogos , junto con la
localizacion subcelular obtenida en el proyecto, la relocalizacion de las proteinas y la implicacion

fisioldgica de esta relocalizacion determinada por los cambios fisiol6gicos resultantes.

4.3 Parejas finales

4.3.1 Transaminasas de alanina ScAltl y ScAIt2.

4.3.1.1 Antecedentes de las transaminasas de alanina ScAltl y ScAlt2.
La alanina, el segundo aminoacido mas abundante en la célula, se obtiene mediante la

conversion del glutamato mas piruvato a alanina y o-cetoglutarato (Figura 10).

Glutamato Piruvato Alanina a-cetoglutarato Figura 10. Reaccion de las
7 0 0 a i 0
L L e
> -
+ - 4 0
o- =0 g °
M o 0

En S. cerevisiae la enzima encargada de llevar a cabo la reaccién anterior es la transaminasa

transaminasas de alanina.

de alanina, codificada por dos genes, SCALT1 y SCALT2. Las isozimas ScAltl y ScAlt2 presentan

una identidad de secuencia del 67%, y estan localizadas diferencialmente, la primera se encuentra
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en la mitocondria y la segunda en el citoplasma y ndcleo. ScAltl tiene 84 aminoacidos extras en el

amino terminal, lo que se piensa que puede ser una sefial de localizacién mitocondrial.

Antecedentes del laboratorio indican que la funcion de las dos transaminasas no es
redundante en las condiciones hasta ahora estudiadas. Las mutantes sencillas de Scaltl4 y Scalt24 y
la doble mutante Scaltl4 Scalt24 presentan un fenotipo silvestre en glucosa-amonio, lo que indica
la presencia de una ruta alternativa para la biosintesis de alanina. Hasta el momento, la(s) ruta(s)
alterna(s) de la biosintesis de alanina se desconoce, aunque se ha propuesto que la transaminasa de
glutamina pudiera ser la responsable de la biosintesis de alanina en glucosa-amonio (Garcia-
Campusano et al., 2009). En presencia de etanol como fuente de carbono y amonio como fuente de
nitrégeno, la mutante Scalt24 presenta un fenotipo silvestre, en tanto que la cepa Scaltl4 y la doble
mutante Scaltl4 Scalt24 no crecen, indicando que en condiciones respiratorias SCAIt1 constituye la
Unica via para la biosintesis de alanina. En presencia de alanina como Unica fuente de nitrégeno y
de glucosa o etanol, la mutante Scaltl4 y la doble mutante Scaltl4 Scalt24 no crecen, en tanto que
la mutante Scalt24 presenta un fenotipo silvestre. Estos resultados muestran que ScAltl juega un
papel importante en el catabolismo de alanina. Cuando se midieron las actividades enziméticas de
alanina aminotransferasa en glucosa amonio (Tabla 5), los resultados mostraron que la cepa
silvestre y la mutante Scalt24 presentan la misma actividad, indicando que ScAlt2 no tiene

actividad de alanina aminotransferasa (Pefialosa, et al., en revision).

En presencia de alanina como Unica fuente de nitrégeno, la expresion de SCALT2 se
reprime. Esta represion depende de la presencia del regulador de la transcripcion ScNrgl, por lo que
se construy6 una cepa que tiene deletado el gen SCNRG1. Sin embargo, en estas condiciones ScAlt2
tampoco posee actividad de alanina aminotransferasa. Este resultado se puede explicar de las
siguientes maneras: 1) ScAlt2 no tiene actividad de alanina aminotransferasa, 2) el ensayo para
determinar actividad no es el adecuado y 3) la cantidad de proteina no es suficiente para detectar
actividad. Con el proposito de sobre-expresar SCALT2, se construyd una mutante en la que se
intercambié el promotor de ScAlt2 por un promotor bacteriano llamado tetO7 que contiene 7
operadores repetidos a los cuales se une el activador del promotor llamado tTa y que en presencia
de doxiciclina éste se disocia. Estas construcciones se realizaron en la cepa R1158, debido a que
ésta contiene el gen tTa. Esta cepa no mostro actividad, por lo que se concluyé que ScAlt2 no tiene

actividad de alanina aminotransferasa o que el ensayo utilizado no es el adecuado.
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TABLA 7. ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE ALANINA AMINOTRANSFERASA (Alt1 y Alt2). LA ACTIVIDAD SE

EXPRESA EN pmol/min™/mg DE PROTEINA ™

CEPA ACTIVIDAD ESPECIFICA
SeALT] SeALT? 0.104+0.030
ScALT2 SealtlA 0.011+£0.003
ScALT1 Scalt24 0.117+0.030
ScaltlA Scalt24 0.023+0.000
Scalt]lA ScALT?2 ScnrglA 0.015+0.004
ScR1158 Sealtl4 0.019+0.008
ScR1158 ScaltlAtet07-ScALT2 0.022+0.003

Tabla 5. Actividad especifica de Altl y Alt2. Se muestra la actividad especifica reportada en umol/min-1/mg de
proteina de las cepas que tienen a las dos proteinas (SCALT1 y SCALT2), las que tienen sdlo una, el contro negativo. Y

posteriomente las cepas que tienen a ALT2 sobreexpresado.

4.3.1.2 Cepas utilizadas ScAlt1/ScAlt2

TABLA 6. CEPAS UTILIZADAS PARA ESTUDIAR LA PAREJA ALT1/ALT2

Cepa

Genotipo

Fuente

ScCLAlL-2
ScBY4741
ScR1158

L. kluyveri Y156
Scaltid

Scalt24

ScaltlA Scalt2A

ScAltl-yEC
ScAlt2-yEC
ScAIlt1R-70
ScAIt1IR-70 alt2A
ScAIlt1R-70-yEC
ScAIlt1R-84
ScAlt1R-84 alt2A
ScAIlt1R-84-yEC
ScAlt2R+70
ScAlt2R+70 -yEC
ScAlItR+84

ScAlt2R+70 -yEC

MATa ura3 leu2::LEU2
MATa his3 ura3 metl5 leu2
MATa URA3:: CMV-tTA his3 met15 leu3

MATa ura3

MATa altid::kanMX ura3 leu2::LEU2
MATa alt24::kanMX ura3 leu2::LEU2
MATa alt24::NAT altla::kanMX ura3 leu2::LEU2

MATo his3 met15 leu2 ALT1-yECitrine-URA3
MATo his3 met15 leu2 ALT2-yECitrine-URA3
MATa ura3 leu2::LEU2 ALT1-70A

MATa alt24::NAT ura3 leu2::LEU2 ALT1-70A
MATa leu2 ALT1-70A-yECitrine-URA3

MATa ura3 leu2::LEU2 ALT1-84A

MATa alt24::NAT ura3 leu2::LEU2 ALT1-84A
MATa leu2 ALT1-84A-yECitrine-URA3

MATa ura3 leu2::LEU2 ALT2-70ALT1

MATa leu2 ALT2-70ALT1-yECitrine-URA3

MATa ura3 leu2::LEU2 ALT2-84ALT1
MATa leu2::LEU2 ALT2-84 ALT1-yECitrine-

URA3

Quezada, 2008
Open Biosystems
Hughes, 2000
Gojkovic, 2001
Park, 1999

Park, 1999
Hinnebusch, 2005

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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ScAlt1R-70 Alt2R-70 MATa leu2::LEU2 ura3 ALT1-70A ALT2-70ALT1 Este trabajo

LkAIt-yEC MATo ALT-yECitrine::Ura3 Este trabajo
MATa tetO7::kanMX-ALT2-SpHIS5 URA3::
ScR1158 tetO7-Alt2-yEC CMV-tTA metl5 leu3 Este trabajo

Tabla 6. Lista de cepas utilizadas para determinar el efecto de la localizacién de ScAltl y ScAlt2 en la
fisiologia de S. cerevisiae. EIl primer panel contiene el nombre conferido a las cepas construidas,
posteriormente su genotipo y por Ultimo la fuente.

4.3.1.3 Microscopia de fluorescencia de ScAltl-yEC y ScAlt2-yEC.

Se construyeron cepas con fusiones independientes de SCALT1 y ScALT2 a yECitrine
(Metodologia). Al observar estas cepas con microscopia de fluorescencia se encontrd que ScAltl-
yEC se localiza en la mitocondria, mientras que ScAlt2-yEC se localiza en el citoplasma y nicleo.
La localizacién de ScAlt2 se confirmé intercambiando el promotor enddgeno por el de tetO7 para
poder sobreexpresarlo, debido a que basalmente no se expresa en grandes cantidades y por lo tanto

no visualiza correctamente.

. Cito
Figura 11. Localizaciones de ScAltl y ScAlt2. A) ScAlt2 Cito
resultados de la microscopia para las transaminasas tet nu E'
de alanina. B) ScpTet-Alt2. Cada imagen estd

compuesta de dos partes, la primera es la imagen
de campo claro (C_claro) y la segunda es la
fluorescencia (Fluoresc).

4.3.1.4 Prediccion de localizacion de LkAIt1.

Se realiz6 un andlisis filogenético para predecir la localizacion de la alanina
aminotransferasa de L. kluyveri (Figura 12). Para esto, se realiz6 un alineamiento, que mostr6 una
posible presecuencia. Para verificar esto, se construyé un arbol filogenético que evidencié que
LKALT1 era més parecida a su ortdlogo en S. cerevisiae (SCALT1), esto indica que hay una alta

probabilidad de que esté localizada en la mitocondria (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis filogenético de ScAlt1, ScAlt2 y SkAlt. A) Se muestra el drbol filogenético que muestra la relacion

que tienen las tre proteinas. Se observa que Altl de kluyveri es mds cercana a ScAltl de cerevisiae que a ScAlt2,

probablemente esto se deba a que hay una presecuencia. B) Se muestra el inicio del alineamiento realizado para las

tres proteinas, se puede observar que ScAltl y LkAIt1 tienen una secuencia que no comparten con ScAlt2.

Dos pruebas in silico fueron realizadas, Cello especificd que las localizaciones subcelulares

mas probables eran mitocondria y citoplasma, la segunda prueba fue a través de mitoprot, la cual

indic6 que la probabilidad para ser exportada a la mitocondria era de 99.23%. Con los datos

anteriores pudimos predecir que LKAIt1 tendria una localizacion mitocondrial.

4.3.1.5 Localizacion de la proteina LkAIt1-yEC.

La ubicacion de la proteina LKAIt1 es la mitocondria, de acuerdo con lo predicho por el

alineamiento, Cello y mitoprot.

mitocondrial de LKAIt1. Se

obsera esta imagen en

campo claro (C_claro) y
LkAIt1 mit en

(Fluoresc).

fluorescencia

Con los datos obtenidos por la prediccion de localizacién y su demostracion experimental

se concluye que la proteina de tipo ancestral LkAItl se localiza en la mitocondria y las proteinas

pardlogas de S. cerevisiae se localizan en la mitocondria (ScAltl) y en el citoplasma y nucleo

(ScAlt2). Se puede concluir que ScAltl conservo la localizacién “tipo ancestral”, en tanto que

ScAlt2 se neo-localizo, tal y como lo ha propuesto Marques para otras proteinas.

4.3.1.6 Relocalizacion de ScAltl y ScAlt2
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La presecuencia de Altl se definidé de dos maneras, en la primera se hizo un alineamiento
entre ScAltl y ScAlt2 y viendo la diferencia en la region N-terminal, y en la segunda se determind

el sitio de corte por mitoprot.

ScAltIR- (& _) Cito,  ScAlt1R- ( , Cito,
70 [20) nuc 84 ¢ nuc

Figura 14. Localizacion subcelular de ScAlt1R-70 y ScAlt1R-84. Posterior a la eliminacion de los
primero 70 u 84 aminoacidos ScAltl ahora se encuentra en el citoplasma. Las imagenes estan
compuestas del campo claro (C_claro) y la fluorescencia (Fluoresc).

Con el alineamiento determinamos que la presecuencia consisti6 de 70 aminoacidos y era la

siguiente:

MLSLSAKNHFTVSNSITHVIKSYHIRTLTSSAEKMPHITTPFSTSASSTKLKAFRKVRPVLQR
HSSSWIV

Mitoprot predijo que el corte se encontraba en el aminoécido 84 y que la presecuencia

probablemente era:

MLSLSAKNHFTVSNSITHVIKSYHIRTLTSSAEKMPHITTPFSTSASSTKLKAFRKVRPVLQR
HSSSWIVAQNHRRSLSGQSSL

Se decidi6 tomar como correctas las dos presecuencias, por lo que trabajo con ambas. Al
removerlas, por medio de Delitto Perfetto se generaron 2 cepas que llamaremos ScAlt1-70 y
ScAIlt1-84. Estas cepas se utilizaron para construir derivadas portadoras de la secuencia de
yECitrine en el carboxilo terminal. Las observaciones al microscopio de fluorescencia indicaron
gue la localizacion de ScAlt1-70-yEC y de ScAlt-84-yEC era citoplasma y nucleo (Figura 14). Esto
demuestra que remocion de las presecuencias predichas es suficiente para cambiar la localizacion
de la proteina ScAltl. Estos datos sugieren que podria haber una posible secuencia de
internalizacion al nucleo, enmascarada por la sefial de localizacion a la mitocondria, ya que se ha
observado que la sefial mitocondrial puede excluir la posibilidad de localizar a las proteinas en el

nacleo, aunque éstas contengan una sefial de localizacion nuclear (Otterlei, 1998).
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Se logré construir las cepas que contienen las presecuencias de ScAltl (70 y 84) sobre el
gen de ScALT2, modificando la metodologia de Delitto Perfetto, lo cual consistio en utilizar colas
de recombinacion de 600 pares de bases. Lo que evidencid que para insertar un segmento de gran
tamafio es necesario aumentar la region de recombinacion sobre el gen de interés. Para verificar la
correcta insercion de las presecuencias se mandaron secuenciar estas cepas, el resultado fue que
todas contenian una delecion que producia un codon de paro alrededor de la base 100, por lo que
estas cepas no se utilizaron para los experimentos subsecuentes. Este cambio en la pauta de lectura
pudo deberse a un error en la amplificacion (PCR) de la region codificante. Posteriormente se

reintentardn estas construcciones, con nuevos productos de PCR.
4.3.1.7 Actividad especifica de ScAIt1R-70 y ScAlt1-84.

Como se habia mencionado en la introduccién (capitulo 1.4), las presecuencias de
localizacion mitocondrial tienen una longitud de entre 13 y 36 aminoéacidos, por lo que 70 u 84
aminoacidos podrian no contener sélo la presecuencia, sino que también pudieran ser sitios

importantes para la funcion de esta proteina.

Para analizar el papel de la presecuencia en la actividad enzimatica, se midi6 la actividad de

transaminasa de alanina en la cepa silvestre y en las relocalizadas (ScAlt1-70, ScAlt1-84)

TABLA 7. ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE ALANINA AMINOTRANSFERASA (ALT1 DE TIPO SILVESTRE Y RELOCALIZADA). LA
ACTIVIDAD SE EXPRESA EN pmol/min'/mg DE PROTEINA ™

CEPA ACTIVIDAD ESPECIFICA
ScALT1 Sealt24 .070+£0.009
ScALT1R-70 Scalt?4 A111+£0.01
ScALTIR-84 Scalt?4 111£0.02

Tabla 7. Comparacion de la actividad especifica entre la cepa que tiene a Altl en el citoplasma y las que
tienen a Altl en la mitocondria (ALT1R-70), las tres cepas se encuentran en un fondo alt2A.

Se puede observar que, bajo nuestras condiciones, las cepas que contienen la proteina
relocalizada tienen una actividad especifica méas alta que la cepa silvestre. Este resultado puede
explicarse de la siguiente manera: 1) la proteina ScAltl sélo se encuentra activa cuando pierde la
presecuencia, por lo tanto las mutantes ScAlt1-70 o ScAlt1-84, que ya no tiene presecuencia,

constituyen una poblacion homogénea, mientras que para la Altl silvestre, la poblacion procesada y
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no procesada puede constituir una mezcla que da como resultado un menosprecio de la actividad
enzimatica. 2) Hay una diferencia en el plegamiento de la proteina dentro de la mitocondria con

respecto a la del citoplasma, lo que podria resultar en una diferencia en actividad.
4.3.1.8 Determinacién del fenotipo de las mutantes de los genes ScAlt y ScAlt2

Para determinar la repercusion fisiologica de la relocalizacién se determinaron las

velocidades de crecimiento en diferentes condiciones:
4.3.1.8.1 Curvas de crecimiento en glucosa.

En medio con glucosa, como fuente de carbono, y sulfato de amonio, como fuente de
nitrégeno (Figura 15), se encontrd que la mutante sencilla ScaltiA crece ligeramente menos que la
cepa silvestre, mientras que la mutante sencilla Scalt24 crece igual que la cepa silvestre. Con esto,
se confirma que Altl pudiera tener una cierta repercusién en la biosintesis de alanina, mientras que
Alt2 no parece tener ningin papel en este proceso. Con el fin de comprobar esta propuesta, se
determinaron las pozas enddgenas de alanina en cultivos de las cepas WT (ScClal), Scaltl4,
Scalt24 y Scaltl4 Scalt24. Estos resultados muestran que ScAltl provee el 80% de la poza de
alanina, en tanto que ScAlt2 no contribuye en absoluto a la biosintesis de este aminoacido (Datos no
mostrados). Si la localizacion mitocondrial de ScAltl determina su papel en la biosintesis de alanina
al remover la presecuencia de 70 u 84 aminoécidos, se comportard como la mutante sencilla
Scaltl1A. Se observé que las cepas SCAIt1R-70 y ScAIt1R-84 (barras 5y 6) y las ScAlt1-70 Scalt24
y ScAlt1-84 Scalt24 (barras 7 y 8) tienen una pequefia disminucion en la velocidad de crecimiento
(con un 95% de confiabilidad). Como el fenotipo de crecimiento no se afecta de manera importante
en las mutantes Scaltl4, sera necesario determinar las pozas de alanina para valorar con exactitud si

la relocalizacion de ScAltl afecta la biosintesis de alanina.

En presencia de alanina como Unica fuente de nitr6geno, podemos determinar la
contribucion de ScAlt1-70 y ScAlt1-80 en el catabolismo de alanina. Como se ha reportado
(Pefialosa et al., en revision), Altl es la Gnica enzima capaz permitir el uso de alanina como fuente
de nitrégenoa la levadura S. cerevisiae, ya que la mutante sencilla (ScaltlA) o la doble (ScaltlA
Scalt2A) no son capaces de crecer en presencia de alanina como Unica fuente de nitrégeno. Si el
catabolismo de alanina estuviera influenciado por la localizacion, las cepas que tienen a ScAltl
relocalizada no serian capaces de crecer, o presentarian una menor velocidad de crecimiento. Como

se muestra en la Figura 15, las mutantes relocalizadas presentan un fenotipo equivalente al de una
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cepa silvestre o una mutante Scalt2A. Por lo tanto, se puede concluir que la localizacion

mitocondrial de Altl no juega un papel determinante en el catabolismo de alanina.

-

0.2

0.15 -

0.05 -

o
ScaltlA .

ScaltlA
Scalt2A
Scalt2A

ScCla (wt)
ScaltlA Scalt2A
ScAlt1R-70
ScAlt1R-84
ScCla (wt)
Scalt1A Scalt2A
ScAlt1R-70
ScAlt1R-84

Scalt2A, ScAIt1R-70
Scalt2A, ScAlt1R-84
Scalt24, ScAlt1R-70
Scalt24, ScAlt1R-84

Glucosa- Amonio Glucosa- Alanina

Figura 15. Velocidades de crecimiento en glucosa como fuente de carbono y amonio o alanina como fuente de
nitrégeno. Se muestra la cepa silvestre (ScCla), las mutantes sencillas y doble (Scaltid, Scalt24 y ScaltiA
Scalt24), las cepas que tienen a ScAltl relocalizada en un fondo silvestre (ScAIt1R-70 y ScAIt1R-84) y en un
Jfondo con ScALT? deletado (alt2 AScAItIR-70y Scalt2A ScAlt1R-84)

4.3.1.8.1 Curvas de crecimiento en etanol.

Para determinar si la localizacidon de ScAltl o ScAlt2 es fundamental en la biosintesis de

alanina, en el metabolismo respiratorio, se confirmaron los fenotipos de las mutantes sencillas
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(Scaltld y Scalt24) y la doble (Scaltl4 Scalt24) en un medio con etanol como fuente de carbono y
amonio como fuente de nitrogeno (Figura 16). La mutante sencilla Scalti4 y la doble mutante
(Scaltid Scalt24) no crecen, por lo que se confirma que en el metabolismo respiratorio Altl es
fundamental para la produccion de alanina. También podemos observar que la mutante Scalt24
exhibe una disminucion significativa en la velocidad especifica de crecimiento, por lo que, al

parecer, en este medio tiene un papel en la biosintesis de alanina.

I — ==

Etanol Amonio

Figura 16. Velocidades de crecimiento en etanol como fuente de carbono y amonio como fuente de nitrégeno ScAltl-
ScAlt2. Se muestra la cepa silvestre (ScCla), las mutantes sencillas y doble (ScaltiA, Scalt2A y ScaltiA Scalt2A), las
cepas que tienen a ScAltl relocalizada en un fondo silvestre (SCAIt1IR-70 y ScAlt1R-84) y en un fondo con ScALT2
deletado (alt2 AScAItIR-70 y Scalt2A ScAlt1R-84)

Posteriormente se analizd la repercusion de la relocalizacion de la proteina Altl en el
metabolismo respiratorio y observamos que en un fondo silvestre, las cepas ScAlt1-70 y ScAlt1-84
tienen un crecimiento similar al de la cepa silvestre (Figura 16). Se determiné la velocidad de
crecimiento de las cepas que tienen a Altl relocalizada en un fondo Scalt24, se pudo observar que
hay una pequefia disminucién en la velocidad de crecimiento, que no es estadisticamente
significativa, por lo que bajo estas condiciones la localizacion no es importante para la funcién de
ScAltl.

ScCla (wt)| ScaltlA | Scalt2A | ScaltlA |ScAIt1R-70ScAlt1R-84 Scalt2A, | Scalt2A,
Scalt2A ScAlt1R-70ScAlt1R-84
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Figura 17. Velocidades de crecimiento en etanol como fuente de carbono y alanina como fuente de nitrégeno. Se
muestra la cepa silvestre (ScCla), las mutantes sencillas y doble (ScaltiA, Scalt2A y ScaltiA Scalt2A), las cepas que
tienen a ScAltl relocalizada en un fondo silvestre (ScAIt1R-70 y ScAlt1R-84) y en un fondo con SCALT2 deletado (alt2
AScAItIR-70 y Scalt2A ScAlt1R-84)

En la figura 17 se puede ver la contribucion de ScAltl y ScAlt2 y de las mutantes
relocalizadas en el catabolismo de la alanina en condiciones respiratorias. Como se habia reportado,
las cepas que no tienen ScAltl no crecen, debido a que esta enzima constituye la Gnica via de
catabolismo de alanina tanto en etanol como en glucosa. Se observé que ScAlt2 podria tener una
pequefia contribucidn en el catabolismo de alanina en condiciones respiratorias, similar a lo que se
encontré en glucosa (Figura 15). Encontramos también que las cepas que contienen a Altl
relocalizada (ScAIt1R-70, ScAIt1R-84), en cualquiera de los dos fondos (con o sin ScAlt2), tienen
un comportamiento similar a su cepa silvestre o a la mutante Scalt24. Por lo que para el

catabolismo de alanina tampoco la localizacion de ScAltl es determinante.

4.3.1.9 Conclusiones ScAlt1/ScAlt2

- ScAltl se localiza en la mitocondria, mientras que ScAlt2 se localiza tanto en el citoplasma como

en el ndcleo.
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- La proteina “tipo ancestral” esta localizada en la mitocondria, por lo que el proceso evolutivo, con
respecto a la localizacion, que sufrié ScAlt2 es la neolocalizacion, en tanto que ScAltl conservd la

localizacion “tipo ancestral”.

- La actividad especifica de ScAltl aumenta ligeramente cuando la proteina no contiene los

primeros 70 u 84 aminoacidos.

- La falta de ScAlt2 disminuye ligeramente la velocidad de crecimiento en glucosa-alanina, etanol-

amonio y etanol-alanina.

- Hay una disminucién en la velocidad de crecimiento en las cepas que tienen a ScAltl relocalizada
en condiciones fermento-respiratorias (glucosa), en comparacion con la velocidad de la cepa
silvestre. Este fenotipo es similar al de una mutante Scaltl4. Es importante hacer notar que dado
que existe una ruta adicional para la sintesis de alanina, el efecto de la falta de ScAltl (Scaltl4)
como de la mutacion que elimina la secuencia de localizacion mitocondrial (ScAlt-70 y ScAlt-84)
es dificil de valorar. Por lo tanto, resultard interesante identificar la ruta alternativa y obtener
mutantes. En un fondo genético Scalt24 XA (mutante X, responsable de llevar a cabo la ruta alterna
de la biosintesis de alanina) serda posible valorar correctamente el valor de ScAltl y de su

localizacion mitocondrial en la biosintesis de este aminoacido.

- La velocidad de crecimiento de la cepas que contienen a Altl relocalizada (ScCAIt1R-70, ScAltl1-
84), en un fondo silvestre o con SCALT?2 deletado en glucosa amonio, es equivalente a la de la cepa

SCALTL1 en condiciones respiratorias.

- Altl participa tanto en la biosintesis como en el catabolismo de alanina en condiciones fermento-
respiratorias y respiratorias. En tanto que ScAlt2 no participa en el metabolismo de alanina. Por lo
tanto ScAltl conservd las dos capacidades. En estas circunstancias, la localizacién mitocondrial no
determina la funcidén y es posible que la concentracion de pirtvico y alanina en el citoplasma y la

mitocondria sea similar.
4.3.1.10 Perspectivas ScAIlt1/ScAlt2

- Identificar la ruta ScAlt1-ScAlt2-independiente que participa en la biosintesis de alanina, obtener

mutantes y determinar su papel en la biosintesis y catabolismo de alanina.

- Determinar la funcion de ScAlt2, lo que podria ayudar a identificar un fenotipo para estudiarlo en

la cepa que tiene a ScAlt2 relocalizada.
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- Determinar pozas de alanina en la cepa en la que se relocalizo ScAltl.

- Analizar la contribucion de la proteina ancestral para el metabolismo de alanina en L. kluyveri,
para ello se deberé realizar la mutante Skalti4'y se definira su efecto en la velocidad de crecimiento

y en las pozas de alanina.

4.3.2 Aminotransferasas de aminoécidos de cadena ramificada ScBat1/ScBat2

4.3.2.1 Antecedentes de las aminotransferasas de aminoacidos de cadena ramificada
ScBatl1/ScBat?

Los genes SCBAT1 y ScBAT2 codifican para dos enzimas que tienen una identidad de
secuencia del 77% entre ellas, se sabe que la localizacién de Batl es mitocondrial, mientras que la
de ScBat2 es citoplasmica. Catalizan la transaminacion reversible de aminoacidos de cadena
ramificada, como son valina (V), isoleucina (1) y leucina (L) a sus a -cetoacidos, a-cetoisocaproato
(KIC), a-ceto- B-metilvalerato (KMV) y a-cetoisovalerato (KIV), respectivamente (Kispal et al.,
1996). Ademas, participan en la via de Ehrlich, de catabolismo de amino&cidos para la formacién
de los alcoholes fusel, compuestos que tienen un gran impacto sobre el sabor y olor de los productos
de la fermentacion de S. cerevisiae (Eden et al., 2001). Los componentes principales de la
biosintesis y el catabolismo de LIV se muestran en la figura 18. Estos tres aminoacidos son los méas
hidrofébicos y por tal motivo juegan un papel crucial en la estructura terciaria de las proteinas,

particularmente en la proteinas que se localizan en la membrana (Brosnan & Brosnan, 2006).

La expresion de SCBATL1 es 4 veces mayor que la de SCBAT2 en medio que contiene glucosa
y amonio (condiciones biosintética), mientras en medio con glucosa y LIV (condiciones
catabodlicas) ScBAT2 se expresa 12 veces mas que ScBATL1. Las diferencias en la expresion de
ScBAT1 y ScBAT2 se reflejan en la actividad enzimética de ScBatl y ScBat2, de suerte que Batl
presenta una capacidad principalmente biosintética, en tanto que ScBat2 posee una actividad

primordialmente catabolica (Colén et al., 2011).

Adicionalmente se han observado diferencias en las velocidades de crecimiento en las
mutantes sencillas (SchatiAd y Schat24) 'y en la doble (SchatiA Schat2A) bajo diferentes

condiciones fisioldgicas:




Figura 18.
Compartamentalizacion
de la via de sintesis y
degradacion de los
aminodcidos de cadena
ramificada en S.
cerevisiae. Modificada de
Kohlhaw, 2003.
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1) En Glucosa- Amonio (un medio que propicia la biosintesis de LIV) la mutante SchatiA

tiene una disminucién en la velocidad de crecimiento con respecto a la cepa silvestre, mientras que

la Schat24 presenta un fenotipo silvestre. La mutante doble es auxétrofa de LIV, por lo que se llegd

a la conclusion que las dos Unicas enzimas capaces de biosintetizar LIV son ScBatl y ScBat2.

2) En Glucosa-LIV la mutante Schatid crece de manera similar que la cepa silvestre,

mientras que la mutante Schar24 tiene una disminucion en el crecimiento, lo que puede dar idea de

la importancia de ScBat2 para llevar a cabo el catabolismo de LIV. La doble mutante, SchatiA

Schat24 no crece bajo estas condiciones, debido a que no hay otra enzima que pueda catabolizar los

aminoacidos de cadena ramificada para su utilizacién como fuente de nitrégeno y el crecimiento

s6lo se recupera cuando se afiade otra fuente de nitrégeno al medio, como amonio.

4.3.2.2 Cepas utilizadas ScBat1/ScBat2

TABLA 8. CEPAS UTILIZADAS PARA ESTUDIAR LA PAREJA BAT1/BAT2

Cepa
ScCLA1-2
ScBY4741

Genotipo
MATa ura3 leu2::LEU2
MATa his3 ura3 metl5 leu2

Fuente
Quezada et al., 2008
Open Biosystems
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L. Kluyveri Y156 = MATa ura3 Gojkovic et al., 2001
SchatlA MATa batl4::kanMX ura3 leu2::LEU2 Este trabajo
Scbat2A MATa bat24::kanMX ura3 leu2::LEU2 Este trabajo
SchatlA/ MATa batl4::NAT bat24::kanMX ura3 leu2::LEU2 Este trabajo
Schat2A

ScBatl-yEC MATa BAT1-yECitrine-URA3 his3 met15 leu2 Este trabajo
ScBat2-yEC MATa BAT2-yECitrine-URA3 his3 met15 leu2 Este trabajo
ScBatlR-17 MATa ura3 leu2::LEU2 BAT1-17A Este trabajo
ScBatlR-17-yEC MATa BAT1-17A-yECitrine-SpHIS5 ura3 leu2::LEU2 Este trabajo
ScBatlR-17 MATa bat24::NAT ura3 leu2::LEU2 BAT1-17A Este trabajo
Schat2A

ScBat2R+17 MATa ura3 leu2::LEU2 BAT2-17BAT1 Este trabajo
ScBat2R+17 MATa batl4::NAT ura3 leu2::LEU2 BAT2-17BAT1 Este trabajo
SchatlA

ScBat2R-17 yEC  MATa ura3 leu2::LEU2 BAT2-17BAT1-yECitrine-SpHIS5  Este trabajo

Tabla 8. Lista de cepas utilizadas para determinar el efecto de la localizacion de Batl y Bat2 en la fisiologia de S.
cerevisiae . El primer panel contiene el nombre conferido a las cepas construidas, posteriormente su genotipo y
por ultimo la fuente.

4.3.2.3 Microscopia de fluorescencia ScBatl- yEC y ScBat2-yEc

El resultado de la microscopia de fluorescencia fue que estas transaminasas de aminoacidos
de cadena ramificada tienen la siguiente localizacion: Batl se encuentra en la mitocondria y Bat2 en
el citoplasma y en el nucleo (Figura 19). En virtud de que la expresion de BAT1 y BAT2 es alta,

todas las observaciones se hicieron en la cepa silvestre.

nuc

Figura 19. Localizaciones de ScBat1 y ScBat2. Resultados de la microscopia para las transaminasas de aminodcidos de

cadena ramificada. Mientras que Bat1 se localiza en la mitocondria, Bat2 se encuentra en el citoplasma. Cada imagen
estd compuesta del campo claro (C_claro) y de la fluorescencia (Fluoresc).

4.3.2.4 Prediccion de localizacion de LkBatl y LkBat2.

El resultado del BLAST realizado para encontrar los genes de L. kluyveri que corresponden
a las BCATs nos mostrd dos marcos de lectura, que podrian corresponder a dos transaminasas de

cadena ramificada. Una de éstas dos posibles proteinas, a la que llamaremos LkBat2, al parecer no
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es funcional, ya que se encuentra truncada en el aminoécido 126. EI segundo marco corresponde a

una secuencia (LkBAT1) que probablemente contenga una presecuencia mitocondrial.

En el arbol filogenético presentado en la figura 20 se

observa que LkBatl se agrupa con

Batl y que la proteina trunca codificada por LkBat2, se aleja tanto de ScBatl y ScBat2 como de

LkBatl. Este arbol filogenético sirvié para predecir la localizacién subcelular; dado que la

probabilidad dada por mitoprot, para LkBatl es de 0.988 y para

1 significa que es completamente probable que se encuentre en

LkBat2 es de 0.279 (un resultado de

la mitocondria), se concluyé que la

primera se puede localizar en la mitocondria, mientras que la segunda en el citoplasma. Debido a

que la proteina SkBat2 es trunca y no parece ser funcional, no

experimentos.

fue considerada para los siguientes

bat2_Ski
Consensus : T T L T T ampr———
bat2 Sce  ldentity L -HLA L - FHHEH L L B
B t+ 1 bat? Skl 11 N O T .
C+ 7 hat? Sce DU 10 O I I U N D

G+ 3 bat! Skl mmnen

bat1_SkI =4 bat!_Sce mmums

bat! Sce

0.03

Figura 20. Andlisis filogenético de ScBat1, ScBat2, LkBatl y LkBat1. A) Se muestra el drbol filogenético que muestra la relacion que

tienen las cuatro proteinas. Se observa que LkBatl es mds cercana a ScBat1 , que ScBat2 se encuentran dentro del mismo grupo per

mds alejados y que LkBat2 se aleja de las otras tres proteinas, probablemente esto

se deba a que es una proteina trunca. B) Se muestra

el inicio del alineamiento realizado para las cuatro proteinas, se puede observar que ScBatl y LkBat1 tienen una presecuencia que no

comparten con ScBat2 y LkBat2.

4.3.2.5 Localizacion de la proteina LkBat1.

Al fusionar LkBat1 con la proteina yECitrine se confirmé la prediccién de localizacion, por

lo que pudimos observar que esta proteina se encuentra en la

mitocondria (Figura 21). Se puede

concluir que ScBat2 sufrié una neolocalizacién, encontrandose en citoplasma y nucleo, en tanto que

ScBatl conservo la localizacion “tipo ancestral”

Figura 21. Localizacién

mitocondrial de LkBatl. La

imagen estad compuesta del

campo claroy de la

fluorescencia transmitida. _—
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4.3.2.6 Relocalizacién de ScBatl y ScBat2

Para definir la presecuencia de ScBatl se tomaron los datos determinados por el grupo de
Riego (Riego et. al. datos no publicados) en donde se fusionaron los primeros 17 aminoacidos a la
proteina rojo fluorescente (RFP) y se determind que éstos eran suficientes para localizar a ScBatl
en la mitocondria, en concordancia con los resultados de mitoprot. Los 17 aminoacidos son los

siguientes:
MLQRHSLKLGKFSIRTL.

Se removid la presecuencia de ScBatl y simultdneamente se fusiond con la proteina
yECitrine, como resultado podemos observar que la proteina se localiza ahora en citoplasma y
nucleo al igual que la proteina ScBat2.

--_- Figura 22. Localizacion de

ScBat1R-17. Se observa que

B al eliminar los primeros 17
CItO, aminodcidos ScBat1 se
nuc localiza ahora en el
citoplasma 'y en el nucleo.

No se logro relocalizar a ScBat2 a la mitocondria, por lo que se intentard aumentar las

ScBatlR
-17

secuencias de recombinacion para lograr la insercion de la presecuencia de ScBatl (17 aa) sobre la

secuencia de SCBAT2.
4.3.2.7 Determinacién del fenotipo de las mutantes de los genes SCBAT1 y SCBAT2
4.3.2.7.1 Curvas de crecimiento en glucosa.

Como se habia mencionado anteriormente, las proteinas ScBatl y ScBat2 tienen un papel en
la biosintesis y en el catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada (AACR), leucina,

isoleucina y valina.

Se confirmd que en un medio que contiene glucosa como fuente de carbono (Figura 23),
Batl tiene un papel primordial en la biosintesis de los aminoécidos LIV, por lo que la mutante
sencilla (SchatiA) crecida en medio con amonio como fuente de nitrégeno tiene una velocidad de
crecimiento menor que la cepa silvestre. La mutante Scbat24 presenta un fenotipo silvestre,

indicando que su participacion en la biosintesis de LIV es menor que la de ScBatl. La doble




Velocidad de crecimiento (W)
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mutante no crece, debido a que no existe otra enzima capaz de sintetizar los aminoacidos de cadena
ramificada. Si la localizacion mitocondrial de ScBatl fuera determinante para su funcion, la
mutante ScBatl-17 se comportaria como una mutante sencilla Schati4; podemos observar que las
cepas que tienen ScBatl-17 (Figura 23 barra 5) en fondo silvestre o Schat24, presentan una
disminucién significativa en la velocidad de crecimiento, que se revierte al afiadir LIV al medio de
cultivo. Esto indica que la relocalizacion de ScBatl al citoplasma restringe su capacidad de
biosintetizar LIV. Esta disminucién podria deberse a que en el citoplasma la concentracion de los
cetoacidos pertinentes es baja 0 a que ScBatl presenta una mayor capacidad catalitica cuando se

localiza en la mitocondria.
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Figura 23. Velocidades de crecimiento en medio con glucosa y amonio, LIV o LIV mas amonio como fuente de nitrégeno. Se
muestra la cepa silvestre (ScCla), las mutantes sencillas y doble (ScbatlA, Scbat2A y ScbatlA Scbat24), las cepas que tienen a
ScBat1 relocalizada en un fondo silvestre (ScBat1R-17) y en un fondo con ScBAT2 deletado (batt24 ScBat1R-17)

En un medio que tiene LIV como fuente de nitrégeno, observamos que, en general, todas
las cepas tienen un crecimiento menor que cuando el medio se suplementa con amonio, ya que estos
tres aminoacidos no son una buena fuente de nitrégeno. La mutante sencilla Scbhati4 no muestra
una diferencia en el crecimiento con respecto a la cepa silvestre, mientras que la mutante bat24
tiene una disminucion en la velocidad de crecimiento, lo que sugiere que ScBat2 tiene un papel en

el catabolismo de LIV, y que en ausencia de ésta, ScBatl cumple con esta funcion soélo
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parcialmente. El fenotipo se ve aumentado en una mutante doble, ya que no mostrd crecimiento.
Podemos observar que la mutante portadora de la proteina Batl relocalizada al citoplasma crece
ligeramente mejor que la silvestre, y esto se puede deber a que se encuentra junto con ScBat2 y
juntas son méas capaces de catabolizar LIV. Para comprobar esto se observo el crecimiento de la
cepa que tiene a Batl en el citoplasma en un fondo Scbhat24, encontrandose un incremento en la
velocidad de crecimiento con respecto a la BAT1 Schat24. Por lo tanto se puede concluir que
cuando ScBatl se encuentra en el citoplasma es capaz de llevar a cabo el catabolismo de LIV, sin
importar que ScBat2 se encuentre 0 no en estado silvestre. Esto es muy relevante, ya que con estos
datos se puede asegurar que el catabolismo de los aminoéacidos de cadena ramificada se mejora
cuando Batl esté en el citoplasma (Figura 23), al punto que puede suplir por completo la falta de
ScBat2 (ScBatl-17 Schat24). Es posible suponer, que esto se debe a que la disponibilidad de
sustratos para el catabolismo de LIV es mayor en el citoplasma que dentro de la mitocondria.
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Figura 24. Velocidades de crecimiento en medio con glucosa y valina isoleucina o leucina como fuente de nitrégeno. Se

muestra la cepa silvestre (ScCla), las muzantes sencillas y doble (ScbatlA, Schat2A y ScbatlA Scbat24), las cepas que tienen

a ScBatl relocalizada en un fondo silvestre (ScBat1R-17) y en un fondo con ScCBAT2 deletado (batt24 ScBatlR-17).
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En la figura 24 se muestra la velocidad de crecimiento de las diferentes cepas con valina,
isoleucina o leucina como Unica fuente de nitrégeno. Se confirmd que ScBat2 tiene un papel
esencial en la utilizacién de valina o isoleucina, mientras que en la de leucina no es tan importante,
ya que crece de manera similar a la cepa silvestre. La figura 24 muestra que una mutante Schat24
presenta una deficiencia en la capacidad para utilizar valina o isoleucina como unicas fuentes de
nitrégeno, defecto que se corrige en una doble mutante ScBatl-17 Schat24. Estos datos indican que
la localizacion mitocondrial de ScBatl limita su capacidad para catabolizar LIV, y que el
citoplasma aumenta su capacidad de catabolizar estos tres aminoécidos.

4.3.2.7.2 Curvas de crecimiento en etanol
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Figura 25. Velocidades de crecimiento en medio con etanol y amonio para ScBatl y ScBat2. Se muestra la
cepa silvestre (ScCla), las mutantes sencillas y doble (ScbatlA, Schat24 y SchatiA Scbat24), las cepas que
tienen a ScBatl relocalizada en un fondo silvestre (ScBatlR-17) y en un fondo con ScBAT2 deletado
(batt24 ScBat1R-17).

En la figura 25 se puede observar que ScBatl conserva su papel como enzima biosintética en
condiciones respiratorias, ya que la mutante sencilla Schatl4 muestra una disminucién en la
velocidad de crecimiento. La mutante Schat24 muestra un fenotipo silvestre. La doble mutante,
como ya habiamos visto en el metabolismo fermentativo, no crece debido a que necesita de los
aminoacidos de cadena ramificada para su crecimiento. La cepa que tiene a Batl relocalizada
muestra un fenotipo igual al de la mutante Scbatl4. Por lo que podemos concluir que la
localizacion citoplasmica de Batl en condiciones respiratorias restringe su capacidad para la

biosintetizar LIV.
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En un medio que tiene etanol, como fuente de carbono, y LIV como Unica fuente de nitrdgeno,
las cepas no son capaces de crecer, indicando que estos aminoacidos son pobremente catabolizados
(Colo6n et al., 2011).

4.3.2.8 Conclusiones ScBat1/ScBat2

- La localizacién de ScBatl es mitocondrial y la de ScBat2 es citoplasmica y nuclear.

-La localizacion de la proteina ancestral LkBatl es mitocondrial, por lo de podemos
concluir que ScBat2 sufrié una neolocalizacion, en tanto que ScBatl conservo la localizacion “tipo

ancestral”.

-En condiciones fermento-respiratorias (glucosa) la relocalizacién de ScBatl-17 al
citoplasma: 1) reduce su capacidad biosintética e 2) incrementa su capacidad catabodlica, de suerte
que es capaz de substituir el papel de ScBat2 en el catabolismo de LIV. Por lo tanto, la
compartimentalizacion de ScBatl en la mitocondria favorece su papel biosintético y reduce su

capacidad para catabolizar LIV.

-En condiciones respiratorias (etanol) la relocalizacion de ScBatl-17 al citoplasma: 1)
reduce su capacidad biosintética. Por lo tanto, la compartimentalizacion de Batl en la mitocondria

favorece su papel biosintético.

4.3.2.9 Perspectivas ScBat1/ScBat2

- Relocalizar a ScBat2.

- Determinar la implicacion fisiologica de la relocalizacion de ScBat2.

- Determinar pozas de aminoécidos de las proteinas relocalizadas.

- Definir si ScBat2 tiene otra funcion.

- Analizar la contribucién de la proteina ancestral para el metabolismo de LIV en L. kluyveri.

- Relocalizar LkBat al citoplasma.
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4.3.3 Glioxilasas de tipo Il ScGlo2/ScGlo4

4.3.3.1 Antecedentes de las glioxilasas de tipo 11 ScGlo2/ScGlo4

El sistema de glioxilasa esta compuesto de dos enzimas, glioxilasa | y glioxilasa Il. Este
sistema usa glutation como cofactor, convierte los 2-oxoaldehidos en sus &cidos 2-hidroxi
correspondientes. El sustrato mas importante parece ser el metilglioxal. En la mayoria de los
organismos este compuesto toxico es formado por el producto de la glicoélisis a través de la accion
de la triosa fosfato isomerasa (Richard, 1993). Pero la mayor cantidad de metilglioxal producido por
S. cerevisiae y otros microrganismos es por la accion de la dihidroxiacetona fosfato que es

convertida a metilglioxal por la metilglioxal sintetasa.

Una vez formado el metiglioxal éste modifica irreversiblemente moléculas, formando unos
productos llamados AGE (Advanced Glycation End-products). ElI metilglioxal reacciona con los
nucleétidos guanyl en los acidos nucléicos para formar aductos de imidalzopurinas y reacciona con

la lisina y la arginina de las proteinas formando derivados del imidazol.

La glioxilasa | actia sobre el hemitioacetal (HTA) producido de forma no enzimatica a
partir del 2-oxoaldehido y el glutation y lleva a la formacion de S-2 hidroxiacilglutation. La
glioxilasa Il cataliza la hidroélisis del tioéster correspondiente al 2-(R)-hidroxiacido, generando
glutation libre (Figura 26) (Martins, 2001).

Figura 26. Via del metilglioxal.
METILGLIOXAL El metilglioxal reversiblemente
reacciona con el glutation
HTA (GSH) formando hemitioacetal,
éste es isomerizado a SDLGSH
en una reaccion catalizada por

GSH Glx | la glioxilasa I. Este tioéster es
hidrolizado a D-lactato y GSH

por la accion dela glioxilasa I1.

D-LACTATO Obtenida de Margarida, 2001.
SDLGSH

Gix Il

En S. cerevisiae existen dos genes cuyos productos son las glioxilasas Il (ScGLO2 y
ScGLO4), la regidn codificante de ScCGLO2 corresponde a una proteina de 274 aminoacidos y a una

masa molecular de 31,360 daltones. EI gen de ScGLO4 codifica para una proteina de 285
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aminoacidos y una masa molecular de 32,325 daltones. Mientras que el gen de ScGLO2 se expresa

en glucosa y en glicerol, ScGLO4 s6lo se encuentra activo en glicerol (Bito et al., 1997).

La proteina ScGlo2 se localiza en el citoplasma mientras que ScGlo4 en la mitocondria y
en el citoplasma, cuyos primeros 11 aminoacidos son responsables de su transporte (Bito et al.,
1999).

La tasa de crecimiento de las mutantes sencillas y dobles disminuye conforme aumenta la
concentracion de metilglioxal en el medio. El crecimiento de la cepa silvestre se inhibe
completamente a 8mM de metilglioxal en glucosa y 6mM en glicerol. La concentracion minima
inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) fue 6mM de metilglioxal para la mutante Scglo44 en
ambas fuentes de carbono. El crecimiento de la mutante en Scglo24 se inhibe totalmente a una
concentracion de 4mM en glucosa y 6mM en glicerol. La MIC de la doble mutante fue de 2mM en

glucosa y 4mM en glicerol.
4.3.3.2 Cepas utilizadas ScGlo2/ScGlo4

TABLA 9. CEPAS UTILIZADAS PARA ESTUDIAR LA PAREJA GLO2/GLO4

Cepa Genotipo Fuente
ScBY4741 MATa his3 ura3 met15 leu2 Open Biosystems
ScR1158 MATo URA3:: CMV-tTA his3 metl5 leu2 Hughes, 2000
LkY156 MATa ura3 Gojkovic, 2001
Scglo2A MATa glo2A::kanMX his3 ura3 metl5 leu2 Este trabajo
ScglodA MATa glo4A::kanMX his3 ura3 met15 leu2 Este trabajo
Scglo2A/glo4A MATa glo2A::NAT glo4A::kanMX his3 ura3 metl5 leu2  Este trabajo
ScGlo2-yEC MATa GLO2-yECitrine-URA3 his3 met15 leu2 Este trabajo
ScGlo4-yEC MATa GLO4-yECitrine-URA3 his3 metl5 leu2 Este trabajo
ScGlo2R+11 MATa GLO2-11GLO4 his3 ura3 met15 leu2 Este trabajo
ScGlo2R+11 glo4A MATa glo42A::NAT his3 ura3 metl5 leu2 GLO2-11GLO4 Este trabajo
ScGlo4R-11 MATa GLO4-11 his3 ura3 metl5 leu2 Este trabajo
ScGlo4R-11 glo2A MATa glo2A::NAT his3 ura3 met15 leu2 GLO4-11 Este trabajo
MATa tetO7::kanMX-GLO4-SpHIS5 URA3:: CMV-tTA
R1158 tetGLO4-yEC  met15 leu3 Este trabajo

Tabla 9. Lista de cepas utilizadas para determinar el efecto de la localizacion de Glo2 y Glo4 en la fisiologia de S.
cerevisiae. El primer panel contiene el nombre conferido a las cepas construidas, posteriormente su genotipo y
por dltimo la fuente.

4.3.3.3 Microscopia de fluorescencia ScGlo2/ScGlo4
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Se pudo confirmar, por medio del analisis de fluorescencia, que la glioxilasa Il codificada
por ScGLO2 se encuentra en el citoplasma y en el nicleo. Dado que ScGlo4 en medio minimo
glucosa-amonio no se expresa altamente, se introdujo el promotor tet para sobreexpresarlo. Pudimos

concluir que ScGLO4 comparte una de las localizaciones, el citoplasma, y se diferencia en que

también se encuentra en la mitocondria (Figura 27).

nuc

NBS
Figura 27. Resultados de la microscopia para las glioxilasas
tipo Il. En donde se observa que ScGlo2 se localiza en el ScGlo4 CitO,
citoplasma y en la mitocondria y que ScGlo4 tiene poca tet mit

definicion. Ademds se muestra la imagen de ScGlo4
sobreexpresada (pTet-ScGlo4) que muestra que se encuentra
en el citoplasma y en la mitocondria. Las imdgenes estdn
compuestas del campo claro y de la fluorescencia.

4.3.3.4 Prediccion de localizacion de LkGlo2.

Para determinar la posible localizacion de la Unica proteina ancestral (SkGlo) se llevo a cabo el

siguiente analisis de secuencias:
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Figura 28. Andlisis filogenético de ScGLO2, ScGLO4 y LkGLO. A) Se muestra el drbol filogenético que muestra la relacion que tienen las tres
proteinas. Se observa que ScGlo2 de kluyveri es mds cercana a ScGlo2 , mientras que ScGlo4 se alja de estas dos. Probablemente esto se deba a
que ScGlo4 tiene una presecuencia mitocondrial. B) Se muestra el inicio del alineamiento realizado para las tres proteinas, se puede observar
que ScGlo4 tiene una presecuencia que no comparten con ScGlo2 y LkGlo2.
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Tomando en cuenta que la probabilidad de localizarse en la mitocondria, determinada por
mitoprot, de LkGlo2 es de 0.6679 y que la proteina LkGlo2 se agrupa con ScGlo2, llegamos a la

conclusion de que no se puede predecir una localizacién con los datos anteriores.
4.3.3.5 Localizacion de la proteina LkGlo2.

Como se puede observar, la localizacion de la proteina de tipo ancestral LkGlo se localiza
en el citoplasma. Hasta el momento no se puede descartar la posibilidad de que también se
encuentre en la mitocondria o en el nucleo, para comprobar esto se marcara esta cepa con myc, se
aislardn las mitocondrias ademés del ndcleo y se comprobara por Western-Blot su presencia o

ausencia dentro de éstos compartimentos.

---- Figura  20.  Localizacion

subcelular de LkGlo2, se

encuentra en el citoplasma.
. Figura compuesa del campo
LkGlo2 Cito claro y de la fluoresccnecia

Las condiciones de expresion del ancestro son parecidas a las reportadas para ScGLO4 de S.
cerevisiae, ya que ésta sélo se expresa en un medio que tiene glicerol como fuente de carbono. Por
lo anterior se puede afirmar, que en cuanto a la regulacion, el gen de ScGLO2 se comporta de
manera similar a ScGlo4 y no a ScGlo2, que se expresa en glucosa.

4.3.3.6 Relocalizacién de ScGlo2 y ScGlo4

La presecuencia de Glo4 se encontraba reportada por el grupo de Breitenbach (Bito
et al., 1997) en donde se definié que era de 10 aminoacidos y estaba compuesta por los
aminoacidos: MKFLLQQIRN. Al eliminar esta presecuencia, obtuvimos la cepa ScGlo4R-
11. Para determinar la localizacion subcelular de esta proteina se fusiond con yEcitrine,
pero no se pudo determinar su localizacién, debido a que, bajo las condiciones estudiadas,
este gen no se expresa, por lo que se intercambiara su promotor para confirmar a detalle la

localizacion.

Figura 30. Localizacion
subcelular de ScGlo2R+11. Se
observa g esta proteina se sigue

ScGlo2R "
+11 e

localizando en el citoplasma. No
se puede determinar si se
encuentra en al ndcleo o en la
mitocondria.  Compuesta  del
campo claro y de la fluorescencia.

———
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Para determinar si cambi0 la localizacién subcelular de ScGlo2 al insertarle la presecuencia
de ScGlo4 se fusiond con la proteina yEcitrine y se observo bajo el microscopio de fluorescencia.
La sefial de fluorescencia por lo que no podemos determinar si realmente hay una parte de la
proteina que se localiza en la mitocondria, por lo que para esto, se necesitaran extraer organelos y
definir por Western-Blot la presencia de esta proteina. Para confirmar que la presecuencia de
ScGlo4 se hubiera insertado en el lugar correcto y que las construcciones no hubieran modificado
de alguna manera la secuencia, se mandaron secuenciar por el método de Sanger. El resultado de
este expermiento demostré que efectivamente la presecuencia estaba en el lugar correcto y que no
habia alguna modificacidn extra.

4.3.3.7 Determinacién del fenotipo de las mutantes de los genes ScCGLO2 y ScGLO4
Como anteriormente se ha reportado, las mutantes sencillas y dobles de las glioxilasa de

tipo Il son més sensibles a metilglioxal, por lo que para determinar la repercusién de la localizacion

se llevaron a cabo concentraciones minimas inhibitorias (MIC’s) de este compuesto.

TABLA 10. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE METILGLIOXAL.

Cepa Concentracion Minima
Inhibitoria

BY4741 (GLO2 GLOA4) 5mM
Scglo2A (GLO4) 3mM
Scglo44 (GLO2) 4mM
Scglo2A Scglo4A 2mM

ScGlo2R+11 4mM
ScGlo4R-11 5mM
ScGlo4R-11 Scglo2A 3mM

Tabla 10. Concentraciones minimas inhibitorias de metilglioxal para las cepas mutantes de ScGLO2 y ScGLO4.

En la tabla anterior se puede observar que la concentracién minima inhibitoria de la cepa
gue tiene la mutante sencilla Scglo24 es menor que la mutante que tiene deletado el gen de
ScGLO4, este resultado puede deberse a que ScGlo2 tiene una mayor capacidad de llevar a cabo la
reaccion de la hidrolisis del S-2-hidroxiacilglutation que ScGlo4.

Se puede observar que la cepa que tiene a ScGlo2 y ScGlo4 en el citoplasma (ScGlo4R-11)
acepta la misma cantidad de metilglioxal que la cepa silvestre (5mM), por lo que se puede descartar
que las condiciones de los diferentes organelos afecte la eficacia de ScGlo4 para llevar a cabo su

correcta funcion.
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La cepa que tiene ScGlo4 en el citoplasma, en un fondo Scglo24, se comporta de igual
manera que cuando solo esta deletado el gen de ScGLO2, por lo que nos podemos inclinar hacia la
hipétesis de que hay una diferencia en la capacidad de hidrolizar el S-2-hydroxiacilglutation entre
las dos proteinas y que la disponibilidad de sustratos no es diferente entre el citoplasma y la
mitocondria.

Para comprobar lo anterior, se analizaron las concentraciones minimas inhibitorias en la
cepa ScGlo2R+11, en donde ScGlo2 tiene la presecuencia de ScGlo4 y en donde se asumio6 que se
parte de esta proteina se encuentra en la mitocondria. El resultado fue que a una concentracién de
4mM esta cepa deja de crecer, esto puede deberse a que una parte de ScGlo2, que tiene una mayor
capacidad de llevar a cabo la reaccion de hidrolisis que ScGlo4, se encuentra en la mitocondria y en
este organelo esta proteina no funciona a toda su capacidad, por lo que se lleg6 a la conclusion de
que si hay una repercusion de la relocalizacion de ScGlo2.

Cabe mencionar que éstos resultados son diferentes a los anteriormente reportados, donde la
MIC de la cepa silvestre era de 8mM, 6 mM para Scglo44 y 4mM para Scglo24 (Bito et al., 1997).
Esta diferencia puede deberse a que el fondo genético no es el mismo.

4.3.1.8 Conclusiones Glo2/Glo4.

-La localizacion subcelular de Glo2 es el citoplasma y el nlcleo, mientras que la de ScGlo4 es la

mitocondria y el citoplasma.

- Es menor la concentracién minima inhibitoria de las mutante sencilla Scglo24 que en la mutante

Scglo44, lo que indica que ScGlo2 tiene mayor actividad que ScGlo4.

- La localizacion de la proteina tipo ancestral LkGlo2 es el citoplasma, para determinar qué proceso
evolutivo siguié la localizacion de las proteinas es necesario, por medio de Western-Blot, definir si

esta proteina se encuentra en algin otro compartimento.

4.3.3.9 Perspectivas Glo2/glo4

- Determinar las condiciones de expresion de ScGlo4.
- Construir las dobles relocalizadas.
- Definir con exactitud la localizacion de LkGlo2, ScGlo2R+11 y ScGlo4R-11.

4.3.4 Reductasas de Tioredoxinas ScTrrl/ScTrr2
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4.3.4.1 Antecedentes de las reductasas de tioredoxinas ScTrr1/ScTrr2

La reductasa de tiorredoxina es un miembro de la familia de las nucleétido-disulfuro
pirimidina-oxidoreductasas capaces de reducir un enlace disulfuro.

El sistema de tiorredoxinas y el

Citoplasma Mitocondria o )
de glutatién/tiorredoxina  ayudan a
Oxidado Reducido Oxidado i . .
Reducido mantener el ambiente reducido en la
h /—\ célula y juega un papel importante en la
g::; gz; Grx2 emcz| defensa del estrés oxidativo (Figura 31).

S
e

\_/* Alternativamente, se ha propuesto que
'/"_\ este sistema es importante para la

Gir1 Gir1 .. . . ey
GSSG mmmmmeep-| GSH | | GSSG =l GSH | DiOSINtESiS de purinas irimidinas o
NADPH, H* NADPH, H* - p y p
para el plegamiento de proteinas, etc.
Las tiorredoxinas son proteinas que
Trx1 Trrl Trx1

X3S e——- rx , . . _—
Trx2  NADPH, H* [ TrX2 NADPH, H* actan como antioxidantes, facilitando

la reduccién de otras proteinas a través

de un intercambio tiol sulfuro en una de
Figura 31. Los sistemas de GSH-glutaredoxina y

tiorredoxina. Obtenido de Trotter, 2005 las cisteinas inmersas en ella.

Se caracterizan a nivel de secuencia de aminoacidos por la presencia de dos cisteinas
vecinas, que son capaces de formar un motivo CXXC. Estas cisteinas son importantes para la
capacidad de estas proteinas de reducir a otras. Existen en su forma reducida como tiorredoxina
(SH)-2 o en su forma oxidada como tiorredoxinas S2 cuando forman un puente disulfuro

intramolecular (Holmgren, 1989).

Cepas que tienen deletado el gen de SCTRR1 son hipersensibles a perdxido de hidrégeno,
sensibles a la temperatura y son auxotrofos de metionina (Machado, 1997). Mientras que la cepa
trr24 son mucho mas sensibles a estreptomicina y tiene una resistencia a estrés hiperosmotica

menor.

4.3.3.2 Cepas utilizadas ScTrr1/ScTrr2

TABLA 10. CEPAS UTILIZADAS PARA ESTUDIAR LA PAREJA ScTRR1/ScTRR2

Cepa Genotipo Fuente
BY4741 MATa his3 ura3 metl5 leu2 Open Biosystems
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Sctrr2A MATa trr2A::kanMX his3 ura3 metl5 leu2 Este trabajo
ScTrrl-yeC  MATa TRR1-yECitrine-URA3 his3 met15 leu2 Este trabajo
ScTrr2-yeC  MATa TRR2-yECitrine-URA3 his3 met15 leu2 Este trabajo

Tabla 11. Lista de cepas utilizadas para determinar el efecto de la localizacion de ScTrrly ScTrr2 en la fisiologia
de S. cerevisiae. El primer panel contiene el nombre conferido a las cepas construidas, posteriormente su genotipo
y por ultimo la fuente.

4.3.3.3 Microscopia de fluorescencia ScTrrl/ScTrr2

La localizacion de las proteinas ScTrrly ScTrr2 se muestran en las siguientes imagenes:

Cito .
ScTrrl ! ScTrr2 mit
nuc
Figura 32. Localizaciones de ScTrrl y ScTrr2. A)
. . ScTrr2 .
Resultados de la microscopia para las reductasas de mit
tiorredoxina, en donde ScTrrl se encuentra en el tet
citoplasma y en el nicleo , mientras que Trr2 se

localiza en la mitocondriaB) ScpTet-Trr2.Se confirmé

que se localiza en la mitocondria mediante la
sobrexpresion de ScTrr2.

Podemos observar que ScTrrl se encuentra en el citoplasma, mientras que ScTrr2 se

encuentra en la mitocondria.

Al analizar la secuencia de L. kluyveri que corresponde al gen ancestral de la reductasa de
tiorredoxina (LKTRR1), nos dimos cuenta de que aunque se agrupa con la ScTrrl de S. cerevisiae
tiene una probabilidad de encontrarse en la mitocondria de 0.80, por lo de predecimos que se

encuentra en la mitocondria (Figura 33).
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Figura 33. Andlisis filogenético de SCTRR1, SCTRR2 y LKTRR. A) Se muestra el drbol filogenético que muestra la relacion
que tienen las tres proteinas. Se observa que LkTrrl es mds cercana a ScTrrl, mientras que ScTrr2 se aleja de estas dos.
probablemente esto se deba a que ScTrrl y LkTrr1 tienen una presecuencia mitocondrial. B) Se muestra el inicio del P

alineamiento realizado para las tres proteinas, se puede observar que ScTrrly LkTrrl tiene una presecuencia que no I
comparten con ScTrr2.
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4.3.3.3 Construcciones de la pareja ScTrrly ScTrr2

Algunos grupos han propuesto que la mutante sencilla Sctrr14 no es viable mientras que en
otros grupos si se han logrado tener mutantes de esta enzima, esto puede deberse a que las mutantes
se han hecho en diferentes cepas. En este trabajo se intentd tener las dos mutantes sencillas Sctrri4
y Sctrr24 'y sélo pudimos obtener la segunda. En el caso de la introduccion del CORE, que podria
ser vista como una interrupcion del gen, tuvimos los mismos resultados, pudimos introducir el
CORE en ScTRR2 pero no en SCTRR1, por lo que se decidié dejar de trabajar con estas proteinas, ya
gue no habriamos podido tener el set completo de las propiedades fisioldgicas de las mutantes y de

las relocalizadas.
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V) DISCUSION GENERAL

La duplicacion génica es un rasgo que se comparte en casi todas las especies, ésta
constituye una fuente de nuevos genes que estan sujetos a cuatro posibles destinos evolutivos, los
cudles son pseudogenizacién, conservacion de la funcién, subfuncionalizacion o
neofuncionalizacién. Estos dos ultimos representan una forma de diversificacién funcional que
puede ser alcanzada por cambios en la region codificante, o en la region regulatoria. Este trabajo se
centra en los cambios de la region codificante que dan lugar a diferencias en la localizacion
subcelular. Por lo que el objetivo de este trabajo de Maestria fue determinar si la
compartimentalizacion diferencial de los productos de genes pardlogos tiene un efecto que

determine o influya la diversificacion funcional de los mismos.

Para llevar a cabo este analisis, se seleccionaron parejas de genes paralogos cuyos
productos se presumia estaban localizados diferencialmente. En la primera parte de este trabajo, se
determino la localizacion de las proteinas parélogas. En los casos en las que cada una de las
proteinas tenia una localizacion peculiar (mitocondrial vs citoplasmica), se intercambid la
localizacion de las mismas eliminando o adicionando presecuencias de internalizacion mitocondrial,
por el método de Delitto Perfetto. Este método tiene como ventajas los cambios puntuales dentro
del genoma de un organismo sin dejar huella o rastro alguno; esto implica que los genes
modificados se encuentran en contexto, es decir, cumplen con los mismos patrones de expresion,
debido a que estan regulados por mismo el promotor y se localizan en la misma regién con respecto
al centromero que la secuencia silvestre. Posterior a la relocalizacion, se comprobd el efecto de esta
sobre la fisiologia de Saccharomyces cerevisiae, por medio de curvas de crecimiento en medios que

evidenciaban la funcion de las proteinas estudiadas.

En este trabajo, se utilizaron como modelos de estudio cuatro parejas que presentaban una
localizacion diferencial, las cuales fueron ScAltl/ScAlt2, ScBatl/ScBat2, ScGlo2/ScGlo4 y
ScTrrl/ScTrr2. De estas proteinas sélo algunas se lograron relocalizar, debido a que el protocolo de
Delitto Perfetto necesita algunas modificaciones para insertar secuencias grandes; por lo que solo se
logré determinar la importancia de la localizacion en las proteinas a las que se les removié la
presecuencia mitocondrial (ScAltl, ScBatl y ScGlo4), o a la que se le insertd una presecuencia de
pequefia (ScGlo2 de 11 aminodcidos). Cabe mencionar que en el caso de ScTrrl/ScTrr2, no se
construyeron las cepas, ya que la delecion de Trrl y la insercion del CORE (paso necesario para

llevar a cabo el Delitto Perfetto) mostraban un fenotipo inviable.
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En el caso de ScGlo2 y ScGlo4, se determind que en las condiciones estudiadas, hay una
implicacién de la relocalizacion de ScGlo2, ya que la cepa que tiene relocalizada a esta proteina
muestra un fenotipo de tipo intermedio entre la cepa Scglo24 y la cepa silvestre. Por otro lado, al
relocalizar ScGlo4 no se observé una diferencia en la fisiologia de S. cerevisiae, en este caso se

debera determinar el efecto del intercambio de localizacion en otras condiciones de crecimiento.

El caso de ScAltl los experimentos realizados demuestran que no hay una diferencia
fisioldgica entre las cepas que tienen a ScAltl relocalizada en el citoplasma al compararlas con
aquellas que presentan la localizacién nativa en la mitocondria. Dado que Altl juega un papel en la
sintesis de alanina, serd de suma importancia determinar la concentracién intracelular de alanina en
éstas dos cepas (ScAltl mitocondrial vs ScAltl citopldsmica) para determinar si hay una
repercusion fisioldgica de la relocalizacion. Vale la pena hacer notar que en este caso, la pareja de
ScAltl; es decir SCAIt2 no presenta actividad de alanino aminotransferasa y por lo tanto pudiera ser
el caso que aun cuando ScALT1 proviene de la duplicacion gendmica de S. cerevisiae, en realidad
no tenga un paréalogo funcional ( Pefialosa et al., aceptado). Los estudios funcionales de ScAltl han
mostrado que la aminotransferasa codificada por este gen constituye la Unica via de catabolismo de
alanina (Pefialosa et al., aceptado). Tal vez esto resulte en que su actividad no dependa de la
localizacion de la proteina.

Se sabe que ScBatl y ScBat2 sufrieron una subfuncionalizacidn con respecto a la proteina
de Kluyveromyces lactis, ya que KlIBatl tiene un caracter principalmente biosintético, mientras que
ScBat2 es catabolica y KlBatl es biosintética, por lo que se considera que sufrieron una
subfuncionalizacién (Col6n et al., 2011). Este trabajo muestra que en el caso de Batl, la
relocalizacion tiene como consecuencia disminuir el caracter biosintético de la enzima y aumentar
el carécter catabolico de la misma. Por lo tanto la Batl citoplasmica es capaz de utilizar como Unica
fuente de nitrégeno los aminoacidos de cadena ramificada (LI1V) con una mayor eficacia que la cepa

que tiene a ScBatl localizada en la mitocondria.

Las enzimas ScLys20/ScLys21 (homocitato sintasas) y ScGdhl/ScGdh3 (glutamato
deshidrogenasas) son productos de genes duplicados que han sido ampliamente estudiados en el
grupo de trabajo de la Dra. Gonzalez y provienen de la duplicacion total del genoma. La primera
pareja (ScLys20/ScLys21) interviene en el primer paso de la biosintesis de lisina, catalizando la
condensacion de a-cetoglutarato y acetil CoA para formar homocitrato. Las propiedades cinéticas
de éstas isoenzimas y presentan una inhibicion alostérica diferencial, ScLys21 se inhibe con

menores concentraciones de lisina que ScLys20. Otro nivel de regulacién presente en estas dos
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enzimas es que en condiciones respiratorias el homocitrato es producido principalmente por
ScLys21, en tanto que en condiciones fermentativas ScLys20 y ScLys21 juegan un papel
redundante (Quezada et al., 2008).

ScGdh3 y ScGdhl son isoenzimas dependientes de NADP* que catalizan la sintesis del
glutamato a partir de amonio y de a-cetoglutarato. La expresion de los genes SCGDH1 y ScGDH3
es diferencial y esta influenciada por la fuente de carbono. La expresion de SCGDH3 se induce en
etanol y se reprime en glucosa, caso contrario a SCGDH1 que se encuentra fuertemente inducida en
ambas fuentes de carbono. Ademas de esto, ha habido cambios en la region codificante que permite
que la velocidad de consumo de a-cetoglutarato sea mayor para ScGdhl que para ScGdh3 (DeLuna
et. al, 2001).

Los cambios que llevan a la diversificacion de las dos parejas mencionadas anteriormente
son cambios en la regién regulatoria o en la region codificante (sitio activo, sitio de unién al
sustrato, etc.). Es importante mencionar que no tienen una regulacién localizacion-dependiente, ya

gue ScGdhly ScGdh3 se localizan las dos en el citoplasma y ScLys20 y ScLys21 en el nucleo.

Las parejas que se utilizaron en este proyecto tienen una regulacion adicional que es la
dependiente de la localizacion, por lo que este trabajo aporta la primera evidencia experimental que
indica que la localizacion diferencial de proteinas pardlogas constituye uno de los factores que

determinan la diversificacion funcional de las proteinas paralogas.
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V1) CONCLUSIONES GENERALES

- ScAltl y ScBatl se localizan en la mitocondria, mientras que ScAlt2 y ScBat2 se localizan
tanto en el citoplasma como en el nucleo, en tanto que la localizacion subcelular de ScGlo2 es el
citoplasma y el ntcleo, mientras que la de Glo4 es la mitocondria y el citoplasma.

-La localizacion de la proteina ancestral LkBatl y LkAItl es mitocondrial, por lo de
podemos concluir que ScAlt2 y ScBat2 experimentaron una neolocalizacidn, en tanto que ScBatl y
ScAltl conservaron la localizacion “tipo ancestral”. La localizacién de la proteina tipo ancestral

LkGlo es el citoplasma, es necesario definir en qué otro organelo se localiza.

-En condiciones fermento-respiratorias (glucosa) la relocalizacién de ScBatl-17, es decir,
ScBatl sin los primeros 17 aminodcidos y que adicionalmente se localiza en el citoplasma: 1)
reduce ligeramente su capacidad biosintética y 2) incrementa su capacidad cataboélica, de suerte que
es capaz de substituir el papel de ScBat2 en el catabolismo de LIV. Por lo tanto, la
compartimentalizacion de ScBatl en la mitocondria favorece su papel biosintético y reduce su

capacidad para catabolizar LIV.

-En condiciones respiratorias (etanol) la relocalizacién de ScBatl-17 al citoplasma: 1)
reduce su capacidad biosintética. Por lo tanto, la compartimentalizacion de Batl en la mitocondria

favorece su papel biosintético.

- La actividad especifica de ScAltl aumenta ligeramente cuando la proteina no contiene los

primeros 70 u 84 aminoacidos.

- La falta de ScAlt2 disminuye ligeramente la velocidad de crecimiento en glucosa-alanina,

etanol-amonio y etanol-alanina.

- Hay una disminucion en la velocidad de crecimiento en las cepas que tienen a ScAltl
relocalizada en condiciones fermento-respiratorias (glucosa), en comparacion con la velocidad de la
cepa silvestre. Este fenotipo es similar al de una mutante Scalt/4. Es importante hacer notar que
dado que existe una ruta adicional para la sintesis de alanina, el efecto de la falta de ScAltl
(ScaltiA) como de la mutacion que elimina la secuencia de localizacion mitocondrial (ScAlt-70 y
ScAlt-84) es dificil de valorar. Por lo tanto, resultara interesante identificar la ruta alternativa y
obtener mutantes. En un fundo genético Scal/t24 XA (mutante X, responsable de llevar a cabo la ruta
alterna de la biosintesis de alanina) sera posible valorar correctamente el valor de ScAltl y de su

localizacion mitocondrial en la biosintesis de este aminoacido.
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- La velocidad de crecimiento de la cepas que contienen a ScAltl relocalizada (SCAIt1R-70,
ScAlt1-84), en un fondo silvestre o con SCALT2 deletado en glucosa amonio, es equivalente a la de

la cepa SCALTL en condiciones respiratorias.

- La concentracion minima inhibitoria de las mutante sencilla Scglo24 es menor que en la mutante
Scglo4A.
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VII) PERSPECTIVAS GENERALES

- Definir si alguna de las proteinas estudiadas tiene otra funcion

Probablemente estas proteinas tienen una funcién diferente a la reportada y la importancia de la

localizacion es mucho mas significativa para la otra funcién probable.
-Determinar si podemos encontrar sintéticos letales de ScAltl o ScBat2 relocalizados.

De los 6 genes con los que se trabajaron s6lo SCALT1 y ScBAT?2 tienen sintéticos letales con otro
gen, por lo que podriamos encontrar que al relocalizar éstas dos proteinas y mutar ese otro gen

tendriamos un sintético letal, en caso de que la localizacion sea relevante para esa funcion.
-Medir pozas de aminoacidos para las cepas que tienen las proteinas relocalizadas.

Como anteriormente se ha determinado, en ciertas ocasiones, al deletar cierto gen no hay un cambio
en la velocidad de crecimiento, pero las pozas de aminoacidos si cambian, esto es debido a que los
aminoacidos se encuentran en exceso, por lo que se considera necesario medir éstas pozas en las

cepas que tienen las proteinas relocalizadas.
- Determinar si existe una relocalizacion dependiente de medio de las parejas seleccionadas.

Se ha demostrado que hay ciertas proteinas cuya localizacion es dependiente del medio o del
estadio de crecimiento (Barwise, 1996), queremos establecer si cualquiera de nuestras proteinas

tiene este tipo de patron.

- En caso de existir lo anterior, determinar si el ancestro cumple con los mismos patrones

relocalizacion dependiente de medio.

-Determinar la importancia en el metabolismo de alanina, LIV y metilglioxal de las proteinas

ortélogas en L. kluyveri.
- Relocalizar al ancestro y determinar sus implicaciones fisiologicas.

Se pueden comparar las implicaciones fisioldgicas de la relocalizacién del ancestro contra las
implicaciones de la relocalizacion en S. cerevisiae, ya que no tiene las dos localizaciones

encontradas en las parejas de paralogos.
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IX) ANEXOS

Contenido

Tabla 1A. Oligonucledtidos para la amplificacion de la proteina yECitrine para la fusién con las

proteinas de S. cerevisiae

Tabla 2A. Oligonucleotidos para la confirmacion de la fusion de la proteina yECitrine con las
proteinas de S. cerevisiae

Tabla 3A. Oligonucleétidos para la amplificacion de la proteina yECitrine para la fusion con las
proteinas de L. kluyveri.

Tabla 4A. Oligonucle6tidos para la confirmacién de la fusion de la proteina yECitrine con las

proteinas de L. kluyveri.
Tabla 5A. Oligos para insertar el reportero contraseleccionable.
Tabla 6A. IROS utilizados para remover/adicionar las presecuencias.

Tabla 7A. Oligonucle6tidos de confirmacion de 1) introduccion del CORE. 2) Remocion/Adicion
de la presecuencia dada por los IROS.

Tabla 8A. Tabla 8A. Oligonucleétidos para deletar los genes GLO2 y GLO4 y para confirmacion de

la transformacion.

Tabla 9A. Oligonucle6tidos empleados para el intercambio de los promotores enddgenos por el de

tet y para su confirmacion.

Figura 1A- 4A. Resultados de secuenciacion de las cepas que se sometieron a Delitto Perfetto

alineadas con las secuencias obtenidas en la base de datos SGD.
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TablalA

Nombre Secuencia

aaplYFPfo GAGATCGTGAAATCGTTGCTACCTACTTGCGTGAGCATGAGTATGATCAAGGTGACGGTGCTGGTTTA
aaplYFPre  CATTGGCATATGTATATATTTGTGTTGTAGGTGCTCGTGAAAAAAAAAAGTCGATGAATTCGAGCTCG
ape2YFPfo AAAGTTTGGCTCAATCACTGGACACTATTACTTCGAAAGCGCAGTGGGGTGGTGACGGTGCTGGTTTA
ape2YFPre  AATAGTAACCATTTTCCTTCAAATACTTGTTGACGACATCACGGTCTCTGTCGATGAATTCGAGCTCG
ald2YFPfo ATACCTATCTTCAAACAAAAGCAGTTCACATAAATCTCTCTTTGGACAACGGTGACGGTGCTGGTTTA
ald2YFPre AGGCTAAGCTATTTAGGTACTTACGCACTTACATAATGATAACTATCACATCGATGAATTCGAGCTCG
ald5YFPfo ACTACACTCAAACAAAATCTGTCAGAATTGCCATTGACAAGCCAATTCGTGGTGACGGTGCTGGTTTA
ald5YFPre TGTTTATCATACATACCTTCAATGAGCAGTCAACTCGGGCCTGAGTTACTTCGATGAATTCGAGCTCG
altlFwTag TTAAGAAATGGGAAAGTTTCCATAAAGAATTTTTTGACCAATACCGTGACGGTGACGGTGCTGGTTTA
altlRvTag ATAAACTAGCTATTTAAATGTTTATTGAAGACTGTTCTGCCCCCTTTTATTCGATGAATTCGAGCTCG
alt2FwTag TTCAAGACTGGAAAGAATTTCATCAAGATTTCTTCAGCAAGTATCGTAATGGTGACGGTGCTGGTTTA
altzRvTag ATGGATGCAAAACAAATAGAAAGCCATTATCATTAGTTTTTTTTTTTCATTCGATGAATTCGAGCTCG
batlFwTag ACGGTAGAGTCAATTATGGTAACTGGTCAAAAACTGTTGCCGACTTGAACGGTGACGGTGCTGGTTTA
batlRvTag TTCTCGTTTTTTTTTTTTGGGGGGGGAGGGGATGTTTACCTTCATTATCATCGATGAATTCGAGCTCG
bat2FwTag ATGGCGAGACTGAGCATGGCAATTGGTCAAGGGTTGTTACTGATTTGAACGGTGACGGTGCTGGTTTA
bat2RvTag AGTTTTATTCTTTTTAACTTTTAATTACTTTACGTAGCAATAGCGATACTTCGATGAATTCGAGCTCG
citlFw Tag TCTCCACCGAAAAATACAAGGAGTTGGTAAAGAAAATCGAAAGTAAGAACGGTGACGGTGCTGGTTTA
citlRv Tag AAATACGTGTTTGAATAGTCGCATACCCTGAATCAAAAATCAAATTTTCCTCGATGAATTCGAGCTCG
Ccit2Fw Tag ATTCTACTGAGAAATACAAGGAATTGGTCAAAAACATTGAAAGCAAACTAGGTGACGGTGCTGGTTTA
Cit2Rv Tag ATGAGGAAAGAAAAATATGCAGAGGGGTGTAAAAGTAGGATGTAATCCAATCGATGAATTCGAGCTCG
Ccit3Fw Tag ACTTGGAGGGTCTGGAAGCACTTACCAAAGCAAGCAATGTTAACAAGTTGGGTGACGGTGCTGGTTTA
Ccit3Rv Tag ATTTCAATATTGTAATAGCAAACGAAGCATTCTTGTAAATTGGAACTGCGTCGATGAATTCGAGCTCG
glo2YFPfo GGGACAGAGCTCAAATTATGGATAAATTGAGAGCTATGAAAAACCGTATGGGTGACGGTGCTGGTTTA
glo2YFPre AGGGTATGCTAAAAGAATATTTTTAAGTATATTATACTCTGTTGGCTTTCTCGATGAATTCGAGCTCG
glo4YFPfo ATCCCAGATCCGTAGTGATGCAAGAGTTAAGAAAGCTTAAAAACGCTATGGGTGACGGTGCTGGTTTA
glo4YFPre TATCATTAGTCCTTCAGACATACTTTGCAAATATTTAGACTGCATGCCAGTCGATGAATTCGAGCTCG
gpdlYFPfo  CAATGAAGAACCTGCCGGACATGATTGAAGAATTAGATCTACATGAAGATGGTGACGGTGCTGGTTTA
gpdlYFPre  CCTCGAAAAAAGTGGGGGAAAGTATGATATGTTATCTTTCTCCAATAAATTCGATGAATTCGAGCTCG
gpd2YFPfo  GCATGGAAGACCTACCGGAGATGATTGAAGAGCTAGACATCGATGACGAAGGTGACGGTGCTGGTTTA
gpd2YFPre  GGAAAAAGAGGCAACAGGAAAGATCAGAGGGGGAGGGGGGGGGAGAGTGTTCGATGAATTCGAGCTCG
grx1YFPfo TGAGGGAGACTGGTGAATTGGAGGAATTGTTAGAACCTATTCTTGCAAATGGTGACGGTGCTGGTTTA
grx1YFPre TATATAAGCTCATTATAAACCTGTGTGCATGGAAAAAACTTTGTCTGCCCTCGATGAATTCGAGCTCG
grx2YFPfo CTTTGAAGAAAAATGGCAAGTTAGCTGAAATATTGAAGCCGGTATTTCAAGGTGACGGTGCTGGTTTA
grx2YFPre AAAGATATATATATGTAAATATTATGAAGGGGATATTAGCGTAATTTAAATCGATGAATTCGAGCTCG
htalYFPfo ACTTGTTGCCAAAGAAGTCTGCCAAGGCTACCAAGGCTTCTCAAGAATTAGGTGACGGTGCTGGTTTA
htalYFPre GGAGAAGCAGTTTAGTTCCTTCCGCCTTCTTTAAAATACCAGAACCGATCTCGATGAATTCGAGCTCG
hta2YFPfo ACTTGTTGCCAAAGAAGTCTGCCAAGACTGCCAAAGCTTCTCAAGAACTGGGTGACGGTGCTGGTTTA
hta2YFPre CCCAAATGACAAGAATGTTTGATTTGCTTTGTTTCTTTTCAACTCAGTTCTCGATGAATTCGAGCTCG
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sds23YFPfo  ATAAGGAAATTGATCCGCAGATGGCAAGAAAGCAAAGAGGGCATATAGGCGGTGACGGTGCTGGTTTA
sds23YFPre  ATATATGTATATGTAGTTAAATGAAGCCAGTTTTTTTCGTCTGGTTTGTTTCGATGAATTCGAGCTCG
sds24YFPfo  AAAAATCTTTTACAATGACTAAAAGAAAATATTGTTCATTTATATGGTTTGGTGACGGTGCTGGTTTA
sds24YFPre  ATATAAATGTTTTCAGAACAAGTATATACGCTTAAATGTCTACAAAATACTCGATGAATTCGAGCTCG
trrlYFPfo CTGGTTGTATGGCCGCTTTGGATGCTGAGAAATACTTAACTTCCCTAGAAGGTGACGGTGCTGGTTTA
trrlYFPre GATAAGTATACAAAAATTTGAGTGTATCTATTTTATAATGGAAAATTCATTCGATGAATTCGAGCTCG
trr2YFPfo CCGGATGCATTGCTGCTTTGGATGCAGAACGGTACCTAAGTGCCCAAGAGGGTGACGGTGCTGGTTTA
trr2YFPre TACGTAACACAATCGAACAGTAAAAACAAAAATAAACCGGTTTTTTCACGTCGATGAATTCGAGCTCG
ura5YFPfo AAGAGAAAAGCAAGATCGAACAATACCTTCAAACCTACGGTGCCTCCGCTGGTGACGGTGCTGGTTTA
ura5YFPre TAATAGTTCTTAAAAGAGATAAATAAATCATTTAATTAAAAAACTGATTTTCGATGAATTCGAGCTCG
uraloYFPfo CACCAGAGCAAAAATCAGCGATTGAAAACTACCGTAAGGCCTATGGTATAGGTGACGGTGCTGGTTTA
ural0YFPre CTTTCCTATACAAACAATGATAATCAAATGGTCCATGTCAGTTCTATAGTTCGATGAATTCGAGCTCG

Tabla 1A. Oligonucleétidos utilizados para fusionar las proteinas candidatas de S. cerevisiae con yECitrine. En negritas y
cursivas se muestran los pares de bases que ayudan a la amplificacion del médulo y el resto es la parte que recombina en S.
cerevisiae

Tabla 2A.

Nombre
Oligo

Secuencia

Nombre Oligo

Secuencia

aaplCONFfo
aap1CONFre
ape2CONFfo
ape2CONFre
ald2CONFfo
ald2CONFre
ald5CONFfo
ald5CONFre
glo2CONFfo
glo2CONFre
glo4CONFfo
glo4CONFre
gpd1CONFfo
gpd1CONFre
gpd2CONFfo
gpd2CONFre
grx1CONFfo
grx1CONFre

ACGCCAATGGGAACAAACAGG
CGCACGCCAGTCAATATTCAC
TGCAGCGGTAATAAGGAAGCC
ATTTCCAGTGTGCACGGGTTG
ACTGATGTCCCGCAAACATCG
ATGCACTAAAGGGCGTGGAAG
ATGGGTTAGCCGCAGGTATTC
GGGTGTACAGTCCCGATAATG
TATTAGGACGCCCTGCCATAC
TTCTTTCAGCCACGCGAAGAC
GTTAAGGGCTGTTGGTGAGAC
CACAGCTCAACGCTATCTTCC
CAAAGAGTCGGTTTGGGTGAG
TACATCCTTGTCGAGCCTTGG
TCAGGCGGTAGAAACGTCAAG
GCCAAATGCGACATGAGTCAC
GCACGTCAAGGACCTTATTGC
AGAGGGTATGAAGGCCATCTG

grx2CONFfo
grx2CONFre
htalCONFfo
htalCONFre
hta2CONFfo
hta2CONFre
sds23CONFfo
sds23CONFre
sds24CONFfo
sds24CONFre
trr1CONFfo
trrlCONFre
trr2CONFfo
trr2CONFre
urabCONFfo
ura5CONFre
ural0CONFfo
ural0CONFre

GCCCTCTTGATTAACGGACAC
AGACGGAATTTAGCGGGTCTC
CGGTGGTAAAGGTGGTAAAGC
TGGGCGAATAAGGACAGAAGC
AAGAGGTAACTACGCCCAGAG
GGGCAATTCTGGCTGTTAACG
ACTCCACCCGTAACGACATTG
TCATGGGACCGATTCTGAAGG
CGCTCAATCGTCTGCTAATGG
ATGGTCGTGGAGGTTAATGCTG
ATTGAAATCCTTTACAACACT
AACGCATCGTGTAGGTCTGTG
CGTTATTGGTGGTGGTGACTC
TCAGACTGAACGGTGACTTGG
GGTCCTGCCTACAAAGGTATC
TGAAGCAGCTACAGGCAAGAG
GAGCATCGCTTGAAGACAAGAG
TTTCGTCGTCCCGAAATCAGC

Tabla 2A. Oligonucledtidos para la confirmacidn de la fusion de la proteina yECitrine con las proteinas de S.

cerevisiae
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Nombre Secuencia

altSKfw1l ACTGACTGGATCAAAGCTTGGGAAGAATTTCACAAAAAGTTTTACAATGAGTACCGTGACGGTGACGGTGCTG(
TTTATTTTTCTGTTTTCTTGCACAAGCGTCTTAAAAAAAAGGTTCTGAGACTGGATATGTTCGATGAATTC

altSKrv1 GAGCTCG

altSKfw2 ACATATCCAGTCTCAGAACCTTTTTTTTAAGACGCTTGTGCAAGAAAACAGAAAAATAAA
altSKrv2 GTCACGGTACTCATTGTAAAACTTTTTGTGAAATTCTTCCCAAGCTTTGATCCAGTCAGT
altSKfw3 CCATCTTATCTCCAGAGTCCATC

altSKrv3 CCAAGCATGGGTTTAACACCG

TTGCTTCTTGGATCGCTGATATCCAATACGGTAGGGAAAAACACGGAAACTGGTCCAAGGTTGTAGC
batl_T_SkFw TGACCTAAACAACGGTGACGGTGCTGGTTTA

TTAAATAACTCTATACAAAACGTTGTGGTTCCCATTTATCTTTGGTTCACCTTGTTITCTTGTCTTTTAAT
batl_T_SkRe TTACAATGCTTCGATGAATTCGAGCTCG
BatSKfw2 AAGAAACAAGGTGAACCAAAGATAAATGGGAACCACAACGTTTTGTATAGAGTTATTTAA
BatSKrv2 CCTTGGACCAGTTTCCGTGTTTTTCCCTACCGTATTGGATATCAGCGATCCAAGAAGCAA
bat2_C_SkFw TATGTCAGCTTCGCTAGGCTC
BatSKrv3 GAGGCTCTATGATTCATCTGTCC
GAAAGTCGGTTGGTGATGCTCAAGGTGCTTGGCCTAAAGCCCGAGTGATGGACAAGTTGAGGCAGA
glo_T_SkFw TGAAAAACCATATGGGTGACGGTGCTGGTTTA
TCATCTTGTGTAATAAATAAACTTGAAATCCGGTGGTTTTTGCCTCCGCATCAACTAGGATCGCCCCCT
glo_T_SkRe  ACTTAAAGACCTCGATGAATTCGAGCTCG
gloSKfw2 TCCTAGTTGATGCGGAGGCAAAAACCACCGGATTTCAAGTTTATTTATTACACAAGATGA

gloSKrv2 TCAACTTGTCCATCACTCGGGCTTTAGGCCAAGCACCTTGAGCATCACCAACCGACTTTC
glo_C_SkFw AGATTGGCAGCATCGAAGCGG
gloSKrv3 ATGTCCTCGTCATTAGCAGCC

Tabla 3A. Oligonucledtidos para la fusion de la proteina yECitrine con las proteinas de S. kluyveri

Nombre Secuencia

alt1SKConfFw  aaaccggtgttctgattccaatc
AGAGAGTGGTACACCTATGGC
alt15KConfrv Tabla 4A. Oligonucledtidos para la confirmacion de la

bat1SkConfFw ttctccagtgggtccatactac fusion de la proteina yECitrine con las proteinas de S.
bat1SkConfRv  GCAGCTCTTGCATCCGTTTCT cerevisiae

glo2SkConfFw  GATCCTGCCGAACCTCTAGAA
glo2SkConfRv.  TGGTAACGGTGGACGCTTTTCA

Tabla 5A.

Nombre_oligo_CORE  Secuencia




altl CORE_FW
altl_ CORE_RV
batl CORE_FW
batl CORE_RV
bat2_core_FW
bat2_core_RV
glo2Corefw
glo2Corerv
glo4Corefw
glo4Corerv

alt2COREFw

alt2CORERvV
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AAGTCATATCATATAAGGACTCTCACTTCAAGCGCAGAAAAAATGCCACAGAGCTCGTTTTCGACACTGG

AAGCTTTTAACTTTGTACTACTGGCTGAGGTAGAAAAAGGAGTAGTGATATCCTTACCATTAAGTTGATC

GAACCTTAGCATACTAAAACATGTTGCAGAGACATTCCTTGAAGTTGGGGGAGCTCGTTTTCGACACTGG

TTGGATGCATCTAATGGGGCACCAGTAGCGAGTGTTCTGATGGAGAATTTTCCTTACCATTAAGTTGATC

ATTTTAGAAATTTAAGGGAAAGCATCTCCACGAGTTTTAAGAACGATATGGAGCTCGTTTTCGACACTGG

TGTTGTGTGGTAGTTATCTTAACTTTGGAGGCGTCTAGGGGTGCCAAGGTTCCTTACCATTAAGTTGATC

GGAAGACTGCAGGACAACACAAAAACACAAGAAAAGGAGGACAAAAAATGGAGCTCGTTTTCGACACTGG

CAGTAATTAACACCACCAGACTCCCATCTCATTTTAATCGATTTAACCTGTCCTTACCATTAAGTTGATC

AGCAAATTTCTTTCGGCATGAAGTTTTTACTGCAGCAAATAAGAAATATGGAGCTCGTTTTCGACACTGG

CTATAATTGACACCACCTGTCAACCATCGCATTTTTATAGGCTTAACATGTCCTTACCATTAAGTTGATC

ATAAAAGATAAGAATAAAGGGAAGGAGCGCCACAGTAGTGTTGTTTTTGTAAGTGGTAAACACAGA

AGAAGTAAGAACACGAGCTCGTTTTCGACACTGG

TTAGTAATCTTGCCAGCGGGCTTAAAATCCAAATCCTTTGCGGTGAACACACCTTTCAAATCCTGTTG

GTGTGTCATTGTTCCTTACCATTAAGTTGATC

Tabla 5A. Oligonucledtidos para insertar el reportero contraseleccionable (CORE) en los genes candidatos finales. Las letras en
cursivas y negritas son las necesarias para amplificar el médulo de CORE y y el resto es la parte que recombina con el genoma.

Nombre_IROS

Secuencia

altl_D70_FW

altl_D70_RV

altl_D84_FwW

altl_D84_RV

alt2DPFw?2

TTTAATTGTTTCTGCTTCTCAATTGAACGCATATAAATATATTTCCCCAGTCTTTATTTTG
CTCTCTCCACGAT

GGCTCAAAATCATAGACGTTCATTAT

CGTTATTCGAAGTTTTCAACGTGTGGTGTGGAAAGCGATTCAAATGACGCAGGTCGTTTA
GCGAAGATTGA

CCAGATAATGAACGTCTATGATTTTGAGC

TTTAATTGTTTCTGCTTCTCAATTGAACGCATATAAATATATTTCCCCAGTCTTTATTTTG
CTCTCTCCACGAT

GAACGACCTGCGTCATTTGAATCGCT

CATTTACGTCTTCCAAAGTCAATTGTTCGGCGGGATAAAACTCGTTATTCGAAGTTTTCA
ACGTGTGGTGTG

GAAAGCGATTCAAATGACGCAGGTCGTT
TGGTAAACACAGAAGAAGTAAGAACACATGTTATCACTGTCTGCCAAAAATCAC
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alt2DPRv2
alt270Fw
alt270Rv
alt284Fw
alt284Rv
alt2IROFw1
alt2IRORv1

batl_D17_FW

batl_D17_RV

bat2Rcsecrbatl_
Fw

bat2Rcsecbatl_
RV

iroglo4fw

iroglo4rv

iroglo2fw

iroglo2rv

irotrrifw
irotrrirv
irotrr2fw

irotrr2rv

GTGATTTTTGGCAGACAGTGATAACATGTGTTCTTACTTCTTCTGTGTTTACCA
AGAGACATAGCTCTTCCTGGATTGTTACAATGACACACCAACAGGATTTGAA
TTCAAATCCTGTTGGTGTGTCATTGTAACAATCCAGGAAGAGCTATGTCTCT
GTTCATTATCTGGTCAATCTTCGCTAACAATGACACACCAACAGGATTTGAA
TTCAAATCCTGTTGGTGTGTCATTGTTAGCGAAGATTGACCAGATAATGAAC
AGTATAAAGCGGATACTGCGGAATT

CCCATACCTCAACTACCGCCA

ACTACATGTTTTCGTTAGAATAAATCACCCTATAAACGCAAAATCAGCTAGAACCTTAGC
ATACTAAAACAT

GACTGGTGCCCCATTAGATGCATCCAAA

GGTGAATGTCTGGCCGAACACTAATTCTTCATTTGGTCTTGGCTTGGATGGATTTGGGTT
TCTAGTAATTTT

TAGTTTGGATGCATCTAATGGGGCACCA

CTAACTAAAATTTTAGAAATTTAAGGGAAAGCATCTCCACGAGTTTTAAGAACGATATG
TTGCAGAGACATTccttgaagttggggaaattctccat

AGCGAGTGTTCTGATGGAGAATTTCCCCAACTTCAAGGGGCTTAGATGCATGTTGTGTGG
TAGTTATCTTAACTTTGGAGGCGTCTAGGGGTGCCAAGGT

AAAAGCTGTTTGAAGACTAATCTGGAAGTACTGAAAAGAGGAGATTTACTCATTCTTTG
GTGCAGCAAATT

TCTTTCGGCATGCATGTTAAGCCTATAAA

GGTCAATCAGCCATGAGTTTCTCCTGTCTTCAGTGCTTAGTAAATAACTATAATTGACAC
CACCTGTCAACC

ATCGCATTTTTATAGGCTTAACATGCAT

TAAGTTGCTAGATTTACCAATATCAAAGGGAAGACTGCAGGACAACACAAAAACACAA
GAAAAGGAGGA

CAAAAAATGAAGTTTTTACTGCAGCAAATAA

TTTACTGTCGGACAATAGATAGCAGTAATTAACACCACCAGACTCCCATCTCATTTTAAT
CGATTTAACCTGC

ATATTTCTTATTTGCTGCAGTAAAAAC

ACAAGTGCTATACAGCAAATAGCGAACAGTACGAAAGTAAACATCATATTATCAATAAT
GATAAAACATATAGTTTCGCCATTCAGGACGAATTTTGTTG

GCGGCGGTGTGTGCAGCTGGACCTGAACCAATGATAGTAACTTTGTTGTGAACCATCCTT
GACAGCACGGACTTGCTGATGCCAACAAAATTCGTCCTGA

CGCAATGAAAACTTTTAGGGGATCGTCCAACATTAAAGGAAGAACGAAACGGACTCCAC
AGTTTCTAATATAAATAAACAatgattcatcacaaggttac

CCTCATATAATGTGGGCTTCATCTCTGCTCTTGCCAAGTATATAGCAGCGGTGTGGGCAG
CGGGGCCAGAACCTATGATTgtaaccttgtgatgaatcat

Tabla 6A. IROS utilizados para remover/adicionar las presecuencias.

Tabla 7A.
Nombre_ConfDP Secuencia
altl CONF_FW TTCTGACCTGCTGTGGTTGAC
altl_CONF_RV ATTGGGATGGCACCTCTAACG

batl CONF_FW

CAGATTTCATACCGGCTGTCG




Nombre

batl CONF_RV

bat2_confbatl_FW
bat2_confbatl_RV

alt2confcorefw
alt2confcorerv

glo2DPconf_fw
glo2DPconf_rv
glo2DPconf_fw
glo2DPconf_rv
glo4DPconf_fw
glo4dDPconf_rv
trriDPconf_fw
trriDPconf_rv
trr2DPconf_fw
trr2DPconf_rv

Tabla 8A.

Secuencia
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CACAAGCAGATGGGTCAAGAG
GGTACCGGCCTTTAAGCTTTG
TCTTATCCGGACGGAACATGG
GCTGATGTCCTCCACACGTCT
GCTTCTGATCCAGTTGCTGCG
ATGCTCGCCGGTTTAGCGATG
ACTCTGGCAGAACCTCAGGAG
ATGCTCGCCGGTTTAGCGATG
ACTCTGGCAGAACCTCAGGAG

CATCGCGTGGAGACTGCCTAT
CCTCCCACAACCGGCAATGAA
GACAGTGCAGCGCAACTAGTG
GGCAGCAATACCGTTCGCCAT

CCC CTT CAG TGC AGT GGT ACA
GTA TAT AGC AGC GGT GTG GGC

Tabla 7A. Oligonucledtidos de confirmacion de
la introduccién del CORE y su posterior
remocion.

glo2_delfw
glo2_delrv
glo4_delfw
glo4d_delrv
glo2del_Cofw
glo2del_Corv
glo4del_Cofw
glo4del_Corv

ACCAATATCAAAGGGAAGACTGCAGGACAACACAAAAACACAAGAAAAGGAGGACAAAAACGTACGCTGCAGGTCGAC
TTGAAATAAAAGGGTATGCTAAAAGAATATTTTTAAGTATATTATACTCTGTTGGCTTTCATCGATGAATTCGAGCTCG
TCTGGAAGTACTGAAAAGAGGAGATTTACTCATTCTTTGGTGCAGCAAATTTCTTTCGGCCGTACGCTGCAGGTCGAC
CTGACCCACCTATCATTAGTCCTTCAGACATACTTTGCAAATATTTAGACTGCATGCCAGATCGATGAATTCGAGCTCG

CGGGCTATTGCAGGTGAGCAA
TCTACTCGAGCCGCCCGTATT

CGCGTGGAGACTGCCTATGAA
GCTGGGGGTGGCTACTTAACT

Tabla 8A. Oligonucledtidos para deletar los genes GLO2 y GLO4 y para confirmacion de la transformacion.

Tabla 9A.
Nombre Secuencia
CTATTGTTTCTACTAATGTGCTGCGGGCTGATGTCCTCCACACGTCTTCA CGTACGC
Alt2Fw/pTet TGCAGGTCGACGG
AAATCCTTTGCGGTGAACACACCTTTCAAATCCTGTTGGTGTGTCATTGT CATAGGC
Alt2Rv/pTet CACTAGTGGATCTG

CTCAACTGACAAGGTGGCAAGAACTACAACGACTCAAGTTAGTTGAGAAA CGTAC

Glo4Fw/pTet

GCTGCAGGTCGACGG
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ATTTTTATAGGCTTAACATGCATATTTCTTATTTGCTGCAGTAAAAACTT CATAGGC

Glo4Rv/pTet CACTAGTGGATCTG

ACGATACTCCGATTTCGTCAGATTACGAGAGAATTTGCTCACAAGAATCA CGTACG

Trr2Fw/pTet CTGCAGGTCGACGG

TTGCTGATGCCAACAAAATTCGTCCTGAATGGCGAAACTATATGTTTTAT CATAGG

Trr2Rv/pTet CCACTAGTGGATCTG
Alt2Fw/pTetConf GGTTAAAAGCGGTTGCTCCTG
GlodFw/pTetConf ~ CAGTTGTTACCGGTTGGTTTGC

Trr2Fw/pTetConf ~ GTCAGCGATTGCACCATAGTC
pMC325Rv/Conf ATGCTTGATGGTCGGAAGAGG

ALT1-70

HoName
HoName

HoName
HolName

HNoName
HolName

HoName
HNoName

HoName
HoName

HolName
HoName

HoName
HNoName

201
138

Regién 3’ UTR
ccatactaggaaaagotcocttoogttactactactgotttotegotattttactotagttgttoatactagtecacacgttgetocgagaaca
ccatactaggaaaagctocttococgttactactactgotttoctocgotattttactotagttgttocatactagtcacacgttgotogagaaca

ggaccagcttcoctttgtttotoccoccogoatttaattgtttotgottctcaattgaacgcatataaatatatttccccagtotttattttge
ggaccagcttoctttgtttotoccocccgoatttaattgtttotgottoctcaattgaacgocatataaatatatttococccagtotttattttge

toctctoccac§atgftatcactgtotgccaaaaatcacttoacagtgagtaattotataactcacgttattaagtcatatcatataaggac
LOLCECCAC RO S —

tagacccgtocctacagagacatagotocttooctggattgttgotcaaaatcatagacgttcattatctggtocaatocttegotaaacgacct
———————————————————————————————————————— gctcaaaatcatagacgttcattatctggtcaatocttogotaaacgacct

gCgtcatttgaatcgcotttCCacaccacacgttgaaaacttcgaataacgagttttatcccyoccgaacaattgactttggaagacgtaaa
gcgtcatttgaatcgotttocacaccacacgttgaaaacttogaataacgagttttatcocogoogaacaattgactttggaagacgtaaa

tgaaaatgtcttgaaggotaagtacgoccgttagaggtg-coatcccaatgagagotgaagaattgaaagotocaactggagaaggatoote

2 tgaeaatgtcttgaagyctaagtacgcoOttagagnngncCatConaat——————————— — —

Region codificante




ALT1 -84

NoName
NoName

NoName
NoName

NoName
NoName

NoName
NoName

NoName
NoName

NoName
NoName

NoName
NoName

Batl-17
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31 - aacgatcgt
701 ctaacgattttcgacctttcgttgagacaacttcacgtactottctgacctgotgtggttgacgtatttagagtttgctgocgococtttgtaaacgatege

40 gacccgeggaccatactaggaaaagetcettoogttactactactgetttetegetattttactetagttgttoatactagtcacacgttgotogagaaca
801 gacccgeggaccatactaggaaaagctcttoogttactactactgeottteoteogetattttactetagttgttocatactagtecacacgttgotogagaaca
Regién 3’ UTR
140 ggaccagcttetttgtttcteoccocogeoatttaattgtttetgeottetcaattgaacgecatataaatatatttococagtetttattttgetetetecacyg
8901 ggaccagcttetttgtttctoccocogeoatttaattgtttetgottetcaattgaacgecatataaatatatttocccagtetttattttgetetetecacyg
Codén de inicio
240 At g
100 tatcactgtctgocaaaaatcacttcacagtgagtaattctataactcacgttattaagtcatatcatataaggactetcacttocaagogoagaaa

1101 asatgccacatatcactactcctttttctacoctcagccagtagtacaaagttaaaagctttcaggaaagttagaccogiocctacagagacatagotctte
Regidn codificante

243 —-—————m aacgacctgcgtcatttgaatcgotttcocacaccacacgttgaaaact

1201 ctggattgttgctcaaaatcatagacgttcattatetggtocaatettocgotaaacgacetgogtcatttgaatcgotttocacaccacacgttgaaaact

291 tcgaataacgagttttatccocgocgaacaattgactttggaagacgtaaatgaaaatgtottgaaggetaagtacgocgttagaggtgonntnnecaat—-
1301 tcgaataacgagttttatcccgoocgaacaattgactttggaagacgtaaatgaaaatgtcttgaaggotaagtacgocgttagaggtgoccatcoccaatga

YR20GN T01 gaatqatcttactoatagagoecaqeaattaatacttqtacagatttcataccogetategetattattactoatasateagetetetttttqtotaatqgeocateegatcatattqcettettatoact aaast

Nollzne 1

CtattattaCt Rt OR-Co0ctCt et et gt ttaRtaneacatecaatocatattneticttatqactoasat
Regién 3’ UTR

YHR208H 841 tetattototttgecaotaccooectitaaqetitoraaanzasaaagcatctoasasaaatoocactatasaqanaoctagtontaacaactacatotttogttagaatasatcaccetatasaccasaatcageta
Noliame T7 tetattqrotttoccaataccoqect taaqetttaaarazaanaaqeatctoaaraaantoqeactatasagagaqctagtoqtaacaactacatqtettegttagaatasatcacectataaaccaaaatcancta

<«— Cododn de inicio

YHR2 08N %lmmmemm@E@wm&ﬂ&MmmWMﬂmmmmmmemmWMmﬂ@ﬂm&mmﬁmﬂmM&mmMmMmmmw
Nolame 217 qaaccttageatactasaacat actagtocceeattagatocateoaactaaaaattactagaaacceazatecateoaagooaags

Region codificante

YHR208H 1121 ceaaatoaaqaattagtotteoqecagacattcaceqateatatttoaccattocttqgteageeasagaanaotaggqeacteeacacatcaagecttacgptaatctttetettgacceatetqettototattecs
Noliame 306 ccasatgaaqasttagtqtteqqocagacattoacegateatatgtnaccattecttgytoagecaragaannatanaqcactceacacatcaagecttacgataateitetertqag=nnmmm-nmm-nnsrnnnnes
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Alt2+70

Holame 1 - nnnttgeotteote
Holame 541 tttatgggttctcaaagtacttcgtcataattacttcattatacctaagaaaataatttcattttttttctgaattttttagcagaaaaa
NoName 13 tttatgggttctc-aagtacttcgtcataattacttcattatacctaagaaaataatttcattttttttctgaattttttagcagaaaaa
NoName 631 aaaamsagttcaagtttggcctcattcgocaatattttctccatggaaacggeocttgtatcttgaggecttectecctacttghttggeogatttta
Holame 102 aaaazagttcaagtttggeoctcattogeocaatattttoctccatggaaacggettgtatecttgaggettotecctacttgtttggeogatttta
ey h
Region 3 UTR
Hollame 721 ttttatttttoctactcttatggtococcatatgtacatctacatatctocttcaaattaccaatacacttttaggatagoctaaatttactac
Hollame 152 trtttatttttoctactcocttatggtocccatatgtacatctacatatctocttcaaattaccaatacacttttaggatagoctaaatttactac
NoName 811 ttecgtgtgggaactatattctgttcacttttctttttgatecctttecttgactgacatcatcocttttctecattcagtaaatacecccaatat
NoName 282 ttcgtgtgggaactatattctgttcacttttectttttgateccttteottgactgacatcatcottttectecattcagtaaatacecccaatat
Holame 8901 ttcctcatatctctagaggcataaaagataagaataaagggaaggagcgccacagtagtgttgittitgtaagtggtaaacacagaagaa
HNollame 372 trLCcCcLcatatcLcragaggcataaaagaraagaataaagyiaaguagcgccacagtagtgt gLt tCtgtaagrggraaacacagaagaa

«— Cododn de inicio

Holame 991 gtaagaacpcatgftatcactgtctgccaaaaatcacttcacagtgagtaattctataactocacgttattaagtcatatcatataaggac
NoName 462 gtaagaachcatgftatcactgtctgccaaaaatcacttcacagtgagtaattctataactcacgttattaagtcatatcatataaggac
Regidn codificante
HNoName 1081 tctcacttcaagcgcagaaaaaatgcoccacatatcactactcctttttctacctcagoccagtagtacaaagttaaaageoctttcaggaaagt
NolName 552 toctcacttcaagcgcagaaaaaatgocacatatcactactcctttttctacctcagocagtagtacaaagttaaaageoctttcaggaaagt
Hollame 1171 tagacccgtcctacagagacatagcoctcttocotggattgttacaatgacacaccaacaggatttgaaaggtgtgttocaccgocaaaggattt
Holame 642 tagacccgtcctacagagacatagcoctcttootggattgttacaatgacacaccaacaggatttgaaaggtgtgttocaccgocaaaggattt
Alt2+84
NoName 541 tttatgggttctcaaagtacttogtcataattacttcattatacctaagaaaataatttcattttttttotgaatttittagecagaaaaa
HoName 13 tttatgggttctca-agtacttcgtcataattacttcattatacctaagaaaataatttcatttttittctgaattttttagecagaaaaa
NoName 631 asaaaagttcaagtttggcctcattcgeaatattttotocatggaaacggettgtatettgaggettoctectactigtttggegatttta
NoName 102 aaaaaagttcaagtttggectcattcgeaatattttotooatggaaacggettgtatecttgaggettectoctacttgtttggegatttta
Region regulatoria
NoName 721 ttttatttttcctactcttatggteccatatgtacatctacatatctottcaaattaccaatacacttttaggatagctaaatttactac
NoName 192 ttttatttttcococtactocttatggteccatatgtacatctacatatoctottcaaattaccaatacacttttaggatagetaaatttactac
NoName 811 ttcgtgtgggaactatattctgttcacttttctttttgatcoctttottgactgacatcatecttttctcattcagtaaatacceocaatat
NoName 282 ttcgtgtgggaactatattctgttcactttictttttgatcctttottgactgacatcatecttttctcattcagtaaataccocaatat
HoName 901 ttcctcatatctctagaggcataaaagataagaatazagggaaggagegecacagtagtgttgtttttgtaagtggtaaacacagaagaa
HoName 372 ttcctcatatctctagaggcataaaagataagaataaagggaaggagegccacagtagigitgtitttgtaagtogtaaacacagaagaa
Coddn de inicio Errores
HoName 991 gtaagaacafatgtfatcactgtctgccasaaatcacttcacagtgagtaattctataactcacgttattaagtcatatcatataaggac
HoName 462 gta-gaacafatgtfatcactgtctgccaaaaatcacttcacagtgagtaattctataactcacgttattaagtcatatcatataaggac
Regidn codificante
NoName 1081 tctcacttcaagogoagaaaaaatgecacatatcactacteoctttttotacctcagocagtagtacaaagttaagagetttecaggaaagt
HoName 551 tctcacttcaagcgcagaaaaaatgccacatatcactactcoctttttotacctcagocagtagtacaaagttaadggetttcaggaaagt
NoName 1171 tagacccgtcctacagagacatagotottcoctggattgttgotoaaaatocatagacgttcattatctggtcaatctteogotaacaatfac
HoName 641 tagacccgtcctacagagacatagotottcoctggattgttgotcaaaatcatagacgttcattatectggtc-atecttogotaaca-tfac
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