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Resumen
Dentro de las mitocondrias, la membrana interna forma crestas en donde esta dispuesta la

cadena transportadora de electrones, que contiene subunidades codificadas tanto en el
genoma mitocondrial como en el nuclear. El dltimo aceptor de electrones de esta cadena
respiratoria es el Complejo IV o citocromo ¢ oxidasa (CcO). De las proteinas que dan
estructura, ensamblan y regulan la traduccion dentro de la mitocondria, la mayoria son
codificadas en el nucleo y transportadas hasta la matriz mitocondrial. Dentro de estas
proteinas que reconocen y regulan la traduccién y estabilidad de ARNm mitocondriales se
encuentran aquellas que poseen motivos PPR (por sus siglas en inglés Pentatricopeptide
Repeat Motifs). Estas proteinas estan ampliamente distribuidas en mitocondrias y
cloroplastos de plantas, aunque también han sido identificadas en mitocondrias de muchos
otros eucariotes entre los que se encuentran los hongos y mamiferos. Cada motivo PPR
tiene 35 aminoacidos en forma de doble hélice anti-paralela que en conjunto forman un
solenoide con una superficie interna donde el ARN blanco es reconocido. Normalmente
estas proteinas tienen uno o dos ARNm mitocondriales blanco, por lo que son altamente
especificas. Las posiciones de los residuos en estas proteinas que se han propuesto y
posteriormente comprobado que son importantes para el reconocimiento y especificidad de
ARNmM para plantas son las 2, 5 y 35. Sin embargo, en hongos y otros eucariotes el patron
identificado para plantas no es muy conservado y tampoco ha sido muy explorado. En
nuestro laboratorio estudiamos a la proteina PPR Pet309 en la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Pet309 es un activador traduccional que se requiere para que el ARNm
mitocondrial COX1 pueda traducirse y producir a la proteina Cox1, subunidad 1 de la CcO.
En el presente trabajo decidimos realizar mutagénesis dirigida a aminoacidos especificos de
Pet309 que por sus posiciones y tipo de residuo pensamos que podrian ser importantes para
la funcion de Pet309. Nuestros resultados sugieren que la mutacién de uno o dos residuos
por cada motivo PPR no es suficiente para generar un defecto respiratorio en la levadura.
Por otro lado decidimos analizar si en mitocondrias purificadas Pet309 podria formar
homodimeros in vivo, ya que en el modelo estructural de una proteina PPR de plantas se
observé que se formaban homodimeros. Determinamos que al menos Pet309 no parece

formar homodimeros in vivo en mitocondrias de levadura.
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Introduccién

Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio
La levadura S. cerevisiae es empleada como modelo de estudio de los mecanismos de

expresion del genoma mitocondrial. Esto se debe a que es un organismo facultativo, de tal
manera que es posible perturbar la funcion mitocondrial sin afectar la viabilidad celular por
crecimiento fermentativo. Este modelo ofrece la oportunidad de aplicar herramientas de
genética debido a que su ciclo de vida presenta fase asexual y sexual. Ademas es uno de los
pocos organismos en que se puede hacer mutagénesis dirigida en el DNA mitocondrial
(Bonnefoy y Fox, 2002; Dieckmann y Staples, 1990).

Las levaduras mutantes del genoma mitocondrial o nuclear pueden presentar fenotipo
diferente a las de tipo silvestre cuando las funciones mitocondriales relacionadas a la
respiracion se ven afectadas. Un fenotipo derivado de estos cambios es el que presentan las
colonias denominadas “petite”, las cuales crecen a una tasa menor que las de tipo silvestre,

0 bien, son incapaces de crecer en medio estrictamente respiratorio (Sherman, 1963).

La levadura pierde su ADN mitocondrial de manera natural, o bien, de manera artificial
podemos encontrar cepas sin ADN mitocondrial. A las cepas bajo esta condicion se les
denomina “rho0”, siendo “rho+ " aquellas que presentan su genoma mitocondrial (Burke et
al, 2000).

Las mitocondrias de S. cereviase
La mitocondria es un organelo eucarionte formado por una membrana externa y una interna

que dan lugar a dos compartimentos mitocondriales: espacio intermembranal y matriz
mitocondrial. A través de la membrana externa pasan moléculas menores a 5,000 Daltones
e iones mediante los canales transmembranales. La membrana interna forma crestas y es
impermeable a iones y a la mayoria de las moléculas pequefias. El espacio intermembranal
se localiza entre las dos membranas, y posee gran cantidad de protones. La matriz
mitocondrial esta rodeada por la membrana interna, contiene las enzimas solubles del ciclo

de Krebs, beta oxidacion, vias de sintesis de aminoacidos, vitaminas, de centros fierro
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azufre y grupos hemos, asi como el genoma mitocondrial y la maquinaria necesaria para
expresarlo (Maleszka et al, 1991; Albert, 2006).

Cadena transportadora de electrones y fosforilacion oxidativa
La mitocondria se encarga de proveer la mayor cantidad de energia que la célula necesita.

El trabajo lo realiza mediante la cadena transportadora de electrones acoplada a la
fosforilacion oxidativa de la ATPsintasa. La cadena transportadora de electrones esta
formada por cuatro complejos proteicos: complejo | (NADH deshidrogenasa o
NADH:ubiquinona oxidoreductasa), complejo 11 (succinato deshidrogenasa), complejo 11l
(ubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa, o complejo bc;) y complejo IV (citocromo ¢
oxidasa). La diferencia de pH es generado por reacciones redox acopladas al bombeo de
protones a través de los complejos I, Il y IV desde la matriz hacia el espacio
intermembranal, mientras que la fuerza proton-motriz para fosforilar ADP se genera en el
complejo ATPsintasa (Mathews, 2002).

Los componentes de la cadena trasportadora de electrones, al igual que el complejo
ATPsintasa, se encuentran inmersos en la membrana interna mitocondrial. En la levadura,
la cadena respiratoria esta formada por tres enzimas NADH deshidrogenasas en la periferia
y por los complejos proteicos 11, 111 'y IV embebidos en la membrana. Los sustratos iniciales
para las reacciones redox son el NADH y el FADHj, sus electrones se transfieren a traves
del par de enzimas NADH deshidrogenasas para el NADH y el complejo 1l para el FADH,,
hasta la Ubiquinona Q, la cual una vez reducida es sustrato del complejo 111, donde se oxida
y los electrones son transferidos hasta el citocromo c, el cual una vez reducido es oxidado
por el complejo 1V, que a la vez reduce O, para formar agua (Suart, 2008). Los protones en
el espacio intermembranal regresan a la matriz a través del complejo ATPsintasa

proporcionando la energia para fosforilar ADP.

Las proteinas que dan estructura, ensamblan y llevan a cabo las reacciones redox y
fosforilacién oxidativa, en su mayoria son codificadas en el nicleo, sintetizadas en el
citosol y subsecuentemente importadas a la mitocondria. Solamente ocho proteinas son
sintetizadas en el genoma mitocondrial: Varl de la subunidad pequefia ribosomal, Cob del
complejo 111, Cox1, Cox2 y Cox3 del complejo 1V, y Atp6, Atp8 y Atp9 del completo
ATPsintasa, (Herrmann & Funes, 2005).
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Citocromo c oxidasa en S. cerevisiae
La citocromo ¢ oxidasa (CcO) es el ultimo aceptor de electrones de la cadena respiratoria,

toma electrones del citocromo c y los transfiere al oxigeno molecular para reducirlo a agua.
En S. cerevisiae estd formada por 12 subunidades, de las cuales las tres mas grandes Cox1,
Cox2 y Cox3, conforman el nlcleo catalitico y son codificadas en el genoma mitocondrial
(Herrmann & Funes, 2005).

Cox1 posee 12 cruces transmembranales conectados por pequefias asas y contiene a los
grupos hemos a/az y al centro de Cug para reducir el O, (Tsukihara et al, 1996). Esta
subunidad se codifica por el gen mitocondrial COX1. La sintesis de Cox1 se encuentra bajo
el control de dos proteinas codificadas en el nicleo: Mss51 y Pet309. Pet309 tiene un papel
en el inicio de la traduccion, mientras que Mss51 podria también participar en la elongacion
e integracion de Cox1 en la membrana (Perez-Martinez et al, 2003; Barrientos et al, 2004;
Pérez-Martinez et al, 2009). Pet309 es un activador traduccional que actua en la region 5
no traducible del ARNm de COX1 y que también participa en la acumulacion de este
transcrito (Manthey & McEwen, 1995). Las mutantes nulas de estas proteinas son
incapaces de crecer en medio respiratorio, mientras que en medio fermentativo las colonias

crecen con caracteristicas de tipo petite.

Proteinas con motivos de alfas hélices de union a acidos nucleicos
Las proteinas que presentan dominios estructurales formados por motivos de alfas-hélices

en repeticiones en tandem se encuentran en todos los reinos de la vida, y estan involucradas
en una variedad de funciones. Las repeticiones en estas proteinas pueden ser de 25-45
aminodacidos en tamaro, consisten de 2-3 helices con un ndcleo hidrofébico conservado, y
se arreglan de 2-25 repeticiones para formar una super hélice o conformacion C (Rubinson
et al, 2012). Las repeticiones en tandem son estabilizadas mediante interacciones de largo
alcance que tienen lugar s6lo entre repeticiones adyacentes, (Main et al 2005) y como
consecuencia de esto el total de repeticiones tiende a formar una superficie extendida. Esta
particularidad es muy util para unir macromoléculas y aungue originalmente fueron
identificadas las uniones con otras proteinas, se han identificado proteinas con motivos
estructurales arreglados en tdndem que tienen como molécula afin acidos ribonucleicos
(Filipovska et al, 2011).
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La unidn de proteinas con acidos nucleicos es fundamental y esencial para la célula. El
genoma de todos los organismos tiene que ser guardado dentro de un compartimento
celular, debe ser reparado a la brevedad después de sufrir dafio, ademas de replicado en una
copia lo mas fiel posible para poder ser heredado a la descendencia, y por supuesto, tiene
que someterse a su lectura e interpretacion. Las proteinas que estan involucradas en todos
estos procesos y que participan de manera fisica y directa, lo hacen mediante residuos
especificos en quimica y posicion, que a través de la evolucidn se ha hecho més compleja
por la diversificacion de las estructuras proteicas (Mackay et al, 2011; Main et al, 2003).

El metabolismo de ARN tiene un papel importante en la expresion genética en organelos y
las proteinas de unidon a acidos nucléicos son esenciales en estos procesos (Stern et al,
2010). La transcripcion de las moleculas de ARN a menudo involucra multiples transcritos
con extremos 5y 3" no traducibles, los cuales deben ser editados para lograr procesar el
ARN. Estos primeros transcritos estan bajo el control de procesos de maduracion,
“splicing”, escision y edicion. Todos los pasos requieren numerosos factores proteicos

especificos codificados en el nacleo (Delannoy et al, 2007).

Las interacciones proteina-acido nucleico son variadas, incluyen las interacciones
electrostaticas, puentes de hidrogeno, interacciones tipo apilamiento (stacking) y fuerzas de
union de van der Waals en diferentes combinaciones para ofrecer diferente fuerza de union
y especificidad. Para discriminar entre las diferentes moléculas de acidos nucleicos, las
proteinas emplean un conjunto de caracteristicas estructurales que interaccionan con las
secuencias de bases nitrogenadas y peculiaridades del esqueleto de fosfatos, asi como su
combinacion para identificar el acido nucleico blanco (Lunde et. al, 2007; Auweter et al,
2006; Mackay et al, 2011).

Se han identificado diversas combinaciones en cuanto a la quimica y posicion de los
residuos dentro de las proteinas para unir de diferente manera a las secuencias de acidos
nucleicos que tienen como blanco. Por ejemplo, las PUF (Pumilio and FBF homology) son
proteinas con repeticiones en tdndem de tres hélices formadas por 36 aminoacidos que en
conjunto forman una estructura tipo C. Son proteinas eucariontes que reconocen ARN

mediante el siguiente cddigo (Wang, et al, 2002; Quenault et al, 2011):
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Residuo posicion 12 | Residuo posicion 16 | Base que reconoce
C Q A
S R C
S E G
N G U

Tabla 1. Combinacion de aminoécidos en las proteinas PUF que unen
especificamente a una base nitrogenada

Otra familia es la correspondiente a las proteinas TRAPs (trp ARN-binding attenuation
protein). Estas proteinas estan formadas por repeticiones largas de 75 aminoacidos en 11
tandem, regulan la transcripcion y traduccién al unirse a las moléculas de ARN blanco.
Para esta familia se ha descrito la firma de nucleotidos GAGNNGAG para el
reconocimiento del ARN blanco, donde N es cualquier base del ARN y determina el
reconocimiento proteina-ARN (Antson et al, 1999).

Las proteinas TALE (Transcription Activator-Like Effector) pertenecen a bacterias
patogenas y tienen como blanco ADN eucariontes. Las repeticiones de estas proteinas
consisten de 34 aminoacidos que contienen en las posiciones 12 y 13 los residuos clave
para la especificidad de union con el siguiente codigo (Boch et al, 2010; Moscou et al,
2009; Boch et al, 2009):

Residuo en posicién 12 Residuo en posicién 13 Base que reconocen
N | A
N D C
N K G
N Q T

Tabla 2. Combinacién de aminoéacidos en las proteinas TALE que se unen especificamente a una base
nitrogenada

La familia de las proteinas PPR fue descrita en el afio 2000 por el grupo de lan Small
(Small, 2000). Se han identificado como proteinas que contienen motivos de alfas hélices

acomodadas en tandem y formando un solenoide. Mayormente se encuentran distribuidas
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en plantas, aunque se han identificado en hongos y el humano. Estas proteinas
interaccionan con ARN y participan en su metabolismo al dirigir proteinas efectoras al sitio
correcto dentro del transcrito de ARN (Delannoy et al, 2007; Okuda et al, 2006; Kotera et
al, 2005; Small, 2000; Lurin, 2004; Okuda et al, 2012).

Proteinas PPR

Descubrimiento y distribucion
Recientemente las proteinas PPR (por sus siglas en inglés pentatricopeptide repeat) han

sido descritas como participes en procesos pos-transcripcionales de regulacion de la
expresion génica en mitocondrias y cloroplastos. Esta familia de proteinas se caracteriza
por presentar motivos repetidos de 35 aminoacidos, mismos que presentan una Secuencia

poco conservada entre ellos (Small, 2000; Lurin, 2004).

Los primeros estudios sobre estas proteinas se realizaron en levadura, al observar que la
pérdida total de la capacidad respiratoria mitocondrial era consecuencia de mutaciones
individuales en el gen nuclear PET309. Se reportd que la proteina Pet309 se requiere no
solo para la activacion traduccional del ARNm de COX1, sino ademas para su estabilidad.

Su sitio de union al ARN se encuentra en el extremo 5” no traducible (Manthey, 1995).

Las proteinas PPR primero se identificaron como una nueva familia Unica en plantas. Son
proteinas muy abundantes, representando el 1 % de los genes de Arabidopsis thaliana
(Lurin, et al, 2004; Aubourg , et al, 2000). Ahora se conoce que son proteinas distribuidas
Unicamente en organismos eucariontes aunque encontradas mayormente en plantas. Fueron
descritas como proteinas similares a las de la familia TPR (tetratricopeptide repeat,
repeticiones de 34 aminoacidos) las cuales estan mejor caracterizadas y forman uniones
proteina-proteina. Sin embargo, las proteinas PPR Unicamente presentan interaccion con
ARN (Small , 2000).

Evidencia genética, molecular y bioquimica demuestra que las proteinas PPR presentan
especificidad de reconocimiento por su secuencia blanco (Andres et al, 2007; Bentolilla et
al, 2002; Delannoy et al, 2007; Fujii et al, 2013; Okuda et al, 2012). Las mutaciones en las
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proteinas PPR resultan en fenotipos que no pueden ser complementados por otras proteinas
PPR, lo cual indica que actian de manera especifica (Lurin et al, 2004). Ademas, la
inactivacion de una proteina PPR resulta en el mayor de los casos en la deficiencia de uno o
dos transcritos. Los datos sobre la participacion de las proteinas PPR indican que no son
directamente efectores post-transcripcionales, sino, factores implicados en dirigir diferentes
efectores al sitio correcto (Delannoy et al, 2007; Okuda et al, 2006; Kotera et al, 2005).

Motivos PPR
Los motivos PPR fueron predichos en forma de doble hélice anti-paralela basados en su

semejanza en secuencia con los motivos de las proteinas TPR (Small, 2000). Esto permitié
denominar a las primeras hélices como A mientras que a la segundas como B. El conjunto
de los motivos forman una estructura de solenoide en la cual las hélices A estan orientadas

hacia el interior y las hélices B hacia el exterior del solenoide (Yin, 3013).

Recientemente se obtuvieron estructuras tridimensionales a partir de la cristalizacion de
proteinas PPR de plantas (Ban et al, 2013; Howart et al, 2012; KE J, 2013; Ringel R, 2011;
Yin et al, 2013). Esto permitié confirmar la estructura predicha mediante dicroismo circular

y el andlisis in silico de las proteinas (Figura 1).

Figura 1: Modelo cristalogréfico de la proteina PPR10 de cloroplastos de maiz. Se muestra la estructura de
solenoide. Las hélices A se muestran en verde, mientras que las hélices B en Azul. Tomado de Yin , et al.
2013.
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Funciones de las proteinas PPR
Las proteinas PPR estan involucradas en diferentes procesos del metabolismo de los acidos

ribonucleicos en todos los organismos eucariontes analizados. Se localizan principalmente

en cloroplastos y mitocondrias (Tabla 3) y reconocen 1 6 2 ARN blancos.

Tabla 3. Se muestran ejemplos de proteinas PPR de diferentes organismos y sus funciones en el

metabolismo del ARN.

Gen Organismo Proceso molecular de Blanco Localizacion
ARN

Rfk1 Raphanus sativus Traduccion orf125 Mt

Rfo R. sativis Traduccién orf138 Mt

Rflb Oryza sativa Degradacion de ARN 1tp6- Mt
orf79

Rfl, Rfla | O. sativa Escision 1tp6- Mt
orf79

CRR2 A. thaliana Escision ndh8 Cp

CRR4 A. thaliana Edicién ndhD Cp

CRR21 A. thaliana Edicién ndhD Cp

PGR3 A. thaliana Estabilizacion y petl Cp

traduccion operon
HCF152 A. thaliana Splacing y maduracién petB Cp
MCA1 Chlamydomonas Estabilizacion petA Cp
reinhardtii

CRP1 Zea mays Traduccién petA, Cp
psaC

PPR4 Z. mays Splicing rpsl2 Cp

PPR531- | Physcomitrella patens Splicing y maduracion clpP Cp

11

LRPPRC, | Human Estabilizacion coxl, Mt

hLRP130 coxlll

Cyab Neurospora crassa Traduccién coxl Mt

Pet309 Saccharomyces Estabilizacion y coxl Mt

cerevisiae traduccion

Tomado de Andrés et al. 2007. Mt: Mitocondria Cp: Cloroplasto

Estas proteinas son esenciales para la funcion tanto de las mitocondrias como de los
cloroplastos. Se ha demostrado que mutaciones en los genes de las proteinas PPR resultan
en fenotipos que incluyen defectos en la maduracion de semillas (Gutierrez-Marcos et al,
2007), dafio en la capacidad fotosintética (Okuda et al, 2006), letalidad embrionaria
(Cushing et al, 2005), esterilidad masculina citoplasmatica (Bentolila et al, 2002), y
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crecimiento de colonias “petite”, asi como pérdida del crecimiento respiratorio (Tavares et
al, 2008). Los procesos en los cuales participan estan relacionados con el procesamiento del
ARN, en los mecanismos de edicion (Gobert et al, 2010; Kotera et al, 2005; Schmitz-
Linneweber et al, 2006)(Tabla 1), asi como en su estabilidad (Pfalz et al, 2009) y
traduccion (Yamazaki et al, 2004). Las mutaciones en las proteinas PPR resultan en
fenotipos que no pueden ser complementados por otra PPR, lo cual indica que actuan de
manera especifica (Lurin et al, 2004). Ademas, la inactivacion de una proteina PPR resulta
en el mayor de los casos en la deficiencia de un solo transcrito (Delannoy et al, 2007).

A pesar de que su origen es desconocido, se piensa que las proteinas PPR han sido
adquiridas para el mantenimiento de la simbiosis de organelos durante el establecimiento de
mitocondrias y cloroplastos (Kobayashi et al, 2011).

Reconocimiento de ARN
La secuencia de aminoacidos entre diferentes motivos PPR es muy poco conservada, por lo

que ha sido dificil identificar patrones de amino acidos que puedan explicar la alta

especificidad de estas proteinas.

Durante los primeros intentos para tratar de delucidar el mecanismo por el cual las
proteinas PPR reconocen al ARN blanco, se tom6 como base el mecanismo de las proteinas
PUF. Esta familia de proteinas con repeticiones en tandem forma una superficie convexa
que interactda con el ARN. Los residuos que participan en la interaccion lo hacen apilando
con las bases nitrogenadas mediante sus cadenas laterales, ademas de formar puentes de
hidrogeno mediante residuos como serina y treonina. Las PUF tienen la caracteristica de
reconocer a mas de una secuencia blanco, sin embargo, las PRR presentan mayor
especificidad y su mecanismo de interaccion es un tanto diferente. Las PPR evitan la
degradacion de la secuencia de ARN con la que estan interaccionando, lo cual refleja un
mecanismo en el cual la proteina rodea las bases de la secuencia blanco (Prikli et al, 2011;
Filipovska and Rackham, 2012).

Se han indicado diferentes combinaciones de residuos como determinantes de la

especificidad. Small y cols. 2000, propusieron que en las posiciones 2, 4, 5, 8, 12 y 32 de

Pagina | 14



cada motivo se encuentran residuos claves. Los residuos més frecuentemente encontrados
son: T N L N K y E. Por otro lado, en un estudio realizado en plantas (Fuji et al, 2011)
se sugirié que las posiciones 1, 4 y 34 son importantes, en estas posiciones los aminoacidos
mas frecuentemente encontrados son: D V y N. En general, en cada posicidn sugerida se
encuentran aminoacidos basicos y &cidos, incluso de carécter polar sin carga, los cuales
pueden formar interacciones con las bases nitrogenadas de la cadena de nucle6tidos del
ARN. En nuestro laboratorio encontramos que las posiciones 8 y 11 podrian ser
importantes (Tavares-Carredn et al, 2008). En este caso se encontré que los residuos
basicos R424 y K427 de la proteina Pet309 afectan la capacidad respiratoria en levadura.
Se predice que estos residuos se encuentran en la hélice A, y que estan orientados hacia
adentro del solenoide. No obstante, se sugiere que la interaccion con el ARN podria
depender de la combinacion de varios aminoacidos, asi como de sus caracteristicas
individuales (Kobayashi et al, 2011). En experimentos de union proteina-ARN mediante
geles de retardo se observo que los cambios de aminoacidos quimicamente similares (K:H,
ambos basicos) no modifican la unién con el ARN blanco, mientras que el cambio de
aminodcidos diferentes en la misma posicién (K:N, un aminoacido basico por uno polar sin
carga) reduce la interaccion. Se sugiere que la interaccion PPR/ARN estd mediada por una
conexion compleja de aminoacidos entre motivos vecinos, asi como dentro de un mismo
motivo (Kobayashi et al, 2011).

Las predicciones sobre la estructura de las proteinas PPR, asi como las posiciones de
aminodacidos importantes para la interaccion y reconocimiento del ARN, cada vez se han
confirmado mejor con la obtencidn de estructuras cristalograficas de diferentes proteinas
PPR. Por ejemplo, Ban et al 2013, obtuvieron la estructura cristalografica de la proteina
THABSL de A. thaliana, en la que se observaron las hélices alfa antiparalelas caracteristicas
de esta familia de proteinas, mientras que Ke et al. 2013 identificaron que la proteina THA8
forma homo-dimero in vitro, ademéas Howard et al, 2012 observaron la interaccion entre el
ARN vy la proteina Propl de A. thaliana, y Ringel , et al, 2011 la del RNAP mitocondrial

de humano.

El grupo de trabajo de Yin et al. (2013), obtuvo el primer cristal de una proteina PPR. La

proteina es PPR10, una proteina de maiz, tiene la funcion de bloquear la degradacion de los
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transcritos atpH y atpl por exorribonucleasas. En este trabajo fue posible definir las
interaccion PPR/ARN. Ademas se observd que PPR10 forma un dimero antiparalelo con
dos moléculas de ARN. La molécula de ARN efectivamente se observé dentro de la
cavidad del cilindro formado por PPR10.

El cédigo de reconocimiento consiste en aminoacidos de las posiciones 2, 5y 35 de una
repeticion, y de la 2 de la siguiente repeticion de la siguiente manera: los de las posiciones
2 ofrecen interaccion de tipo apilamiento mientras que las posiciones 5 y 35 se coordinan
con la base del ARN mediante enlaces de puentes de hidrégeno para dar especificidad de
unién (ver figura 2). En total se necesitan 4 aminoécidos para unir una base nitrogenada.
Los amino&cidos basicos en el resto de la alfa hélice A coordinan el esqueleto de fosfatos.
La importancia de la posicion 5 se comprobd mediante mutagénesis dirigida, en donde los

cambios de residuos N:A resulto en la pérdida de la union al ARN blanco (Yin et al. 2013).

a b

‘.53/ S636 - 21672 N6?5.‘ 3/
i \‘//f(IGa' &17a -
\\ o

Figura 2. Reconocimiento de ARN blanco por PPR10. a) El nucleétido uracilo (U2) se apila con las
posiciones 2 (V210 y F246), de repeticiones adyacentes (4a y 5a), y forma puente de hidrégeno con la
posicion 5 (N213), el que esta en la posicién 35coordinado con un puente de hidrogeno (D244). b) El
esqueleto de fosfatos es estabilizado por residuos de las hélices A. Tomado de Yin et al. 2013.

Al analizar el alineamiento de las 19 repeticiones de PPR10, claramente se distingue un
patrén conservado de aminoacidos hidrofilicos no polares en las posiciones 5 y 35, mientras

que en las posiciones 2 predominan los aminoacidos hidrofobicos (Barkan A, et al. 2012;
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Takenaka et al 2013, Yin et al, 2013). Las interacciones PPR-ARN varian de acuerdo al
tipo de residuos y bases nitrogenadas que intervengan, ademas de la parte de la secuencia
del ARN donde la unién ocurra. El extremo terminal 3" contribuye menos a la afinidad en
la interaccion, mientras que el extremo terminal 5'no permite tantos cambios en la
secuencia para ser reconocida como blanco. Estos datos sugieren que el inicio de la
interaccion es por el extremo terminal 5” (Barkan et al 2018).

Pet309
Pet309 es una proteina compuesta por 965 aminoacidos, es codificada en el genoma nuclear

e importada hasta la matriz mitocondrial (Manthey & McEwen, 1995), donde se encuentra
asociada a la membrana interna mitocondrial como una proteina periférica (Tavares-
Carreon et al, 2008).

Pet309 como miembro de las proteinas PPR (Lipinsky et al, 2011) se ha identificado como
uno de los activadores traduccionales del ARNm de Cox1, participa en su extremo 5'no
traducible, afecta la acumulacion y estabilidad del mensajero principalmente en transcritos
con intrones (Manthey & McEwen, 1995; Tavares-Carredn et al, 2008). Las cepas nulas de
Pet309 no sintetizan Cox1 por lo que son incapaces de crecer en medios respiratorios,
mientras que en medios fermentativos las colonias son petite. Actualmente no contamos
con la estructura cristalografica de Pet309. Sin embargo, las predicciones in silico que se
han realizado para conocer el nimero de motivos PPR en Pet309 han mostrado que
practicamente toda la proteina estd compuesta por este tipo de repeticiones. Uno de analisis
detecta 13 motivos centrales arrojado por el servidor TPRpred. Este se basa en informacion
de proteinas PPR pertenecientes a plantas para identificar motivos dentro de cualquier
proteina. Por otro lado el trabajo de Lipinski et al, (2011), muestra ademas de estos 13
motivos centrales, 10 mas distribuidos hacia ambos extremos de Pet309. Lo anterior se
logré al emplear secuencias de ortélogos del genoma de levaduras. De los 13 motivos
centrales, se ha logrado identificar que cada uno de un total de 12 son necesarios para que
Pet309 funcione como activador traduccional (Tavares-Carredn et al, 2008; Zamudio et al,

2014). Zamudio et al, 2014, demuestran que Pet309 interacciona fisicamente con el ARNm
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de Cox1 antes de que sea procesado del transcrito policistronico e independientemente de si

el ribosoma esta activo.

Prediccion de motivos PPR en Pet309
Pet309 es una proteina de 965 aminoécidos que de acuerdo al trabajo de Lipinski, et al
(2011) sugiere 22 motivos PPR para Pet309.

IR R
ﬁ B = Motivo PPR. 35 aa en doble hélice anti-paralela

Se muestra la distribucion de los 22 motivos PPR en la proteina Pet309. aa = aminoacidos. Modificado de
Lipinski KA., et al (2011).

La mayoria de los estudios sobre las proteinas PPR se han realizado en plantas, lo cual ha
generado la cantidad de datos necesaria para poder proponer un codigo de reconocimiento
proteina PPR-secuencia ARN. Estos datos no se ven reflejados en los motivos PPR de
hongos, en los cuales las posiciones consenso muestran diferencia en comparacion a las

plantas (Sam M. 2015, observacion de nuestro laboratorio).
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Justificacion

Todos los datos obtenidos relacionados a la importancia que tienen ciertas posiciones de las
repeticiones PPR en la funcién, afinidad y especificidad de las proteinas se han realizado
con secuencias de plantas (Lurin et al 2014; Benjamin, et al 2015; Barkan et al, 2012;
Hayes et al, 2012; Ke et al, 2013; Kobayashi et al, 2011). Sin embargo, observamos que en
S. cerevisiae no todas las posiciones importantes en plantas parecen estar conservadas. Es
posible que en hongos exista un codigo de reconocimiento y union a ARN que sea un poco
diferente al de plantas. En este trabajo nos propusimos estudiar el papel de algunos
aminoécidos de Pet309 que podrian ser importantes en su funcion.

En el laboratorio se emplearon los programas de prediccion de estructuras terciarias I-
TASSER y ROBETTA para obtener un modelo estructural. Estas herramientas se han
empleado para observar la disposicion de los diferentes residuos a traves del solenoide, con
lo cual se ha trabajado y reportado que una doble mutacion de residuos basicos,
R424A/KA427A, en la hélice A orientados hacia el interior del solenoide origina un fenotipo
deficiente en el crecimiento respiratorio, relacionado con el déficit de traduccion del
ARNm de COX1 (Tavares-Carredn et al, 2008). Estos datos sugieren que el modelo
obtenido es una buena herramienta para analizar a los motivos PPR de Pet309 y proponer
mutaciones que nos permitan comprender mejor la importancia de los residuos que se
orientan hacia el interior del solenoide y que por lo tanto, se espera que sean importantes

para la interaccion de Pet309 con el ARN.

Los descubrimientos en los residuos y posiciones involucrados en el reconocimiento de
ARN por proteinas han proporcionado conocimiento sobre la expresion de genes en
eucariontes, asi como herramientas flexibles para estudiar y manipular genomas y
transcriptomas. Se requieren estudios que proporcionen informacidn estructural y detallada
para fines de obtener mayor informacidn sobre proteinas de unién a acidos nucleicos. En
plantas se han descrito las interacciones proteina PPR con su ARN afin, lo cual aumenta el
acervo de conocimientos sobre este mecanismo esencial para la biogénesis vy
funcionamiento de cloroplastos y mitocondrias mediante la regulacion de su material

genético a nivel pos-transcripcional. Sin embargo, estas observaciones no parecen aplicar a
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proteinas de levadura, ya que en las posiciones sugeridas y comprobadas mediante técnicas
bioquimicas y moleculares no suele haber el tipo de aminoacidos que se tiene en el cristal
de PPR10 y que se sugieren en plantas (Barkan, et al. 2012; Takenaka et al, 2013, Yin et al,
2013)

Por ello, se pretende analizar residuos en Pet309 que de acuerdo al modelo bioinformético
tienen propiedades fisicoquimicas y estan localizados estratégicamente hacia dentro del
solenoide donde pueden interaccionar con el ARNm de COXI.

Por otro lado, modelos cristalograficos de proteinas PPR de plantas han arrojado que estas
proteinas pueden encontrarse formando dimeros (Yin, et al 2013). En este trabajo también
pretendemos estudiar si en condiciones in vivo, Pet309 puede formar dimeros, ya que la
dimerizacion observada en estudios estructurales podria deberse a un artefacto por las altas

concentraciones que deben emplearse de las proteinas PPR.

Hipotesis

La funcion de los motivos PPR de Pet309 sobre la traduccion del ARNm de COX1 esta
determinada por aminoacidos basicos o aromaticos, que y que interaccionan con las bases
nitrogenadas de la cadena nucleotidica. Estos aminoacidos podrian formar interacciones

electrostaticas o tipo stacking con el ARNm.

Pet309 es funcional como mondmero en las mitocondrias

Objetivo general

1. Determinar el efecto de mutaciones puntuales sobre residuos de motivos PPR de Pet309

sobre la funcion de la proteina.

2. Identificar si Pet309 forma dimeros in vivo.
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Objetivos particulares
- Obtener un modelo estructural de Pet309 mediante analisis in silico basado en las
estructuras tridimensionales de los cristales obtenidos de otras proteinas PPR.

- ldentificar los residuos que de acuerdo al modelo estan orientados hacia el interior del
solenoide y realizar mutagénesis dirigida de algunos de estos residuos.

- Caracterizar las mutantes de levadura con las diferentes construcciones de Pet309.

- Realizar ensayos de doble hibrido y de inmunoprecipitacién de Pet309 con dos diferentes

epitopes para detectar si forma dimeros en mitocondrias in vivo.
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Resultados

Elaboracién de modelos estructurales predichos sobre la estructura de Pet309
Se crearon modelos estructurales computacionales de PET309 usando los servidores online

I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/,), SWISSMODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) y ROBETTA ( http://robetta.bakerlab.org/) los cuales

mostraron la forma helicoidal caracteristica de las proteinas PPR (Yin P, 2013) (Figura 3).
Estas predicciones permitieron visualizar los residuos pertenecientes a las hélices A
orientados al centro del solenoide y que pensamos que cuentan con cadenas laterales que
les permitirian interaccionar con el ARNm de COX1. Con estos criterios y los antecedentes
de residuos identificados como necesarios para la funcion de Pet309 (Tavares-Carreon et al,

2008), se eligieron los cambios de aminoacidos en Pet309 que supusimos nos

proporcionaran informacion sobre el mecanismo de las proteinas PPR en levadura.

Figura 3. Prediccién de la estructura de Pet309. En azul y en rojo se muestras los 13 motivos centrales de
Pet309, originalmente analizados por nuestro grupo. (Tavares-Carreon et al, 2008, Zamudio O et al, 2014).
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Identificacion de residuos dentro de Pet309 para llevar a cabo mutagénesis dirigida
Con el modelo de la figura 3 nos propusimos identificar residuos que presentaran las

mismas caracteristicas que aquellos que en estudios previos produjeron fenotipos diferentes
al tipo silvestre (Tavares-Carreon et al, 2008). Nos enfocamos principalmente en
aminoécidos béasicos y que se localizaran hacia el interior del solenoide. También
cambiamos aminoacidos aromaticos o cargados negativamente pero que estuvieran

orientados hacia el interior del solenoide. Los residuos seleccionados fueron los siguientes:

PPR Mutacién PPR Mutacion
2 Y354A 6 D496A / E500A
2 Y354L 7 K530A
2 Y354L/R358A 7 K533A
3 Y389L 7 K530A / K533A
3 Y389L / K393A 8 K564A
6 D496A 8 K568A
6 ES500A 8 K564A / K568A

Las mutaciones se realizaron empleando el kit comercial QuikChange Il Site-Directed
Mutagnesis (Agilent Technologies®), que introduce la mutacién directamente en el
plasmido de interés mediante PCR, para despues eliminar el plasmido molde con la

endonucleasa Dpnl que es especifica de ADN hemi-metilado y metilado.

El molde empleado fue pXP97 que contiene a PET309 en su version silvestre con tres
epitopes de hematoglutinina en el extremo carboxilo terminal (3XHA) (Tavares-Carreon et
al, 2008). De las 14 versiones mutadas de Pet309 propuestas se obtuvieron 13. La Unica
mutante que no se pudo obtener fue la Y354L/R358A.

La presencia de las mutaciones se comprobd mediante el analisis de la secuencia de ADN

con la empresa Macrogen, Inc.
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Las mutantes de Pet309 no generaron un fenotipo respiratorio observable
Se transformd con cada uno de los plasmidos con versiones mutadas de PET309 en la cepa

XPM232, la cual tiene al gen pet309 eliminado con un cassette de LEU2 (Tavares-Carreon
et al, 2008).

En seguida se realizaron diluciones seriadas de las diferentes cepas en medio fermentativo
y respiratorio a 25, 30 y 37 °C para evaluar el crecimiento (Figura 4). Como control de las
mutaciones en Pet309 que sabemos que afectan la funcién de la proteina se emplearon dos
mutaciones con fenotipo deficiente en crecimiento respiratorio: K424A que presenta un
fenotipo poco marcado y la doble mutante K424A/R427A que muestra el fenotipo mas
evidente (Tavares-Carreon et al 2008).

El fenotipo de las mutantes resultd ser similar al del tipo silvestre a las tres temperaturas
probadas, lo cual nos indica que los cambios de estos residuos y su posicion no son

indispensables para la funcion de Pet3009.
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Figura 4a. Crecimiento a tres temperaturas de levaduras transformadas con las construcciones de las
diferentes mutantes de PET309. Las diluciones seriadas se llevaron a cabo con fuente de carbono fermentable
(glucosa) y sustratos oxidables (etanol/glicerol). Las cepas se crecieron 3 dias a las temperaturas indicadas.
Como controles se emplearon las mutaciones K424A y K424A/R427A (Tavares-Carreon et al, 2008).
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Figura 4b. Crecimiento a tres temperaturas de levaduras transformadas con las construcciones de las
diferentes mutantes de PET309. Las diluciones seriadas se llevaron a cabo con fuente de carbono fermentable
(glucosa) y sustratos oxidables (etanol/glicerol). Las cepas se crecieron 3 dias a las temperaturas indicadas.
Como controles se emplearon las mutaciones K424A y K424A/R427A (Tavares-Carreon et al, 2008).

Los niveles de Pet309 y de Cox1 varian en cada cepa mutante
Se compararon los niveles tanto de Pet309-3xHA como de Cox1 en mitocondrias aisladas

de las diferentes cepas mutantes generadas. Como control empleamos las cepas con Pet309-
K424A y Pet309-K424A/R427A, cepas en que la funcién de Pet309 si se ve afectada
(Tavares-Carreon et al, 2008). Ver figura 5.

Se observo que la Unica mutante en que los niveles de Cox1 disminuyeron dramaticamente
fue en K424A/R427A, lo cual correlaciona con que esta fue la Gnica mutante previamente
reportada que presenté un fenotipo respiratorio (Tavares-Carreon et al, 2008). En el resto
de las cepas se observo que los niveles de Cox1 fueron al menos de la misma cantidad que
la cepa silvestre, explicando que no hayamos encontrado fenotipo respiratorio en ningun
caso. Los niveles de Pet309-3xHA variaron mucho entre cada mutante y no correlacionaron

con la actividad respiratoria observada.
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Figura 5. Analisis por western blot de las mutantes realizadas. Se muestran los niveles de Pet309-HA, Cox1y
como control de carga Citrato sintasa (CS).

Andlisis de Pet309 como homodimero in vivo.
Con el proposito de averiguar si Pet309 forma homodimeros in vivo, se emplearon dos

procedimientos.

Por un lado se emplearon cepas que contenian dos poblaciones distintas de Pet309. Una
poblacion tiene a Pet309 con un triple epitope de hemaglutinina fusionado a su extremo
carboxilo terminal (Pet309-3xHA), mientras que la otra poblacién tiene a Pet309 con un
triple epitope de c-MYC fusionado a su extremo carboxilo terminal (Pet309-3xMYC).
Ambas construcciones se expresaron desde plasmidos y se cotransformaron en una cepa
con el gen enddgeno de pet3094::LEU2. Como control negativo se empled una cepa en que
solo Pet309-3xMY C estaba presente.

Se purificaron mitocondrias de estas cepas y se les incubd en condiciones de traduccion
mitocondrial (in organello translation - i0TL) con la finalidad de demostrar que la
presencia de los epitopes no interfieren en la funcion de Pet309. Adicionalmente nos
aseguramos de que el experimento de interaccion Pet309-Pet309 se realice en condiciones
de traduccion activa. Las mitocondrias se incubaron con un amortiguador que contenia

(**S)-metionina, la cual se incorporé a las protefnas mitocondriales recién sintetizadas.
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Posteriormente, se analizaron estas proteinas mediante SDS-PAGE y autoradiografia.
Demostramos que Cox1 es sintetizada cuando Pet309 tiene un epitope 3xHA o cuando
tiene dos poblaciones, una epitope 3xHA y otra con 3xMYC (Figura 6). El experimento
muestra que ain cuando existan dos poblaciones con epitopes diferentes en Pet309, Cox1
sigue traduciéndose, los epitopes no interfieren en la funcién de Pet3009.

Pet309-HA
Pet309-Myc Pet309-Myc

—\Varl

—Cox1

—Cox2
—Cytb

— Cox3/Atp6

— Ctp8/Atp9

Figura 6. Resultado del 10Tl donde podemos observar que Cox1
es sintetizada cuando Pet309 tiene uno o dos epitopes.

Posteriormente se solubilizaron las mitocondrias con digitonina y el lisado se incub6 con
perlas de proteina A-sefarosa precargadas con un anticuerpo contra el epitope HA (Roche).
La fraccion total de mitocondrias y el inmunoprecipitado se analizaron por western blot con

anticuerpos contra HA y contra MYC (Figura 7).
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Figura 7. Anélisis por western blot de la inmunoprecipitacion de Pet309-3xHA. T=Total,
IP=inmunoprecipitado.

Observamos que en la fraccion total del control con Pet309-Myc se detectd correctamente
la presencia de la proteina. De igual manera, en la cepa con Pet309-3xHA/Pet309-3xMyc
se detectaron ambas proteinas. Sin embargo, en esta Ultima cepa, después de
inmunoprecipitar a Pet309-3xHA no se detectd la presencia de Pet309-3xMYC. Este
resultado sugiere que al menos bajo estas condiciones experimentales no es posible detectar

interacciones entre ambas fusiones.

Por otro lado, como segunda estrategia para analizar una posible interaccion entre dos
moléculas de Pet309, se llevaron a cabo ensayos de doble hibrido (Anna Briickner et al,
2009). En este caso las levaduras se co-transformaron con dos plasmidos distintos: uno en
que PET309 se fusiona a la regién BD (Binding Domain) de Gal4 (PET309-BD) vy el otro
en que PET309 se fusiona a la region AD (Activating Domain) de Gal4 (PET309-AD).
Como controles negativos empleamos cepas en que se transform6 con una copia de
plasmido conteniendo ya sea a PET309-BD 6 PET309-AD vy el par con plasmido vacio. Las
transformantes se crecieron en un medio sin adenina o sin histidina para determinar la

existencia de una posible interaccion entre dos mondémeros de Pet309 (Figura 8).

En este experimento no fue posible detectar crecimiento alguno en los medios indicados,

apoyando nuestra observacion de que Pet309 no forma homodimeros in vivo.
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Figura 8. Pet309 no parece formar homodimeros mediante el ensayo de doble hibrido. Las cotransformantes
con plasmidos codificando a Pet309-AD, Pet309-BD o plasmidos vacios se crecieron 5 dias en diluciones
seriadas a 30 °C en los medios indicados. AD (Dominio de activacion), BD (dominio de unidn), las lineas
horizontales representan plasmido vacio.

Como un control positivo de nuestros ensayos de doble hibrido empleamos cepas en que
sabemos que hay una clara interaccion entre 2 proteinas, Pet54 y Pet122. Estas proteinas
son activadores traduccionales del mMRNA de COX3 (Dimmer , et al 2002, Costanzo , et al.
1989, Kloeckener-Gruissem, et al 1988), y esta reportado que interaccionan fisicamente. En
nuestras manos fue posible reproducir este resultado (Figura 9), indicando que nuestras
condiciones de ensayo de doble hibrido son adecuadas, y validando nuestros resultados
sobre la no interaccion Pet309-Pet309.

AD BD
Pet54 Petl22 . ‘ . ”
Pet54 -

- petiz2 [ BN B

-URA - LEU -ADE - LEU - URA -HIS — LEU - URA

Figura 9. Ensayo de doble hibrido que muestra la interaccion de Pet54 con Pet122. Se muestra el crecimiento
en diluciones seriadas por 5 dias a 30 °C. AD (Dominio de activacion), BD (dominio de unidn), las lineas
horizontales representan plasmido vacio.
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Discusion

Las proteinas PPR son muy importantes en la biogénesis y funcion de mitocondrias y
cloroplastos (Sam, et al 2015). Estas proteinas tienen entre 2 y 26 repeticiones, y nuestra
proteina de interés, Pet309, tiene 22 repeticiones (Lipinsky et al, 2011). Estas proteinas
tienen una alta especificidad de reconocimiento de uno o dos blancos de RNA por cada
proteina. Pet309 sélo tiene como ARNm blanco a COX1 (Zamudio et al, 2014, Manthey &
McEwen, 1995).

El reconocimiento de los motivos PPR sobre sus ARN’s blanco se ha estudiado
principalmente en plantas, pero poco se sabe de este codigo en proteinas de otros
eucariontes, incluida la levadura. En plantas, se conoce que las posiciones 2, 5y 35 son
importantes para la interaccion y reconocimiento del ARN blanco (Yin, et al 2013, Shen, et
al 2015, Barkan, et al. 2012). Mediante experimentos de disefio y sintesis de proteinas se ha
demostrado la combinacion de residuos que reconocen cada una de las bases nitrogenadas
(Yin, et al 2013, Shen, et al 2015, Barkan, et al. 2012). Los primeros experimentos
demostraron que las proteinas tienen blancos especificos (Barkan A, et al. 2012), y se
obtuvo un gran avance cuando se lograron identificar las regiones de interaccion proteina-
ARN mediante cristalografia de rayos X (Yin, et al 2013). Aunado a esto, se llevaron a
cabo analisis con proteinas y ARN blancos disefiados estratégicamente para ensayos de
interaccién in vitro (Shen et al, 2016, Guly et al, 2015). Toda esta informacién permitié
identificar un codigo de reconocimiento de las proteinas PPR de plantas con su ARN
blanco, en donde dos motivos en conjunto reconocen a una base nitrogenada (Yin, et al,
2013).

La especificidad que han demostrado estas proteinas PPR se debe a la estructura de
solenoide que poseen. Podemos ver la ventaja que la forma de un solenoide ofrece cuando
analizamos otras proteinas con esta forma. Las proteinas pertenecientes a la familia PUF
adoptan forma de “C” gracias a las tres alfa hélices que conforman cada una de las
repeticiones. Cada repeticién consta de 36 residuos que proporcionan la estructura
triangular de tres alfas hélices. De las tres alfa hélices, la del extremo N-terminal y la del

extremo C-terminal son las que participan en la interaccidén con el extremo 3"no traducible
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del ARNm. Del lado concavo en la forma “C” estan las alfas hélices del extremo N-
terminal y del extremo C-terminal, mientras que la hélice media esté localizada en el lado
convexo. Las dos hélices localizadas en el lado concavo son las que participan en la
interaccion con el extremo 3'no traducible del ARNm blanco. El c6digo que se ha logrado
elucidar es el siguiente: Adenina por Cisteina y Glutamato, Guanina por Serina y
Glutamato, Uracilo por Arparagina y Gutamina, y por ultimo Citosina por Arginina y
Serina. Los tipos de residuo que se encuentra en las posiciones 12 y 16 proporcionan el
contacto especifico, mientras que la posicion 13 la de apilamiento (Yin, et al 2013, Miranda
RG et al, 2018)

Nosotros comparamos la preferencia de amino acidos en cada posicion de los 10 motivos
PPR de la proteina de cloroplasto PPR, y la comparamos con la de los 22 motivos PPR de
Pet309. Encontramos que sOlo en muy pocas posiciones se encuentran aminoacidos
similares entre Pet309 y PPR10. De hecho, las posiciones 2, 5 y 35 en plantas, no se
encuentran muy conservadas en Pet309. Esto sugiere que el codigo de reconocimiento
Pet309-ARNmM de COX1 es diferente al codigo identificado en plantas.

Por ello fue que se decidididentificar los aminoacidos que podrian contribuir al
reconocimiento y afinidad de Pet309 con su ARN blanco. Para ello se llevo a cabo la
mutagénesis dirigida de ciertos aminoacidos en posiciones que podrian ser clave para

contribuir a entender ese codigo.

La l6gica que siguid para elegir estas posiciones es que son las mismas posiciones que en
plantas se han reportado ser importantes. En este sentido, cuando se realizan
modificaciones de aminoacidos en estas posiciones, hay un resultado negativo en el
fenotipo como puede ser defecto en el desarrollo de hojas, oen la fotosintesis (Barkan et al,
1994), de semillas (Gutierrez-Marcos, et al 2007), falta de germinacion (Bryan et al 2011,
Dinget al 2006), o bien, un resultado negativo en la estabilidad o traduccién del ARN
(Shikanai , 2013). Esta l6gica no fue la Gnica que usamos para determinar qué aminoéacidos
mutar, ya que para se consideraron también el tipo de aminoacidos que en estas posiciones
estdn presentes en Pet309. Los aminoacidos que en estudios se han reportado ser
importantes para la funcién de las PPR, son aminoacidos con carga y polares que pueden

formar interacciones de tipo puentes de hidrégeno o de apilamiento con las bases
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nitrogenadas del ARN. Es importante mencionar que las interacciones que podrian
participar en el reconocimiento también podrian ser de tipo Van de Wals (Yin et al 2013).

En el modelo que obtuvimos podemos observar que los aminodcidos mutados estan
orientados hacia el centro del solenoide, en la hélice A, donde el ARNm de COX1 debe
interaccionar y ser reconocido de manera especifica por Pet309.

En este trabajo encontramos que las mutaciones generadas no afectaron drasticamente la
funcién de Pet309, ya que el crecimiento de las mutantes en medios respiratorios no se
afectd. Aun falta determinar la actividad de la citocromo c oxidasa en mitocondrias aisladas
para saber si hubo algin efecto en la funcién de Pet309 (y por lo tanto, en la eficiencia de
sintesis de Cox1). En la levadura, la actividad de la citocromo ¢ oxidasa no es limitante
para el crecimiento no respiratorio (Sima, 2017), por lo que nuestro analisis de crecimiento
respiratorio no necesariamente refleja un defecto pequefio en la citocromo c oxidasa. Sin
embargo, este resultado también nos puede sugerir que la funcion de Pet309 no fue alterada
negativamente en las cepas mutantes generadas, y que el reconocimiento y activacion

traduccional del ARNm de COX1 no se comprometio.

El analisis y seleccion de aminoacidos que se utilizo en este trabajo se basa en un modelo
producido in silico, ya que no hay modelo cristalografico de Pet309. Existe la posibilidad
de que los aminoacidos que seleccionamos estén orientados en un lado diferente al
predicho. Otra posible explicacion es que los motivos PPR acomodados a los lados de un
motivo mutado podrian compensar la deficiencia de ese motivo, de tal manera que el
efecto de un par de amino acidos mutados en un motivo PPR se puede compensar con los
otros pares de PPR’s que siguen silvestres y que estan a su alrededor, esto es porque de
acuerdo a los reportes de proteinas PPR que cuentan con cristales, en las interacciones y
reconocimiento del ARN blanco estan participando aminoécidos de motivos o repeticiones
adyacentes (Yin et al 2013). El efecto sinérgico de los PPR’s en Pet309 se ve cuando se
eliminan los 12 motivos, donde Pet309 sigue uniendo al ARN de COX1 pero con menor
afinidad (Zamudio et al, 2014).

Recientemente se encontré que la helicasa Mss116 se une a Pet309, posiblemente para

asistir a Pet309 en su funcién como activador traduccional del ARNm de COX1 (De Silva
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et al, 2017). En este trabajo se propuso un modelo de la posible superficie de interaccion
entre ambas proteinas. Seria interesante llevar a cabo mutagénesis dirigida en Pet309 en
esta region y analizar si la funcién de Pet309 se afecta. De acuerdo a este modelo y al
obtenido en este trabajo, encontramos que las mutantes generadas de Pet309 no se localizan
en esta superficie, posiblemente explicando por qué no encontramos un fenotipo dramatico

de dichas mutantes.

En algunos de los modelos cristalograficos obtenidos para proteinas PPR de plantas se
observa que dichas proteinas forman homodimeros (Yin et al 2013). A nosotros nos
interesd estudiar si en mitocondrias aisladas y en condiciones in vivo Pet309 podria formar
homodimeros. Mediante ensayos de in vivo de traduccion, co-inmunoprecipitacion y doble
hibrido no se detect6 que Pet309 forme homodimeros. Tal vez en condiciones in vivo las
proteinas PPR de plantas tampoco dimerizan. Por lo tanto o observado en los cristales
puede ser resultado de un artefacto derivado de las altas concentraciones de proteinas que

se requieren para estos experimentos.

Aln falta mucho por descubrir y comprender de este fascinante grupo de proteinas. Las
proteinas de hongos y plantas podrian tener mecanismos similares de accién, pero con

cddigos de reconocimiento e interaccion con sus secuencias de ARN blanco diferentes.
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Conclusién

- Las mutaciones Y354A, Y354L, Y354L/R358A, Y389L, Y389L / K393A, D496A,
E500A, D496A / ES00A, K530A, K533A, K530A / K533A, K564A, K568A, K564A /
K568A no afectan dramaticamente la funcion de Pet309 en la activacion traduccional del
ARNmM de COX1.

- Pet309 in vivo e in vitro no parece formar homodimeros.

Perspectivas

- Identificar el sitio de union de Pet309 con el ARN de COX1. Actualmente sdlo se tiene
una propuesta basada en el conocimiento en plantas de la secuencia en COX1 que Pet309

podria estar reconociendo (De Silva et al, 2017).

- Obtener el modelo cristalografico de Pet309. Si se conoce la secuencia que une del

ARNmM de COX1 entonces también podria intentarse cristalizar en presencia de dicho ARN.

- Generar una mutante de Pet309 que reuna todas (o un buen conjunto) de las mutaciones
gue se generaron en este estudio. Si la razén por la que no observamos fenotipo es porque
cada motivo PPR ayuda en su funcion a motivos adyacentes, entonces en una mutante de

este estilo podriamos encontrar un fenotipo respiratorio

- Investigar si Pet309 se fosforila. Este estudio nos podria llevar a entender mejor la funcion

y regulacion de Pet309.

- Mutar aminoacidos que se predice estan en la interfase de interaccién con Mss116.
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Material y métodos

Tabla de cepas empleadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Referencia
PM232 | Mate, ura3-52, COX1 (delta i), leu2-3, 112, lys2, arg::ghisG | Tavares-Carreon et
pet309A::LEU2, [p+,Aai] al, 2008
XMP201 Mata, ura3-52, leu2-3, 112, lys2, COX1 (delta i), arg::8hisG Tavares-Carreon et
pet309A::LEU2, [p+,AZai] al, 2008
Ms26 | Mata, MD273-10B, ade2, ura3-52. PET309-3MYC Este trabajo
JP-69 | Mata, ura3-52, leu2-3, 112 trp1-901, his 3-200, gal4A, gal80A, | James et al, 1996

GAL2-ADE2, LYS2::GAL1-HIS3, met2::GAL7-LacZ [p+]

Transformacion de levadura

A

Eliminar completamente el sobrenadante.

Re-suspender las células en 52.5 ul de la siguiente mezcla:

40 pl de PEG-3350 al 50%.
5ulde DTT 1 M.
5 ul de Acetato de litio 2 M.

Crecer en 2 ml de YPD la cepa deseada a 30 °C durante 1 noche con agitacion.

Tomar 300 ul del cultivo y centrifugar en tubo de 1.5 ml durante 1 min a 14,000 rpm.

2.5 ul de ADN de esperma de salmon (10mg/ml) previamente hervido a 95 °C durante
10 min y colocado en hielo.

5. Agregar 0.8 ul del ADN con el cual se transformara.

6. Incubar a 42 °C durante 30 min con agitaciones en vortex cada 10 min.

7. Plaguear la mezcla en medio selectivo.
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Determinacidn de proteinas por Lowry (Markwell y cols, 1978)

Hacer curva de calibracion con solucion de albdmina a 1 mg/ml.

Agregar 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ul de la solucion de albimina en tubos

de ensaye.

Emplear 5. 10 y 20 ul de muestra diluida 1:10 en tubos de ensaye

Ajustar los tubos de la curva y la muestra a 1 ml con agua.
Adicionar 3 ml de solucion C y mezclar con movimientos de vortice. Incubar 10 mina TA.

Agregar 300 pl de solucién D, mezclar con movimientos de vortice e incubar durante 30

min a temperatura ambiente.
Medir absorbancia a 740 nm y obtener la concentracion de cada muestra.

Geles de acrilamida SDS PAGE (Laemmli, 1970)

Gel separador 12 % Gel concentrador 4 %
Acrilamida 30 % | 3mL 488 uL
Bisacrilamida 0.8 %
Tris2 M pH 8.8 1.4 mL -
Tris2 M pH 6.8 - 234 uL
SDS 20 % 75 uL 19 pL
H20 3 mL 3 mL
APS 10 % 38 UL 38 UL
TEMED 3.8 UL 3.8 UL
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Western blot

Las muestras se someten a electroforesis vertical en gel SDS-PAGE.

1.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF
(Millipore) mediante un método semi-seco, de la siguiente manera:

La membrana de PVDF se moja en metanol y se pasa a amortiguador de corrida 1X
con 20 % de metanol. Se humedecen 6 papeles filtro dentro de la misma solucion,

asi como el gel. En seguida, se arreglan de la siguiente manera:

—} 3 capas de papel filtro.

Membrana de PVDF.
Gel.

—} 3 capas de papel filtro.

Transferir de 1 a 2 horas a 1.5 mA/cm? con voltaje menor a 10 V.

9.

Bloquear la membrana en metanol durante 10 sy secar por 10 min.

Mojar la membrana con solucion de lavado.

Incubar la membrana con solucion de bloqueo (ver apéndice), la cual contiene el
anticuerpo adecuado, o bien, durante toda la noche a 4 °C.

Lavar la membrana tres veces con solucion de lavado “Wash solution” por 10
minutos.

Si es necesario, incubar con un segundo anticuerpo en las mismas condiciones.
Revelar la presencia del anticuerpo mediante una reaccion de quimiolucencia con
pelicula BioMAXx XAR Film (Kodak).

Eliminar el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana incubando con la
solucion de eliminacion de anticuerpo “Stripping solution” por 30 minutos a 50°C
con agitacion constante.

Eliminar completamente el -mercaptoetanol con solucion de lavado.

10. Volver a incubar con el siguiente anticuerpo y seguir con los pasos de revelado.
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Obtencién de la fraccidon mitocondrial cruda. Modificado de (Dicker et al, 2001).

10.

11.

12.

Cultivar una colonia de levadura en 2 ml de YPGal (en el caso de medios minimos
agregar rafinosa) toda la noche a 30 °C.

Resembrar los 2 ml en 25 ml del mismo medio e incubar a 30 °C toda la noche.

El cultivo anterior se pasa a 1 | de medio y se incuba toda la noche a 30 °C hasta
que alcance la D.O. de entre 1.0 +- 0.1 (fase exponencial).

Anotar el peso de los tubos vacios para centrifugar.

Obtener las células por centrifugacion a 4000 rpm por 10 min a 4 °C con el rotor
JA-10 (Beckman).

Lavar el boton con agua fria estéril y destilada.

Reunir todos los botones de la misma cepa y volver a obtener las células en las
mismas condiciones anteriores de centrifugacion. Eliminar el sobrenadante y
obtener el peso humedo de las células.

Re-suspender las células en amortiguador TD (2 ml/g de peso hiumedo) y agitar 10
min a 30 °C.

Centrifugar 5 min a 3,300 rpm en rotor JA-10 (Beckman).

Lavar las células con amortiguador MPZ (7 ml/g peso hiumedo).

Centrifugar 5 min a 3,300 rpm en rotor JA-10 (Beckman).

Re-suspender las células en amortiguador MPZ (7 ml/g peso himedo), adicionar

zomoliasa-20T (3 mg/g peso humedo).
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Agitar a 30 °C hasta la formacion de esferoblastos (30-60 min). Los esferoblastos se
forman agregando 5 ml de la mezcla en un tubo con agua y en otro con sorbitol 1.2
M. El tubo con agua se verd mas claro si las células existen como esferoblastos.

A partir de este punto se trabaja TODO a 4 °C.

Centrifugar a 2,500 rpm por 5 min en rotor Ja-10 (Bechman).

Re-suspender las células en 70 ml de amortiguador Dounce.

Homogeneizar las células con homogeneizador de vidrio (Bajar 10 veces el pistilo).
Centrifugar 5 min a 3,300 rpm en rotor JA-10 (Beckaman) y recuperar el
sobrenadante (contiene las mitocondrias). El botdn contiene restos celulares.
Centrifugar de nuevo a las mismas condiciones y recuperar el sobrenadante.
Centrifugar 12 min a 12,000 rpm en rotor JA-25.5. Recuperar el botdn (contiene las
mitocondrias).

Re-suspender suavemente el botén en 2 ml de amortiguador SEH (la punta de la
pipeta debe estar cortada). Agregar 8 ml mas de SEH al homogeneizar el boton.
Centrifugar 12 min a 12,000 rpm en rotor JA-25.4 (Beckman).

Re-suspender el boton suavemente en 200-300 ul de SEH y hacer alicuotas de 50 ul.

Determinar la concentracion de proteinas mediante el método de Lowry.

Pagina | 40



Crecimiento de las diferentes cepas en diluciones seriadas

10.

11.

Crecer 2 ml de cultivo de cada cepa a probar.

Centrifugar 1 ml de cada cultivo en tubo estéril de 1.5 ml tarado a 14,000 rpm durante

1 min. Eliminar todo el sobrenadante.
Pesar nuevamente los tubos para obtener el peso himedo de las células.
Diluir con agua estéril hasta obtener 0.20 g/ml.

Se utilizan cajas para ELISA estériles. Colocar con pipeta multicanal 135 ul de agua
estéril en los pozos de las columnas 2 a 6.

En los pozos de la columna 1 colocar 150 pul de las cepas. Cada fila se destina para una

sola cepa.

Con pipeta multicanal, tomar 15 pl de cada pozo de la columna 1 y transferirlos
consecutivamente al resto de los pozos de las columnas 2 a 6. Asegurar que en cada

pase las células son homogenizadas adecuadamente.

Esterilizar el replicador sumergiendo los postes en etanol. Para esto se emplea una caja

de Petri. Encender los postes y dejar enfriar.

Meter cuidadosamente los postes en todos los pozos. Prestar atencion en que la

orientacion sea la adecuada de acuerdo a las columnas y filas con las diluciones.

Homogeneizar con movimientos circulares y suaves. Retirar con precision para evitar

contaminacion cruzada.

Imprimir en las cajas con los medios de prueba deseados. Incubar de 2 a 5 dias a la

temperatura deseada, observar crecimiento y fotografiar.
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Inmunoprecipitacion de Pet309

Este procedimiento se lleva a cabo en dos pasos:

Primero se lleva a cabo sintesis de proteinas en mitocondrias aisladas.

w nhpoe

4
5.
6

7.

Emplear 1 mg de proteina por cepa.

Agregar los microlitos necesarios para 1 mg de proteina en un tubo.
Completar a 250 pL con amortiguador SH y adicionar 550 pl de amortiguador
ioTL 1.5X.

Incubar 5 min a 30 °C. Mezclar cada minuto.

Separar 80 pl en un tubo y agregarles *S-met (7 uCi).

Al resto agregar 0.7 ul de metionina fria [0.1 M].

Incubar ambos tubos 20 min a 30 °C.

Segundo paso:

En este punto se trabajan por separado ambos tubos.
Las centrifugaciones se realizan en centrifuga Eppedorf 5415C.

Al tubo con (**S)-met agregar 1 ml de SH.

8. Centrifugar a 13,000 rpm durante 12 min.

9. Retirar sobrenandante. Centrifugar por 5 segundos y retirar el resto de sobrenadante.

10. Agregar 20 ul Laemmli 1X- con 5 % de B-mercaptoetanol.

11. Calentar a 65 °C durante 5 min. Cargar 5 ul en gel SDS-PAGE al 16 %.

Al tubo con metionina fria.

12. Centrifugar 5 min a 13,000 rpm.

13. Re-suspender con 500 pl de SH.
14. Centrifugar 5 min a 13,000 rpm.

15. Re-suspender en 500 ul de amortiguador de lisis. Incubar 20 mina 4 °C.
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16. Centrifugar 10 min a 13,000 rpm y tomar 40 ul del sobrenadante para la fraccion
total.

17. Mientras tanto, tomar 50 ul de perlas de proteina A sefarosa (Santa Cruz
Biotechnology ®) y agregar 200 pl de amortiguador SH.

18. Centrifugar 1 min a 13,000 rpm y retirar 20 ul de sobrenadante.

19. Agregar a las perlas 10 ul de anticuerpo anti-HA de rata (Roche®).

20. Afadir el resto del sobrenadante lisado al tubo con las perlas e incubar 2ha 4 °C
con inversiones constantes.

21. Centrifugar 1 min a 14,000 rpm a 4 °C y retirar sobrenadante.

22. Lavar dos veces la pastilla con 500 ul de amortiguador de lisis. Invertir 5 veces y
centrifugar 1 min a 14,000 rpm a 4 °C.

23. Lavar la pastilla dos veces con 1 ml de HEPES. Invertir 5 veces y centrifugar 1 min
a 14,000 rpma 4 °C.

24. Retirar completamente el HEPES con jeringa.

25. Agregar amortiguador Laemmli 1X con B-mercaptoetanol 2 %.

26. Calentar a 65 °C durante 5 min y cargar todo en un gel SDS-PAGE al 12 % con

jeringa.

Mutagénesis dirigida

Se empled el “Kit” QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit de la marca comercial

Agilent Technilogies®.

Se siguieron las condiciones de PCR indicadas en el instructivo, ademas de DMSO al 3% y

un ciclo extra de extension.

1. Disefiar los primers complementarios con la mutacion de interés. Purificados
mediante PAGE.
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2. Preparar la mezcla de reaccion:
5 pl de amortiguador 10 X.
X ul (5-10 ng) de de templado.
X pl (125 ng) de primer F.
X pl (125 ng) de primer R.
1 pwlde la ANTP mix.
ddHO para un volumen final de 50 pl
1 pl de pfUltra HF DNA Polymerase (2.5 U/ ul)

3. Colocar la reaccion en hielo durante 2 minutos.

4. Agregar 1 pl de Dpn (endonucleasa) a cada tubo de reaacion.

5. Mezclar suave y completamente cada tubo de reaccion mediante pipeteo.
Centrifugar la reaccion con una microcentrifuga durante 1 min e incubar a 3 °C
durante 1 h.

6. Emplear de 1 a 5 pl de la reaccion para transformar las céluas termocompetentes.

7. Plaquear las células transformadas en el medio de seleccion e incubarlas 12 h.

Generacion de células de E. coli termocompetentes

Todos los pasos del siguiente protocolo en los que se destape un cultivo de células debe

realizarse en condiciones de esterilidad (mechero) y las bacterias deben estar en hielo.

1. Picar una colonia de células y poner en 2 mL de LB (preindculo). Dejar creciendo
una noche a 37 °C. Preparar 50 mL de LB en un matraz y esterilizar en autoclave.

2. Inocular el matraz de 50 mL con 500 uL del preindculo. Dejar creciendo a 37 °C
hasta que alcance una DO600 de 0.5 (alrededor de 4 horas). Mientras tanto, ir por
hielo y dejar pre-enfriando en el hielo o el refrigerador tubos Eppendorf estériles, el
buffer CCMB80 y los tubos de la centrifuga. También ir enfriando la centrifuga y el

rotor a 4 °C.
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10.

Una vez que el cultivo alcance la DO600 de 0.5, pasar el cultivo a tubos de
centrifuga frios y centrifugar a 4000 rpm a 4 °C durante 10 min. A partir de este
paso, las bacterias deben permanecer frias en hielo.

Descartar sobrenadante.

Resuspender el pellet suavemente en 16 mL de buffer CCMB80.

Incubar en hielo 20 min.

Centrifugar nuevamente a 4000 rpm a 4°C durante 10 min.

Resuspender suavemente en 2 mL de buffer.

Mezclar bien 20 uL de las bacterias resuspendidas con 980 uL de LB. Medir la
DO600 de esta mezcla. Agregar buffer CCMB80 a las bacterias hasta que la
densidad optica alcance entre 0.1y 0.15.

Alicuotar en tubos eppendorf (50 uL por tubo) y guardar a -70 °C (no es necesario
congelar en nitrogeno liquido).

Pagina | 45



APENDICE

Soluciones para determinacién de proteinas por Lowry (Markwell y cols, 1978).

Solucién A Solucién B

Na,CO3 2% Cu,SO5H,0 4%

NaOH 0.4 %

Na,tartrato 0.16 %

SDS 1%

Solucion C Solucién D

100 volimenes de solucion A con 1 volumen Reactivo de Folin diluido con agua 1:2.

de solucién B (preparar al momento)

Geles de acrilamida SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Gel separador 12 % Gel concentrador 3.8 %
Acrilamida 30 % 3mi 488 nl
Bisacrilamida 0.8 %
Tris2 M pH 8.8 1.4 ml -
Tris2 M pH 6.8 -- 234 ul
SDS 20 % 75 ul 19 ul
H.0 3ml 3ml
APS 10 % 38 ul 38 ul
TEMED 3.8 ul 3.8 ul
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Amortiguador de corrida 10 X

Tris-HCI pH 8.3 0.250 M
Glicina25 M
SDS 1%

Soluciones para Western blot

Solucion de blot

Leche light en polvo 0.1g
Tris1 M pH 7.6 100 pl
NaCl5 M 200 pl
EDTA 500 mM 20 pl
Tween-20 al 50 % 200 pl
H,O a 10 ml

Amortiguador de carga 2 X

Tris-HCI pH 6.8 100 nM
Glicerol 20 %

SDS 4 %
[-mercaptoetanol 2 %
Azul de bromofenol 0.2 %

* Adicionar el anticuerpo indicado a la dilucion apropiada.

Solucién de lavado

Tris1 M pH 7.6 10 ml
NaCl5M 20 ml
EDTA 500 mM 2ml
Tween-20 1 ml
H,0 all
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Solucién de eliminacion

[-mercaptoetanol 700 pl
Tris 1M pH 6.8 6.25 ml
SDS 10% 20 mi
H»0O a 100 ml

Solucién de blogueo

Leche en polvo 50
TrisIM pH 7.6 2.5 ml
NaCl 5M 1.5 ml
H,O a 50 ml

Amortiguadores para la extraccion de mitocondrias crudas.

TD (Tris-DTT)
Tris-SO4 pH 9.4
DTT

MPZ

Sorbitol

Amortiguador de fosfatos pH 7.4
Zimoliasa-20 T

(Accurate Chemical And Scientific

Corporation)

Dounce
TrispH 7.4
EDTA
BSA
TLCK

0.1M
10 mM

12M
20 mM
3 mg/g peso humedo

10 mM

1 mM
0.2 % plv
50 pg/ml
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Sorbitol
PMSF (disolver en el momento en etanol)

SEH
Sorbitol
EDTA
HEPES

0.6 M
1mM

0.6 M
1mM
20 mM

Reactivos para ioTL para inmunoprecipitar a Pet309-3HA

Amortiguador ioTL 1.5 X

Sorbitol 2.4 M

KCI1M

Amortiguador de fosfatos 1 M pH 7.2
TrissHCI1 M pH 7.4

MgSO, 1 M

Albimina 100 mg/ml

Aminoéacidos (-met, -try, -cys) 1 mg/ml
Cisteina 10 mM

Tirosina 1 mg/ul

Acido a-cetoglutarato

Fosfofenol piruvato

Agregar los siguientes reactivos al final
ATP 200 mM
GTP 50 mM

Piruvato cinasa

Amortiguador de lisis
Digitonina (CALBIOCHEM®)
NaCl

Para 3 ml
1,125 pl
675 ul
67.5 ul
90 ul

57 ul
135 pl
27.3 ul
30 pl
54.6 pl
5.1 mg
10.5 mg

90 i
45 ul
6 ul

0.7 %
100 mM
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Tris-HCI pH 7.4 20 mM
Mini Complete Roche® * 200 pl /ml de amortiguador

¥ Disolver 1 pastilla en 1 ml de agua.

SH

Sorbitol 1.2M
HEPES 20 mM
HEPES para lavar precipitacion 20 mM

Diluciones de anticuerpos:

Anticuerpo Marca/donacion Dilucion
Anti HA Roche 1:2,000
Anti COX1 Rodolfo Garcia Villegas  1:10,000
Anti Citrato sintasa ~ Thomas Fox 1:1,000
Anti conejo Santa Cruz 1:5,000
Anti raton Santa Cruz 1:5,000
Anti COB Aldo E. Garcia Guerrero  1:10,000
Buffer CCMB80

Concentracion 100 mL
KOAc 10 mM 0.098 g
CaCl 2H,0 80 mM 1.176 g
MnCl, 4H,0 20 mM 0.396 ¢
MgCl, 6H,0 10 mM 0.203 g
Glicerol 10 % viv 10 mL

Ajustar el pH a 6.4 con HCI 0.1 N vy esterilizar con filtro y guardar a 4 °C
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Medios de cultivo empleados en este trabajo

Para preparar 1 [:
Y PDextrosa/Rafinosa/Galactosa

Extracto de levadura 10 g
Peptona 209
Fuente de carbono 209
Adenina 30 mg
YPEG

Extracto de levadura 10g
Peptona 209
Glicerol 30 ml
Etanol 30 mi
Adenina 30 mg

Medio minimo

Base nitrogenada sin aminoacidos 6.7 g

Medio minimo de seleccion Cantidad indicada por tipo de medio minimo

Fuente de carbono 20 ¢
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Secuencias de oligonucleétidos empleados.

Mutacion
Nombre Secuencia 5°-3° que
incorporan

PET309R30 ATTCTGGCCATAGTtgcCATCAAAATACC Y354A
PET309F29 TTGATGgcaACTATGGCCAGAATTGG Y354A
309Y354L-F CATTATGGTATTTTGATGCtTACTATGGCCAGAATTGG Y3541
309Y354L-R CCAATTCTGGCCATAGTAagCATCAAAATACCATAATG Y354L
309Y354L/ GGTATTTTGATGCtTACTATGGCCYCAATTGGTGAATTGG Y354L/
R358-F R358A
309Y354L/ CCAATTCACCAATTgcGGCCATAGTAagCATCAAAATACC Y354L/
R358-R R358A
309Y389L-F CGTTTTACAATCTTTACTACITGCACATTATAAAGTCG Y3891
309Y389L-R CGACTTTATAATGTGCAagTAGTAAAGATTGTAAAACG Y3891
309Y389L/ CAATCTTTACTACtTGCACATTATICAGTCGGAGATTTCG Y389L/
K343-F K343A
309Y389L/ CGAAATCTCCGACTgCcATAATGTGCAagTAGTAAAGATTG Y389L/
K343-R K343A
309D496A-F GTATCTCTGCATTGATGGCTGTATATATTGAGAGTAAC DA9EA
309D496A-R GTTACTCTCAATATATACAJCCATCAATGCAGAGATAC DA9EA
309E500A-F GATGGATGTATATATTGCGAGTAACAGGCCAACAG ES00A
309E500A-R CTGTTGGCCTGTTACTCgCAATATATACATCCATC E500A
309D496A/ CTCTGCATTGATGGCTGTATATATTGCGAGTAACAGGCCAAC D496A/
E500A-F E500A
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Mutacién

Nombre Secuencia 5°-3° que
incorporan

309D496A/ GTTGGCCTGTTACTCgCAATATATACAGCCATCAATGCAGAG D496A/
E500A-R ES00A
309K530A-F CTAATTTCAGTGTATAACYCAGCCATCAAAGCTTATATTGG K530A
309K530A-R CCAATATAAGCTTTGATGGCTgcGTTATACACTGAAATTAG K530A
309K533A-F GTGTATAACAAAGCCATCYcAGCTTATATTGGTTTACG K533A
309K533A-R CGTAAACCAATATAAGCTgCGATGGCTTTGTTATACAC K533A
309K530A/ CAGTGTATAACGCAGCCATCYCAGCTTATATTGGTTTACG KS30A/
K533A-F K533A
309K530A/ CGTAAACCAATATAAGCTgcGATGGCTgcGTTATACACTG K530A/
K533A-R KS33A
309K564A-F CAGTGAATTTTACQcGATGATGATAAAATTTTTAG K564A
309K564A-R CAGTGAATTTTACGCcGATGATGATAAAATTTTTAG K564A
309K568A-F CAAGATGATGATAGCATTTTTAGTTACACTGAACG K568A
309K568A-R CGTTCAGTGTAACTAAAAATYCTATCATCATCTTG K568A
309K564A/ CAGTGAATTTTACGCcGATGATGATAGCATTTTTAGTTACAC K564A/
K568A-F K568A
309KS64A/ GTGTAACTAAAAATICTATCATCATCgcGTAAAATTCACTG KS64A/
K568A-R K568A
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