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RESUMEN

La duplicacibn génica se ha propuesto como una ventaja adaptativa para
Saccharomyces cerevisiae, ya que la retencién de genes duplicados ha dado como
resultado el desarrollo de un metabolismo facultativo y la capacidad de metabolizar
tanto glucosa como etanol como fuentes de carbono. Después de la alopoliploidizacion
este organismo conservé muchos pares de genes duplicados. LEU4 y LEU9 son un par
de genes paralogos que codifican para las isoenzimas a-isopropil malato sintasas que
llevan a cabo el primer paso de biosintesis de leucina. Estas enzimas se encuentran en
la mitocondria, pueden organizarse como homo o heterodimeros (Leu4-Leu4,
Leu9-Leu9 o Leu4d-Leu9) y se regulan negativamente en presencia de distintas
concentraciones de leucina. El objetivo principal de este trabajo es constatar la
importancia de la la localizacion subcelular asi como su impacto en la fisiologia de la
levadura. Para estudiar los efectos fisioloégicos de esta compartimentacion se
construyeron cepas con distintas combinaciones de localizacion mitocondrial vy
citosdlica de Leud y Leu9 en presencia o ausencia de su paraloga. Se observaron
diferencias en la velocidad de crecimiento y en la acumulacién de leucina intracelular
de las cepas tanto en glucosa como el etanol como fuentes de carbono. Se concluye
que la localizacién de estas enzimas en la mitocondria tiene un papel importante en la
fisiologia de la levadura y se proponen una serie de experimentos para entender de
manera mas detallada la importancia de su ubicacion intracelular.



ABSTRACT

Gene duplication has been proposed as an adaptive advantage for Saccharomyces
cerevisiae since selective retention of duplicated genes has resulted in the development
of a facultative metabolism and the acquisition of the capacity to metabolize both
glucose and ethanol as carbon sources. This organism has retained several duplicated
genes that were generated after an allopolyploidization event. Saccharomyces
cerevisiae has two a-isopropylmalate synthases codified by LEU4 and LEU9 paralogous
genes that carry out the first reaction of leucine’s biosynthesis pathway. Both enzymes
are found in mitochondria and can be organized as Leu4-Leu9 heterodimers, or
Leud4-Leud4 and Leu9-Leu9 homodimers. The three dimers are differentially regulated by
a leucine negative feedback mechanism: Leu9-Leu9 homodimer is highly resistant to
leucine inhibition, Leu4-Leu4 homodimer is hypersensitive, while the heterodimer
displays an intermediate sensitivity. The main purpose of this work is to study the
effects of compartmentalization on Leu4 and Leu9 on this yeast’s physiology. For this
purpose, we constructed different combination strains with mitochondrial or cytosolic
Leud or Leu9 with or without the presence of its paralogous protein. These strains
showed differences in their growth and intracellular leucine accumulation, in both
glucose or ethanol as carbon sources. We conclude that the mitochondrial localization
of these enzymes is important regarding yeast's physiology and propose several
experiments that will lead to a better understanding of these enzymes’ subcellular
localization relevance.
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1. INTRODUCCION
1.1. Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces. cerevisiae ha sido un organismo de gran importancia para
el ser humano a nivel cultural, econédmico y cientifico. Este hongo unicelular esta
clasificado en el Phylum Ascomycota dentro del reino Fungi. Su reproduccion puede
ser de manera sexual, formando cuatro ascosporas a partir de células diploides, o
asexual, por medio de gemacion cuando las células son haploides (Duina et al., 2014).

El primero en observar este organismo unicelular fue Leeuwenhoek en 1680 al mirar
preparaciones de gotas de cerveza con uno de sus microscopios. Posteriormente, en
1789, Antoine Lavoisier realizd lo primeros experimentos en relaciéon a los cambios
quimicos que ocurren durante la fermentacién del vino, en los que se transforma azucar
en alcohol y CO-. Finalmente, después de pasar por varios nombres que clasificaban a
las levaduras dependiendo de la bebida alcohdlica de la que se aislaron, en 1838 el
bilogo aleman Franz Meyen le di6 el nombre que utilizamos hasta la fecha:
Saccharomyces cerevisiae (Compagno et al., 2014; Money, 2018).

En la historia de la levadura como modelo de estudio es relevante mencionar a Eduard
Buchner, ganador de un premio Nobel. En 1897 él logré demostrar que la fermentacion
se producia por moléculas dentro de las células de S. cerevisiae y no se necesitaba
que la levadura estuviera viva para llevar a cabo esta reaccion a partir de azucar. La
demostracion la hizo al romper las levaduras y extraer su contenido para después
mezclarlo con azucar, pudiendo observar que se llevaba a cabo un proceso de
fermentacion (Gomez-Puyou, 2019).

Los primeros experimentos de genética en la levadura se realizaron en la década de
1930, cuando el bidlogo danés Qjvind Winge demostré la existencia de células
haploides y diploides. Simultdneamente Carl Lindegren realizé las primeras cruzas con
las células haploides de la levadura. La cepa S288C, la mas utilizada para estudiar a
este organismo, la construyé el bidlogo estadounidense Robert Mortimer a partir de la
cepa EM93 aislada por Emil Mrak, uno de sus colegas (Mortimer et al., 1986; Roman,
1986; Duina et al., 2014). Finalmente, uno de los experimentos mas importantes lo
realizaron Albert Hinnen y Gerald Fink en 1978, quienes describen la primera
transformacion exitosa de Saccharomyces cerevisiae al introducir un plasmido con el
gen LEUZ2 en una cepa leu2 - (Hinnen et al., 1978).
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1.1.1. Genoma de la levadura

El primer genoma secuenciado de un organismo eucarionte fue el de Saccharomyces
cerevisiae en 1996. A partir de su secuenciacion se conocidé que el genoma de una
célula haploide esta constituido por ~12,000 kb organizadas en 16 cromosomas y que
estos tienen una gran cantidad de bloques de genes duplicados. También se reportd
que el genoma tiene ~6,000 genes de los cuales aproximadamente el 73% no son
esenciales (Goffeau, 1996; Kellis et al., 2004; Yan-Tong et al., 2004).

Se ha propuesto que la duplicacién génica es uno de los mecanismos principales para
la evolucion de los genes a partir de su relacion con sus sustratos y productos. La gran
cantidad de genes duplicados en el genoma de S. cerevisiae se ha explicado por medio
de una teoria de duplicacién total de su genoma (WGD), la cual se ha enriquecido con
estudios que sugieren dos posibles escenarios en los que sucede un evento de
hibridacién. Marcet-Houben y Gabaldén (2015) obtuvieron evidencia de esta hibridaciéon
mediante diversos estudios filogendémicos y propusieron dos escenarios: el primero
sugiere que ocurrié una hibridacion de dos organismos haploides que posteriormente
dieron origen a la levadura que hoy conocemos, mientras que en el segundo se
propone que hibridaron dos organismos haploides que posteriormente sufrieron la
duplicacion de su genoma.

El proceso de hibridacion da origen a un linaje nuevo en el que los genes ortdlogos de
los dos genomas parentales aparentan ser paralogos debido a su homologia y, una vez
que se encuentran en el mismo genoma, estos genes son clasificados como
homeologos (Wolfe, 2001; Marcet-Houben et al., 2015).

Con el uso de herramientas de gendmica comparativa se pudieron obtener datos para
entender mejor la evolucion del genoma de S. cerevisiae y su metabolismo. Algunos
eventos importantes fueron la pérdida del complejo respiratorio |, la transferencia del
gen URA1 de las bacterias, el re-acomodo del metabolismo de carbono y que
aproximadamente el 20% de los genes son indispensables para el crecimiento de la
levadura en medio rico (Hagman et al., 2013; Ortiz-Merino, 2013; Dashko et al., 2014;
Escalera-Fanjul et al., 2019; Winzeler et al., 1999).
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1.1.2. Metabolismo de la levadura

La duplicacién de genes tuvo como consecuencia que S. cerevisiae tenga la habilidad
de fermentar azucares aun en presencia de oxigeno, obteniendo como producto final
etanol, el cual puede fungir como fuente de energia cuando en el medio se agota su
fuente de carbono principal (Wolfe et al., 1997; Piskur et al., 2006). En la naturaleza la
produccion de alcohol es poco comun, aparte de ser producida por las levaduras,
unicamente se produce por semillas en germinacion y por algunas bacterias (Money,
2018).

Saccharomyces cerevisiae tiene preferencia por fermentar glucosa a etanol mientras
haya altas concentraciones de ésta, lo que se conoce como efecto Crabtree. Existen
tres grupos de levaduras clasificadas como Crabtree positivos: S. cerevisiae y Dekkera
bruxellensis, que pueden catabolizar de manera eficiente el etanol, vy
Schizosaccharomyces pombe que lo hace de manera muy pobre (Hagman et al.,
2013). Por esta razén, la levadura Illeva a cabo la estrategia de
“‘make-accumulate-consume” en la que presenta un crecimiento diauxico (figura 1).
Durante la fermentacion, la energia para crecer la proveen la glicdlisis y la
fermentacién, mas no la respiracion. Esta estrategia reduce la produccién de biomasa,
pero le confiere una herramienta de competencia contra otros microorganismos: el
etanol (Compagno et al., 2014).

Concentracion, Glucosa

g/l ‘\

Biomasa
10 \

|\ Etanol

24 Tiempo, h
Figura 1. Crecimiento diduxico de la levadura (Modificado a partir de Compagno et al., 2014).

Durante el crecimiento anaerdbico de S. cerevisiae el ciclo de Krebs, en lugar de
funcionar como un ciclo, funciona como dos ramificaciones, lo que hace que no haya
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conexion del 2-oxoglutarato al fumarato. Esta caracteristica es esencial para que la
levadura pueda crecer en glucosa, ya que esta ruptura del ciclo es la Unica manera de
tener Acetil-CoA en el citosol (van den Berg et al., 1995; Nissen et al., 1997).

1.2. Duplicacion de genes y evoluciéon

En la década de 1970 Susumu Ohno propuso que la duplicacion de genes es uno de
los principales mecanismos de innovacion y evolucion de genes. Posteriormente, en
2006, se comenzo a tener evidencia de genes que no provenian de genes previos, los
llamados genes de novo (Levy, 2019).

Antes de la —_

duplicacion

Escenarios posteriores a la duplicacién

Pérdida de duplicado Conservacion de las dos copias

— —. .

Amplificacion de
dosis génica Subfuncionalizacion Neofuncionalizacion

— ., B ——)
= - —

Figura 2. Posibles destinos de un par de genes después de la duplicacion (Modificada a partir de
Voordeckers et al., 2015).

Los genes duplicados se pueden modificar por diferentes fuerzas evolutivas dando
como resultado que se pierda alguna de las copias 0 que se fije para quedar ambas
disponibles en el genoma (Wolfe et al., 1997; Voordeckers et al., 2015). Factores como
la conversion génica, la mutacion y la seleccion influyen en la tasa de divergencia de la
secuencia de un par de genes duplicados. En la evolucién funcional de los genes
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duplicados el destino mas comun es la pérdida de la funcion, pero cuando la funcién se
preserva, lo hace mediante conservacion de la misma funcion (redundancia génica), la
neofuncionalizacién o la subfuncionalizacién (figura 2) (Zhang, 2003).
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2. ANTECEDENTES
21. Leudyleu9

Los genes LEU4 y LEU9 codifican las dos isoenzimas a-isopropil malato sintasas
(a-IPMS) que catalizan el primer paso de la biosintesis de leucina al utilizar como
sustratos a-cetoisovalerato (a-KIV) y Acetil-CoA (figura 3). Estas enzimas paralogas
son esenciales para la levadura, ya que la unica ruta de sintesis de leucina es a partir
del a-isopropil malato (a-IPM) (Chang et al., 1984; Chang et al., 1985; Casalone et al.,
2000).

CoA Leucina KlC
~, ‘

(+) LEU4
@ (+) ILv2
(+) ILV5
o-IPM (+) LEU1
— (+) LEU2
— (+) BAT1
— (+) GDH1

KIV————— Valina

CHj

]

1

E OH o o
| )\’(J\ H_!CJKS/COA “Jc%g

1 ' HO™ ~0

:

1

a-KIV + Acetil-CoA + H,0 —> a-isopropil malato + CoA-SH :

Figura 3. Compartimentacion de la ruta de metabolitos y enzimas relacionados con la sintesis de a-IPM y leucina.

Las proteinas Leu4 y Leu9 tienen una identidad de 82.7% y se encuentran localizadas
en las mitocondrias (figura 4), aunque se sabe que hay una pequefa proporcién de
Leud en el citosol (Beltzer et al., 1988). Estas proteinas paralogas se organizan como
homo o heterodimeros y presentan diferente sensibilidad a la inhibiciéon por leucina. El
indice de concentracibn media de inhibicién (ICs0) por leucina es distinta para cada
dimero: Leu4-Leu4 se inhibe con 0.13 mM; Leu4-Leu9 con 0.51 mM; y Leu9-Leu9 con
1.78 mM de leucina (Lépez et al., 2015).
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DIC yECitrine MitoTracker Merge

Figura 4. Localizacion de Leud (A) y Leu9 (B). Se fusioné la proteina verde fluorescente (yECitrine) a Leud y Leu9.
Las mitocondrias se tifieron con Mitotracker y se observan en rojo. En el ultimo cuadro se observa la colocalizacién
(Lopez et al., 2015).

2.2. a-lsopropil malato como corregulador

El heterodimero contribuye a una mayor versatilidad enzimatica asociada a la
produccion del a-IPM, el cual presenta una funcién dual: la primera en la biosintesis de
leucina y la segunda asociada a la proteina Leu3 como regulador transcripcional. El
complejo Leu3-alPM activa a los genes ILV2, ILV5, LEU1, LEU2, BAT1 y GDH1,
mientras que en ausencia de a-IPM, Leu3 los reprime (Kohlhaw, 2003; Gonzalez et al.,
2017).

2.3. Mutantes de Leu4 o Leu9

Las cepas mutantes leu4ALEU9, LEU4leu9A y leud4Aleu9A, se construyeron vy
caracterizaron por Lépez et al. (2015) y se determin6é que a diferencia de la cepa
silvestre, la mutante leu4A presenta una poza intracelular de leucina elevada (figura 5),
particularmente cuando se cultiva en etanol como fuente de carbono (metabolismo
respiratorio) y una velocidad de crecimiento menor que la de la cepa silvestre
LEU4LEU? (figura 6).
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Figura 5. Concentracion intracelular de leucina. Comparacion entre las cepas LEU4LEU9,
leu4ALEU9, LEU4leu9A y leu4ALEU9 complementada con el plasmido pRS416-LEU4. Se muestra
la concentracién diferencial entre glucosa y etanol como fuente de carbono (Tomada de Lopez et
al., 2015).

Considerando que el homodimero Leu9-Leu9 es el unico que se puede formar en la
mutante leu4ALEU9 y es resistente a la inhibicidn por leucina, este homodimero desvia
el flujo de metabolitos hacia la sintesis de leucina, provocando disminucién en el aporte
de los mismos al ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA). Por lo tanto, la diversificacion por
inhibicion de leucina de Leu4 y Leu9 perturba el flujo de metabolitos hacia la biosintesis
de leucina y tiene un impacto negativo sobre el crecimiento de leu4ALEU9 (L6pez,
2015).

En la figura 6 se observa que el fenotipo de crecimiento en glucosa y etanol como

fuente de carbono es distinto en las cuatro mutantes y todas mejoran su crecimiento al
ser complementadas con leucina (Lopez et al., 2015).
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Figura 6. Curvas de crecimiento de las cepas en medio minimo glucosa (A,B) o etanol (C,D) como fuente de
carbono, suplementadas con leucina (B,D).

2.3.1. Expresion de genes

Los genes paralogos LEU4 y LEU9 diversificaron en su patron de expresion. En la
figura 7 se puede observar que en una cepa WT la expresion de LEU4 es
significativamente mayor en etanol que en glucosa y que tiene una mayor expresion
que su paralogo LEU9. En el caso de la cepa leu4ALEU9, la expresiéon de LEU9
aumenta de manera notable tanto en glucosa como en etanol. Por lo que es evidente
que la expresion de LEU4 se induce en condiciones respiratorias, mientras que LEU9
se induce en ausencia de LEU4 (Lopez et al., 2015). También se sabe que existe una
diversificacion en la regulacién transcripcional a la que estan sujetos estos genes dada
por la secuencia particular de cada promotor. Los factores transcripcionales
involucrados en el incremento de expresion de LEU9 en ausencia de LEU4 varian con
la fuente de carbono disponible (Jara-Servin 2019).
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Figura 7. Analisis de expresion de los genes LEU4 y LEU9 por Northern Blot. Comparacion de
expresion de los genes en glucosa (G) o etanol (E) como fuente de carbono (Tomada de Lopez et

al., 2015).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a estudiar la regulacién, expresion,
propiedades cinéticas, divergencia y evolucidon de los genes y proteinas paralogas del
metabolismo de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Escalera-Fanjul et al., 2019).
En este estudio, por primera vez, nos enfocamos en revelar la importancia que tiene la
compartimentacion subcelular de un par de proteinas paralogas, Leud4 y Leu9,
localizadas en las mitocondrias. Estas isoenzimas trabajan como dimeros y sintetizan
a-isopropil malato (a-IPM), el cual es necesario para la sintesis de leucina y actia como
corregulador de la proteina Leu3. La red de genes regulados por el complejo
Leu3-alPM estan relacionados con la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada y
asimilacion de amonio primordialmente (Kohlhaw, 2003).

Leud4 y Leu9 se organizan como homo y heterodimeros, prevaleciendo la formacién del
heterodimero (Leu4-Leu9). Ambas proteinas difieren notablemente en su perfil de
expresion asi como en su sensibilidad a la inhibicién por leucina. Se sabe que en una
mutante nula leu4ALEU9 hay un incremento en la expresion de LEU9, aumenta la
leucina intracelular y se ve afectado su crecimiento, el cual se restablece al adicionar
leucina al medio (Lépez et al., 2015).

Con este estudio se pretende conocer si la reubicacion citosolica de las proteinas Leu4
y/o Leu9 afectara la sintesis de a-IPM y leucina, asi como el crecimiento de la célula.
De igual manera, es relevante conocer si el perfil de expresion de los genes LEU4 y
LEU9 se ve afectado cuando hay cambios en la localizacion subcelular de sus
productos.

Por ultimo también es de interés conocer si las enzimas conservan la misma actividad
enzimatica y la capacidad de formar heterodimeros fuera de la mitocondria, ya que hay
factores que son distintos con respecto al citosol. En la matriz mitocondrial el pH es
mas alto y por su tamafio hay mayor concentracion de los sustratos que utilizan las
enzimas, lo que favorece reacciones mas rapidas y mayor productividad (Avalos et al.,
2013).
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4. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Demostrar la importancia de la compartimentacion mitocondrial de las proteinas
paralogas Leud4 y Leu9 tanto en la ruta de sintesis de leucina, como en relacion a su
producto inmediato, a-Isopropil malato, corregulador de la proteina Leu3.

5.2. Objetivos particulares

e |dentificar la secuencia de aminoacidos que realiza la translocacion de los
monomeros Leu4 y Leu9 al interior de la mitocondria.

e Construir las cepas con las proteinas Leu4 y/o Leu9 relocalizadas al citosol.

e Observar como es el fenotipo de crecimiento de las cepas con proteinas
citosodlicas.

e Determinar la capacidad de sintesis de leucina mediante el analisis de pozas de
metabolitos intracelulares.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.

Lista de cepas de y plasmidos

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio.

Cepas de Genotipo Fuente

S. cerevisiae

BY4741-701 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 Lépez et al., 2015
LEU4-yECitrine-CaURA3 LEU9

BY4741-702 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 LEU4 Lopez et al., 2015
LEU9-yECitrine-CaURA3

CLA1-700 MATa LEU4 LEU9 leu2::LEU2 ura3 Lépez et al., 2015

CLA1-701 MATa leudA::kanMX4 LEU9 leu2::LEU2 ura3 Lopez et al., 2015

CLA1-702 MATa LEU4 leu9A::kanMX4 leu2::LEU2 ura3 Lopez et al., 2015

CLA1-703 MATa leud4A::URA3 leu9::A::kanMX4 leu2:.LEU2 Lopez et al., 2015

CLA1-700-2 MATa LEU4-yECitrine-CaURA3 LEU9 leu2::LEU2 Este estudio

CLA1-700-3 MATa LEU4 LEU9-yECitrine-CaURAS3 leu2::LEU2 Este estudio

CLA1-707 MATa LEUA4cit-yECitrine-CaURA3 LEU9 leu2::LEU2 Este estudio

CLA1-708 MATa LEUA4cit-yECitrine-CaURAS3 leu9A:.kanMX4 Este estudio
leu2::LEU2

CLA1-710 MATa LEU4 LEUYcit-yECitrine-CaURA3 leu2::.LEU2 Este estudio

CLA1-711 MATa leud4A::hphMX6 LEUScit-yECitrine-CaURA3 Este estudio
leu2::LEU2

Plasmido Descripcion Fuente

pBS4 Etiqueta de proteina cyan (CFP) con marcador de Hailey et al., 2002
seleccion de higromicina B (hphMXG6).
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5.2. Eleccion de secuencia de translocacion mitocondrial

Las secuencias de translocacién a la mitocondria (MTS) suelen encontrarse en el
extremo amino terminal de la estructura primaria de las proteinas, tener una longitud de
15-50 aminoacidos y formar a-hélices cargadas positivamente (Chacinska, 2009).

Beltzer et al. (1988) encontraron que la proteina citosélica Leu4 es codificada a partir
del mismo gen que Leud4 mitocondrial, la diferencia entre ambas proteinas son 30
residuos de aminoacidos. En el gen LEU4 hay un segundo ATG en marco de lectura
90 pares de bases rio abajo del codon de inicio, desde el cual se codifica Leud
citosélica. En 2016 Yuan y su grupo de trabajo lograron localizar Leu9 en el citosol al
insertar un plasmido con el gen LEU9 sin las primeras 87 pares de bases, lo cual
también coincide con un segundo ATG (en marco de lectura) en la secuencia
codificante (anexo A).

Otros grupos de trabajo han relocalizado proteinas mitocondriales al citosol y aseguran
la expresion de sus genes al posicionar un ATG al inicio de la secuencia codificante a
la cual le removieron las bases correspondientes a la MTS (Omura, 2008; Brat et al.,
2012).

5.3. Modelado de proteinas

Se utilizé el servidor en linea /-Tasser de la Universidad de Michigan, con el cual se
pueden realizar predicciones estructurales de proteinas a partir de su secuencia de
residuos de aminoacidos. Este servidor funciona comparando la estructura primaria de
una proteina con los registros de proteinas cristalizadas del PDB (Protein Data Bank)
(Yang et al., 2015).

Se realizaron dos modelos, el primero utilizando las secuencias completas de los
aminoacidos de las proteinas y el segundo quitando los aminoacidos que corresponden
a la MTS: 30 y 29 residuos de aminoacidos en Leu4 y Leu9, respectivamente. Las
secuencias se obtuvieron de la base de datos de Saccharomyces de la Universidad de
Stanford (SGD, https://www.yeastgenome.org) y se utilizé el programa SnapGene®
Viewer software (de GSL Biotech; disponible en snapgene.com) para el analisis de
secuencias.
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5.4. Construccion de cepas

Las coleccion de cepas necesarias para este estudio se detalla en la tabla 2. Todas las
cepas se construyeron siguiendo el protocolo de transformacion de acetato de litio
(apéndice C) con moédulos de ADN obtenidos por PCR utilizando la enzima Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). En todas las PCR los
oligonucledtidos de la tabla 4 se utilizaron a una concentracion de 0.5uM, con
excepcion de JH6 y JH8, que se utilizaron a 0.2uM.

Para las cepas CLA1-700-2 y 700-3 se obtuvieron los médulos usando como molde el
ADN genomico de las cepas BY4741-701 y BY4741-702. Los oligonucle6tidos
utilizados fueron JH1/JH2 y JH3/JH4, y el programa: 98°C 2min, (98°C 20s, 55°C 30s,
72°C 3min) x 35, 72°C 3min. Se transformé la cepa CLA1-700, se seleccionaron las
mutantes por su prototrofia a uracilo y se comprobaron las construcciones por PCR y
fluorescencia en el microscopio.

Tabla 2. Coleccidon de cepas necesarias para este estudio.

Cepa Descripcion
LEU4cit LEUS Leu4 citosolica (yECitrine), Leu9 mitocondrial
LEU4 LEUScit Leud mitocondrial, Leu9 citosdlica (yECitrine)
leu4A LEUScit Leu9 citosolica (yECitrine), fondo leu4A
LEUA4cit leu9A Leud citosolica (yECitrine), fondo leu9A
LEU4cit LEU9cit |Leud citosdlica (Cyan FP), Leu9 citosdlica (yECitrine)

Las cepas CLA1-707 (LEU4citLEU) y 710 (LEU4LEU9Ycit) se construyeron al
transformar las cepas CLA1-701 y 702 (leu4ALEU9 y LEU4leu9A), respectivamente,
con mddulos generados por dos reacciones consecutivas de PCR. En la primera se
obtuvo un mddulo de 4,321pb (para LEU4) y de 4,243pb (para LEU9) al utilizar como
molde el ADN gendmico de las cepas CLA1-700-2 y 700-3. Los oligonucleétidos
utilizados fueron JH5/JH2 (para Leu4) y JH7/JH2 (para Leu9), y el programa 98°C 30s,
(98°C 15s, 63°C 30s, 72°C 2:30min) x 35, 72°C 10min.

El médulo obtenido de cada reaccién se purifico y se utiliz6 como molde para la
segunda PCR, en la que se generaron médulos de 4,391pb (LEU4) y 4,313pb (LEU9)
al utilizar los oligonucleétidos JH6/JH2 y JH8/JH2, respectivamente, y el mismo
programa de PCR. La segunda PCR se realizd con el fin de obtener regiones de
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recombinacién homoélogas a los promotores de cada uno de los genes (anexo D). Las
cepas se comprobaron por PCR con los oligonucleétidos JH9/JH10 y JH11/JH12
(anexo E), microscopia y secuenciacion.

La cepa CLA1-708 (LEU4citleu9A) se obtuvo al transformar la cepa 707 (LEU4citLEU9)
con un moédulo compuesto por el gen de resistencia al antibidético G418 (kanMX4)
flanqueado por 259pb de las UTR del gen LEU9. La cepa CLA1-711 (leu4ALEU9cit) se
gener6 al transformar la cepa 710 (LEU4LEU9cit) con un modulo con el gen de
resistencia a higromicina (hphMX6) del plasmido pBS4, flanqueado por 50pb de las
UTR del gen LEU4. Las cepas construidas se comprobaron por PCR con los
oligonucleétidos JH9/JH10 y JH11/JH12 (anexo E), microscopia y secuenciacion.

5.5. Observacion de cepas al microscopio

Todas las muestras de las cepas con la proteina yECitrine fusionada a Leu4 o Leu9 se
prepararon como se describe en el apéndice D. Para la observacion de las células y la
fluorescencia se utilizdé el microscopio LSM800 con el laser de 488nm para la proteina
verde y el laser de 640nm para el MitoTracker Red Fm Invitrogen. Las imagenes
obtenidas se procesaron utilizando el programa Fiji (Schindelin et al., 2012).

5.6. Cinéticas de crecimiento

La determinacion del crecimiento de las cepas se realiz6 por duplicado en medio
minimo con glucosa (2%) o etanol (2%) como fuente de carbono, sulfato de amonio (40
mM) como fuente de nitrégeno y suplementando con leucina (100 mg/mL) o uracilo (20
mg/L) de ser necesario (apéndice A). Los matraces se inocularon a partir de un botén
celular que crecié en medio rico (YPD) durante ~12 horas. Los datos de crecimiento se
obtuvieron al medir la densidad 6ptica a 600nm (DO s00nm) a lo largo de ~25 o0 ~72
horas en glucosa o etanol, respectivamente.

Para obtener la velocidad de crecimiento se tomaron los datos registrados y se
utilizaron las siguientes férmulas para su calculo:
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[ log10(ultimo valor) - (log10(primer valor) ]

B =
(Ultima hora de registro - primera hora de registro)
log10(2)
ids =—mouoouou—
B
B = pendiente
~ In(2) td = tiempo de duplicacion
td L = velocidad de crecimiento

5.7. Extraccion de metabolitos intracelulares

Para el analisis de concentracion de metabolitos intracelulares las cepas se crecieron
en medio minimo glucosa-amonio o etanol-amonio hasta la DOs oo, registrada en la
tabla 3. El protocolo y el analisis de datos que se utilizd es el mismo previamente
descrito por Quezada et al., 2011 (apéndice E).

Tabla 3. Densidad optica a las que se les extrajeron metabolitos intracelulares.

DO Pozas de Leucina

Cepa Glucosa Etanol

LEU4 LEU9 0.710 0.586
leudA LEUS 0.723 0.276
LEU4 leuSA 0.588 0.578
LEU4cit LEU9 0.652 0.625
LEU4 LEU9Ycit 0.567 0.594
leu4A LEUScit 0.091 0.064
LEU4cit leu94A 0.699 0.787
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Modelado y localizaciéon de secuencia de translocaciéon mitocondrial

Las predicciones estructurales de las a-IPMS obtenidas mediante el uso del servidor
I-TASSER muestran que los aminoacidos del extremo amino-terminal de Leu4 y Leu9
no tienen una conformacién definida, se encuentran alejados de la estructura
secundaria mas cercana, y no afectan la arquitectura del sitio activo. También podemos
observar que remover la secuencia de translocacién mitocondrial de cada una de las
proteinas no afecta su estructura predicha (figura 8).

Figura 8. Prediccion de estructura de las
proteinas Leud4 y Leu9. Modelos con las
secuencias completas de aminoacidos:
Leu4 con 620 aminoacidos (A) y Leu9 con
605 aminoacidos (C). Modelos sin 30
aminoacidos del extremo amino terminal
de Leu4 (B) y 29 aminoacidos del extremo
amino terminal de Leu9 (D). La secuencia
de translocacién mitocondrial se muestra
en los circulos rojos. En todos los casos
se muestra en azul el sitio activo.

El programa de modelado de proteinas tom6 como modelo a la a-IPMS, codificada por
el gen LEUA, de Mycobacterium tuberculosis. Leu4 y Leu9 tienen aproximadamente un
45% de identidad con LeuA, la cual trabaja como dimero, al igual que sus ortélogas.
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6.2. Cepas con proteinas citosolicas

6.2.1. Microscopia

DIC yECitrine MitoTracker Merge

Figura 9. Localizacion citosolica de las proteinas Leu4 y Leu9 marcadas con la proteina fluorescente yECitrine. Se
observan las cepas LEU4cit-yECitrine LEU9 (A), LEU4 LEU9cit-yECitrine (B), leu4A LEU9cit-yECitrine (C) y
LEU4cit-yECitrine leu9A (D). De izquierda a derecha se puede observar la microscopia de contraste de interferencia
diferencial (DIC), la proteina yECitrine fusionada a la a-IPMS correspondiente, las mitocondrias marcadas con
MitoTracker, y la superposicion de las imagenes.
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A diferencia de la figura 4, en las imagenes obtenidas en este estudio se puede
observar la localizaciéon citosolica de la proteina yECitrine fusionada a las proteinas
Leud y Leu9 sin la MTS (figura 9).

6.2.2. Cinéticas de crecimiento

Las cepas construidas en este estudio se crecieron utilizando siempre como cepas
control a las cepas CLA publicadas por Lépez et al. (2015) (tabla 1) con el fin de
realizar una comparacion entre cepas con proteinas deletadas y cepas con proteinas
relocalizadas. Las cepas control se graficaron con lineas punteadas para poder
diferenciarlas de las cepas con proteinas relocalizadas (figuras 11, 12, 13, 14 y 15).

Se registro el crecimiento de las cepas LEU4-yECitrine LEU9 y LEU4 LEU9-yECitrine
para observar si la fusion de la proteina yECitrine alteraba de alguna manera su
crecimiento. Se observd que ambas cepas tienen una cinética y velocidad de
crecimiento similares a la cepa WT (LEU4LEUY), por lo que se concluyd que la fusién
de la proteina fluorescente no afecta el crecimiento de las cepas (figura 10).

Glucosa
_—
1 0.4+
-s= | EU4 LEUS <

E 0.1 S a
= === | EU4-yECitrine LEUS
2 —= |EU4 LEU9-yECitrine
(o] |
ﬂ | | | | | | | | | | |

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)

Figura 10. Curva de crecimiento de la cepa WT y las cepas con la proteina yECitrine fusionada a Leu4 o
Leu9.
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6.2.2.1. Glucosa como fuente de carbono

En la figura 11 se puede observar el registro de crecimiento de las 8 cepas utilizadas.
Las 4 cepas control tiene el mismo fenotipo registrado anteriormente (lineas
punteadas). Es notorio que si la proteina Leu4 se encuentra en la mitocondria la cepa
tiene un fenotipo de crecimiento idéntico a una WT y no hay diferencia de crecimiento si
Leu9 esta localizada en citosol o ausente.

En cuanto a la cepa Leu4-cit Leu9 se pueden realizar varias observaciones. Si a una
cepa WT le modificamos la localizaciéon de Leu4 colocandola en el citosol, se observa
una pequena disminucion en su velocidad de crecimiento (ucevaeus= 0.332h77,
MLevacievs= 0.321h~"). Por el contrario, si a una cepa leu4ALEU9 (p= 0.266h7") le
regresamos a la proteina Leu4 en citosol, ésta mejora su crecimiento.
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Figura 11. Curvas de crecimiento en medio minimo-glucosa de las cepas con a-IPMS relocalizadas al
citosol. Las cepas control se muestran en lineas punteadas. En la grafica inferior se presentan las

velocidades de crecimiento.
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La cepa leu4ALEUY9cit es la que muestra una menor velocidad de crecimiento (U=
0.078h"") de las 4 cepas construidas. Tomando como referencia a las cepas control, si
le regresamos la proteina Leu9 en el citosol a la cepa leu4Aleu9A (u= Oh~"), se observa
que la velocidad de crecimiento aumenta muy poco. Por el contrario, si en una cepa
leu4dALEU9 (u= 0.263h~") cambiamos la localizacion de la unica a-IPMS (Leu9) al
citosol, la disminucion en su velocidad de crecimiento es drastica.

Por ultimo podemos comparar el nulo crecimiento de la cepa leu4Aleu9A con la cepa
LEU4citleu9A (u= 0.161h""). Si a una cepa que carece de ambas a-IPMS le
regresamos Leu4 en citosol, la cepa recupera a la mitad su velocidad de crecimiento.
Viéndolo de otra manera, si a una cepa LEU4leu9A (p= 0.319h"") le modificamos la
localizacion de Leu4, la cepa disminuye a la mitad su velocidad de crecimiento.
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Figura 12. Curvas de crecimiento en medio minimo-glucosa suplementado con leucina de las cepas con
a-IPMS relocalizadas al citosol. Las cepas control se muestran en lineas punteadas. En la grafica inferior se
presentan las velocidades de crecimiento.
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Las 4 cepas construidas en este estudio con proteinas relocalizadas al citosol
recuperan su velocidad de crecimiento (u= ~0.280h"") al afadir leucina al medio de
cultivo al igual que las cepas descritas por Lopez et al. (2015), lo que indica que la
disminucién o falta de crecimiento de las cepas se debe a los cambios de
localizacion de las a-IPMS (figura 12).

6.2.2.2. Etanol como fuente de carbono

Teniendo etanol como unica fuente de carbono, las cepas que tienen una de las
enzimas en mitocondria y la otra en citosol (LEU4citLEU9 y LEU4LEU9Ycit) crecen a la
misma velocidad que una cepa WT (pu=~0.070h"") (figura 13).
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Figura 13. Curvas de crecimiento en medio minimo-etanol de las cepas con a-IPMS relocalizadas al citosol.
Las cepas control se muestran en lineas punteadas. En la grafica inferior se presentan las velocidades de
crecimiento.
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La cepa leu4ALEUYcit presenta una pérdida total de crecimiento. Si se compara con
una cepa leud4Aleu94, con o sin leucina, ambas se comportan de la misma manera.
Esto nos indica que la proteina Leu9 en el citosol es incapaz de sintetizar a-isopropil
malato cuando la célula esta respirando. Por otra parte, se puede comparar con una
cepa leu4ALEU9 (u= 0.029h""), que crece lento en esta fuente de carbono. Si a
leu4ALEU9 se le cambia Leu9 de la mitocondria al citosol, esta pierde por completo la
capacidad de crecer.Es importante notar que la velocidad se restablece completamente
al afiadir leucina al medio, con lo que se infiere que la falta de crecimiento Unicamente
se debe a la ausencia del metabolito a-IPM y a la incapacidad de la célula de producir
leucina.
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Figura 14. Curvas de crecimiento en medio minimo-etanol suplementado con leucina de las cepas con
a-IPMS relocalizadas al citosol. Las cepas control se muestran en lineas punteadas. En la grafica inferior se
presentan las velocidades de crecimiento.
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Por ultimo, si a una cepa leu4Aleu9A le regresamos a Leu4 en el citosol (= 0.066h"),
ésta crece a una velocidad muy cercana a la cepa WT e inclusive crece mas rapido que
una cepa leu4ALEU9 (p= 0.029h""). La mutante leu4ALEU9 crece aproximadamente
tres veces mas lento que una LEU4LEU9 (u= 0.080h""). Observando la curva de
crecimiento de esta cepa, podemos hacer la comparacion con una cepa LEU4leu9A
(M= 0.076h"") y destacar que si en esta cepa movemos a Leu4 al citosol hay una
pérdida de crecimiento que, aunque es pequena, es notoria (figura 13).

Todas las cepas con las que se trabajo en este estudio tienen una velocidad de
crecimiento idéntica cuando se suplementa el medio etanol-amonio con leucina (p=
~0.074h""), lo que indica que las diferencias de crecimiento de las cepas se deben a la
falta de alguna o ambas proteinas en la mitocondria (figura 14).
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6.2.2.3.

Comparacion entre glucosa y etanol

Al realizar la comparacion de crecimiento entre glucosa y etanol como fuente de
carbono la cepa LEU4LEUYcit se comporta con la misma tendencia; en ambos casos
crece a la misma velocidad que una LEU4LEU9. Por el contrario, la cepa LEU4citLEU9,
que en glucosa crece un poco mas lento que una cepa WT, en etanol mejora

notablemente su crecimiento (figura 15A).
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Figura 15. Comparacion de curvas de crecimiento de las mutantes con proteinas citosoélicas en glucosa o etanol
como fuente de carbono. En todas las curvas las cepas control se graficaron con lineas punteadas y la cepa a
comparar se muestra con linea continua: (A) Cepa LEU4citLEU9, (B) leu4ALEUYcity (C) LEUA4citleu9A.
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Las cepas con una sola de las a-IPMS en citosol y que no tienen a su paraloga en la
mitocondria (leu4ALEU9cit y LEUA4citleu9A) tienen un cambio en la velocidad de
crecimiento mas drastico en etanol que en glucosa. En glucosa la cepa leu4ALEUIcit
presenta muy poco crecimiento, mientras que pierde por completo la capacidad de
crecer cuando la fuente de carbono disponible es etanol (figura 15B).Por ultimo, la cepa
LEU4citleu9A, que al compararla con leu4ALEU9 crece mas lento en glucosa, presenta
una mejora notable en comparacion con la misma cepa cuando el medio tiene etanol
como fuente de carbono (figura 15C).

6.2.3. Acumulacion de leucina

La concentracion de leucina intracelular de las cepas construidas en este trabajo fue
analizada utilizando como controles a las cepas LEU4LEUY, leu4ALEU9 y LEU4leu9A.
El calculo de leucina intracelular obtenido de las 3 cepas control muestra la misma
tendencia reportada previamente por Lopez et al. (2015) y Jara-Servin (2019).

La acumulaciéon de leucina de la cepa LEU4LEUYcit observada en ambas fuentes de

carbono es minima y coincide en que su velocidad de crecimiento es idéntica a la de
una cepa WT.
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Figura 16. Concentracion intracelular de leucina. Las tres primeras barras de las graficas de (A) glucosa y

de (B) etanol corresponden a las cepas control. Las ultimas cuatro barras refieren la concentraciéon de las
cepas con proteinas citosolicas.

Las cepas LEUA4citLEU9 y leu4ALEU9 tienen una concentracion de leucina intracelular
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y una velocidad de crecimiento similar en glucosa como fuente de carbono (figuras 15A
y 16A). Por el contrario, en etanol tiene una acumulacion de leucina idéntica a una WT,
al igual que su velocidad de crecimiento (figuras 15A y 16B).

La cepa LEUA4citleu9A (ultima columna de la figura 16) crece mas lento en glucosa que
en etanol, lo que coincide en su acumulaciéon de leucina. En glucosa como fuente de
carbono tiene casi cinco veces mas leucina que la cepa WT, mientras que en etanol
tiene muy poca concentracion de este metabolito (figuras 15C y 16).

Por ultimo, la acumulacién de leucina de la cepa que tiene unicamente Leu9 en citosol
(leu4ALEUOYcit) es mas de tres veces mayor que la cepa control leu4ALEU9 en glucosa.
El crecimiento de esta cepa en glucosa es casi nulo, mientras que en etanol no hay
crecimiento y, en consecuencia, no hay acumulacién de leucina (figuras 15B y 16).

6.3. Formacion de dimeros en cepas con proteinas citosolicas

Observando los datos obtenidos y tomando en cuenta los datos publicados por Lépez
et al., (2015) sobre la relacién entre la disminucién de velocidad de crecimiento, la
formacion de homodimeros de distinta resistencia a la retroinhibicién por leucina y la
acumulacion intracelular de este metabolito, es posible realizar un analisis a nivel
metabdlico de lo que ocurre en las cepas utilizadas en este trabajo.

LEUA4citLEU9

Es muy poco probable que pueda ocurrir la formacion de heterodimeros cuando ambas
proteinas se encuentran en compartimentos celulares distintos. Se puede inferir que en
el citosol hay formacién de dimeros Leu4-Leu4 mientras que en la mitocondria hay
formacion del homodimero Leu9-Leu9. Si analizamos el patrén de expresion de los
genes en una cepa WT (figura 7), podemos inferir que en la cepa evaluada hay muy
poca proteina Leu9, por lo que los pocos homodimeros al interior de la mitocondria
pueden tener un efecto despreciable en el flujo de metabolitos y repercutir muy poco en
la disminucion de crecimiento de la cepa.

LEU4LEUYcit

Al igual que se propone para la cepa anterior, la formacion de heterodimeros es poco
probable para LEU4LEU9cit, pero tomando en cuenta que de manera natural hay
presencia, aunque poca, de Leu4 en el citosol (Beltzer et al., 1988), es probable que
haya dimeros Leu4-Leu9 en citosol. De ser asi, los monoémeros de la proteina Leu9
estarian titulados por Leu4. Tomando en cuenta el patrén de expresion de estas
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proteinas (figura 7), se puede suponer que hay muy poca Leu9 y, por lo tanto, si se
llegan a formar dimeros Leu9-Leu9, estos no podrian causar la misma perturbacién que
en una cepa leu4ALEU9, en donde la expresion de LEU9 aumenta notablemente.

leu4ALEUYcit

En este caso unicamente va a ocurrir la formacion de dimeros Leu9-Leu9 en el citosol,
los cuales son muy resistentes a la retroinhibicion por leucina. Si nos guiamos por el
patrén de expresion de los genes LEU4 y LEU9, podemos suponer que hay un
aumento significativo en la expresion de LEU9. Es notable que la velocidad de
crecimiento disminuye en ambas fuentes de carbono vy, por lo tanto, se puede sugerir
que esto sucede por razones distintas en glucosa y en etanol. En glucosa la velocidad
de crecimiento es muy baja y presenta una poza de leucina intracelular tres veces
mayor que una mutante leu4ALEUY, lo que sugiere que el dimero Leu9-Leu9 es capaz
de sintetizar a-IPM y por lo tanto también de leucina aunque no la suficiente para que
se inhiba la actividad de este homodimero. Por otra parte, en etanol la célula es
incapaz de crecer y como consecuencia no hay acumulacion de leucina. Esto invita a
pensar en dos posibilidades: que en esta fuente de carbono Leu9-Leu9 no tenga
actividad enzimatica o que en esta fuente de carbono sea mas evidente la importancia
que tiene para la célula la produccion de a-IPM dentro de las mitocondrias.

LEU4citleu9A

Por ultimo, en esta cepa se puede considerar que unicamente tenemos homodimeros
de Leu4 en el citosol. La acumulacién de leucina en glucosa es similar a la de una cepa
leu4ALEU9, al igual que su velocidad de crecimiento. En etanol la cepa no acumula
leucina pero también se observa una disminucién en su crecimiento. Se podria suponer
que Leu4d-Leu4 tiene una buena actividad en citosol y que la velocidad de crecimiento
se ve perjudicada por no tener produccién de a-IPM en mitocondrias.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se puede concluir de manera concreta que la
localizacion de las proteinas Leu4 y Leu9 en las mitocondrias es relevante para
el oOptimo crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, asi como para la
produccion de leucina.

Se identificd la secuencia de aminoacidos que realiza la translocacién a la
mitocondria (MTS) de las enzimas a-isopropil malato sintasas de la levadura.
Para Leu4 la secuencia corresponde a los primeros 30 residuos de aminoacidos
(90 pb) y para Leu9 son 29 residuos de aminoacidos (87 pb), en ambos casos
del extremo amino terminal. La MTS se defini6 mediante la comparacién de la
estructura primaria y el analisis de la estructura de las proteinas.

La eliminacién de la MTS unicamente afecta la localizacion de las proteinas, ya
que se puede inferir que fuera de la mitocondria mantienen su actividad
enzimatica.

La reubicacion de Leu4 o Leu9 al citosol no tiene una consecuencia relevante en
el crecimiento de la célula, siempre que se encuentre su paraloga en la
mitocondria.

La cepa que tiene Leud4 en citosol presenta una reduccion en la velocidad de
crecimiento cuando se encuentra en un fondo leu9A. De la misma manera,
cuando la cepa tiene a Leu9 en citosol en un fondo /leu44, disminuye
significativamente su capacidad de crecer.

Los resultados de crecimiento obtenidos de las cepas que no tienen ninguna
a-IPMS en mitocondrias sugieren que para la célula es importante que alguna de
las dos isoenzimas sintetice a-IPMS en la matriz mitocondrial.

Todas las cepas presentan una velocidad de crecimiento similar a una cepa WT
cuando se suplementa el medio con leucina, ya sea glucosa o etanol la fuente
de carbono.

La concentracion de leucina intracelular de las cuatro cepas con proteinas

citosolicas muestran que tanto Leu4 como Leu9 en el citosol son capaces de
realizar la sintesis de leucina.
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8. PERSPECTIVAS

Para completar este trabajo y entender mejor la importancia de la localizacion de este
par de enzimas mitocondriales, debe completarse la coleccién de cepas con enzimas
citosdlicas mediante la construccion de la cepa Leu4cit Leu9cit. Dicha mutante se
construy6 para este estudio pero no fue posible utilizarla ya que la cepa de la cual se
partié tenia un problema de crecimiento (anexo F).

Una vez que se tengan todas la cepas es necesario medir la actividad de las enzimas
citosolicas. Es importante saber de manera certera que las proteinas citosdlicas son
capaces de plegarse y llevar a cabo la reaccidbn de sintesis de a-IPM,
independientemente de los residuos de aminoacidos eliminados.

También se sugiere estudiar el perfil de expresion de los genes que codifican para
estas enzimas paralogas y asi poder compararlo con las cepas descritas por Lépez et
al. (2015). El estudio de la expresion de los genes ILV2, ILV5, LEU1, LEU2, BAT1 y
GDH1, bajo la influencia del complejo regulador Leu3-alPM también es conveniente.
Asimismo, puede realizarse un Western Blot para estudiar de manera mas directa la
presencia de las proteinas.

Realizar un estudio de concentracion de otros metabolitos, tales como a-IPM, valina,
isoleucina, Acetil-CoA y KIV, podria ayudarnos a esclarecer a qué se deben las
diferencias en velocidades de crecimiento. De igual manera seria de importancia saber
si existe la acumulacion de algun metabolito que esté drenando otras rutas de sintesis.

Finalmente, es necesario demostrar si fuera de la mitocondria las proteinas son
capaces de formar heterodimeros. Esto puede analizarse por medio de un gel nativo de
agarosa (Lopez et al.,, 2015) una vez que se tenga la cepa con las dos proteinas
localizadas en el citosol.
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9.

ANEXOS

A. Identidad de proteinas Leud4 y Leu9

Las proteinas Leu4 y Leu9 de Saccharomyces cerevisiae tienen una identidad del
82.7% en su secuencia de residuos de aminoacidos.

82.7% identity in 601 residues overlap; Score: 2620.0; Gap frequency: 0.3%
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Figura 17. Alineamiento de los primeros 300 aminoacidos de la secuencia primaria de las proteinas Leu4 y Leu9. El
cuadro rojo muestra la MTS e inmediatamente se observa la segunda metionina (ATG) en marco de lectura. Los 12
aminoacidos marcados en morado corresponden al sitio activo.

45



B. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

Tabla 4. Secuencias de oligonucledétidos utilizados en este estudio.

Nombre

Secuencia (5’-3’)

Aplicacion

JHA1

TGCCACCATTAACAATATTATCCATT

Fw Secuencia para amplificar 94pb del extremo
3’ de LEU4, yECitrine y URA3 de la cepa
BY4741-701.

JH 2

ATTTAGACATCCGTGCTTCTAGTAA

Rv Secuencia para amplificar 113pb de la UTR
3’ de LEU4, yECitrine y URA3 de la cepa
BY4741-701.

JH3

AATCTTTCCTACATAAAGGACATCAA

Fw Secuencia para amplificar 150pb del
extremo 3’ de LEU9, yECitrine y URA3 de la
cepa BY4741-702.

JH 4

AATAAGTTACTTTTCTGTGCCATTT

Rv Secuencia para amplificar 80pb de la UTR 3’
de LEU9, yECitrine y URA3 de la cepa
BY4741-702.

JH5

ATGCTTAAGGACCCTTCCTCCAAGT

Fw Secuencia que amplifica 90pb rio abajo del
codén de inicio de LEU4. Junto con JH2 se
amplifica el mddulo del gen sin la MTS, con
yECitrine y URAS3 a partir de la cepa
BY4741-701.

JH 6

agaaaaaaaaggattctcacactagaagtttactgtag
actttttccttacaaaaagacaaggaacaatcATGCT
TAAGGACCCTTCCTCCAAGT

Fw Letras minusculas corresponden a 70pb rio
arriba del codén de inicio de LEU4; mayusculas
al oligonucleoétido JH5; negritas al codén de
inicio. Se agregan 70pb al médulo obtenido con
JH5y JH2.

JH7

CTACGGGACCCATCGGTAAAATATA

Fw Secuencia que amplifica 87pb rio abajo del
codon de inicio de LEU9. Junto con JH4 se
amplifica el moédulo del gen sin la MTS, con
yECitrine y URA3 a partir de la cepa
BY4741-702.

JH 8

cttgttttcggcttataagggtcttctccttaggataatactat
cggcacattatcatttagccgcgtagccATGCTACG
GGACCCATCGGTAAAATATA

Fw Letras minusculas corresponden a 70pb rio
arriba del coddn de inicio de LEU9; mayusculas
al oligonucledétido JH7; negritas al codén de
inicio. Se agregan 70pb al médulo obtenido con
JH7 y JH4.

JH9

AAAAAAGGATTCTCACACTAGAAGT

Fw Amplifica 66pb rio arriba del cod6n de inicio
de LEUA4. Confirmar la eliminacién de la MTS.

JH 10

GGCAGAGATTGGTTACCATCT

Rv Amplifica 227pb rio abajo del codén de inicio
de LEU4. Confirmar la eliminacion de la MTS.

JH 11

TGTTTTCGGCTTATAAGGGTCT

Fw Amplifica 70pb rio arriba del coddn de inicio
de LEU9. Confirmar la eliminacion de la MTS.
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Rv Amplifica 200pb rio abajo del codén de inicio

JH12 - |AAGTCAGTAGACAGCCAACG de LEU9. Confirmar la eliminacion de la MTS.
CTCACACTAGAAGTTTACTGTAGACTT Fw Amplifica 55pb .r|o arriba del codon de inicio
JH 13 de LEU4. Secuenciar el gen completo con
TTT
JH14.
Rv Amplifica 42pb rio abajo de yECitrine.
JH 14 |AATTGGGACAACACCAGTGAATAATT |Secuenciar el gen completo de las cepas
fusionadas con yECitrine.
Fw Amplifica 110pb rio arriba del codén de
JH15 |TGTTTTCGGCTTATAAGGGTCT inicio de LEU9. Secuenciar el gen completo con
JH14.
JH16  |TGAGTTGAATGTGTGTCATACTTGG | W Amplifica 370pb rio arriba del codon de
inicio de LEUA.
JH17 | TTTGTTTCAATTTCGTCACTAACCG Rv Amplifica 249pb rio abajo del codén de paro
de LEU4.
JH18 |TCATATTTTTCCATCTCTTTCGGCC | W Amplifica 253pb rio arriba del codon de
inicio de LEU9.
JH19  |ATTCGGATTCAGTTAAGATTATGCG Rv Amplifica 259pb rio abajo del codon de paro
de LEU9.
ACTAGAAGTITAGTGTAGHCTTTTTCCT| 1 MY Sl corbstinn « S0 o i
JH20 |TACAAAAAGACAAGGAACAATCgacatgg " o ’
aqacccanaatacectee amplifican el inicio del gen hphMX6 del
ggcceag plasmido pBSA4.
AAGTATAGRANTAMTAGAAGCGAATA [B4 OYREes o ren s i 1o 2o
JH21 |AGTCCTGAAATACAGAAAAGTTCcagtat . p . ’
ancaaccaqcaticacata amplifican el término del gen de hphMX6 del
9¢g 9 plasmido pBS4.
CATGITTGGCGGAGETCGMGGTARG ([ HeYEees S o ari ol e b
JH22 |AATGCTGCGGCATCTGGCTCTGCAgac | . . ) . o ’
atccccaaattaattaa minusculas 23pb rio arriba del inicio del gen
ggalceceaag CFP del plasmido pBS4.
AGGAAAGGAAGTAAATAAATAAGTATA [Rv Mayusculas 50pb rio abajo del codén de
JH 23 GAAATAAATAGAAGCGAATAAGTCCTG |término de LEU4, minusculas 22pb rio arriba del
AAATACAGAAAAGTTCagtatcgaatcgacag |codon de término del gen hphMX6 del plasmido
cagtat pBS4.
CTTGGGTAGAGAACTAAAATCAGATGA |Fw 502pb rio arriba del codén de término de
JH 24
G LEUA4.
GCGCGCGCGGCCGCTTATGCAGAGC ,
JH 25 CAGATGCCG Rv 3’ del gen LEUA.
JH 26 CAATTAGCTGACCATTATCAACAAAAT |Fw 189pb rio arriba del codon de término de

ACTC

yECitrine
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TCTTTGGATAAGGCAGATTGATAGGAT

Rv 116pb rio arriba del codon de término de

JH 27 A yECitrine
JH28  |AAGACCTATAGTGAGAGAGCAG c FW 41pb rio abajo del codén de inicio de URA3
de pKT175.
JH 29 GATGTTTACGTGAAAGTTCTAATAATG [Rv 259 rio abajo del codon de inicio de URA3
GTTC del plasmido pKT175.
FW 565pb rio abajo del coddn de inicio de
JH30 |GGTCAGACTAAACTGGCTGAC kanMX4 del plasmido pFAGA.
JH 31 TGAAGGAG CTCACCGAGGC Rv 316pb rio arriba del coddn de término del

gen kanMX4 del plasmido pFAGA.
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C. Plasmidos utilizados en este trabajo

El plasmido pBS4 se utilizd para obtener el gen de resistencia a higromicina para la
construccion de la cepa leu4A::hphMX6 LEUYcit-yECitrine.

Created with Gene®

(AmpR promoter|

(T7 promoter!

Figura 18. Plasmido pBS4. Tiene la proteina fluorescente cyan (CFP) y el marcador de seleccion que le
confiere resistencia a higromicina (hphMXG6). El plasmido se puede replicar en Escherichia coli y seleccionar
con ampicilina en este organismo.
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D. Estrategia de eliminaciéon de MTS

Para la obtencion de los médulos con los que se transformaron las cepas leu4A 'y leu9A
se sigui6 la estrategia mostrada en el esquema de la figura 19. Los oligonucleétidos
JH5 y JH7 corresponden al OligoA, JH2 y JH4 corresponden al OligoB mientras que
JH6 y JH8 corresponden al OligoC. Estos ultimos se utilizaron a una concentracién de
0.2uM debido a su longitud.

1°PCR:

Oligo A LEU4-yECitrine LEU9 / LEU4 LEU9-yECitrine
—
-
O Oligo B
MTS
Producto
de PCR:
2°PCR:
-~ OligoB
Producto o
de PCR: /
- =
Transformar en cepa: leud d::kanMX4 LEU9 /LEU4 leu9 4::kanMX4
LS o

Figura 19. Esquema de posicionamiento de los oligonucleétidos utilizados para amplificar los médulos con los que
se generaron las cepas con proteinas citosolicas.
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E. Comprobaciéon de mutantes por PCR

Las mutantes con las proteinas citosélicas LEU4cit LEU9, LEU4 LEUO9cit, leu4A
LEUYcity LEU4cit leu94 se comprobaron al comparar productos de PCR de la region 5’
del ORF de cada gen con los de la cepa LEU4 LEU9 (WT). La diferencia es de 90 y 87
pares de bases para LEU4 y LEU9 respectivamente.

Figura 21. Gel de productos de PCR de comprobacion.
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F. Construccion de cepa Leu4cit-CFP Leu9cit-yECitrine

Se construyeron las cepas: 1) LEUA4cit-yECitrine leu9A::kanMX4, 2) leu4A::natMX6
LEUYcit-yECitrine 'y 3) LEU4cit-CFP LEUYcit-yECitrine a partir de la cepa
leudA::natMX6 leu9A::kanMX4 que se encontraba previamente en el laboratorio. Una
vez que se realizaron las pruebas de velocidad de crecimiento se observo que la cepa
que se utilizé para transformar (leu4A::natMX6 leu9A::kanMX4) y dar origen a las tres
cepas mencionadas no presentaba el mismo fenotipo que la cepa leud4Aleu9A
reportada por Lépez et al. (2015), por lo que se decidié construir nuevamente las 3
cepas por distintas estrategias. Como consecuencia, la cepa que tiene las dos enzimas
(a-IPMs) en el citosol (LEU4cit LEU9cit) aun esta en proceso de construccion.
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10. APENDICES

A. Medios de cultivo

PD (medio de cultivo rico)

[final]
Extracto de levadura 109 1%
Peptona de caseina 2049 2%
Dextrosa anhidra 209 2%
Agar (s6lo medio sélido) 2049 2%
Agua bidestilada Aforara 1L
YPAD glicerol (medio para crioconservacion)

[final]
Extracto de levadura 10¢g 1%
Peptona de caseina 2049 2%
Dextrosa anhidra 20g 2%
Adenina 08g 0.008 %
Glicerol 300 mL 30 %
Agua bidestilada Aforara 1L
MM

[final]
Stock vitaminas 1000x 1mL 1x
Stock trazas 1000x 1mL 1Xx
Stock sales 50x 20 mL 1x
Dextrosa anhidra o etanol 20gomL 2%
Sulfato de amonio 59 0.5 %
Agar (s6lo medio sélido) 25¢ 25%

Agua bidestilada Aforara 1L



B. Obtencion de ADN genémico de Saccharomyces cerevisiae

Inocular 10 mL de YPD con una asada de la cepa. Incubar a 30°C, 250 rpm toda la
noche.

Centrifugar a 3,000 rpm por 2-5 min a temperatura ambiente (t.a.) para colectar las
células. Eliminar el sobrenadante.

Resuspender en 1 mL de H.O bidestilada que haya sido estéril y transferir a un tubo
de 1.5 mL (que haya sido estéril).

Centrifugar a 14,000 rpm por 5 s. Eliminar el sobrenadante.

Adicionar 200 pL de una solucién de: 2% Tritdbn X-100, 1% SDS, 100 mM NacCl, 100
mM Tris-HCI pH 8, 1 mM Na-EDTA (romper membranas).

Agregar 300 uL de Fenol (pH 8):cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), ésta debe
ser preparada al momento (limpiar ADN).

Agregar 0.3 g de perlas de vidrio a cada muestra.

Mezclar con vortex (maxima velocidad) por 5 min. Adicionar 200 uL de TE pH 8.
Centrifugar a 14,000 rpm por 5 min. Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL.
Agregar 400 uL de Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).

Centrifugar a 14,000 rpm por 5 min. Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL.
Repetir pasos 10y 11.

Agregar 1 mL de etanol al 100% + 10 pL de acetato de amonio 4M. Mezclar por
inversion.

Centrifugar a 14,000 rpm por 2 min. Eliminar el sobrenadante con pipeta hasta dejar
completamente seco.

Resuspender el pellet en 400 yL de TE + 10 pL de RNasa A (10 mg/mL). Incubar a
37°C por 30 min.

Agregar 1 mL de etanol al 100% + 10 pL de acetato de amonio 4M. Mezclar por
inversion.

Centrifugar a 14,000 rpm por 2 min. Eliminar el sobrenadante.

Lavar con 200 pL de etanol al 70% frio y dejar secar el pellet a t.a. por 30 min (o
hasta que esté completamente seco).

Resuspender en un volumen adecuado (50-100 pL) de H. O bidestilada que haya
sido estéril.

Cuantificar y mantener a -20 °C.
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C. Transformacion de S. cerevisiae con acetato de litio

* Todo en esterilidad

Inocular 10 mL de YPD con una colonia de la cepa a transformar. Incubar a 30°C,
250 rpm toda la noche.
Inocular 50 mL de YPD a una densidad 6ptica a 600 nm (DO so0onnm) de 0.2 - 0.25.
Incubar a 30°C, 250 rpm hasta alcanzar una DOsoonm de 0.5 - 0.6.
Colectar las células en un tubo de 50 mL y centrifugar a 3,000 rpm por 2-3 min a t.a..
Resuspender en 40 mL de H:O estéril, vortexear y volver a centrifugar para colectar.
Resuspender en 1 mL de H:O estéril y transferir a un tubo de 1.5 mL.
Recuperar células (14,000 rpm por 15 s) y descartar el sobrenadante.
Lavar con 1 mL de TE/LiOAc recién preparado. Recuperar células y descartar
sobrenadante.
Resuspender las células en 200 uL de TE/LiOAc (Resuspender con pipetay 3 s en
vortex).
Colocar 70 pL de células en 3 tubos de 1.5 mL (células a transformar + 2 controles).
Agregar 1 ug del producto de purificado de PCR y 100 ug de ADN acarreador.
o ADN acarreador: ADN de esperma de salmon, previamente sonicado. Hervir por
5 min e incubar en hielo por 5 min antes de utilizar.
Mezclar con vortex.
Adicionar 300 uL de PEG/TE/LIOAc al 50% recién preparado y mezclar con vortex.
Incubar a 30°C, 250-300 rpm, 30 min.
Someter a choque térmico a 42°C por 15 min (sin agitacion).
Para seleccion por auxotrofia:
o Colectar las células y resuspender en 200 uL de H:O estéril.
o Plaquear 100 pL de células en las cajas con medio (suplementado si es el caso).
o Poner aproximadamente 20 perlas de vidrio estériles para dispersar las células.
Removerlas cuando se haya secado la caja.
o Incubar a 30°C.
Para seleccion por antibiético:
o Preparar tubos falcon de 50 mL con 3 mL de YPD.
o Centrifugar células a 14,000 rpm, 30 s. Eliminar el sobrenadante con pipeta.
o Resuspender el botén celular en 1 mL de YPD y transferir al tubo con 3 mL de
YPD.
Incubar a 30°C por 3 horas a 250 rpm.
Colectar células por centrifugacion y resuspender en 400 uL de YPD.
Plaquear 100 pL de células en las cajas con medio (suplementado si es el caso).
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o Poner aproximadamente 20 perlas de vidrio estériles para dispersar las células.
Removerlas cuando se haya secado la caja.
o Incubar a 30°C.

Reactivos:
TE/LiOAc Vol. [Concentracidn
final]
H-.O 1.8 mL -
LIOAc 1 MpH 7.5 | 200 pL 100 mM
TrissHCI 1M pH 7.5 | 20 uL 10 mM
EDTA0.5M 4 uL 1 mM
PEG/TE/LiOAc Vol. [Concentracién
final]
PEG 50% 1.8 mL -
LIOAc1MpH 7.5 | 200 pL 100 mM
TrissHCI1MpH 7.5 | 20 uL 10 mM
EDTA0.5M 4 uL 1 mM
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D. Preparacion de muestras para observar en microscopio

Inocular con una colonia de cada cepa 10 mL de medio YPD. Incubar a 30 °C,
250 rpm toda la noche.

Inocular un matraz con 50 mL de medio minimo con glucosa o etanol como
fuente de carbono a una DOsoonm de 0.05 - 0.3.

Incubar a 30 °C, 250 rpm hasta alcanzar una DOsoonm de 0.7 - 1.

Preparar agarosa de bajo punto de fusién (LMP) al 1.5%.

En un tubo estéril colocar 1 mL de cultivo y afadir 1 yL de MitoTracker (Stock 1
mM), cubrir de la luz e incubar a 30°C en agitaciéon por 15 min.

Centrifugar las células a 12,000 rpm por 3 min. Descartar sobrenadante.
Resuspender en 1 mL de agua estéril y centrifugar a 12,000 rpm por 3 minutos.
Repetir este paso una vez mas.

Preparar porta y cubreobjetos (limpios y marcados).

Resuspender en 200 pL de agua.

Montar en los portaobjetos 2 pL de células + 30 yL de agarosa 1.5%.
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E. Extraccion de metabolitos intracelulares

Inocular 10 mL de YPD con una colonia de la cepa a usar. Incubar a 30 °C, 250 rpm
toda la noche.

Inocular un matraz de 50 mL con medio minimo (glucosa o etanol) a la DOsoonm
calculada para que llegue a las DOs o onm deseada en el tiempo establecido.
Colocar en tubos estériles de 50 mL y centrifugar a 3,000 rpm por 5 min. *Si se
requiere, puede guardarse el pellet a -70 °C overnight.

Resuspender el pellet en 2 mL de amortiguador HEPES 0.1 M pH 8 frio. Mantener en
hielo.

Poner en bafio Maria 5 min.

Transferir el contenido a 2 tubos de 1.5 mL. Centrifugar a 4 °C, 14,000 rpm, 15 min.
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 1.5 mL midiendo con la pipeta el
volumen total. Registrar el volumen.

Centrifugar a 13,000 rpm, 1 min.

Transferir 500 L del sobrenadante a otro tubo limpio y agregar 200 yL de HCIO. al
71% para precipitar proteinas.

Centrifugar a 13,000 rpm, 2 min. No separar el sobrenadante. *Si se requiere, puede
guardarse el tubo a -70 °C.

Neutralizar agregando 100 uL de KOH 22 M y posteriormente gotas de 10 yL hasta
alcanzar un pH 7 - 7.5. Mantener en hielo durante este paso.

Centrifugar a 14,000 rpm, 2 min.

Tomar el sobrenadante midiendo el volumen con la pipeta (registrar). Desechar el
precipitado (sales de KCIO4).

Guardar a -20 °C para su analisis por HPLC.
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