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Resumen

Generacion y caracterizacion de cepas mutantes en los genes BAT1, GDH1 y
ALT1 en Saccharomyces kluyveri: un modelo para el anélisis de la
divergencia funcional de genes duplicados

En Saccharomyces cerevisiae, BAT1 y BAT2, GDH1 y GDH3, ALT1 y ALT2 son
genes duplicados que se originaron como resultado del evento de duplicacion
ancestral del genoma completo (WGD por sus siglas en inglés). En este estudio
usamos a Saccharomyces kluyveri como organismo modelo de una levadura
"ancestral" para estudiar el destino evolutivo de los genes duplicados en S.
cerevisiae. Nos centramos en genes que codifican enzimas que participan en los
nodos de la glucdlisis que comunican la biosintesis y el catabolismo de los
aminoécidos. Los genes BAT1 y BAT2 codifican para transaminasas de
aminoécidos de cadena ramificada como valina, isoleucina y leucina (VIL), y
catalizan la biosintesis y el catabolismo de estos aminoacidos. GDH1 y GDH3
catalizan la sintesis de glutamato a partir de amonio y a-cetoglutarato. Y los genes
ALT1 y ALT2 estan involucrados en la biosintesis y catabolismo de alanina. En
este trabajo, se estandarizé un método para la transformacion de S. kluyveri para
generar las cepas mutantes batlA, gdhlA y altlA, y se determiné la velocidad de
crecimiento de estas mutantes en distintas fuentes de nitrégeno. Nuestros
resultados muestran que la proteina codificada por BAT1 en S. kluyveri participa
tanto en la sintesis como en el catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada.
Por otro lado, la cepa gdhlA no es auxétrofa de glutamato; sin embargo, su
velocidad de crecimiento disminuye con respecto a la cepa silvestre en todas las
condiciones ensayadas. Finalmente; la cepa altlA no es auxétrofa de alanina pero
su crecimiento se ve severamente afectado en presencia de alanina como Unica
fuente de nitrégeno. Con estas mutantes, podremos hacer ensayos de
complementacion heter6loga que nos permitan demostrar si existe una
divergencia funcional de las parejas de genes duplicados BAT1 y BAT2, GDH1 y
GDH3, ALT1y ALT2 en S. cerevisiae.

Palabras clave: S. kluyveri, metabolismo de aminoacidos, BAT1, GDH1, ALT1
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Abstract

Generation and characterization of Saccharomyces kluyveri mutant strains in
the BAT1, GDH1 and ALT1 genes: a model for the analysis of the functional

divergence of duplicated genes

In Saccharomyces cerevisiae, BAT1 and BAT2, GDH1 and GDH3, ALT1 and ALT2
are duplicated genes that originated as a result of the ancestral whole genome
duplication event (WGD). In this study, we use Saccharomyces kluyveri as a model
of “ancestral” yeast to study the evolutionary fate of duplicated genes in S.
cerevisiae. We focused on genes encoding enzymes involved in glycolysis nodes
that communicate biosynthesis and catabolism of amino acids. BAT1 and BAT2
genes encode for transaminases of branched chain amino acids like valine,
isoleucine and leucine (VIL), and catalyze the biosynthesis and catabolism of these
amino acids. GDH1 and GDH3 encode enzymes that catalyze the synthesis of
glutamate from ammonium and alpha-ketoglutarate. Finally, the ALT1 and ALT2
genes encode enzymes that are involved in the biosynthesis and catabolism of
alanine. In this work, we standardized a transformation protocol for S. kluyveri that
was used to generate the mutant strains batlA, gdhlA and altlA. We calculated
the specific growth rate for these mutants when grown under different nitrogen
sources. Our results show that the protein encoded by BAT1 is involved in the
synthesis and catabolism of branched chain amino acids. On the other hand,
gdhlA strain is not a glutamate auxotroph; however, its growth rate decreases in
all the conditions tested. Finally, the mutant strain alt1A is not an alanine auxotroph
but its growth rate is severely compromised in the presence of alanine as sole
nitrogen source. These mutants will be wused to perform heterologous
complementation assays in S. cerevisiae in order to determine if there is a
functional divergence between the duplicated genes BAT1 and BAT2, GDH1 and
GDHS3, ALT1 and ALT2.

Keywords: S. kluyveri, amino acid metabolism, BAT1, GDH1, ALT1.



Introduccion

Saccharomyces kluyveri es una levadura que se aislo por primera vez del
canal intestinal de Drosophila, y se describi6 como S. kluyveri en 1956 (Phaff et
al.,, 1956). Como S. kluyveri tiene estrecha relacion filogenética con varias
especies de otros géneros de levaduras como Kluyveromyces vy
Zygosaccharomyces, se propuso asignar a esta especie en el género Lachancea
(Kurtzman, 2003) que inclusive, algunos autores se refieren a esta levadura
como Lachancea kluyveri. Sin embargo, su habitat no ha sido ampliamente
caracterizado. Se han descrito hasta la fecha s6lo 30 aislados de esta levadura
recolectada de especies de Drosophila en el norte de América, del suelo en

Europa, y de varias especies de arboles en la India y América del Norte.

En contraste con Saccharomyces cerevisiae, una levadura fermentadora
por excelencia, S. kluyveri utiliza la fermentacion en condiciones limitantes de
oxigeno y degrada los azUcares tiempo después de la adicién de glucosa al
medio; es decir, es menos fermentativa. Debido a esta caracteristica sobre el
uso de la glucosa, S. kluyveri se esta convirtiendo en un organismo modelo para
aplicaciones industriales, tales como la produccién de proteinas en condiciones
limitadas de glucosa (Mgller et al.,, 2004). Otro aspecto interesante del
metabolismo de S. kluyveri es que, a diferencia de otras especies de la familia
Saccharomycetaceae, puede utilizar pirimidinas y sus productos de degradacién
como su Unica fuente de nitrdgeno (Gojkovic et al., 1998). Ademas, los analisis
filogenéticos de Fitzpatrick y colaboradores en el 2006 demostraron que este
organismo esta relacionado con un grupo de levaduras que no pasé por el
evento de duplicacion del genoma completo (WGD), como Kluyveromyces lactis
y Kluyveromyces waltii (Fitzpatrick et al., 2006).

En el presente estudio usamos a S. kluyveri como organismo modelo de
una levadura "ancestral® para estudiar el destino evolutivo de los genes
duplicados en S. cerevisiae, ya que alrededor del 16% del genoma de S.
cerevisiae esta constituido por genes presentes en dos copias. Este fenémeno

deriva de un evento de duplicacibn de todo el genéma ocurrido hace
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aproximadamente 150 millones de afios. Este evento de duplicacion fue
precedido por la pérdida masiva de algunos de los genes duplicados (Kellis et
al.,, 2004; Wolfe y Shields, 1997). En particular, nos centramos en genes
duplicados que codifican enzimas que participan en los nodos de la glucdlisis
gue comunican la biosintesis y el catabolismo de los amino&cidos. En S.
cerevisiae, BAT1 y BAT2, GDH1 y GDH3, ALT1 y ALT2 son parejas de genes
duplicados que se originaron como resultado del evento de duplicacion ancestral
del genoma completo (WGD por sus siglas en inglés) (Kellis et al., 2004; Wolfe y
Shields, 1997). Los genes BAT1l y BAT2 de S. cerevisiae codifican
transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada como valina, isoleucina y
leucina (VIL), y catalizan el ultimo paso en la biosintesis y el primer paso en el
catabolismo de estos aminoacidos. GDH1 y GDH3 catalizan la sintesis de
glutamato a partir de amonio y a-cetoglutarato, y los genes ALT1 y ALT2 estan

involucrados en el proceso de biosintesis y catabolismo de alanina.

En este trabajo, estandarizamos un método de transformacion eficiente
para S. kluyveri utilizando diferentes plasmidos de S. cerevisiae, S. kluyveri y
Kluyveromyces lactis, y analizamos la expresion heterdloga del gen URA3 como
evidencia de células transformantes crecidas en medio minimo sin uracilo.
También analizamos la funcionalidad y estabilidad de las secuencias ARS4 y
CENG de S. cerevisiae presentes en el plasmido pRS416-HPH-URAS.

Ya con el protocolo de transformacion para S. kluyveri, obtuvimos y
caracterizamos las cepas mutantes en los genes BAT1, GDH1 y ALT1. Con
estas mutantes, se analizara el posible caracter bifuncional de los genes
ortdlogos en S. kluyveri y si la funcién de estos ha sido redistribuida en los genes

paralogos de S. cerevisiae.



Resultados

Transformacion de Saccharomyces kluyveri por electroporacion.

La técnica de transformacion por acetato de litio, empleada en nuestro
laboratorio para transformar a S. cerevisiae, resulto ineficiente para transformar
la cepa de S. kluyveri con DNA plasmidico episomal, ya que no se obtuvieron
células transformantes con este método. Con el fin de encontrar un mejor
protocolo de transformacion para S. kluyveri realizamos la estandarizacién del
método de electroporacion descrito para la transformacion de Hansenula
polimorpha (Faber et al., 1994) (Ver Materiales y Métodos). Se probaron dos
condiciones (Tabla 1), las cuales fueron seleccionadas con base en las
caracteristicas de resistencia de H. polimorpha para sobrevivir a un pulso de

voltaje de hasta 9 milisegundos (ms) (Faber et al., 1994).

Como se observa en la Tabla 2, la cepa Y156 de S. kluyveri transformada
con el plasmido pRS416-HPH-URAS3 construido en este trabajo (ver Tabla S1)
presenta una eficiencia de transformacion de 29,133 (0.1%) células
transformantes por ug de DNA a 1.5 kV; 25 mF; 500 Q (condicién 2). En las
mismas condiciones, la cepa W303 de S. cerevisiae muestra una menor
eficiencia de transformacién con 1,800 (0.003%) colonias por ug de DNA (Tabla
2).

Una vez establecidas las condiciones de electroporacion, con la finalidad
de confirmar nuestro protocolo, decidimos probar dos plasmidos adicionales.
Con el plasmido P1018 (disefiado para la expresion de proteinas en S. kluyveri)
(Rasmussen et al.,, 2011) y el plasmido YEpKD352 de K. lactis (Laboratorio
Roberto Coria), obtuvimos 1.2 x 10° y 5.5 x 10 colonias transformantes por ug

de DNA, respectivamente (Tabla 2).

Con las transformantes de S. kluyveri con el plasmido pRS416-HPH-
URA3 nos propusimos evaluar la estabilidad del plasmido y determinar la
probabilidad de que este plasmido se mantuviera en las células en ausencia de

presion selectiva del medio. Analizamos la funcionalidad de las secuencias de
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replicacion auténoma (ARS4) y centromérica (CEN6) de S. cerevisiae que
contiene el plasmido pRS416-HPH-URA3 en S. kluyveri (ver Materiales y
Métodos). El 62.3% de las células de S. cerevisiae W303 mantienen el pRS416-
HPH-URA3 mientras que soélo el 0.08 % de las células de S. kluyveri Y156 lo
retiene (Tabla 3). Esto indica que las secuencias CEN6-ARS4 de S. cerevisiae
presentes en pRS416-HPH-URA3 no le proporcionan estabilidad al pldsmido en
S. kluyveri, por lo que se pierde después de quitar la presion selectiva del medio

con una mayor facilidad que en S. cerevisiae.

Estos resultados fueron parte de una estrategia para generar las mutantes
en S. kluyveri, donde se pretendia establecer qué elementos contenidos en los
plasmidos nos serian utiles en futuros experimentos ya que no se sabe con
exactitud qué elementos de S. cerevisiae funcionen correctamente en S.
kluyveri, por lo cual una vez estandarizado el método de electroporacién y
decida la estrategia de delecion de genes se procedid a construir los médulos
knock—out para hacer las mutantes nulas en los genes BAT1, GDH1 y ALT1 de

S. kluyveri.



Tabla 1. Condiciones de electroporacion evaluadas para la cepa S. kluyveri
Y156.

Condicién DNA (1 ug)

0.9 kV; 25 uF; 500 Q
PRS416-HPH-URA3

1.5 kV; 25 uF; 500 Q

Condiciones de transformacion evaluadas con pRS416-HPH-URA3. Estas
condiciones se evaluaron en Gene Pulser Xcell™. *kV: kilovoltios, pF:
microfaradios, Q: Ohms.




Tabla 2. Eficiencia de transformacion de las cepas Y156 de S. kluyveri y W303 de S. cerevisiae.

S. kluyveri

S. cerevisiae

N° de transformantes

N° de transformantes

. N° de células % de células N° de células % de células
Plasmido (1 ug) inicial i f q inicial f d
iniciales (UFC) ransformadas iniciales (UFC) transformadas
pRS416-HPH-URA3 2.3x10’ 29,133 0.1 5.1x 10" 1800 0.0003
P1018 5.32x 10’ 1,210,000 2.2 2.08 x 10° 350 0.0016
pPKD352 1.45 x 10° 55,333 0.3 1.6 x 10’ 160 0.0010

Las células se electroporaron con la condicién a 1.5 kV descrita en la Tabla 1. La eficiencia de transformacion se determind con

base en el numero de células seleccionadas en medio sin uracilo. Las UFC (unidades formadoras de colonias) se estimaron

basadas en diluciones logaritmicas sembradas en medio minimo sin uracilo (colonias transformantes por ug de DNA) y en medio

rico YPD (numero de células que sobreviven al pulso eléctrico (nimero de células inicial).




Tabla 3. Estabilidad del plasmido pRS416-HPH-URAS3 en las cepas Y156 de S.

kluyveri (Sk) y W303 de S. cerevisiae (Sc).

Diluciones logaritmicas

Porcentaje de células que retienen el

Calaia seriadas
plasmido pRS416-HPH-URA3
103 10* 10°
Sk1 30 3 -
Sk2 40 4 -
Sk3 50 5 - 0.08 %
Sk4 30 3 -
Sk5 10 1 -
Scl 940 94 4
62.3 %
Sc?2 770 77 14

El porcentaje de células que retienen el plasmido esta calculado con respecto a: 4.7 x 10° células

para S. kluyveri Y156 y 1.5 x 10° células de S. cerevisiae W303 como el 100 % de células. Las

células se crecieron en YPD + Higromicina 200 pug/ml, se sembraron dos veces consecutivas en

medio YPD sin antibidtico y se resembraron en diluciones logaritmicas seriadas en YPD +

Higromicina 200 pug/ml donde se determinaron las UFC y se calcul6 el porcentaje de células que

retuvieron el plasmido con respecto al 100% de células estimadas en un control sin antibi6tico.




Construccion de las mutantes batlA, gdhlAy altlA de S. kluyveri.

La cepa mutante batlA de Saccharomyces kluyveri se construyé mediante
reemplazo por doble recombinacién homologa del gen BAT1 con el mdédulo
KanMX4 (Wach et al, 1994) que confiere resistencia al antibiético
geneticina/G418 (Tabla S1) (ver Materiales y Métodos). Las transformantes se

seleccionaron en YPD + geneticina (200 ug/ml) (Tabla S1).

La cepa mutante gdhlA y la cepa mutante altlA de S. kluyveri se
construyeron mediante reemplazo por doble recombinacion homoéloga del gen
GDH1 y ALT1 respectivamente por el médulo URA3 gue restaura la prototrofia a
uracilo (Tabla S1) (ver Materiales y Métodos). Las transformantes se

seleccionaron en medio minimo con amonio sin uracilo (Tabla S1).

Todas las mutantes aisladas se purificaron en medio selectivo de acuerdo
al marcador de seleccion con el cual fueron generadas para su posterior
caracterizacion en los medios correspondientes. Se verifico la correcta insercién
de los médulos por PCR con deoxioligonucleétidos dentro del constructo y con
deoxioligonucledtidos externos dirigidos al genoma de S. kluyveri (Tabla S2).



Caracterizacion fisiolégica de las mutantes
Saccharomyces kluyveri bat1A

Las aminotransferasas son enzimas que catalizan reacciones reversibles,
gue participan tanto en la sintesis como en el catabolismo de aminoéacidos. Las
aminotransferasas Batl y Bat2 de Saccharomyces cerevisiae participan en el
metabolismo de valina, isoleucina y leucina (VIL) (Colon et al., 2011). Para
analizar el papel fisiolégico del gen BAT1 en S. kluyveri, determinamos la
velocidad especifica de crecimiento en medios que promueven la sintesis o el
catabolismo de VIL en la cepa mutante batlA. La cepa silvestre y la cepa
mutante se crecieron en medio rico YPD y en medio minimo con diversas
fuentes de nitrégeno. Para esto se realizaron curvas de crecimiento con el

equipo Bioscreen C MBR (ver Materiales y Métodos).

Como se observa en la Figura 1, la mutante batlA en YPD tiene una
velocidad especifica de crecimiento (u) ligeramente menor que la cepa silvestre
(WT). En medio minimo con amonio (NH4") (0.2% peso/volumen) la mutante
batlA fue incapaz de crecer (Fig. 1). Esto nos indica que la cepa S. kluyveri
mutante batlA no puede biosintetizar los aminoacidos valina, leucina e
isoleucina, puesto que una cepa de S. cerevisiae doble mutante batlA bat2A es
auxotrofa de VIL y crece solo con la adicion exdgena de los tres aminoacidos
juntos (Coldn et al., 2011), asumimos que el fenotipo de S. kluyveri batlA es
debido a la incapacidad de biosintesis de VIL. Por otra parte, cuando crecemos
a estas cepas en medio minimo con VIL como Unica fuente de nitrégeno vemos
gue la velocidad especifica de crecimiento de la mutante batlA es 50% menor
gue la de la cepa silvestre. Dado que la cepa mutante puede crecer en presencia
de VIL como fuente de nitrogeno, esto significa que existen otra via (o vias) para
la degradacion de VIL independiente de BATL1. Finalmente, al crecer a estas
cepas en medio minimo con NH;" y VIL, la mutante batlA crece igual que la

cepa silvestre. Estos resultados indican que la enzima codificada por el gen



BAT1 de S. kluyveri participa principalmente en la biosintesis de VIL, sin

embargo también tiene una participacion catabolica para la degradacion de VIL.
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Figura 1. Velocidad de crecimiento de Ias cepas WT y batlA de S. kluyveri en

H (h-1)

diferentes fuentes de nitrégeno. La cepa mutante batlA y la cepa WT se cultivaron en
medio rico YPD, en medio minimo con glucosa como fuente de carbono y amonio como
fuente de nitrogeno (NH;"), en medio minimo en presencia de Valina, Leucina e
Isoleucina (VIL) y en medio minimo con amonio mas VIL (NH," + VIL). Las células se
incubaron a 28 °C en el lector de placas Bioscreen C, usando 300 ul de cultivo por cada
muestra. A partir de las curvas de crecimiento, se determiné la velocidad especifica de
crecimiento (u). La grafica muestra las velocidades de crecimiento especificas de las
cepas en el eje de la X (parte superior), en los medios respectivos indicados en el
mismo eje (parte inferior). La barra de error indica la desviacion estandar del error
(DE/W/n x 3) de las cuatro muestras por duplicado analizadas, se grafico el promedio de

todas las curvas. (N/D: No Detectable).
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Saccharomyces kluyveri gdhlA

S. cerevisiae tiene dos vias para llevar a cabo la sintesis de glutamato; de las
cuales una de ellas esta mediada por dos isoformas de la glutamato
deshidrogenasa, codificadas por GDH1 y GDH3 (Avendafio et al., 1997; Moye et
al., 1985). Los estudios de regulacion realizados para caracterizar a GDH1 y
GDH3 indican que la célula utiliza las isoformas codificadas por estos genes bajo
diferentes condiciones de crecimiento (DeLuna et al., 2001). Esta expresion
diferencial es 0til en nuestro estudio para establecer la relacion de divergencia
funcional del gen ortélogo GDH1 de S. kluyveri (Byrne y Wolfe, 2005). Para
determinar si existe una bifuncionalidad adquirida en GDH1 posterior al WGD en
S. cerevisiae, se evaluo el crecimiento de la cepa mutante en el gen gdhlA de S.
kluyveri en medio rico o en medio minimo en presencia de amonio, glutamico y

amonio mas glutamico como unicas fuentes de nitrégeno (Fig. 2),.

Tanto la cepa silvestre como la mutante gdhlA presentan la misma
velocidad de crecimiento en medio rico YPD. En cambio, tanto en medio minimo
con amonio como unica fuente de nitrdgeno como en medio minimo con 0.1% de
glutamato como Unica fuente de nitrdgeno, en ambos medios se reduce la
velocidad de crecimiento de la mutante gdhlA. Finalmente, en el medio minimo
con amonio y 0.1% de glutamato hay un ligero incremento en la velocidad de
crecimiento comparado con la velocidad de crecimiento con solo amonio o
glutamato. Estos datos sugieren que GDH1 se requiere para la biosintesis y
catabolismo de glutamato, sin embargo, no es el Unico gen que participa en la
biosintesis y catabolismo de este aminoacido.
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Figura 2. Velocidad de crecimiento de las cepas WT y gdhlA de S. kluyveri en
diferentes fuentes de nitrégeno.. La cepa mutante gdhlA y la cepa WT se crecieron
en YPD y en medio minimo como esta descrito en la leyenda de la Figura 2 pero se

utilizé amonio, glutamico o amonio mas glutamico como Unicas fuentes de nitrégeno.
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Saccharomyces kluyveri alt1A

Para determinar si Altl en S. kluyveri presenta la funcion de alanina
aminotransferasas, como se ha reportado para S. cerevisiae (Garcia-
Campusano et al.,, 2009) se evalud la velocidad de crecimiento de la cepa
silvestre y de la mutante altlA en YPD y en medio minimo con amonio, alanina y
amonio + alanina como unicas fuentes de nitrogeno (Fig. 3). La cepa mutante
altlA en YPD crece casi a la misma velocidad que la cepa silvestre. Por otro
lado, en medio minimo con NH," la cepa mutante alt1A disminuye ligeramente
su velocidad de crecimiento comparada con la silvestre. En cambio, en medio
con alanina como Unica fuente de nitrdgeno la cepa mutante altlA tiene una
dramatica disminucién en su velocidad de crecimiento hasta una cuarta parte
comparada con la silvestre, indicando que la actividad de Altl en S. kluyveri
tiene un papel principalmente catabdlico en la utilizacién de alanina como fuente
de nitrégeno (Fig. 3). En presencia de NH4' y alanina la mutante crece mejor
pero no recupera los niveles de crecimiento que tiene la cepa silvestre. Estos
resultados indican que ALT1 codifica para una enzima que tiene una
participacion principalmente catabdlica en S. kluyveri y sugieren también la

presencia de una via biosintética independiente de ALT1.
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Figura 3. Velocidad de crecimiento de las cepas WT y altlA de S. Kluyveri en
diferentes fuentes de Nitr6geno. La cepa mutante altlAy la cepa WT se cultivaron en
YPD y en medio minimo como esta descrito en la leyenda de la Figura 2, pero se utilizd

amonio, alanina o amonio mas alanina como Unicas fuentes de nitrégeno.
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Discusion
Estandarizacion del método de electroporacion.

En este trabajo estandarizamos el método de transformacion por electroporacion
de S. kluyveri. Transformar esta levadura es un paso critico para la obtencién
de mutantes. Ademas, establecimos las condiciones de transformacion para

poder construir mutantes nulas de los genes de interés.

Los ensayos de transformacién nos proporcionaron también informacion
sobre la expresion heteréloga del gen URA3 de S. cerevisiae, el cual
complementa eficientemente la auxotrofia a uracilo en las cepas transformadas.
Esto nos permite usar pldsmidos o casetes que lleven el gen de S. cerevisiae
.URA3 como una herramienta util para la generacién de mutantes en S. kluyveri.
Ademas, el marcador de resistencia a higromicina, hph de Klebsiella pneumonie,
gue se expresa a partir del promotor PGK1 de S. cerevisiae y con un terminador
3'UTR del gen HIS3 de Candida glabrata (incluido en pRS416-HPH-URA3), nos
permiti6 saber que estos elementos son funcionales en S. kluyveri ya que las

colonias transformantes son higromicina resistentes.

Por otro lado, al evaluar la estabilidad del plasmido pRS416-HPH-URA3
en S. kluyveri determinamos que las secuencias ARS4 y CENG6 de S. cerevisiae
presentes en el este plasmido no son funcionales en S. kluyveri ya que el
plasmido se pierde en ausencia de la presion selectiva. Estos resultados
confirman que las secuencias ARS de S. kluyveri no son funcionalmente iguales
a las secuencias ARS en S. cerevisiae. Nuestros datos concuerdan con lo
descrito sobre las secuencias ARS de S. kluyveri, ya que se ha observado que
se requieren de secuencias en cis mucho mas grandes para que funcionen
como secuencias de replicacion autonoma, una caracteristica muy diferente con

lo que sucede en S. cerevisiae (Liachko et al., 2011).
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Caracterizacion fisiolégica de las cepas mutantes

La caracterizacion fisiolégica de la mutante batlA de S. kluyveri sugiere, de
acuerdo a las velocidades de crecimiento observadas, que la enzima codificada
por este gen tiene un papel de caracter biosintético en presencia de amonio
como Unica fuente de nitrégeno y de tipo catabdlico para el medio adicionado
con VIL. Sin embargo, la degradacion de VIL no es completamente dependiente
de BAT1 ya que la mutante batlA, puede aun crecer en presencia de estos
aminoacidos. Proponemos que esta capacidad de crecer en VIL como Unica
fuente de nitrégeno se debe a una ruta alterna para la degradacion de estos
aminoécidos la cual no se ha descrito hasta el momento. En cambio, se sabe
gue para Kluyveromyces lactis, otra levadura que no pas6 por el evento de
duplicacion completa del genoma, la mutante en el gen KIBAT1 es auxoétrofa de
aminoacidos de cadena ramificada y tampoco puede degradar VIL (Colon et al.,
2011). Es decir que en K. lactis no existe una ruta alterna para la degradacion
VIL como lo observamos para S. kluyveri. En S. cerevisiae se sabe que la
biosintesis y el catabolismo de VIL estan regulados por BAT1 y BAT2 ya que
una doble mutante en estos genes no es capaz de crecer en un medio con VIL o
con amonio como Unicas fuentes de nitrogeno. Estas funciones en S. cerevisiae
se han dividido entre las dos enzimas Batl y Bat2, sin embargo, Batl es
principalmente biosintética mientras que Bat2 es principalmente catabdlica
(Colbn et al., 2011). Seré interesante saber si el gen BAT1 de S. kluyveri puede
complementar en S. cerevisiae tanto la funcién catabdlica como la funcion
biosintética en mutantes sencillas batlA y bat2A y en la doble mutante batlA
bat2A. Dado que ya contamos también con la mutante batlA de S. kluyveri,
podemos hacer ensayos de complementacion heteréloga con los genes BAT1 y
BAT2 de S. cerevisiae (Montalvo, 2012).

Por otra parte, la mutante gdhlAdeS. kluyveri no es auxotrofa de
glutamato, aunque la velocidad de crecimiento disminuye considerablemente
con respecto a la cepa silvestre, por lo que nuestro resultado indica que existe

una segunda via que compensa la ausencia de GDH1 en S. kluyveri. Es
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probable que esta segunda via sea, como en el caso en S. cerevisiae, la acciéon
concertada de la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT),
codificadas por los genes GLN1 y GLT1, respectivamente. En S. cerevisiae se
sabe que en condiciones de limitacion de amonio, la actividad de GS y GOGAT
compensan la ausencia de GDH1l en una cepa que carece de este gen
(Avendanio et al, 1997). Sin embargo, una doble mutante que carece de GDH1 y
GLT1 es todavia capaz de crecer en amonio como Unica fuente de nitrégeno,
dado que puede sintetizar glutamato a través de GDHS3, el paralogo del gen
GDH1. Para obtener una cepa auxotrofa de glutamico se requiere una triple
mutante gdhlA gdh3A gltlA (Avendafio et al., 1997). En el genoma de S.
kluyveri hay solamente un gen GDH1. El crecimiento de la mutante gdhlA tanto
en amonio como en glutdmico, puede deberse a la presencia del sistema GLN1-
GLT1. Sabemos que S. kluyveri cuenta con ortélogos sinténicos para ambos
genes aunque hasta la fecha no han sido caracterizados (Byrne y Wolfe, 2005).
Sin embargo, aun con la existencia de GLT1 no podemos explicar por qué una
mutante gdhlA crecida en presencia de amonio y glutamico no recupera la
velocidad de crecimiento de la cepa silvestre. Se sabe que en K. lactis,
mutantes sencillas gdhlA o gltlA pueden crecer en glucosa y amonio como
Unica fuente de nitr6geno. Esto sugiere que para obtener una cepa auxoétrofa de
glutdmico se requiera la doble mutante gdhlA gltlA (Romero et al., 2000).
Necesitamos por lo tanto realizar mas estudios sobre la asimilacion de amonio y
la degradacion de glutdmico en esta levadura no convencional. Una primera
aproximacion seria la obtencién de una mutante gltlA asi como la doble mutante

gdhlA glt1A, la cual esperariamos que fuese auxétrofa de glutamico.

Por ultimo, la mutante altlA de S. kluyveri presenta una menor velocidad
de crecimiento respecto a la cepa silvestre tanto en amonio, en alanina y en
amonio con alanina. Observamos que la cepa mutante altlA tiene una velocidad
de crecimiento casi del 30% menor con respecto a la WT en el medio con
amonio, lo que sugiere un papel biosintetico para ALT1 en esta condicion. Sin

embargo, no es la Unica via que tiene la célula para sintetizar alanina en
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presencia de glucosa como fuente de carbono. Este resultado es distinto a lo
gue se ha observado para S. cerevisiae en donde las mutantes sencillas altlA y
alt2A asi como la doble mutante alt1lA alt2A no tienen fenotipo cuando se crecen
en glucosa y amonio como Unica fuente de nitrégeno (Garcia-Campusano et al.,
2009). Se ha propuesto que bajo estas condiciones de fermentacion y
respiracion, la biosintesis de alanina probablemente pueda llevarse a cabo a
través de la via de la glutamina aminotransferasa y la w-amidasa (Soberon et al.,
1989). Sin embargo, aunque se ha demostrado de manera enzimética de la
existencia de esta via, actualmente se desconoce cudles son los genes que
codifican para estas enzimas. Un experimento interesante, ahora que contamos
con un meétodo de transformacién para S. kluyveri, es de aislar una cepa
auxotrofa de alanina a partir de la cepa altlA mediante un escrutinio de mutantes

generadas al azar por recombinacion no homoéloga con un plasmido.

La velocidad de crecimiento de una cepa altlA crecida en medio con
alanina como Unica fuente de nitrGgeno es cuatro veces menor respecto a la
cepa silvestre. Este resultado sugiere que la actividad principal de la enzima Altl
es para degradar alanina. Existe todavia en esta condicibn un poco de
crecimiento en la mutante altlA, lo que sugiere que deben de existir una 0 mas
vias para degradar alanina. Estos datos son diferentes con lo que se ha
observado en S. cerevisiae en donde una mutante altlA es incapaz de crecer en

alanina como Unica fuente de nitrdgeno (Garcia-Campusano et al., 2009).

Una observacion interesante derivada de nuestros datos es que la via
alterna para la biosintesis de alanina cuando las células se crecen en amonio
como Unica fuente de nitrégeno, parece reprimirse en presencia de una baja
concentracion de alanina. En medio minimo con amonio y 0.01% de alanina, el
crecimiento de la cepa mutante es la mitad de lo observado para la cepa
silvestre, lo cual es menor a lo observado en amonio como Unica fuente de
nitrégeno (la reduccion es de menos del 30%), ademas; la mutante batlA no se
recupera a pesar de la adicién de alanina a mayor concentracion (Ala 0.1%) en

un medio con amonio (datos no mostrados), por lo que puede haber un mal
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transporte del aminoacido o bien Altl esta involucrado en rutas metabdlicas
independientes al metabolismo de alanina. Esto nos puede indicar que la via por
la cual se sintetiza alanina en medio minimo con amonio como fuente de
nitrégeno se encuentra regulado por la presencia de alanina en el medio. Por lo
tanto, encontramos que para S. kluyveri el gen ALT1 puede biosintetizar alanina
en presencia de amonio como fuente de nitrégeno asi como degradar alanina
cuando ésta es la Unica fuente de nitrégeno disponible. Sin embargo, no son las

Unicas vias que tiene esta levadura para producir o usar la alanina.

En conclusion, desarrollamos un protocolo de transformacion eficiente
para poder introducir DNA superenrollado y lineal para generar mutantes por
recombinacién homéloga en S. kluyveri. Con la obtencion y caracterizacion de
las mutantes alt1lA, gdhlA, y batlA tenemos el material para poder estudiar con
mayor detalle la divergencia funcional de estos genes duplicados en S.
cerevisiae. Podemos realizar con estas mutantes ensayos de complementacion
heter6loga funcional con los genes ortlogos de S. cerevisiae en S.kluyveri.
Podremos demostrar si hay especializacion de funciones en los genes de un

organismo gue evoluciond a través de la duplicacion completa de su genoma.
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Materiales y Métodos

Transformacién de Saccharomyces kluyveri por electroporacion.

Se crecio toda la noche un cultivo en YPD de la cepa a electroporar, al dia
siguiente se inoculé un matraz con 25 ml de medio fresco YPD a una ODggonm=
0.25. Después de entre 3 a 4 horas, cuando las células alcanzaron una ODgoonm
entre 0.8-1.0, éstas se recuperaron por centrifugacion (4000 G/ 10 min) y fueron
resuspendidas en 5 ml de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.5 que contenia
dithiothreitol (DTT) 25 mM. Las células se incubaron 15 minutos a 37 °C con
agitaciéon a 200 rpm. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con
buffer de electroporacion STM (sacarosa 270 mM, Tris-HClI 10 mM pH 7.5y
MgCl, 1 mM). Primero se lavaron con un volumen de 25 ml de STM y después
con 12.5 ml de STM. Se recuperaron las células por centrifugacién (4000 G/ 10
min) y se desecho el buffer STM, las células fueron resuspendidas en 190 pul de
STM. Se transfirieron 60 ul de la suspension de células a tubos eppendorf de
1.5 ul, se adicion6 1 ng de DNA por cada tubo y se transfirié la mezcla a una
celda para electroporaciéon de 2 mm pre-enfriada para su pulso eléctrico en el
Electroporador “Gene Pulser Xcel™ usando 1.5 kV; 25 uF; 500 Q. Las células
fueron recuperadas en 1 ml de YPD vy transferidas a tubos Falcon para incubar
1:30 h a 30 °C a 200 rpm. Posteriormente, la suspension de células se llevo a
tubos eppendorf y se resuspendié en 100 ml de agua miliQ estéril. El total de
células se sembraron en los medios selectivos correspondientes. Las colonias

aparecieron entre los 3 a 4 dias.

Se realizaron ensayos de eficiencia de transformacion con el plasmido
pRS416-HPH-URA3 (Ver Tabla S1) bajo dos condiciones de electroporacion.
Las células transformadas se seleccionaron en MM + NH," sin uracilo ya que las
cepas Y156 de S. kluyveri y W303 de S. cerevisiae, son auxétrofas de uracilo.
Las células transformadas con pRS416-HPH-URA3 se crecieron también en
medio rico, YPD Hig 200 [200 ug/ml de higromicina], para evaluar la expresion
en S. kluyveri del gen HPH regulado por el promotor PGK1 de S. cerevisiae y

con el terminador del gen HIS3 de Candida glabrata.
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Andlisis de la estabilidad del plasmido pRS416-HPH-URA3 en S. kluyveri
Y156

La cepa Y156 de S. kluyveri transformada con el plasmido pRS416-HPH-URAS,
se crecio por varias generaciones en ausencia de presion selectiva en el medio y

posteriormente se determind la frecuencia con la que el plasmido se perdio.

Se tomaron 5 colonias de la cepa Y156 de S. kluyveri transformada con el
plasmido pRS416-HPH-URA3 y 2 colonias de la cepa de S. cerevisiae W303
transformada también con el plasmido pRS416-HPH-URA3 como control (Tabla
3). Las cepas se estriaron en cajas de medio YPD sin seleccion y se incubaron
durante tres dias a 28°C. Después de este periodo de incubacion, se volvié a
estriar en cajas de YPD. Posteriormente, colectamos las células de las cajas y
lavamos a las células con agua destilada estéril y ajustamos la concentracion de
las mismas a una ODgoonm de 0.8 en 1 ml de agua destilada estéril (4.7*108
células para la cepa Y156 de S. kluyveri y 1.5*108 células para la cepa W303 de
S. cerevisiae, estos numeros los consideramos como el 100 % de las células).
Para contar las unidades formadoras de colonia (UFC) para cada transformante,
realizamos diluciones seriadas y sembramos 100 ul de la suspension de células
de cada dilucién en cajas de YPD y YPD Hig 200 [200 pg/ml de higromicina]
(Tabla 4).

Construccién de mutantes

La cepa mutante de S. kluyveri batlA se construyé0 mediante reemplazo por
recombinacién homéloga del gen de interés por el médulo KanMX4 (Wach et al.,
1994) que confiere resistencia al antibiotico geneticina/G418. Para generar la
mutante sencilla batlA se amplific6 el casete KanMX4 con los
deoxioligonucleotidos 84 y 85 utilizando como molde al plasmido pKanMX
(Tablas S1y S2). EI médulo amplificado contiene al casete KanMX4 flanqueado
en el extremo 5 por 1000 pb del UTR 5’ del gen BAT1 y en el extremo 3’ esta
flanqueado por 963 pb del UTR 3’ del gen BAT1. El modulo (3431 pb) se
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amplificd del plasmido pJB3 por PCR usando los oligos 95 y 98, se purifico
mediante el protocolo para purificacion de fragmentos de DNA en gel “Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System” siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez purificado, se transformo a la cepa silvestre S. kluyveri Y156 con 1 ug
del constructo, usando el protocolo de transformacion de levadura por
electroporacién descrito en este trabajo. Las transformantes se seleccionaron en
YPD geneticina (200 pg/ml).

La cepa mutante S. kluyveri gdhlA se construyé mediante reemplazo por
doble recombinacién homodloga del gen de interés por el médulo URA3 que
restaura la prototrofia por uracilo en las cepas mutantes. El médulo amplificado
contiene el casete URA3 flanqueado en el extremo 5’ por 1kb del 5’ UTR del gen
GDH1 vy en el extremo 3’ esta flanqueado por 1 kb del 3° UTR del gen GDHL1. El
modulo se amplificé por PCR de fusién usando como molde los tres modulos
bésicos amplificados con los desoxioligonucleétidos 133 y 136, 137 y 138 (Tabla
S2). El fragmento amplificado se purifico6 mediante el protocolo para purificacion
de fragmentos de DNA en gel “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System”
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez purificado, se transformé a la
cepa silvestre S. kluyveri Y156 con 1 pg del constructo, usando el protocolo de
transformacion de levadura por electroporacion descrito en este trabajo. Las

transformantes se seleccionaron en medio minimo con amonio sin uracilo.

La cepa mutante de S. kluyveri altlA se construyé de forma similar a la
construccion descrita anteriormente, reemplazando el ORF del gen ALT1 con el
modulo URAS, el médulo amplificado contiene al casete URA3 flanqueado en el
extremo 5’ por 1 kb del 5 UTR del gen ALT1 y en el extremo 3’ esta flanqueado
por 1 kb del 3’ UTR del gen ALT1. El médulo se amplificé por PCR de fusion
usando como molde los tres modulos basicos amplificados con los oligos 117 y
121, 122 y 123 (Tabla S2). El fragmento se purific6 mediante el protocolo para
purificacion de fragmentos de DNA en gel “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System” siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez purificado, se

transformé a la cepa silvestre S. kluyveri Y156 con 1 pg del constructo, usando
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el protocolo de transformacion de levadura por electroporacion descrito en este
trabajo. Las transformantes se seleccionaron en medio minimo con amonio sin

uracilo.

Las cepas mutantes fueron verificadas por PCR para la correcta insercion
5'UTR y 3'UTR, asi como de un PCR con deoxioligonucleétidos externos a los
modulos de la mutante con patrones de peso molecular diferenciables con

respecto a una cepa silvestre (Tabla S2).
Condiciones de crecimiento

Las cepas se crecieron en medio minimo (MM), usando como fuente de carbono
dextrosa 2% (peso/volumen). De acuerdo al experimento la fuente de nitrégeno
usada fue sulfato de amonio (NH;") (40 mM), valina (150 mg/ml), isoleucina (30
mg/ml), leucina (100 mg/ml), glutamato 0.1% (peso/volumen), alanina 0.1%
(peso/volumen) y alanina 0.01% (peso/volumen). Cuando se requirio se adicion6
valina, isoleucina, leucina (en las concentraciones indicadas anteriormente para
la cepa S. kluyveri batlA) o uracilo (2 mg/ml) para complementar los
requerimientos auxotréficos de las cepas. Todos los cultivos se incubaron en el
lector de placas Bioscreen C a 28°C con agitacion constante, usando 300 pl de
cultivo por cada muestra. A partir de las curvas de salida del equipo, se
determind la velocidad especifica de crecimiento (u) de cada condicién. Los
resultados se muestran como el promedio de al menos tres repeticiones de dos
duplicados biolégicos. Para determinar la velocidad especifica de crecimiento,
primero se calculé el valor de la pendiente en la fase exponencial de la curva de

crecimiento.
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Material suplementario

Tabla S1. Lista de plasmidos y cepas utilizados.

Plasmidos Genotipo relevante Fuente o Referencia
pRS416 URA3, CEN6-ARS4 Sikorski, R. S. and Hieter, P; 1989.
P1018 2 uURA3 A. Rasmussen et al, 2011.
YEpKD352 pKD1 URA3 Laboratorio Roberto Coria
pKanMX Derivado pRS416 URA3 CEN6-ARS4 .

L . Este trabajo
geneticina resistente
pRS416-HPH- Derivado del pRS416
URA3 Pogri::hph::3'UTRys3 URA3 CEN6-ARS4 Este trabajo
Higromicina resistente
Un fragmento de PCR de 3.431 Kb
generado con los oligos 94 y 98 que
pJB3 lleva el marcador KanMx que se
digirié con EcoRl y BamHI y se clond Este trabajo
en el pRS416 cortado con EcoRI-
BamHI. URA3 CEN6-ARS4 Geneticina
resistente.
Cepas Genotipo relevante Fuente o referencia
S. kluyveri Y156 MAT a ura3 Weinstock, K. G., and J. N.
Strathern, 1993
S. cerevisiae W303 | MAT « ura3 Wallis et al, 1989

S. kluyveri bat1A

MAT « ura3 bat1A::kanMX4

Este trabajo

S. kluyveri gdh1A

MAT agdhlA::URA3

Este trabajo

S. kluyveri alt1A

MAT a alt1A::URA3

Este trabajo
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Tabla S2. Lista de desoxioligonucleétidos utilizados.

Coordenadas
Ne Secuencia Sitio de restriccion respecto al ATG
del gen BAT (pb)
95 CCGGAATTCCTACCCGTCTACCTGTTAAACC EcoRI -998 a -976
96 CCGGAATTCAGAAACGGAAGAAAGGAGCC EcoRlI -61a-41
97 CCGGGATCCGGTGAACCAAAGATAAATGGG BamHlI +1225 a +1244
98 CCGGGATCCCGATGGGTCCTCGAAATTTGG BamHlI +2223 a +2244
Mddulo que
N2 Secuencias Sitio de restriccion
amplifica
85 CCGGAATTCAGATCTGTTTAGCTTGCCTCG EcoRl
KanMX
86 CCGGGATCCTTTTCGACACTGGATGGC BamHlI
Desoxioligonucledtidos utilizados en el PCR de fusién
133 CTCTACCGTTGGTCTTGGTATGTTTG 1 kb del 5°UTR de
136 |  CGAATTCAGGAACTTGATATTTTTAGGTGACGTCTGGGAATAAGCTCC GDH1 de S. kluyveri
137 ATCACGGCTACCACATCGTCTTTGATTGTGCGTATCTACAGATGCTTGTGG 1 kb del 3°UTR de
138 AACTGGAATTACACCCTTGGCTGAC GDH1 de S. kluyveri
117 ATTTCATCTCACTTTCTTCTCGCAACACC

1 kb del 5°'UTR de
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120 CGAATTCAGGAACTTGATATTTTTAAAGGAGTGACTAGGGAACGAAGGGG ALT1 de S. kluyveri
121 | ATCACGGCTACCACATCGTCTTTGAGTCTCAGAACCTTTTTTTTAAGACGCTTG 1 kb del 3°UTR de
122 AATTCCTACTATCCCTGCCTAGACTGC ALT1 de S. kluyveri
604 AAAAAATATCAAGTTCCTGAATTCG
Casete URA3
605 CAAAGACGATGTGGTAGCCGTG
Desoxioligonucleétidos utilizados para verificar las mutantes
Verificacion de

94 CCGGAATTCTACAAGTTCCCCACGTTAGCC

inserciéon del casete

KanMX en el ORF
99 CCGGGATCCGTAAATACGTTGGGGTGCTGG

de BATI.

135 CCTCGTTGGCTGTTTCAGATGG Verificacion de

inserciéon del casete
140 GGAAGGCGTTGCAAGAAGCTGTTG URA3 en el ORF de

GDh1.

119 AAACCCTCCACCAGCATAAGTTC Verificacidon de

insercidon del casete
124 CTCTAGATTTGTGTGGTTGTCACCC URA3 en el ORF de

GDh1
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