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RESUMEN 

Las- -levaduras c:ue.-nt¿;;n con una H+- ATPasa, pc•r lo menCis LU"t 

canal de potasio y al parecer dos sistemas de transporte de 

potasio~ uno de alta y otro de baja afinidad. 

En este trabajo se reporta la clonación del gen del 

acarreador de potasio de alta afinidad de ~!~~Y€CQffiY~g§ 12~ls 

CTRK-1>, que se identificó por expresión heteróloga en una 

mutante de §2!;.G..tlªC.~t.!Y:l¡;,g§. c;,~r_ig~d .. '.§i.ª~ OTRk ( trY.b., ~~dm- ~. Cc•n 1..tii 

barn:c1 de genes de ~.!.. lª-~!i§ se transformó la mutante bTF:~: de 

§.:..G.IE.C..€.Y.i§iª'E' seleccic•ílando en un medie• sin 1-1rac1lc1 y replica.ndc, 

las colonias que mostraban crecimiento en un medio bajo en sales, 

sin urací lo y suplementa.de• con 1 mM de.-.: .... (LSf~1URAL Las cc•leinias 

que mostraron crec:imiento en LS1<~1URA se seleccionaron, y se 

observó complementación génica de la mutación trkb • Se midió el 

transporte de pc•tasic• de las transft•rmantes <l<dm- , ..... , comprc1bandc1 

que habian adquirido un fenotipo silvestre para el transporte de 

potasio. Un an~lisis del plásmido de una transformante mDstró un 

inserte:' de 7.4 r~b que lleva a el gen del ac.:'trreado1- de t;.!. !~S:.t.!.§ 

Por otra parte. se obtuv1erc•n mL1tantes de t.~ le!;;!.!.§ 

deficientes en el transporte de potasiD (Kdm-1. selccc1onando 

clonas resistentes a 20 uH de bromun:.i de etídio. Se aisló y 

caracterizó genéticamente una mutante Kdm- q1..1e e~:h1bi(• u11 pi'ttrón 

de sL?g1-egacic1n 2:2 para lc•s fenc•t1pc1s O<dm . .-/Ldm-·J (EB"tEB""), 

lo que indica que la mutación es nuclear. 



1 NTRODUCC ION 

!.! GENERALIDADES SOBRE LAS LEVADURAS 

Las levaduras pueden ser definidas conio. ho_~gos 'unic:elulares 

que se reproducen por gemación o por fisión ·(Kre9er ~an -R.ij· 1984> 

o como organismos euc:ariontes unicelulares, que de acuerdo a su 

morfología se consideran como un estado en el ciclo de vida de 

los hongos hifales CRose et al, 1969). 

Las levaduras son taxonómicamente diversas e incluyen 3 

grupos: a> las levaduras ascosporógenas b) basidiosporógenas y e) 

levaduras imperfectas. Estas últimas presentan afinidad tanto con 

~~g_~cf!!QQ!:,Qi;~cª~-~~~ y 1 a ~ªi;.~hª-f.~P.iG.§'.iª-\;..~ª~. Esta l.'.11 tima agrupa 

organismos que han sido ampliamente estudiados tanto genética 

importancia médica por tener especies patógenas como ~§D~l~~ y 

!;;r.)'.P-.!:Qf!;~ffb!§ 

diploides~ Las dos primeras normalmente se reproducen 

asexualmcnte pc•r gemación y la tercera por f1s1ón. También pueden 

reproduc1rs8 sexualmente, y en este caso 2 células haplo1des con 

factor de compatibilidad o sexual opuesto, ., vs a oh- vs h•, se 



conjugan para fo~·mar un :c_igOto:1·, -'tj~e, d~rá_'..iu.9.B.r a una e: lona 

diploi~e, la c:üál se puede_ dividir. 1 ~i~~"¿i·i~~:~~-~~~,t~··~i-y.- ~(~-~·t:=ri·ci~.~en_~e 
sufrir un preicesei de mei_osiS: :y o~··{gi·,.;:~r ~-~ri'a~·:.t·éb~;'~d~·,~~~ :·:a.~c~~p~ras 

,, ~1:: ,_ 

haploides IFig 1a v 1b >. )'' .JJS,.,\~, ,~f''<; .. · 
levaduras han Sido usad~'s.)~~: ~-~\;~~~ci~~-fr~~~~~~·f-6~;-'·· ~[!mo 

-·:hr.-:i.' .;.·;: ': <i:-'· 'V--·· 

organismos eucariontes ~-· :; -~·-~,~ ~it·'.~,~~': ~~~G-~;~ T se .;_,,, 

los fenómenos celuiaf~~-¡:>_ .'·;tl-~~,-~:·~-~~~·~ri :·:~~;·~~-ter fs~·~cas 
.·'~e . '.·:~.-

que incluyen a: l~:> ai~~·~-~--~~ni:\'~- .. :~~·' - ia .. ·.-~-~pr_~dur:;cióli-
. .. ·:. -::.- .- ~ . -·~ .. : . ·: : . - .. - - -;· ·,, 

asexual, por: mostrar un i:reci'mie·nto: rilPido, y su 

Las .un 

modela de p~eden 

investigar 

ventajosas 

sexual y 

anaerobiosis facultativa, lo .que _les perm_ite crecer sin.c1~dtje.no. 

Tanto la levadura ªª~C::.t!.2t.2oo~~~á ~igt€'i!.~i2~ como ~1Y.~~€C.~-!!?~G.~§ 

.!.2~li§. son aeróbeas· facultativas, ~,. pueden crec~r en.:ausenc·i_a de 

o>dgena cuando se les proporciona süstratoS fermentables, 

derivando su energía a partir de la glucólisiS. La utili%aci6n de 

sustratos como glicerol, lactato, etanol y acetatci requiere de 

l" presencia de oxigeno y mitocondrias funcionales. La 

fermentación es vigorosa y varias especies de ~~ l~~~i§ producen 

un pigmento rojo estrechamente relacionado o idéntico cc1n la 

pulquerrim1na. 

Las levaduras han sido usadas extensamente en estudios 

genéticos, debido a su fácil manipulación en el laboratorio y a 

la d1sponibilidad de un amplio rango de mutaciones que afee: tan 

diversos procesos c~lulares <Sherman y Fink 1979)_ 
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I .e GENET!CA EXTRACROMOSOMICA 

Un ptá.~im.idO ·:,·se .. ·.pued~ ·definir ·como un; elemento genético 

extracromosómi.co ·-;J~-:··r.~Pli~·ac·i~n autónoma <Rieger et ·al!' 1976> .. 

Los pla's-~}~~·s> .se·' caracterí:=an 
!'!''• 

por poseer una 

ini~iac._i_Ori,:;_ e1 origen de replicación (c1ri en bacterias, ars en 

leyadur'as) cuya función consiste en la formación de -la ht.1rqt.1illa 

de repl ic:a.c:ión, y además poseen una secuenc.ia de terminací~1n. La 

mayo-ría de los plásmidos cc•nacidos sc•n moléculas de DNA de dc·ble 

cadena, circulares y covalentemente cerrados tcccds DNA). Sin 

embargco¡. también e>:isten plásmidos lineales <ds DNA> de ONA C• de 

RNA; estos pueden ser episomales o integrativos, por su número 

unicopia o multicopia; y por su locali~aci6n, mitocondriales o 

citoplásmicos <Esser et al, 1986). 

En procariontes los plásmidos pueden conferir 

características fenotípicas como resistem:ia a ciertos 

antibióticos <Amp ici l ína, tetrai:ic: 1 ina,. oligomicina etc.). 

Aunque en las levaduras no se ha encontrado relación entre la 

alguna cai-acter.ística fenotípica, se han reportado otros 

to~~ i na, y e 1 p l ásm ido de erwe JeC i m lente• di? E!'.!99.§QQ!:~ ~D§€!:!D~' 

que altera la velocidad de crecimiento de las células en que se 

encuentra. 

Los plásmidos están ampliamente distribuidos y se encuentran 

en plantas. proloctist~s. an1males. hongos y pr~cariontes. En 

contraste con los plásm1dos procariontes, muchos plásmidos 

eucaríontes son lineales y están en las m1tocondr1as 
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un e:lemento e>-ftraC:ro~os¿;mic:o de replicación autónoma, antslc1go a 

un Plásmi'do··.·.~'ac",tEi~f~ho·; ll"arriado ONA de 2 um •. Este elemento está 

presente" .. ~ 'eri·· · 50 a· loo copias pc•r célula apro:dmad~in-ente y se 

mantiene'.~:,~· en una ~·~~~r-~ eSt.able, lo que lo hace' potenci'almente 
,.-.-';,--o.'···,,,,_'.-: 

útil como '.'.;~~~~·6r ;d~ c:,lonac:ión. Este DNA muestra u~a estr.i'c:t·a 

espe.1:71fic'íd_~d __ de hospedero y no p~ede ser_ 1:1sa~~:.~"- -.~:~~~:~~~~=s~·~'c:ies 
<Hollenberg, 1982), aunque se ha report.ado qUe'·':fu'rl~i·Oná- Y: es 

;, " ... · .. ·~--· :· : 

estable en IQt:.l;!.lªÉg_Qr..ª Q~l'2Cl::!.~ls.ii. <CÓ~~~-g~';º: )~t :ai~)989> .y 

§.~b.!.~Q~HH~~b.é.r..Qin'lc;.~~ Q.Q.ffiQ.~ <Picard et al, 1_:990_> • . ·:.·:.'. \,._,. 
;:·· 

Se han aislado plásmidos similares ·a·¡ .. ·2-_:·i.Jm d~;· "t:;'!M~~~t.Qffi~~~§ 
' ·_ _._ " . ~ ·: : -: : ,' 

d-CQ§QQ.tü .. lª!:.!:!!!! <Chen et al, 1986). Este i»iÁSfnido .. Cif-Fúla'r.·'pK01 de 

l .6um, se 
'. ".' • .. ··,,. :. 

mantiene en forma estable e;.;'.· iii--~~él.¿¡-lá_,·-e-n 50 a 70 

copias. Se han construido vectores c:on ;nar~~.dor-es .. d~ sefecc;ión 

que se pueden replicar en un nómero_ al to d_e copias e_n K:. !2~S.i§: 

(Chen et al, 1986; Bíanchi et al, 1987). 

Muchos de estos plásmidos con la propiedad de replicación 

au tóncoma ( ARS) de t"~ 9!Q.§QE!b.!.!~!.!J!!l son func1c.nales en §.!. 

secuencias ARS que se replican en más de una especie de levadura 

pueden ser la base para la construcción de vectores lan~ader~ 

<Shuttle en inglés), que pueden ser usados para transferi1· 

información genética entre 2 especies distintas de levadura y 

analizar así mecanismos de e~presión de un gen en dos contextos 

genómicos diferentes (Fabiani et al 1990). 

La pr·esenc1a de los plósm1dos lineales pGkLl C13.4~pbl Y 

pGt-.L2 ( 8. 9~:pb) cr1 t;_.:.. !.~c;.!:.1~ estf.< cc•rrel ac l tonada cc•n 1 a produce: ión 

de una toxina killer que mata, además de ciertas cepas sensibles 
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de 'S:.. !.2c;.~i.1ª.' a c.•tras especies de levadL1ra . Este plásmido pLtede 

ser transferido a ~:.. f,g[§:Y.!.§i~§: por transfc1rmaciC·n <GLtnge, 1982) 

o por fusión celular -(Gung~ y Sakaguchi, 1981). Su mantenimiento 

en §.=. , ~~!:.~Y.iÉ:iª~ se demuestra pc1r la producción de la tcn:ina 

~iller de~:.. lª~~i~-

Debido a que los plásmidos de t:.. !ª5tiª se pueden replicar y 

funcionar en sistemas heterólrJgos, estos pueden ser ütili=adc•S en 

la construcción de vectores eucarióticos. plásmidos 

eucarióticos como vectores potenciales para clonación SDO 

importantes en Biotecnología y Biología Molecular. 

De manera ~1m1lar a los plásmidos bacterianos, lc•s plásmidos 

eucarióticos son vectores ideales para la tr~n~f~~encia y 

propagación de material genético en hospederos eucar1óticos~ lo 

que abre la posibilidad de usar las técnicas de clonación para 

incrementar la productividad o alterar las características de 

producción de microorganismos industriales <Esser et al, 1986). 

Los vectores más usados para la clonación de genes son 

híbridos que constan de una parte procariótica y otra eucariótica 

(vectores lanzadera) Fig. 2a. La parte procariótica le permite al 

vector propagarse eficientemente y seleccionarse en una bacteria 

debido a que lleva el origen de replicación aut~•noma para 

bacterias y un marcador de selección procariótico, como un gen de 

resistencia a antibióticos; la parte eucariótica está compuesta 

de 3 dominios funcionales: a) un marcador de selección que pueden 

ser gene~ de con1plemcntación en alguna ruta biosintética~ de 

resistencia a antibióticos; b> un origen de replicac1ón autónoma 

ecuariótico; y e> una región con sitio múltiple de clonación para 

los genes a ser transferidos <Volkert et al, 1989) <F1g ea y 

5 



2b). 

Estos vectores hibridos- de clonación se han usado para 
. , ... · . . _ .. :,: '.'.-.;::_'' ~·.:_- --~---: ~ ~-- ..,,>:- -º 

identifi~ar _g~~e$>·· .. e~~P.~!.S-oá!'~~l~s. t~nto :en ··sistemas homólogos como 

en s~-t-emas· -~-e~~~Ó-{~-~O;¿::{:(<_~:ii:~ :,~·~:~m~-~º' ·_ -A~~º~Xoung y Robbins en 1990 
>::·. ·::-:, '·. :·, .---

aislaron el' .'g'en ·:de :-:-la :'Qúi ti.na sin tasa de f§DQiQ!! ~lQi~§D.? 

e)!presárldo lo erl · §..=. ~~r~~i§i.2g a partir de un banco de genes hechc• 

en un plásmidc1 de?.:. ;m:g~i§i§g, el YEp 13 <Au-Young et al, 

19qo). Se han clonado genes de enzimas biosintéticas de purinas 

de humano por complementación de mut~ciones en levadura, _usando 

vectores de e:-:pres16n qlle llevan el 2um en É..!. E~!.~!<.i.?.!~~ <Schild 

et al, 1990) .. Se ha repc•rtado también que vectores con el 2um se 

pueden rep l 1car 

inestables <Compagno et al 1989). 

Para poder realizar estudios genéticos, es necesario muchas 

veces disponer de mutantes que presenten alteraciones en el 

genoma nuclear. lo que perm1 te tener un patrón de referencia 

claramente mende 1 i ano, y para ello se utili:an mutantes 

auxot1·óficas. Las mutantes auxotrC1ficas son aquel las que 

presentan deficiencia en la síntesis de una o más substancias 

(aminoácidos, vitaminas o bases nitrogenadas>, que suelen ser 

producto de sus patrones biosintéticos, por lo que el los 

nutrientes que se requieren se deben adicionar al medio de 

cultivo p~ra que las mutantes puedan crecer. 
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1.3 EL TRANSPORTE DE POTASIO EN LEVADURAS 

medio 

Las levaduras como todos los orgarlismoS acuinui.an .-ji'.o.·t¡;.-~_i·~.:~_-del. 

externo p·ara satisfacer· su~ req~;~~ i~-f~~t~~~~;_.':.·_:C:ei~-l~:~:~s ;.~~-;- L:a 
.. :, .:· .. _ . 

que lo logran es po·r· inedio de Una· ·ATPa~'~ de :.T1embf-:aná 

Esta ATPasa de mei:nbraria se ¡,-~'- ~-J~~-f t~-·j_·~~r,io'. C'offiO·.' una 

forma en 

p !asmática. 

bomba electrogénica de pro~ones y ~l gradiént-~ ~ie·ctfO-q\..l":t..mt·c:·O' - ( 

p.H ... > generado a través de la membrana provee ia .f'~~~~-z-~'(:·~ ~"¿i'~~t~-: 
para las funciones fisiológicas importantes tales como "el 

transporte de aminoácidos, la secreción de ácidos y. el 

mantenimiento del potasio intracelular (Goffeau et al 1983; 

Serrano et al 1990,1986). 

Debido a que todos los organismos requieren potasio para 

vivir, el transporte de este catión ha sido objeto de estudios 

intensos. Los primeros estudios encaminados a dilucidar el 

mecanismo de transporte de potasio en levaduras fueron inicados 

por el grupo de Conway, quién demostró la e>:istencia de un 

acarreador catiónico en la membrana plasmática de levaduras 

(Conway y O Malley, 1946). Después propuso la existencia de un 

mecanismo para el transporte de pc•tasio. que implicaba un 

acarreador que intercambiaba K• por H ... , y le l lev~· a suponer que 

éste estaba conectado con los sistemas metabólicos de la célula 

para obtener energía y realizar el proceso, pues tanto la salida 

de H• como la entrada de K- debcría11 ocurrir en contra de un 

gradiente de concentración <Conway y Ouggan 1957). Poter1ormente 

M1tchell prDJlUSü la tcoria quim1nsmótica, en la que explicó que 

los sistemas de transporte en los seres vivos se realizan 

siguiendo el sentido de los potenciales electroquímicos 

e>eistentes en las membranas CMitchell, 1974> y que el 
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diferentes: une• de alta afinidad cuando las células se crecieron 

a concentraciones de potasic• del º'-den de 5uM. Este sistema 

muestra. una Km de 150 uH y_una Vma~: de 21 nmol min-i. mg-:i.: y otro 

sistema d~ bala afinidad se observó cuando las células se 

crecieron a concentraciones altas de potasio (2mM) y muestra una 

l<m de b mM y una 'lm<:n: de 6nmc•l m1n- 1 mg- 1 • tRcid1-ígue:: Nav.:i.rrc• et 

al. 1q94). Este descubrimiento llevó a proponer la existencia de 

un sistema de transporte de potasio interconvertible que puede 

operar con 2 afinidades dift~rentes o 2 sistemas de transporte 

independientes, uno de alta afinidad y otro de baja afinidad. 

En 1985, el grupo de Rodríguez Navarro obtuvo una mutante de 

§:.. ~~C~:tiÉ-iªl1 deficiente en e1 transpc:irte de potasio de alta 

afinidad, lo que demostró la existencia de 2 sistemas de 

transporte de potasio independientes (Rodríguez Navarro et 

En otros organismos como ~~~CQ~QQC~ SC2§§~ 

~g!i también se ha~ reportado 2 sistemas 

transporte de potasio <Tatum y Shyman, 1964; Epstein 1971>~ 

y 

de 

En lqaa, se clonó y sec.uenció el gen que codifica para el 

acari-eador de al ta afinidad TF:l<-1 en ~.:.... G,§:[@;!..1§12.~ demc•strando 1a 

independencia fisica y funcional del sistema de transporte de 

protones y de potasio (Gaber et al 1qee>. El gen que codifica 

para el acarreador de potasio TRK-1 de §.!. ~~cg~i§ieg mapea en el 

cromosoma de la·_ levadura y muestra i-egiones de homDlogia cc•n la 

subunidad a del receptar de acetilcolina de IQcggQQ s~l!fgcni~2 y 

entre_ el TRK-1 y la ATPasi"t tí.rtnspc1rtadc.1-a de pe.tasio de §:.!. f:f: L~ 

codific.ada_p~f el gen KdpC. 

En este trabajo de tus1~ se reporta la clonaci6n y 

caracterización física (mapa de restricción) del gen que codifica 



para el acarreador de potasic1 de al ta afinidad en la levadura 

report~ .también ::·1a obteñción y caracteriz'a.cióh de mútantes 
.;:_ .. --, 

deficientes en el transpc•rte de pot.i\sio de: alta a~fnidi\d ~n K.:. 

1(1 



Flg. 1b. Ciclodn!dnde Schh .. JlQ!!lbe S(o)-ftl\J<'"IIlh>p~oül"" Y(nplulwi~ 

lmploidm. V(2iifclulnmgcia!:imldipUidm. Z(2n)cigittidiplaib. 7.Allft~M -

mcalld¡;o\Joo,¡.""'. ¡¡<:¡ninociÓÍ¡. hf JiniOO. bimria. P-p~ K~ m...,,,.;
«M. • ni¡im.il..WU. \y lliM de }Ji poml del ...... (da éunlm. llUI) 



Flg. 2a Esquema de un pl.ásmido lanzadera que 
se puede replicar en 2 organísmos, un pro
carionte y un eucarionte. 
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Fig. 2b Mapa de reslricción del plásmido KEp6 



I 1 • OBJETIVOS 

El presente trabajo se llevó a cabo con base en los trabajos 

reportados por otros investigadores~ en donde genes de otros 

c1rganismc.s son e}:presadc•s en§:.. ~~I.€YJ.~.!§g (Pica1-d et al, 199(1, 

Compagno et al, 1989; Schild et al,1990; Fabiani et al, 1990, 

Au-Young et al 1990>. Por la estrecha relación filogenética entre 

§.:.. ~~[gyi§iª~ y ~ l~~~i~' se pensó que podíamos utili=ar una 

mutante del transporte de potasio como 

hospedero para una clona que llevara el gen del acarreadvr de V ... 

de ~~ l~~ii§' expresándolo en un vector apropiado. Para ello 

aislamos transformantes de una mutante de §.:.. 

deficiente en el transporte de potasio (~dm->, que adquirieron un 

fenc•tipc• s1 lvestre (~'.dm-)+ al transformar con una genc•teca de l.:. 

lªr:;!l§· 

Por otro lado, se ha reportado que una deficiencia en el 

transporte de potasio está asociado con unrt dificultad de las 

células para transportar el colorante mut~geno bromuro de etidio 

<Brunner et al, 1982>. Con este antecedente, decidimos obtener 

mutantes defic1cntes en rl transporte de 

seleccionando clonas resi~tentes a 20uM de EB y hacer una 

caracterización gen6tica de estas 

11 



Especies y cepa 

g.,_~2.!.! 

HB101 

R-757 

R-1155 ( t.TRKI 

PC-1 

WM37 

KA6-9A 

WM27 

CS48-5 

M-5 

t< .. A5-6C 

MD2/l 

MD2/I -3A 

MS-4 

I I l MATERIALES. V METOOOS 

hsds2Ó;re~~13;ar.l-14,prc.A2, JacYl, 

galK2, rps L20t ><-yl-15, mt l-14 ,supE44 

Hat<' ,his4-1S,ura3-52. l is9,EB9 

Mat··, ,his4-1S,ura3-5e, l is9, trkA, 

Kdm- 1 EBª 

Mat"t, Ade2-1 ,ad ex, tr~~-1,Kdm-, Eae 

Mat;i ,his A, E:B• 

Mat~ ,hisA,l<~dm-, EB"' 

Mat·~, l isA,EB" 

Mah~, lisA, trl:-t ,Kdm-, EB" 

Mat<:t, lisA~ trk-1,Kd-m-~· EB" 

Mat~~adeB,hísA,leuA,E~ª 

Mat ,uraA, l isA,argA ·cpKDl ,K! K2 J 

K- R- EB'" 

Mato:.~, uraA, argA .hi sA ,ESª 

lisA.adeB·hisA.uraA, EB"" 

derivn de la R-757 y cúntiene una delec16n dentro del gen TRK-1 

generada por el método de inteqrací6n y escisión. Ambas cepas 

fueron generosamente donadas por el Dr. R. Gaber <Gaber et al 



1988J. La cep_a PC-1 es una m':ltante deficient«:? e~: el transpórte ~e 

potasio y fue donada por el Dr. A. RodrlgÍJ.e·: NaVa:1..:.rC-·'fRodríguei:_ 

Navarro et al 1905!. 

La cepa MD211, lleva el plásmido pKDl y fue do~ada ge~ei-as·am:ente 

por el Or. H. Fukuhara 

111.2 MEDIOS DE CULTIVO V REACTIVOS 

a> Medio completo YPD: Extracto de levadura 

Peptona de gelatina 

Dextrosa 

Agar 

b) Medio completo YPG: Extracto de levadura 

Peptona de gelatina 

Glicerol 

Agar 

e) Medio de extracto de malta <ME): 

Extracto de malta 

Agar 

d) Medio de Luria-Bertani <LB>: 

Extracto de levadura 

Trif)tona 

NaCI 

Agar 

LB+ampiclina <LBampl: Ampicilina 

LB+tetraciclina (LBtet>:tetraciclina 

11 

11 

a 11 

a 11 

11 

Y. 

a 11 

a Y. 

5 Y. 

3 11 

(l.5Y. 

1 Y. --

}'; 

a Y. 

6(1ug/ml 

aoug/ml 



e) Medio minifflO SO: Base nitrogenada de levadura 

Dextrosa 

Agar 

f) Medio. ·m1ni'mo con aminoácidos <SD+aa) 

Base nitrogenada de levadura 

Dextrosa 

Agar 

Sulfato de adenina 

L-arginina 

L-h1stidina 

L-leucina 

L-lisina 

L-metionina 

L-triptofano 

uracilo 

g I Medio sintético bajo en sales ·<LSKl URA> 

O.bn 

2 Y. 

O.b?Y. 

2 Y. 

Y. 

20mg/lt 

20mg/lt 

20mg/lt 

30mgll t 

30mgll t 

20mg/l t 

eomgll t 

eomg/lt 

H3PO...., 8 mM Sulfato de adenina 20mg/lt 

20mg/lt 

i:Omg/l t 

eomg/lt 

30mg/lt 

30mg/lt 

30mg/lt 

30mg/l t 

50mg/lt 

IOOmg/lt 

Mgso .. 

CaCle 

NH .. OH ·-

Dextrosa 

Agar bajo 

en sales 

'Vitaminas 

Elementos 

IOOOX 

f:Cl 

e mM 

0.2mM 

12.5mM 

2 Y. 

2 Y. 
1.2 mg 

traza 

0.1 % 

1mM 

L-histidina HCl 

L-argi ni na HCI 

L-metionina 

L-tirosina 

L-leucina 

L-iso1euc-ii1.!l

L-lisina HCl 

L-fenilalanina 

L-Acido glutAmico 

L-ácido aspArtico 

L-valina 

IOOmg/lt 

150mg/lt 



L-treonina 

L-serina 

cisteina 

alanina 

guanina 

prolina 

200mg/lt 

375mg/lt 

óOmg/lt 

20mg/I t 

20mg/I t 

120mg/I t 

Agar y glucosa se esterilizaron por separado y el medio se 

preparó con agua desionizada. 

h) Amortiguador de tris-boratos <TBE): 

trizma base 0.089 H 

Acido bórico 0.089 H 

EDTA 0.002 H 

pH B.O 

i) Amortiguador TE Tris-HCl 

EDTA 

pH 7.5 

10 mH 

1.0 mH 

j) Hezla de parar CFicoll 'stop mix'>: 

Flcoll 

sos 

35% 

0.511 

azul de bromofenol 0.1% 

xilencianol O.Ir. 

La cep& HB101 de g~ ~211 se usó como hoe~edero p~ra 1? 

propagación y amplificación de plásmidc.s, y se mantuvo en medie 

de Lur1a-Bertani LB. El crecimiento se reali:é• de 24 a '•8 h1-s, a 

37 °C. 

L.:-.s cepas d~ ~~ ~~C€::l!.§.!.ªit. y L!. !.&~.t.!.~ fue1-r . .in c.-ec idi?.s un 

YPO y/o YPG. Los medios de selecci6n para las transformantes de 



levadura fuéron: medio minim~ si~ urac:~,~o, SDURA y un medio 

sintético completo, LSKURA q!-le:~ar~ce-,,de. sodi~< 

La inducci6n de cruzas y cigotos fué hecha en un medio de 

extracto de malta, y los diploides se colectaron por 

complementación de auxotrofias en medio mínimo SO. Todas las 

endonucleasas de restricción con sus respectivos amortiguadc•res 

se obtuvieron de BRL o IBI. Los geles de electr·oforesis se 

prepararon con agarosa al 0.6 y O.B'l. en amortiguador de TBE. Las 

digestiones enzimáticas se interrumpieron con una me=cla de 

parar, Ficoll 'stop mix~ 

ll J. 3 PLASM !DOS 

El plásmido KEp6, un vector híbrido, fue donado por el Dr. 

H. Fukuhara (Instituto curie, sección de biología. Francia> y 

lleva el marcador de selección ura3 de§.:. ~g[g~i§íªg' el pKDl de 

~~ Q~Q§QHb~!ªEYm y los genes que confieren resistencia a 

ampicilina y tetraciclina, y un origen de replicación bacteriano 

(Fig 2bl. 

El plásmido t<Ep6 TRK que lleva el gen TRK-1 de §.:. ~~[g~!.§iª~ 

fue construido por digestión del plásmtdD YCp50 con las en~1mas 

de restricci~1n BamH1-Sal1. El plásmido YCp50 lleva al gen 

completo del acarreadc1r de potasio TRt:-1 de§.~ ~grg::tl?.!~g en el 

f~~g~~~~o de BamHl-Sal 1 de 4.2l(pb. Este fragmento Bam-Sal fue 

subclonado en el sitio de BamH1-Sal1 del plásmido KEp6. El 

plásm1do KEp6 se preparó para subclonación de la siguiente 

manera: se linearizó con las en=ímas BamHl y Sa.11, el plásmido 

lineal se incubó para ligación con Pl fragmento de 't.2 Kb, 



amortiguadc•r de oN.~ ligasa y DNA ligasa T4 ac ~2 .~e .toda la· noche. 

Con la 

método 

reacción de· ~~·gaciGn:-;se· t'f.'.ari~fÓJ.:~6 :·~a .~~pa ~8101 pc•r 

de Mande! y. Hi~a modificad~ it1a~c:l'e1 'y Higa -1970) con 

. ···-· _', 

III.3.1 T~ANS~ÓRMA~I8N BACTERIANA 

el 

el 

La transformación ~·~· .¡a··cep,á ."·~~:.~.!.. ¡;;,·~!!.' H01of se reali::é• 

inoculando _100 ml c:ie m.;Cú~ ... LB,·', -.e incubando lo a 37 °C cc1n 

agi taci6n constante :·~:a'~·la ¿b-te~~~ una densidad de 55 unidades 

Klett. Se ce~trifugaron e tubos con 35 ml de células, y se 

resuspendieron en 20 ml de' CaC1 0 SOmM. Las células se dejarc:•n 20 

min. en hielo, se centrifugaron· y resuspendieron en 2.5ml de 

CaCle 50mM. Finalmente se dejaron en hielo toda la noche pa1·a 

obtener células competentes. 

En un tubo Eppendorf se mezclaron 200 ul de células y 5 ug 

de ONA. y se incubaron en frío durante 20 min. Después de la 

incubación se dio un choque térmico en un bar¡o a 40-42 °C durante 

3 m1n •• posteriormente se aRadió 1 ml de LB e incubó en un baAo a 

3? ºC pct1· 1 hr. para recuperaci~•n. Lac:. céll1las SE' colec::t¿i.¡·c·ii pc.r 

centr1fucüci~•n, se resuspendieron en 200ul d(:> LB, y se sembraron 

en LBamp6ú. 

111 • 4 CONSTRUCC ION DE UN [<Af>ICO DEO GENES DE ~-'- l.,flol§ 

Para la construcción del banco se purificó DNA total de la 

levadura~~ !ªS~~§ cepa WM27. Con ~1 DNA cromosóm1co pL\r"tfac~do. 



se hizo una cinética de digestión parcial con la enzima de 

restricción Sau 3a I; éste• permi.tió ·conocer las condiciones de 

digestión necesarias para obtener fragmentc•s de 10 a -15 t~pb. 

La cinética de digestión se realizC:-1 haciendo la serie de 

diluciones discutida a continuación: se tomaron 9 tubos Eppendorf 

y se numeraron del 1 al 9. Al tubo se le añadieron 20 ul de DNA 

1.?ug/ul, lOul de amortiguador de Sau 3a y 70ul de agua 

destilada, se mezcló y guardc1 en frío. Se transfirieron 10 ul de 

la mezcla del tubo 1 a los tubos 2 al 9. Al tubo uno con 20 ul 

finales se le añadió 1 ul de enzima Sau 3a {lt U/ul di 1 1: 10), se 

mezcló y se transfirieron 10 ul del tubo al tubo 2; se_mezcló y 

se transfirieron 10 ul del tubo 2 al tubo 3 y así sucesivamente 

hasta dejar al tubo 8 con 20 ul de mezcla, de los cuales se 

tomaron 10 ul y se descartaron. Al tubo 9 no se le añadió en~ima. 

Los tubos se incubaron para digestión por hr. en un baño a 37 

0 c, Después de la incubación. la reacción se paró co11 la n1ezcla 

de ficoll y se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 

O.B'l., poniendo DNA del bacteriófago 

marcador de peso molecular • 

digerido con Hind 111 r.omo 

Una vez caracterizadas las condicione~ de digestión del DNA 

cromosómico (en este caso 0.6 Uts de enzima para digerir 3'•0 ug 

/hr >. cortó todo el DNA con la cantidad correspondient~ de 

en~ima Sau 3~ para obtener fragmentos de 10 a 15 Kb en lhr. El 

se corrió en un gel de agarosa al ú.BX y SQ 

elec:trc1eluycron los fragmentos mayc..res de 9Kb. El DNA recuperado 

se prcc:ip1t1•, con 2 volúmenes de etanc•l absoluto por lhr a -70 c:oc, 

se centrifugó a 8700 xg por 1(1 min., se resuspendió en 30 ul de 



Del vector KEp6 'se hizo una preparación <Max1p~ep> a partir 

de la cep~ baC:teriana correspondiente. El vector fue digerido cc1n 

la enzima de Testrición BamH1 para linearizar y se defosforiló 

con fosfatasa alcalina bacteriana. La defosforilación se realizó 

de la siguiente manera: en un tubo eppendorf se colocaron 40,ul 

del plásmido digerido con BamHl en tris 50 mM pH 9.0, Ul:, de 

fosfatasa a leal ina <BAP 1.4 utslul > y se llevó a un volumen .tf)'ta~ 

de 50 ul con tris 50 mM pH 8.(1. La me~cla se incubó a 3?-;ºC._Por:; 

1hr, interrumpiendo la reacción con 2ul de EDTA 0.'5M pH ~a .. o;· 

después se incubó a 70 ªC por 5 min. y se hizo una extraé:C:ibn. con--

fenol-cloro'formo 1:1, se recuperó la fase acuosa que lleva· el, DNA' .. 
· •... ;,<" 

y éste se precipitó adicionando 2 volúmenes de etant?_l áb'S~'.~~.:~to·, 

recuperando el DNA por centrifugación.- El DNA se lavó con:etanol 

al 70Y, y se sec6 al vac!o, finalmente el • prec:ipl. tatl6 se 

resuspendió en 30 ul de TE. 

Los fragmentos de DNA cromosómico se ligaron al veCtor KEp6 

en una reacción que comprendía 50 ng de DNA cromosómico por cada 

100 ng de vector 1 ineol, 2. ul de DNA l igasa de T4, 40 úl de fiU 

amortiguador, 10 ul de ATP y agua destilada hasta un volúmen de 

200 ul. Se incubó toda la noche a 12 ªC y después de la 

incubación se utili~6 la mezcla para transformar la cepa H0101, 

seleccionando las transformantes en placas de LBampbO. De todas 

las t.ransformantes se hizo una preparación de plAsmido <Maxiprep) 



-----------,-7---::--'-:~'"".'-~---::--:..~ ____ ;__~~---:-:-----------~--------------. 
• 4.l MAXIPREPARAC!QN e 

Se inocul.ir.on 600 m1>.de ni~dio de LB ampSO con una asada de 

bacterias y se inc:ubó por 15 a 24 hrs. a 37 °C c:on agitación 

constante~ Las células se colectaron por centrifugación a 7000 xg 

por 1 O mi n. y se resusped i eron en 40 m l de amortiguador de 

sacarosa 25V. y Tris-HCI SOmM pH8.0. Las células se coloc:arc•n en 

frío y se añadieron 8 ml de lisozima C5mg/ml> en amortiguador de 

sacarosa/Tris, se incubó por 5 min. y se agregaron 16 ml de EDTA 

0.2SM pH 8.0 y 20 ml de NaCl 5M, se mezcle. y adic:ionaron 8 ml de 

SOS 10 Y.. La mezcla se incubó por 3 hrs en hielo. Posteriormente 

se centrifugó a 27 000 xg por 1 hr, pasando el sobrenadante a 

otro tubo, se añadieron 0.6 volL1menes de isopropanol para 

precipitar el DNA y se incubó a -70 °C pc1r 20 min.. Se 

centrifugó a 5900 xg por 15 min d~c:antando el sobrenadante, el 

precipitado fué resuspendido en 10 ml de TE al que se le añadió 

bromuro de etidio a unü conc:entracion de 40 ug/ml y cloruro de 

cesio a 1g/ml. Se mezcló y centrifugó en una ultrac:entrifuga 

Beckman 200,000 xg por 24 hrs. Pas~do el tiempo de 

centrifugac:ión, se e>:trajo la banda del plAsmHfo y se limp1(• 5 

veces con isop1·opanol saturado con agua saturada con CsCI, se 

diluyó la muestra 3 veces con TE y se precipitó con 2 volúmenes 

de etanol absoluto a -70 ºC por 2 hrs. Se cent1·1fugó a 5900 xg 

por 15 m1n y se decantó el sobrenadante, el precip1tadc1 se lavó 

c.on etanol al 70Y., se secó al vacío y se resuspend1~· en 200 ul de? 

TE. 

20 



H I. 5 TRANSFORMAC ION DE LEVADURAS 

Se creció la cepa de levadura de interés en 200 ml de YPD 

hasta obtener una densidad de 80 unidades klett. Una vez crecidas 

las células, se colocan en 20 tubos con 10 ml cada uno y se 

colectan por centrifugación a 1000 xg por 10 min. Se 

resuspend i eran en 5 ml de acetato de litio 0.1H en TE y se 

volvieron a centrifugar; se decantaron y el precipi tadc• se 

resuspendió en 100 ul de acetato de litio O.lM en TE. Todas las 

células se transfirieron il un tubo dando un volámen total de 2ml 

de células. Estas se incubaron con agitación constante 1 hr a 30 

para hacer células competentes. Todc• se i·ealiza en 

condiciones estériles. 

En tubos Eppendorf se colocaron 50 ug de ctDNA y 5 ug de DNA 

del banco de ~~ 

competentes. Se incluyó un control negativo sin DNA del banco y 

otro positivo, con ONA del ~Ep6. Lt•s tubos se 1ncubaron a 30 °C 

por 30 min. y se añadieron 0.7 ml de PEG 40X en O.lM de AcL1/TE 

y se incubó a 30 ºC por hr. Al término de la incubac1~·n se 

coloc~ron los tubos en un ba~o de agua a 40-42 ªC por 3 m1n. y se 

centri"fugaron las células en una microfuga Beckmun desear tando 

el sobrenadant~; las células fueron resuspend1das en 200 ul de TE 

y se sembraron en los medios de selección, creciendo a 30 ªC 

hasta obtener colonias grandes.(Método modificado a partir de Ito 

et al , 1983 > • 

:?! 



ll l. 5. 1 TRANSFORMAC ION DE LA CEPA l:>TRK DE §:;_ !O!il!:lilllhi!!lil 

Se transfi""omó la cepa de §..:. s~r:g:::!.!§l~H~ ~TRK. ~6:~ 5 ug de DMA 

del banco de ~~ !ª~~i§· Las transformantes se seleccionaron 

empleando 2 estrategias: 1>Sembrando en medio mínimo SDURA y 

aislando las colonias que mostraron crecimiento. Estas se 

replicaron en un medio bajo en sales LSKURA con 1 mM de potasio 

en el medio. 2)Sembrando directamente en un medio LSKURA con 1 mH 

de potasio en el medio. 

A las transformantes obtenidas que mostraron un fenotipo 

silvestre (Kdm->• se les probaron marcadores de auxotrofía y el 

crecimiento en bajo potasio. 

llI.6 MEDIDA DEL TRANSPORTE DE POTASIO 

A las transformantes obtenidas que most1-aron un fenotipo 

silvestre para el transporte de potasio <Kdm-)•, se les hi=o un 

análisis fisiológico de transporte de potasio.Para ello, se 

inoculó cada transformante, la cepa bTRK y la cepa progenitora 

R-75? en 2(10 ml de VPO liquido y se crecieron durante 24 hrs a 30 

se colectaron las células por centrifugación a 4340 xg por 10 

min. y se lavaron 2 veces con agua desioni2ada (ddH20>. Las 

células se resuspendieron en 100 ml de agua desion1zada y se 

aerearon con agitación vigorosa por 16 a 18 hrs a 30 °C. Después 

de este t.1empc1 los células fueron centrífugadas y lavadas 2 veces 

con agua desioni~ada. Las células fueron resuspendidas finalmente 

en una proporción de 0.5 g/ml. 



Los registros de transporte de potasio se siguieron con un 

electrodo catiónico CBeckman 39047) conectado a un electrómetro, 

un amplificador y un sistema de registro. La cubeta del electrodo 

contenía 9.8 ml de amortiguador <HES 5mM, TEA 10mH pH6, glucosa 

50mM, y cuando se requería KCl 0.5 mM > y 200 ul de la suspensión 

de células. El transporte de potasio se midió con cero y 0.5 mM 

de potasio en el medio. 

La respiración de las células se midió en un oMímetro con un 

electrodo de Clark conectado a una fuente de poder y un 

registrador. La cubeta del electrodo contenía 1.8 ml de 

amortiguador <MES 5mM, TEA 10 mM pH 6, glucosa SO mM> y 200 ul d~ 

la suspensión de células. La respirac1on se midió para comprobar 

que las células estaban vivas 

111.7 CARACTERIZACION DEL PLASHIDO EN LAS TRANSFDRHANTES 

A las tra.nsformantes que mostraron un fenotipo silvestre 

para el transporte de pc•tasíc., se les e::-.tr~)C• el 

plásmido corre5pondiente y con éste se transformó la cepa de f~ 

t;.Q.l!.. HB101, seleccionando transforma.ntes Amp", Tet"'. Se purlf1C~• 

ONA de las transformantes baterianas por el método Melton-prep y 

se le sometió a análisis físico, como determinación del tama~o 

dal inserto y el corte con endonucleasas de restricción para 

construir un mapa físico. El corte con endonucleasas SP realizó 

incubando 0.5 ug dc:> ONA, 1 ul de enzima y 1 ul de amc•rtiguador 

correspondiente y agua hasta un volúmen final de 10 ul. las 

reacciones se incubarcm toda la noche a 37 °C para d1gost1ón y se 

sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 0.6'l.. El 

avance de los fragmentos se v1sual~2ó con lu2 ultravioleta. A 



todas los geles se agregó, DNA del bacteriGfago 

Hind 111, como marcador de peso molecular 

cor tadc• con 

III.8 OBTENCION DE MUTANTES RESISTENTES A BROMURO DE ETIDIO V 

DEFICIENTES EN EL TRANSPORTE DE POTASIO <MUTANTES Kdm-l 

Se seleccionaron mutantes resistentes a bromuro de etidio 

<EB>" sembrandc• aprc·~:imadamente 10ª células de la cepa ~IM27 en 

VPD <VPD en amortiguador de fosfatos 50 mH pH7) que contenía 20 

uM de bromuro de etidio. Cuando las colonias fueron 

suficientemente grandes (6 a 7 dias después de la incubación) las 

mutantes se seleccionaron y sembraron en VPD. A las mutantes 

seleccionadas se les probaron marcadores de auHotrofía y 

crecimiento en YPD + EB a concentración de 10, 15 y 20 uM de EB, 

también fueron crecidas en medio de bajo potasio y a las que no 

mostraban crecimiento se les t1izo el análisis fisiológico 

<transporte de potasio y respiración). 

II 1.8.1 ANAL IS IS GENETICO DE LAS MUTANTES l:dm-

A las mutantes que mostraron un fenotipo Kdm- se analizaron 

genéticamente estudiando la segregación de caracteres. Para ello 

se hicieron cruzas 5embrando una asada de células de cada cepa 

con diferente factor de compatibilidad" y en medie. de 

extracto de malta. A las 24 l1rs se observaron cigotos Y 

diploides, de los cuales se h120 una suspensión ligera, poniendo 

las células en 10 ml de agua destilada estéril y sembrando 200 ul 

de la suspensión en medio mínimo, se incubó p~r 48 hrb a 30 DC, 

para aislur colonias individuales. Después de la incubación, se-



diploides, de· los _cuales ··s~ hiz·o- una suspensión ligera, pon1endc• 

las células en lQ -~l.~·~e-:_ag.u~, de5tilada estéril y sembrando-.2ú1):.u1 

de 1 a . suspfins ¡·¿n .·~.n ~':'.~ i _0_.;m! ~-~m~_; ~-e .:_i n,cub~-.: por,:~ 4.8. h~·s :~ ~3P' °C, 

para ai~lar· colon~-S.s .. ~ndi~i~Ü~l~~,:~:- :··Después .de·· la ~~:G·~-~:~:1~-¿:~~· ... se 

indujo la esporulación .sem~~;~n~,·¿\:~.~~~-~_.·c¡:¿,lia --~i~·{'~.i~~-«-e·~· .. un-::- medio 

de extracto de malta por 4B;hrs,- .. :C.bs~fvarldo~-~l ~i~,~·OSé:élpio- ··,la 

formación de tetradas. Las tétra·~-:·s··:,:;~ -~:~~u~·p~.n~ier:~ ·~~ 1" ml de 

agua des ti lada y se ·digi_r·í·.; lil pared d'el asca- añadiendc1 20!) Ul 

de (l-glucuronidasa C2 ~í;frm:{!:! <~·e/d_~jÓ_ a temperatur_a ambiente 

has.ta encontrar ascas ~~·~~~-~·as: y después se detuvo la reacc i~·n 

en frío. 

La di secc i 6ñ_ · cte·. 1 as ~é t,r a das se 
.. _.>;.o·.':o.;: 

micromanipuladc;:i:r _ Le_i t;2;, ·::'. _semf:rr:ando las ascosporas 

VPD y poster:io~;~'e.~,~~ '; .s·~.~ ·1'~~ :. probó marcadores de auxcitr:of.~ ~. 
crecirñiento- en bil.jO :'p¿~~sr~·-:y resistencia a bromuro de etidio. 

Las c:ruzas ·real i zadaS fuéron KA56c x M02/ 1 y MD2/ 1 3a >: CSP 48-5. 



IV RESULTADOS 

" ·,~" 

IV .1 TRANSFORMAN.TES DE §_,_ _ E!l!:!l:.'.il>ii!!l: lfüE MOS<RARON UN FENOTIPO 

~1év::sT~~ 
. -

Se tran~formó _1'~···ceP·_a R-~?57:·-d~-.-§.!.. i;.~r.~·i1§~2~ cc•n_-1 ug ·de ·oNA 

del plAsmid~-KEp6 P~l-a,.dei~u).str~f. si el ve:C:tor es func.ioiial en§~ 

~gc~~i§iª~· De este experimento se.obtuvieron de 400 a 500 

transformantes ·por caja por ug de DNA, habiendo seleccionado en 

SD LIRA. En el control <células no transformadas> no se observó 

crecimiento de colonias, lo que comprueba que el plásmido, es 

Por transfc.rmac ión de la cepa tlTRK con el banco de !:;;...!. !!!!;;!.!§ 

se obtuvieron 12 clonas (13-1, 13-e., 13-3, 14-1, 14-2, D-3, 0-4, 

0-5, D-?, D-9, 0-13, y _D-15) que mostraron un_ fery_~tipo silvestre 

<Kdm-) .... ~ peor mostrar cree imientc1 en un medio c·~n· 1 mM de potasi c1 

<LSKl) al igual, que! la cepa silvestre R-757. En un medio con 1 mM 

de potasio, la mutante O.TRV. no muestra c'recimiento alguno; 

requiere al menos 10 mM de pe.tasio en el medie.o para crecer 

<Tabla 1 >. 

De las 2 estrategias utilizadas para la selección de las 

transfeormantes <urce>... <l<dm-)• se observó que cuandD se 

seleccionaba, sembrando las transfc•rmantes directamente en un 

medio de bajo potasio <LSKl>. no había crecimiento de colonias, y 

por el contrario, c:uandi:o se scleccicjnó sembri;,ndc1 en un medio ne• 

selectivc• para el transporte de potasio <SO URA>, se obten1an 

transformnntes ~ura-)•. Cu~ndo estas últ1mas se replicaban en un 

medio de bajo potüsio, daban lugar a colonias viables con el 



fenotipo buscado <ura-)+ CKdm-J•. Esto indicaba que,, c:úando- se 

transformaba la e: epa l1TRK1 ~~ tenían que sembrar las 

transfom~rlteS en un medio no selectivo para el tran5pC1r te de 

potasio, pues al seleccionar directamente en un medio de bajo 

potasio no obteníamos crecimiento de transformantes. 

Las transformantes aisladas que adquirieron un fenotipo 

si 1 vestre, fueron seleccionadas primero por complementación 

auxotrófica <medio SDURA> seguida de replicación en el medie• de 

bajo potasio (LSKlURA>. Las transformantes seleccionadas se 

purificaron y se probaron nuevamente sus requer1m1entos 

auxotróficos y su crecimiento en bajo potasio para comprobar que 

no eran contaminantes <Tabla l). Como se esperaba, la cepa bTRK 

transformada con KEp6 no creció en bajo potasio. La cepa 

silvestre R-757 al ser transformada con KEp6 también adquirió l~ 

capacidad de crecer sin uracilo y creció en baJO potasio. 

Se midió también la eficiencia de transformaci~·n tomando 

como 100 r. el número de tronsformantes obtenidas con la cepa 

MD2/ 1 de !5.:. le&.t.!.? cc•n 1 ug de DNA del bance• de t.!. l~~.t..!?.~ 

comparándolo con el rn'.1mero de transformantes obtenidas cc•n la 

misma cantidad de DNA usando la mutante AlfiK de ~.:.. ~~C.f::.:.1§1ª~· Se 

obtuvo una eficiencia del 25 % con ONA del banco entre l~ mutante 

bTRI. de 9-.:. c;~!:.~~1'2.l~H~ y la cepa M02/ t de L!.. .!.<I:!S.~.!.§.• cc•mp.:..1·i"ndo de 

la misma manera la efic.it.:111.:.ii:i de= tran~formac1!'.'1 n cc.n el ::il,'\smtdu 

KEp6. Se observó que la efic.ie11c.ia de? transformacil'.'•n de 1.:.1 OTR~

es se.lo el 33 !/,de la encontrada para la cepa M02/1 <Tabla IJ)~ 

f:' 



Tabla 1. Prueba de ·mart:;.8.dof'.'e_s de a~xotr'ofh1 .. y··crec.imiento en 
bajo potasio. Las t!':~nsforman't_eS<·:13.::.~.· a 0-15 muestran un 
fenotipo si mi lar a 'la-.. - cePa 'silv·estre R-757 .. Los signos + 
representan buen cret:;-fmi_e~t?.·,.~.+~s·c.t::~s-·~m~~iito·:·.regu1ar, Y: - aus.encia 
de crecimiento .. , ~:?- ·:·.~i.~Ú:" \A;;~\ .-~f.-

:~~·\' .:.:_1_;:. ···~,. -.:~01;-~:t<·,i-/· 
-::>',"º .'.~(~:;'~"-:_:/:: ~. --

~- -:- · </f~'t/ia{1~·--
---------------------~-.:.....:...::·::._".:;.;;;::._~.::: ... ::..:.:..::.:-:.:..:_ __ ::.. __ ;::. ___ ..:. ______ . _____________ _ 
Cepa VPD. VPG · Lis i.\15 >.ü~:i.< i.sK0;7s L5K1 L5K2 L5K10 __________________ ...;_:.;.;..;_;_ ___ ;;...:.. __ ~_.;.._·,;,..:.._:.....:. __________ .;.. ___ ...; _____________ 

'' 
" 

R-757 + + ,- + + + + 

R-757KEp6 + + + + + + +. 

'f>TRK + + 

t>TRK Bank + + + 

13-1 + + + + + + + 

13-2 + + + +- + + + 

13-3 + + + +- + + + 

14-1 + + + +- + + + 

14-2 + + + +- + + 

D-3 + + + +- + + + 

D-4 + + + +- + + + 

0-5 + + + +- + + + 

D-7 + + + + + 

D-9 + + + +- + + + 

D-13 + + + +- + + 

D-15 + + + +- + + 

--------------------------------------------------------~--------
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Tabla II. Eficiencia de transformación obtetÍida- co11- ug de 
DNA pará .la cepa- de K~ lªS.~i§ M02/ 1 y'§,,_ E~!.:!t~.i~.!2€ R-757 y ~TRI<~ 

Nómero de transformantes. 

.C.TRK 

KEpb ·2so, !33.3 x1 

Sanco de 
K: .. !.~s.!i§ 

'50 +19 <25l0 

:'·: ;~~:,;-f;- ,.,. ~· ;•_ 
,- .-:-<·:-;,~-, ~~~/~~}~;,{~t-· '-~~;~~~ 

·- ·:;-· 

F,;:::~~;> /}~f~·-~i~.~;.i; ___ , -. , 
.-·.:>,o:~ ' . ";-'; ' • -

· rv .2 ANA~1s1!3 Frs1oLóa1.ca oE i.:As rRANsFORHANrEs 

En "ias ··;·~,~~t-;~:~~~~'ri:~~-~:.:_~~,~· .§~·~:~~~~~i.~l!l~ cK~~.m->·:~ se mi di o 
,-g:~ 

el transp¿Í-t~·_-·d_~-~ p~·~a~i0' :~'D-~'-:c·é1u,raS c-onlpletas ,_, paJ".'~ .-~d~_terlni nar 
' ·- .- >, '·- .. ;- : __ --. -. ~-:: 

cuales CÍon~s ~'~-st~aban un ·,f~~otipo ~-~ lv~~-:tr~:-~~~i;~ e~:· ~~anspc•rte 
Se observó que únicamente las '~tr~~sfo;~~~n-~~e~· <13-1, 

!3-E, 14-2, . D-4, 0-5, D-7, 0..:.13-,-' :y __ ::·~~--~5: tra.nSp_c,~'.~aban 

potasio (Fig 3 y 4 ). Los.reg.is{~o~_~,d~-.~~-r:~nSpo~--~~ '!-~>p·o~a~s'io se 

realizar-on a _cef".tt y _0 .. 5 ~!:1:~·d':_po~·a-~i':'··::· en el medio-. A una 

c:oncentracíón de 0.5 mM dé._pota$i~ se- esfA es-timulilñdo el sistema 

de ¿¡}ta afinid.:id de. t·~-.~~~¡·¿=~t·~·, de ~o.tasio por adición de-.-sustrato 
. . :¡. _.''.: ,._ . 

-- (K+) • -ya_-que·_-li~n~_~\j~~:-t::"~~-·-~e,_1_50- ur_l para pot.asic.. 

En la figura~ 3 A -se -muestran' los registr-os-··de-: t'.ranspor.t"e ,·~on _. 

cero potasio erl el medio, teniendo ceii. . ..) control positivo la cepa 

R-?57 y WH27. En los trazos correspondientes a 105 contrOles 



positivos,se observa una_salida de potasio del interior celular; 

esta sal ida es registrada por el electrodo catiC::1nicq comD un, 

aumento en el voltaje, que a su vez es traducido a una 

concentración externa de potasio. Las célula·s poste:iormente· 

muest1-an una reincorporación de potasio, y en este caso se 

observa un descenso en la concentración de potasio registrada por 

el electrodo cc•mo consecuencia de una disminución en el voltaje. 

Como c:ontro 1 negativo tenemos a la mutante OTRK que no muestra 

incorpc1rac1ón de potasio al interior celular, ya que carece del 

gen que codifica para el acarreador de potasio TRK-1. En los 

tra:!'.:os correspondientes a la cepa 6TRK, se c1bserva una sal ida de 

potasio de el interior celular y por tanto un aumento en la 

concentración de potasio e~:terna que es registrada por el 

f?lectrodo. No se ob!;erva recuperación del potasio, ya que esta 

cepa no cuenta con el sistema de entrada de potasio de alta 

afinidad. 

A cero potasio en el medio, las transformantes 13-1, .. 1~-2; 

14-1 aparentemente no transportan al catión. Sin.- embargó, cLI;arido 

se midié• transporte a ó.5 mM de potasio ·en·_ el. medio- ~~\cj.-0 ~·· 3 .-~~,.B~) 

se observó incorporación del c:atión-- al inter'iOr:-:..-c~1Ul~r~-:':Por· otro 
,.-.. :~,-.'. .. -·."<_::/.· >: ,_':-; 

lado, tenemos las transformantes 0-3í 0-5, D-:-:?,· .D-9J.·-;·o.:..13 .y 0..:.15 
. . . . ; . '. ' .· ' ·~ .. : ' . . - . -": ' 

que se midieron U.nicamente! c.on··~.5,·mM de_pota.~io:~··:y_-,q-~·.~ ~~-~-~f.aro~ 

un curso típico de" -.transp9r-te-_--de-- po_ta~~-·~c·~ ~~t~-~---~-º_!!-~~~:· las 

transformantes, en donde se ~~ser"'.'a·-~na _sali'da de potasíc1 __ de la 

célula y p.osterior incorporació~. del cat.ión- al interior c:el.ular 

tFig4>. Ellc1 ·indico que habi.an adquirido un fenotipt• !\-~dm-) .... por 

transformación. El eMperimento a cero potasio no se realizó 



debido a los resultados obtenido5 cc.n las primeras 

transformantes. 

De todas las transformantes seleccionadas, me aisl~· el 

plásmido de levadura, con el cual procedimos a transformar 

bacterias y a mantener el plásmido en bacterias para una meJor y 

fécil manipulación del mismo .. Por transformación bacterian<i se 

obtuvieron sólo transformantes de las clonas 13-1, 13-e, 14-1, 

14-2, ·o-4, D-5, D-7 y 0-9, las cuales fueron selecionadas por 

exhibir crecimiento en un m1!dio con ampicilina y mostrando 

sensibilidad a tetraciclina. En la selección se obtuvieron de 

cero a 50 colonias de transformantes bacterianas por caja de LB 

ampóO. 

De las transformantes bacterianas se aisló nuevamente al 

plásmido, que se usó para retransformar a la mutante ATRK de §..:. 

~~C~~i~iª~ y comprobar que regeneraba el fenotipo <Kdm->• para 

el transporte de potasio. Se encontró únicamente complementación 

de la mutación con el plásmido de las clonas D-4, D-5, D-9, y 

13-1 por haber mostrado crecimiento en un medio con 1mM de 

potasio y por mostrar un curso típico de transporte de este 

catión. En los trazos de transporte de estas transformantes, se 

observó nuevamente una salida de potasio al comienzo y un influjc• 

de potasio posterior <Tabla III, Figs. 5 y 6). 



Tabla III. Prueba de marcadores de auxotrofia de las 
retransformantes y crecimiento en .n\edio con 1 y ,2· m!1 de potasio. 

YPD YPG Ura His LSK2 

R-757 + + 
R-757 KEp6 + 
ATRK + 
al"RK KEp6 + 
13-1 + 
13-2 + 
14-1 + 
D-4 + 
D-5 + 
D-7 + 
D-9 + 

IV.3 CARACTERIZACION DE LOS PLASMIDDS 

Un análisis de restricción mostró que las clonas 13-2, 14-1, 

14-2, D-4 y D-7 posiblemente habían recombinado y que por ello 

no mostraban complementación de la mutación. La evidencia que se 

tiene de recombinación es que, en el análisis del plásmido con 

enzimas de restricción se obtiene un plásmido que no lleva 

inserto e inclusive en el caso de la clona 14-1 es de menor 

tama~o que el vector usado para el banco C 6.2 Kbl. Por otra 

parte, las clonas muestran ser.sibilidad a tetraciclina, si 

fuera únicamente el vector deberían conservar la resistencia a 

este antibiótico 

Un análisis de restricción de las clonas 0-5 y 0-9, que si 

complementaron la mutación, mostraron un inserto de 7.4 Kb, con 

sitios para las endonucleasas BamH1, Hind III, Pst I, Cla 1. En 

32 



la Figura 9 se· mU:est:;.:~ ~T< mapa físico para el. inserto de la clona 

0-5; e.st~. cls-n~-..'._l leva a el gen TRl<-1 de r.:. .!~S.!;Í~ 

IV,4 MUTANTES DE ~lYt~g~~ID~Eg§ l~E]!§ DEPENDIENTES DE POTASIO 

Al crecer a la cepa WM 27 en medio de VPG con bromurc. de 

etidio <EB> se aislaron 200 mutantes resistentes a 20 uM de este 

colorante, de las cuales se seleccionaron únicamente 44 para 

análisis fisiológico. Las mutantes mostraban un crecimiento 

normal tanto en medio rico YPO como VPG, como en medios de YPG + 

EB y un requerimiento de más de lúmM de potasio en el medie• LSK 

para crecer. A las mutantes seleccionadas se les hizo un análisis 

fisiológico para el transporte de potasio, obteniendo 5 mutantes 

que mostraron deficiencia en el transporte de potasio. Estas 

fueron las cepas CS48-5, H-5, 70, 139 y 145. Las mutantes 70. 

13q, y 145 mostraron en un principie• un fenotipo t<dm- y cuando se 

les hizo un registro posterior de transporte de potasio, se 

observó que transportaban potasio. Este hecho indic'• que la 

mutación en estas cepas era inestable y que habiamc.s t•btenidei un 

fenotipc1 que había revertido <Tabla IV>. De la mutante 7(1, se 

hizo una caracterización genético por segregación de caracteres, 

obteniendo un patrón de segregación mendeliano (2:2> para los 

marcadores de au}:c.otrofi:a. pereo '"'"ª segregaci6n <0:4> n<dm-

Kdm•) para el transporte de potas1eo, indicando que en realid~d 

habíamos obtenido mutantes que habian revertido. 

De las mutantes C548-5 y M-5 se realizaron varios registros 

de transporte mostrando que la mutación en estas cepa5 era 

estable y que exhibían un fenotipo Kdm- tanto en pruebas en 
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medio de bajo potas.io LSKl CC•mo en _regi'stros de. transporte de 

pe.tasio CFig ? y 8l. A las mutantes cCS· 49:..5· y H-5 se les 

revisaron marcadores de·auY.otrofia~ incapacidad de crecer en un 
,•; 

medie• de bajo potasio y re:=tiS.tencia a bro'muro de etidio. 

Tabla IV. Mutantes de ~~ l~Eii§ obtenidas seleccionando 
clonas resistentes a 20 uM de EB. El signo + indica tran5porte y 
el signo - indica incapacidad de transportar potasio. 

cepa Transporte de potasio 

WME!? 

bTRK 

PC-1 

CS48-5 

H-5 

?O, 139, 145 

+ 

+ <Revertantes) 

La mutante CS 49-5 se analizó genéticamente para comprnbar 

que la mutación era cromosórnica. Para ello se hizo una cruza de 

las cepas MD2/1 Mat·::. * t<A5-6C Mat c.. obteniendc• la seg...-egante 

MD2/l 3A Mat ~, ura A, arg A, hisA; con ella reali~amas la 

siguiente cru:.?a t102/1 3A H~t :,, ura A, argA, hisA * CS 48-5 Mato, 

lisA- Los d1ploides se sometieron a espcrulación y análisis de 

tétradas. Un análisis de prototrofía y auxotrofía de las cepas 

parentales y segregantes, así como de la res1stencia a bromuro de 

etid1a y deficiencia en el transporte de potasio, mostraron una 

segregación mendel1ana t2:2), indicando que l~s mutaciones son 



nucleares (Tabla V y Vil 

Tabla V. Prueba de marcadores de auxotrofia de las 
segregantes de la cruza MD2/1 3A * CS48-5, donde se muestra un 
patrón de segregación mendeliano para el transporte, resistencia 
a EB y marcadores de au~otrof ia. (+ indica crecimiento y 
ausencia de crecimiento>. 

WM27 

MD2/I 3a 

tSíRK KEp6 

M-5 

es 48-5 

MS-1 

MS-2 

MS-3 

MS-4 

YPD YPG LIRA Ade Arg liis Lis LSK1 LSK2 LSK10 EBJ5 EB20 

+ + + + + + + + + 

+ + + + + + 

+ + + + 

+ + + + + + 

+ + + + + + + + + 

+ + + + + + + + 

+ + + + + + + 

+ + + + + + + + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 



Tabla VI. Fenotipo de las segregantes de la cru=a MD2/1. * 
CS48-5, donde se muestra un patrón mendeliano para el transporte, 
resistencia a EB y marcadores de auxotrüfia 

M02/1 3a Mat ~ * CS48-5 Mat•:x 

Ade B , ura A, arg A, his A, EBª lisA, Kdm-, EB". 

Segregantes Fenotipo 

MS-1 arg A, his A, lisA EB• 

MS-2 arg A, 

MS-3 ura A, adeB ~~dm-, EB"' 

MS-4 ura A, adeB,hisA,lisA,l<dm-,EB" 

Se realizó también un registro de transpc.rte de potasio para 

las segregantes y cepas parentales, comprobando así que la 

mutación para el transporte mostraba un patrón de segregación 

mendeliano <2:2), puesto que las segregantes MS-1 y MS-2 

mostraban un curso de transporte de potaslo normal y las 

segregan tes MS-3 y MS-4 tenían di fic:ul tad para transpcirtar 

potasio. Se hicieron registros de transporte a cero y 0.5 mM de 

pc•ta.sio en el medio, y se observó que las segregantes MS-1 y MS-2 

mostraban un fenotipo parecido al silvestre, en donde se observa 

una. salida y pc•sterior incc•rporación de pc•tasic• al interior 

celular. Mientras que MS-3 y MS-4 a cero potasio parecían 

mostrar poco transporte de este ión; sin embargo~ 0.5 mM de 

pcrtasio no muestran tra.nspor te CF1gs 7 y 8), lo que comp1-ob~. que 

eran mutantes deficientes en el transporte de potasio. 

Jó 



Por otra parte, se midió concentración interna de potasio en 

células silvestres ayunadas, encontrando una concent1-ac1<:n1 de 

promedio de 150 + SO mM. Las mutantes MS-3 y MS-4 mostraron una 

concentración de 94 y 118 mM respectivamente, lo que indica que 

estas mutantes tienen una cantidad de potasic. menor que la 

silvestre <Tabla VII >. 

Tabla VII Contenido de potasio intracelular de las cepas 
parentales y segregantes. El valor dado es para células ayunadas 

Cepa Potasio intracelular lmMl 

1.- M02/1 3a 104 

2.- t.TRK 160 

3.- M-5 1lt0 

4.- CS48-5 104 

5.- MS-1 168 

6.- MS-2 98 

?.- MS-3 94 

8.- MS-4 118 
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V DISCUSION V CONCLUSIONES 

V.I SISTEMA DE TRANSFORMACION USADO PARA §~ ~~r~~!§!!~· 

Se han descrito varios sistemas de transformación usados 

para ~~ !2c;.!i§. <Das y Hc0 llenberg. 1982; Das et ~l. 1984) y§_,_ 

~~:i::.11.~i.§.i.ª-.~ <Hc1llenberg et al. 1982; Fincham J. 1989>. La mayoría 

de los vectores de transformación en§~ ~~[~Yi§iª~ llevan parte 

del plásmido de 2um, mientras que los sistemas en ~~ !ª~!!! 

utili~an secuencias 'ars• cromosomales o segmentos de plásmidos 

V.i l ler 1 ineales pGl<l, pGl<2. En este trabajo hac:emc·s usc1 de un 

vector de transformación <KEp6), basado en el plásrn1do circular 

pKD1, que ha mostrado ser un sistema eficiente de transformación 

para ~!~~Y~CQffi~~g§ !~~!!§y a la vez ha sido de gran utilidad 

para§~ ~@C~Ll§iª@ <este estudio). 

La eficiencia de transformación reportada para §~ S~[~Y!§!2g 

empleando vectores con el 2um y con Acli es d~ 4 X 103 por lú ug 

de DNA (!to et al. 1983>, mientras la eficiencia reportada para 

t~ 1!~11~ usando vecto~es con el p~'Dl y con pr~tc·pJa2t0s es de 

10~ a 1oe transformantes por ug de ONA <B1•nch1 ~t ~l. 1907). 

En este trabajo se encontró una eficiencia de 750 transformantes 

por ug de ONA para este sistema basado en el pKDl transformando 

la cepa M02/1 de ~~ !@~~~~ y una eficien1a de 500 t1·ansfDrm~nte5 

(66.3 %) por ug de DNA para §~ ~~[~~l~iª~ cc.11 el ~:sm0 s1sten1a. 

Se c1 bserv~· una menor ef1cienc1a (33.3X> al transformar la mutante 

TRI< con ug de KEp6 o 1 ug del banco hecho ~n ~Ep6. Esto 

permitió concluir que el plásmido KEp6 de~~ !~S!!§ puede usarse 



demuestr-a que _püede permanecer en la célula en un medio- - nc1 

se.lectivo hasta por 20 generaciones (resultados no most1·ados). se 
observó también, que cuando se transformó la cepa- ~TRK cc•n el 

banco de genes, disminuyó la eficiencia de transformac.ión 'e11 Un 

75% comparado con la cepa silvestre; esto pudo deberse a que el 

vector lleva fragmentos de DNA ligados, y pc•r ello la cantidad de 

plásmido disminuye en un 1 ug de DNA, dando una menor eficiencia. 

Aunque se ha reportado que los vectores de la serie pk01 

tienen especifici~ad de hospedero <Bianchi et al. 198?>; en este 

estudio se encontró que también puede replicarse y funcion~r en 

§~ ~gcg~i~l~~- Estos halla=gos se ven refor=ados por reportes 

recientes que corroboran estos resultados, en donde se ha 

transformado otras levaduras diferentes de ~~ 

plásmidos basados en el pV.01 <Fabiani et al 1990). 

V. 2 TRANSFORMANTES DE §,_ !;'.!lC!lYll>Ü!!l 

~!'!" ~ll!l!tr1'n ~r~~·.,.~r,.,~n!!!!~ ~!:t~ ~~!"1lHrtfl!rr.tn ~n 1'~n"'~~f1n ~, ... _.,,..

) ... solo cuando se seleccionaban en un medio minimc• que carece de 

uracilo y se replicaban a un medio de bajo potasio < 1 mMl. Cuando 

se sembró células transfeirmadas directamente en un medie• de bajo 

potasio, nunca se observó crecimiento de transformantes, por lo 

que las transformantes que interesaban fueron obtenidas 

únicamente por réplica. 

Se !aelecciona.ron 12 tranformantes de la cepa O.TRI<~ que 

habían crecido ~n un medio selectivo con 1 mM de potasio<LSK1l. 

lo que indicaba, que hablan adquirido un fenotipo parecido a la 

cepa silvestre. Este f~notipo fué comprobadci porque las células 

fueron capaces de crecer en el medio selectivo para el 



transporte .. 

Las transfc•rmantes no mostraron buen crecimiento en un medio 

con una concentración de potasio de iJ.75 mM, en comparaciC•n con 

la cepa silvestre. Ello puede deberse a que se trata de una 

prc0 teina de t;..:. 12~!!.§ eHpl-esada en ?.:. f;g!:g~i~i2§'' por lo que no 

se puede esperar un crecimiento igual que en.la cepa silvestre. 

El análisis fisiológico de las transformantes permitió 

comprobar que habían adquirido un fenotipo silvestre para el 

transporte de potasio, ya que mostraron dicho transporte cuando 

se hacían registros con O.S mM de potasio en el medio. Los 

registros hechos a cero potasio en el medio, indicaron que las 

transformantes no mostraban transporte de potasio o que lo 

presentaban con una eficiencia menor que la cepa silvestre. 

Ello pudo haberse debido a que a cero potasio no se estaba 

estimulando el sistema de transporte de potasio a trabajar y que 

por ello se observaba una baja eficiencia de transporte de 

potasio~ 

Al transformar bacterias con una preparación de plásmido 

obtenida de las transformantes, se encontró que la eficiencia de 

transformación disminuyó bastante, ya que se obtuvo de cero a 20 

transformantes por caja con diferentes cantidades de DNA. Como no 

se encontró correlación entre la cantidad de DNA y el número de 

transformantes C•btenidas. se puede pensar que la baja eficiencia 

pudo deberse a que la preparación de DNA con que se transformó 

fue deficiente CONA con proteina) y/o qt1e no se hicieron células 

compet.entes buenas. Con DNA de estas clonas se retransformó la 

mutante 6TRI'". comprobándo que únicamente el plésm1do de las clonas 



0-4, D-5. D-9- y·/13-:~.':,-.:~eg~!i.~~a-b,:,~· e~·,:~fenot ip<?· s\-.i:veStr~_ ·~ara ·el 

crecimiento en un m~d_i-o de'--b~:j-o. Poi-~~i~ :-y pa~a·-~e-1 t.í:iinspb~te --de 

peotasio de alta. afinidad, le• que indiC:aba que esta: clc.i,as 

estrechamente con el transporte de potasio. 

Un análisis físico demostró que la clona 13-1 llevaba ·el gen 

TRK-1 de §~ s~cg~i§!~~' ya que al digerir con las endonucleasas 

de restricción Xba o Pst I se t•btenían los mismos fragmentc•s de 

DNA al correr en geles de electroforésis. Las clonas D-5 y 0~9_ 

llevan un fragmento de ?.¿1 Kb aproximadamente y ne comparten 

sitios de restricción con el TRK-1 de §~ s~rg~!~iªg' por lo que 

se descartó la posibilidad de que sea el gen TRl<-1 de· §~ 

No se sabe si es homologe con el TRk-1 de 2~ ~g~g~{~iª~-

debido a que no se ha hecho una hibridación, sin embarge se sabe 

que es el TR~:-1 de t~ l~~~i§ o un gen relacionado con el :istema 

de transperte de potasio. No se descarta la posibilidad de que 

sea un gen que codifique una proteína reguladora del sistema de 

transporte de potasio de alta afinidad. Esto se sugiere. ya que 

se han aislado dobles mutantes Rpd (dependencia 1-educ1da de 

potasio) de la mutante 0.TR~: que muestran transporte de potasio. 

Las clonas 13-2, 14-t y 0-7 nü mostraron regeneraLión del 

fenc•tipo (1-<.dm-)+ al transformar la cepa 6.TRL. Un ,;;.nt-il1s15 dl'.?l 

plésm1do demostró quP 5P habian obter1ido plásmidos recomb1nantes 

perquc ~l digerir el DNA con enzimas de restricción. se obtenian 

ónicamente los fragmentes del vector. Los resultados que 

corroboraron esta hipótesis son: sens1bil1dad a tetrac1cl1na 

ausencia de sitios de r~stricción del vector como Sal 1. Hay 

"' 



reportes que apoyan estos resultados, ~n dDnde se demuestra que 

plásm1dr•s híbridos compuestos de DN~ de_2 um, un gen de le .. •adur~ 

Y parte de un vec:tor bac:teriano, rec:offibinan con el ONA cromc1 somal 

homólogo por recombinación.· si t-io especifica_ (Kiel land-Brandt et 

al. 1981). Se propone que un proceso similar sucedió en las 

transformantes de este trabajo. 

V.3 MUTANTES DEFICIENTES EN EL TRANSPORTE llE POTASIO 

Se ha repc•rta.do una correlación entre la resistencia a 

bromuro de etidio y camb~os en el transporte de potasio en le 

levadura <Brunner et al 1982> y además que el bromuro de etidio 

es un inhib1dor cc•mpotitivo para el transporte de pota.sic• <Peñt1 

et al 1975). En este estudio se cbtuvieron 2 mutantes M-5 y CS48-

5 defic1entes en el transpc.rte de potasio, seleccionando clc1nas 

resistentes a 20 uM de EB. La caracterización genética de la 

mutante CS48-5 demostró que la mutación que confíere resist~nci~ 

a EB y la mutaci6n que afee.ta el transporte de pot~sic• son 

nucleares, y mltpean en locí diferentes no ligados. Estos 

resultados pueden indicar que la deficiencia en el transporte de 

pDtasio .,. la reslstenc1a a EB, no est.,.'\n dQdas por Lln sede. gen~ 

aunque na se descarta la pos1b1l1dad de que sean 2 genes 

separados correlacionados entr~ si, porque no se 

transporte de EB. Otra posibil1dad es que sean genes qu~ no 

tienen nlnguna relación funcional y que la mutac1C'.:·n que c:c•nfu~re 

resJ.stenc1a il EB sea difcrante estruclural y funcionalmente de li!. 

mutactón que confiere resistencia a EB en las mutantes d~scr1ta~ 

por Brunne~ y c~laboradores. Un punto impDrtante que apoya esta 



última hipcitesis, es que se han descrito mutantes que mu~~tr_i\n 

resistencia a bromuro de etidio, pero que no muestran alteraci6ri 

en el transporte de potasio !Brunner et al 1982). 

El análisis fisiológico de las segregantes de la '.mutan~~ 

CS48-5 demostr~. que las cepas MS-3 y MS-4, muestran cantidades 

pequeñas de eflujo de potasio <0.005 mM> comparado con la cepa 

silvestre WH27 y la mutante CS48-5, que exhibieron un eflujo de 

0.04 mM; esto indica que pudieran estar alteradas en algún 

sistema de salida de potasio~ además en el acarreador de alta 

afinidad por mostrar dificultad para transportar potasio. 

V.4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Las conclusiones obtenidas en este estudio, son las 

siguientes: 

1) El plásmido k'Ep6 de lf:.. lª~ii§. es funciona1--.y s~-.p~ede--repl icar 

en B~ ~grgyi§l~g. 

2) El plásm1do KEp6 basado en el pKDl, mostró ser 'un sistema 

efic: i1?nte de transfc·rmaión_ para E.!. t;g[.g.!li.ai~g comparadc• c:c•l"'I b~ 

1~!;.!:.i§ 

3) Se 1dent1fic:ó el gen TRl<.-1 de ~.e. lsc;.~i~ por e>:presión en un 

sistema heterólogo <gen de ~L l!~ii§ eHpresado en §~ ~~C~Yl~iª~> 

4> Se obtuvieron transformantes dQ §L c;.~c~~l~i@~ que most1·aron un 

fenotipo parecido al silvestre, pero no se comportan igual que !a 

silvestre por tratarse de un sistema heterólogo. 

5) Pl~smidos hibridos que llevan un gen de levadura, recomblnaf1 

con el DNA cromc•smal homólc.go pc•r recomb1nac:1ón sitio espec:íf1c,.. 



6) Se clorió el gen TRl<-1 de!::::_._ lª~!i§ en un inserto de ?.4 Kb y 

se e~:presó en §~ E§!:§Y.i.ái~g 

?> Se obtuvieron mutantes deficientes en el transporte de pe.tasio 

con bromuro de etidio, y su análisis genético indicó que la 

resistencia a EB y la deficiencia en el transporte son mutaciones 

nucleares 

B> En las mutantes obtenidas con EB, se encontró que la 

resistencia a EB y la dificiencia en el transporte de potasio 

mapean en locus diferentes no ligados. 

9) Posiblemente, la resistencia a EB y la deficiencia en el 

transporte no tienen relaci~·n funcional, porque se obtuvieron 

mutantes resistentes a EB que transportaron potasio. 

Entre las perspectivas que dei·1van de este estudio, esta el 

eluc1da1-. si el gen TRV-1 de L:;..!- lªs;.!.!§ cc.mplementa la mutac1é•n en 

las cepas resistentes a bromuro de etidio y deficientes en el 

transporte CS 48-5 y M-5. 51 este es el caso. se refuer~a los 

trabajos del Dr. Gaber R. de que el TRK-1 es el gen del 

acarreador de potasio. En el cas~ contrario, clonar el gen que 

complemente la mutación en las cepas CS 48-5 y M-5 y ver cómc.. 

está rel ac innadc1 con c;>l TRt:-1. 
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Fi.g. 3 Registres de transporte de potasio de lns cepas F.-757 1 tTRK y 

transform.antcs de f. cerevisin.!:,_. Para la cepa R-757 y trensforinantes, se 

observa una salida de potasio de las células 1 dando un incrC:C1ento ~n la 

concentración externa y posteriormente meten rotasio al interior celular 

La cepa .6.TRK 1 solnu:entc muestra salida pero no entrada de potasio a la 

célula. rn A se n:ucstrnn los trazos con el contenido endógeno de potasio 

y en B se cucGtran ::.s trazos obtenidos con 0.5 nil-: de K+ en el c:c<!io. 
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Fig. '4 Registros de transporte de potasio de las e.epas R.-757, t.TRK y 

transformantes de§_. cerevisiae. La cepa R-757 y transformantes muestran 

transporte de potasio, y la cepa t.TRK muestre salida pero no entrada de 

potasio. 1..os trazos se realizaron con 0.5 mM de K+ en el tt.cdio. 
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Fig. 5 Ret:,istros de transporte de potasio c!e las ce:pas R-757 1 t.TRK y 

de las retransformantes D-5, D-9. Se observa transporte de ¡:ota~io parn 

la cepa control R-757 y retransíormantes D-5, V-9; el control negativo 

t\TRK no muestra transporte de. potasio. Los registros se realizaron con 

0.5 mH de K en el medio. 
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Fig. 6 Registros de transporte de potasio de las cepas R-757, t.TRK y 

de las rctrnneformnntes de§_. cerevisiae, Las retrnnsfonnantes D-4, D-5 

D-9 y 13-1 muestran un fcnoti110 parecido a ln cepa silvestre R-757, por

que muestran transporte de potasio. Los regiotros se realizaron con el 

contenido endógeno de potasio, 
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Fig. 7 Registros de transporte con el contenido -e~Ógeno de potasio de 

las cepa o Wl't 27, óTRK y de las mutantes de E.• lactis CS48-5, M-5 resisten

tes a EB y deficientes en el transporte de potasio (priaeros 4 trazos). 

Medida de transporte de las segregantes HS-1, MS-2 que transportan potasio 

y l-iS-3, MS-4 que muestran deficiencia en el transporte dl' potasio. En estas 

_eegregantes se muestre un patrón de segregación 2:2 para el transporte. 

+ 0.5 
~ 

0.3 
~ 
E O.IS 

0.06 

~48-S 

·~\~~-4 
\ \ 5mln 

WM27 MS-1 MS-2 

Fig, 8 Registros de transporte de potasio de la& cepas WM 27, de la mutantC; 

CS 48-5 y de las scgregantcs MS-1, MS-2, HS-3, y MS-4. Las segregantes 115-1 y 

MS-2 transportan potasio y las segrcgantes MS-3 y MS-4 son deficientes en el 

transporte de potasio. Los trazos se realizaron con 0.5 mH de potasio en el 

medio. 
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Fig. 9 Caracterización física del inserto que lleva a 
el gen TRK-1 de K. llictlli 
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