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RESUMEN

'Las~15vadﬂras cusentan con una HY- ATPasas por lo menos hn
canaif‘dé pntasio y al parecer dos sistemas de transporte de
thaS;Dp ung de alta v otro de baja afinidad.

: En. este trabajo se reporta la clonacidn del gen del
-acérreador de potasio de alta afinidad de Kluyveromyces latis

(TRK~1)y que se identificd por expresidn heterdloga en una

" mutante de Saccharomyces cerevisiae OTRK (trkds Kdm=). Cen un

bance de genes de K, lactis se transforad la mutante &TRE  de
las colonias que mostraban crecimiento en un medioc haje en sales,
sin wracilo y suplementadc com 1 mM de k* (LSHIURAY. Las colonias
que mostrarocn crecimiente en LSKIURA se seleccionaron, y se
chservd complementacidn génica de la mutacion trka . Se midio el
transporte de potasic de las transformantes (Kdm™ )+, comprobando
que habian adguirido un fernotipo silvestre para el transporte de
potasio. Un andlisis del plasmide de una transformante mostré un
inserte de 7.4 Kb gue lleva a el gen del acarreador de K. lagtis

Py oira  parte. se obtuvieron muetantes de k. lactis
deficientes en e} transperte de potasio (Kda™), seleccionando
clonas resistentes a 20 uM de bromuro de etidio. Se aisle y
caracterizd genéticamente una mutante Kdm™ gue exhibid un patron

de spgregacicon 2:8 para los fenctipos (Mdat/skdm™ ) (ER®/ERY),

1o que indica que la mutacién es nutlirar.



' INTRODUCCION .

1.1 GENERALIDADES SOBRE LAS LEVADURAS' "~

unicelulares

Las - levaduras pueder ser definidas como, hongo

que se reproducen  por éema:idﬁ o por fision (Kreger Van R}}ViQQéi

.o cumo'qrgéniémas eucariontes unicelulares, :que‘de Séuéfda'a su
’mur%ologia.‘se consideran como un estado en-el ciclo de vida de

" los ﬁoﬁgés hifales (Rose ot als 1967,

. Las levaduras son taxonémicamente diversas e incluyen 3
grupos: a} las levaduras ascosporédgenas h) basidiospordgenas y c}

.ievaduras imperfectas. Estas tltimas presentan afinidad tanto con

los ascemycetes como con los basidiomycetes (Kreger Van Rij

1984) . El subphylum Ascomycotina comprende la clase

Hemiascomycetes y el orden Endomycetales con 2 familias: la

Espermopthoraceae y 1a Saccharamycetacease. Esta ultima  agrupa

organismos  que han sido ampliamente estudiados tante genética

comoe bioguimicamente tales como: Saccharcomycess kiuyveromyces,

Bichias Jarulasporas gyacsaccharomyces

etc. El subphylum Devteromycotina comprende 1a clase

Blastomycetes donde se halla la familia Cryptococcaceae de

importancia médica por tener especies patdgenas como Candida vy

y Schi:

ombe pueden crecer como células haploides
o diploides, tas dos primeras normalmente se reproducen
asexualmente por gemacidn y la tercera por fisidn. También pueden

reprodutirse cesxvalmente, y en este caso 2 células haploides con

facter de compatibilidad o sexual cpuestoy « VB % o h™ ve h*, se



conjugan.. para |

. d‘mlaide,‘ia r;'ual_ ‘se puéde dividio mitesic

_haploldes (F;g la y lb ).

Las levaduras han sidn usad;

modelce de

investigar
ventajosas que incluyen a

sexual y asexual, . poﬁA mostrar u

anaerobiosis facultativae. ln que les parmlte

Tanto i1a levadhra”Saccharomgces c ev;sxa9'

lggt;g son . aerbbsas facultat:vas,'»y pueden crecer Ben ausencia de

fermentableg,

'oxsgena ;:uando 'se les: prapor:iqpa ,sustratos

derjyandu s enérgia a par¥ir de la‘giﬁcblisgs.,ya ut11xzacibh de
ishstrat6§ comp g{i:erai; lactatn, etanol y;aéétafd jequiafa de
Via. presencia de  oxigeno vy ‘ mxtocnndrxas ‘funéiuﬁales. La
fermentacidn es vigorosa y varias especies de K. lactis preoducen-
un  pigmentos rojo estrechamente relacionado a idéntico won la
pulquerrimina.
Las levaduras han sido usadas extensamente en estudios
geneticps, debidp a su facil manipulacidn en el laboratorio y a

la disponibilidad de un amplic range de mutaciones gue afectan

diversns procesos celulares (Sherman y Fink 1979).




n
de ﬁepli;ackgn‘ahtgn;hg}(ﬂiéggr,gt

cé;é:teri:gn‘ por pbéee; VQHa 
prxééﬁ ﬁe-repli:a:idn (Qri_en &ééfefiaé;f’;fs'e? -
~j}éyadﬁfas):Euy;;fuhcﬂén‘cﬁnsiste en 1a fnrmaciqﬁ de:ia :h§;qui}a
;dg'fepiiCSéién, y ademids poseen una secuencia de térﬁiﬁaé;ﬁn.~Lé'
 m§y6rié de las plasmidus conocidos son moléculas de DNA de  doble
cadena, circulares vy covalentemente cerrados (ceeds DNAY .. Sin
embargn, también existen plasmidos lineales (ds DNA} de DNA o de
RNA; westos pueden ser episomales o integratives, por su numero
unicepia o multicopia; y por su lpcalizacidn, mitecondriales o

citopldsmicos (Esser et al, 1984}).

En los procariontes los plésmidos. pueden conferir
caracteristicas fenotipicas como . resistencia 2 ciertos
antibidticos (Ampicilina, tetraciclina, pligomicina etc.).

Aunque en las levaduras no se ha encontrade relacién entre la

alguna caracteristica fenotipica, se han reportado otros .

'1siae que codifica para una

plasmidos comoe el “Haller” de 5, cere
tosinas, v el plismido dé envejecimiente de Podospora anserinas
que altera la velocidad de crecimiento de las células en que se
encusntra.

Los plismidos estan ampliamente distribuidos y se encuentran
en plantas. preotoctistas, animales. hongos y precariontes. En
contraste rcon los plasmidos procariontes, murhos plasmidos

eucariontes seon lineales y estéan en las mitocondrias

La maveria de las cepas de Sagcharemyses cerevisiae poseen



un elemento: mosémico. de. replicacién auténoma,  -anilego .a

Este elemento. esta

un._plasmid : no’y 11amads DNA dé{a'um.*

106 topias por célula :hpfbﬁi@aaamenté g

una manera E%Eable, ln_quE'16 Hace' pptenciaiﬁénté‘
ctor ‘de clonacién. -Este DNA mue

de’ Hospedero y no pque,éef:uéadb

(Hoilénﬁérg;n

gstaﬁlé en

gue se pueden replicar en un nomero. alto de’ copias-en

{Chen et al, 1986; Bianchi et al, 1987).

Muchos de estos plasmidos con la pfqpiedéd-de replicacién
autdnoma (ARS) de K. dr&soghilaéud s6n funcianales en 5,

cerevisiae. V. fragilis vy en k; 1lactis. E=ztcs plasmides con
secuencias ARS que se replican en mds de wna especie de levadura
pueden ser la base para la construccidn de vectores lanzadera
(Shuttle en 1inglés), que pueden ser usados para transferir
informacién genética entre 2 especies distintas de levadura vy
analizar asi mecanismos de expresidn de un gen en dos contextos
gendmicos diferentes (Fabiani et al 1990).

La presencia de los plasmidos lineales pGKL1  (13.4kpb)y ¥

de una toxina killer que mata, ademas de ciertas cepas sensibles



&e | 9% 1ac£35,36>ntras eépecies de ‘levadura .. Este plésmido puede

ser transféffdd alg; 'éefévisiae por tramsformacicn (Bunge, 1982)

¢ por fusién ﬁelulér {BUnge y Sakaguchi, - 1981). 5u mantenimiento

en S, cerevisiae

funcionar en sistemas heterélogos, estos pueden ser utilizados en -
1a construccidn de wvectores eucaridticos. Les plasmidos
eucaridticos como  vectores potenciales para clonacidn son
importantes en Biotecnelogia v Biologia Molecular.

De manera similar a los plasmidos bacterianos, losz plasmidos
eucaridticos son vectores ideales para la transierencia Y
propagacidn de material genético en hospederos eucarxﬂkxcos, lo
que abre la posibilidad de usar las técnicas de clonacidn para
incrementar la productividad o alterar las caracteristicas de
produccidn de microorganismos industriales (Esser et al, 1986).

Los vectores mas usados para la clonacidn de genes son
hibridos que constan de una parte precaridtica y otra pucaridtica
(vectores lanzadera) Fig. 2a. La parte preocaridtica le permite al
vector propagarse eficientemente y seleccionarse en una bacteria
debidoc a que 1lleva el corigen de replicacidn autdnoma para
bacterias y un marcador de seleccién procaridtico, como un gen de
resistencia a antibidticos; la parte pucaridtica esta compuesta
de 3 deminios funcionales: a) un marcador de seleccidn que pueden
ser genet de complementacidén en alguna ruta bilosintéticas o de
resistencia a antibidticosy b)) un origen de replicacidn auténoma
ecuaridtico; y ) una regidn con sitioc miltiple de clonacion para

los genes a ser transferidos (Volkert et al, 1989) (Fig 2a vy

()



ab).

j;Estns,er:Enreé hibFidos

de clopacian se ~han usado @ para

identificar.genes: eypresandolos tanto en 5istema§:hnﬁ&ldgdé ‘come

aislaron’

eﬂpfﬁéahddldfén gy

Cen Un Uplasmide de 8. gerévisiae. el YEp 13 (Au-Young' et ‘a};“

i?QQ). Se - han clonado genes de enzimas bicosintéticas de ﬁurinés

de humano por complementacidn de mutaciones en levadura, fﬂsando f

vectores de expresidn que lievan el 2um en S, Cerevisibde (Schild.

et al, 19920). Se ha reportado también que vectores con e}faﬁm‘f
pueden  replicar en Teprulaspora gglta-;uggl_cllrpérbi‘sran".
inestables (Compagno et al 198%). :

Para poder realizar estudics genéticos, es necesario;Auchasv
veces disponer de mutantes que presenten EltETaCiq&EE en el
genoma nuclears lo gue permite tener un patrén -de referenci;
claramente mendeliano, y para ellc se utilizan mutantes
avrotréficas. Las mutantes audotréficas son aguellas que
presentan deficiencia en la sintesis de una o mis substancias
(amincacidos,; vitaminas o bases nitrogenadas), que suelen ser
producto de sus patrones blosintéticoss por lo que el o los

nutrientes que se requieren s deben adicionar al medic de

cultivo para que las mutantes puedan crecer.




" 1.3 EL TRANSPORTE DE POTASIO EN:LEVADURAS

Pés‘ievadufss como. todos los ofgahiém@é‘é
medio® esternc ﬁafé satisfééervgﬁél}équ}rim'éﬁtﬁk
furmarﬂgﬁ qu lo lpéran:ésApoffhﬁaﬁnjae.uBaQATPasa
plasmatica. Esta ATPasa ?érdémﬁﬁanéf
bomba electrogénidg déip;ngnég;yiélbeégiéﬁié
HH*) generaﬁa a través de'iafﬁémhfané PfQQéE lai
para . las funciones fisiulégicag impnréantés -félé;t
transporte de .aminoacidoa, la secrecién de ‘Aégddgr : »
mantenimiento del potasico intracelular {(Goffeau e€ ai i993§
Serrany et al 1930,19846).

Debido a que todos los organismos requieren potasioc  para
viviry &1 transporte de este catidn ha sido objeto de estudios
intensocs. Los primeros estudios encaminados a dilucidar el
mecanismo de transporte de potasio en levaduras fueron inicades
por el grupo de Conwayy; quién demgstrd la exrxistencia de un
acarreador catidnico en la membrana plasmatica de levaduras
(Comway y 0 Malley, 1944). Después propuso la existencia de un
mecanismo  para el transporte de potasiecs. que implicaba un
acarreador que intercambiaba K* por H*v vy le llevd a suponer que
éste estaba conectado con los sistemas metabdlicos de la célula
para obtener energia y realizar el proceso, pues tanto la salida
de H* come la entrada de K™ deberian ccurrir en contra de un
gradiente de concentracion (Conway y Duggan 1957). Poteriormente
Mitchell propuso la tecria quiminsmética, en la que explicdéd que
los sistemas de transporte en los seres vivos se realizan
siguiendo el sentido de los potenciales electroquimicos

existentes en  las wmembranas (Mitchell, 1974) y Qque el



diferentes: uric -de alta afinidad.cuand? iés céiulas se Ereciéron'
a cohceptra:ipnes de potasic del orden de SuM. Este <istema
muestra una Km de 150 uM erna Ymax de 21 omol min~t mg=*{ y oéra
sistema ‘de baja afinidad se observd cuande las céfdlas'.se
creciersn a‘éoncentraciones altas de potasic (2mM) vy muestra una
¥m de-& .mMt vy uha‘vmax de &tamcl min~' mg—?! . (Roedrigues Navarré e{'
al. 1?543.'E5te descubrimiento llevd a proponer la existencia de
un.ysiétéma de - transporte de potasio interconvertibie gue puede
dﬁe;ér f;bn E.afinidades diferentes ¢ 2 sistemas de tfanspor@e
xndepend)entesy uno de alta afinidad vy otre de baja af1n1dad.

En 1985, el grupo de Rodriguez Navarro obtuvo una mutante de ,f
i ggggglglgg deficiente en el transporte de potasio ‘de altar’:
afinidga, lo que demestrd  la existencia de 2 'sistehaﬁr‘de

transporte ‘de potasio . independientes  (Rodriguez ' Navarro et

=aly1985). . En otros.  organismos come  Neurospora crassa | Y.

Escher1ch1a coli también se hanrireportada 2 sistemas ‘BE

transpurte de pofasio-(Ta:um y Shyman, 198435 Epstein (971),

“En 1983, réé cloﬁd y éecuéhcié el gen que codifica para. el =’

acar|eudor dP alta afxnldad TFL—l en S. cerevisiac demoetrando la

1nﬁependenc1a  fisica Y funcxonal del sistema de transporte de_'
'bprotanes y de potasio (Gaber et al 1988). E!l gen que codificar
‘para el acarreador de potasio TRK-1 de S. cerevisiae mapea en el

“crombsema.X de’la-levadura y. muestra regiones de hnmolog;a cen-la

1o

Y

: 5ubunida¢,d dél ré:eptor de acetileolina de Yorpedo californic

ehtFE_ @17 TRIC-1 v la ATPasa transportadera de potasic de B, oo

«1

‘!"
i

-.codificada por el gen KdpC-
Eneste trahajo de° tesis  se rep&rfs 1a elondcidn Y-

caracterizacidn fisica (mapa de restriccién? del gen que codifica



para el acarreador de potas:cn de alta afn-ndad en ”ia levadura '

Vluyvgl;gmyces lactxs pc-r e".p: eszon Y cc-mplementacxdn heten d~]r.uga-

_usando: R Por ctra

mutantes d Saccharamy_ gs’ cerev:sxae.

'nl:g tenc { cm )

defitientes.. en el transparte.de




Fig . Cich de vida heterotalico de S cereviine
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Fig. 2a Esquema de un plasmido lanzadera que
se puede replicar en 2 organismos, un pro—
carionte y un eucarionte.

Ball  Awl-Smal 2540
A2

'y
ity

Fig. 2b Mapa de restriceich del plasmido KEp6



I1. OBJETIVODS
El presente trabajo se llevd a cabo con base en los trabajos
feportados por otros investigadores. en donde genes de otros
organismcs son expresadeos en §5. gerevisiae (Picard et al, 1930,
Compagne et al, 198%; Schild et al,1990; Fabiani et al, 1990,

Au=Ypung et al 1990). Por la estrecha relacién filogenética entre

S. cerevisiase y kK lactis, se pensd que podiamos utilizar una

mutante del transporte de potasie de §. cerevisiae Como
hospedero para una clona que llevara el gen del acarreadcr de Y-
de K. lactiss; expresandolo en un vector apropiado. Para ello

aislamos transformantes de una mutante de 8. cergvisiae
deficiente en el transporte de potasic (Kdm™), que adguiriercn un
fenctipoe silvestre (Kdm™)+ al transformar con una gencteca de k.

Porr otro lado, se ha reportado que una deficiencia en el
transporte de potasio estd asociado con una dificultad de  las
células para transportar el colorante mutdgenc bromurc de etidio
{Brunner et al, 19823, Con este antecedente, decidimos obtener
mutantes deficientes en el transporte de poutasio Kdm™,
seleccisnando clonas resistentes a 20uM de EB y thacer una

caracterizacidn gendtica de estas



111, MATERIALES Y. METODDS

Especies y cepa.

 ,.galVEnrps Lau Ryl La,mtl !G,Euthq

R-757 ‘ Mati his4—1S,urad-58.1is9,E87

R=1155 (ATRK) _ Mat-. ,hxs#*lS;uraB—uE,lxso,trPA,
Kdmf; EB®
-1 MatAdelR~1adesytrk-1,Kdm~, EBS

W37 Mata,his A, EB®

K AG-8A - Mats,hisA,Kam-, €E

Witz Mata,1ish E69 ;

£568-5 , Matq,liéa, Eri=1ykdm=; EéFf

M~5 : :VMAtW.lisA‘ £ru§x'r36¥"58-

KAS-60 ' Matv.adethlsA,le A, Essif

Mbp2s1 Mat. -uraA,lst,argA [pVDl ,h! KE 5-

K- R~ Eb=
MRdasy -3a MatesurafsargA.hisA,ERe

MS—4 ] lisA.adeBshisA,uran, EBM

R-T757 &8s vcoa repa silvestre de 5. cerevisiae; la& cepa R-1185
‘deriva  de la R-757 y contiene una delecidn dentro del gen TRiK~1
generada por el métode de integracidn v escisidn. Ambas cepas

fueron gensrssamente donadas por el Dr. ®. Gaber (Gaher et al



1988) . La cepa.PC-1 es una mutanté déficiénté'en{ei irahgpbfﬁe'pe

potasio y fue donada por el br. A.'RudriégéiuN;Véfﬁo—iRddfféhé;‘T

Navarro et al’ 1985).

La cepa MD2/1, 1lleva el plasmido pKDl y fue dohédéfgeﬁgfn;éﬂehceff

por el Dr. H. Fukuhara

a)

b)

)’

d)

IX1.2 MEDIDS DE CULTIVO ¥ REACTIVOS

Medio completo YPD: Extracto de levadura
Peptona de gelatina
Dextrosa
Agar

‘Medio completo YPG: Extracto de levadura

° . Peptona de gelatina

Glicerol
Agar

Tﬁediu éé éx&raqtu de malta (ME):

Extracto de malta

Agar

tMedio: de Luria-Bertani (LB):

'ﬁxtra:to de levadura

‘NaCl

“pgar

LB+ampiclina (LBamp): ‘Ampicilina’

LB+tetraciclina (LBtet):tetraciclina

V:ffiﬁtbna" s B 1

S-%

3.4

O.5%

I A

au

bOug/ﬁl

20ug/ml



e) Hgdiﬁ‘miniﬁq'SD{ikBase nitrogenada de levadura _;‘0.é7%.1

7%, Dextrosa ‘ e

" Agar

f5iﬂ%éi$fﬁ$ﬁih§’tpn - aminodcidos (SD+aa)
S o Base nitrogenada de levadqréf_  6,65%
Dextrosa o ‘éA%  '
Agar _  S‘%-
Sulfato de adenina '?Omgllt
L-arginina 20mg/lt
L-histidina 20mg/lt
L—-leucina X ) 20mg/slt
L-11sina R 30mg /1t
L~metionina . , 7. 20mg/1t
L—cripfn%aﬁg IR 20mg/1t
_ ) _ufa&ilovj tg;,-;,,;f e 20mg/lt
) Me&ib ;intétlcn bajo Eﬁ saigs TLSQiIUhA)VV
Ha PO, 8 mH.v‘ : _-7Sh}fé¥n gé adenina 20mg/1t
MgSO. 2 mM U L-nistidina HCL ©  2oma/lt
" caCla.. o.ahﬁf ©0 et TLearginina HCL Bomgsit
NHoDH_ CABLEmM. e e L~metionina ”u'f‘jf " Bomg/it
"Degtrosa  }? %o e ..‘.'L—tirosina ' - laomgfly

Agar bajo, U Ci~leucina : o gomgsit

en sales L cleiselet€inaT . 30mgrlt

“Vitaminas fi2img  ©  Lefisima ML . - 2oma/lt
'iEieﬁéntgéffkéé§  S Lefenitalanina . somgrit
1000X “-f 0t   1 ‘ E L—écidd‘élpfémiéc 100mg/1t
KCL - ©imm L: i Lacide aspartice 100mg /1t

L-valina 150mgr1it



L=treenina : . 200mg/ 1t

L-serina : 375Smg/1t
cisteina rl . &Omg/lt
‘alanina - S 20ma/lt
guanina 20mg/lt
prelina teomg/1lt

Agar vy glucosa se esterilizaron por separade y el medioc se
prepard con agua desionizada.
h) Amortiguador de tris-boratos (TBE):

trizma base 0.089 M

adcido bdrico 0.089%9 M

EDTA 0.002 M« o o oo
pH 8.0
1) Amortiguador TE : Tris-HCl . M
A VED"VI'AV - A mn
pH-7.5 ’

R Mézla de parar (Ficoll f#tpﬁ @ix;)’,
Ficoll : 35%
BDS. - . 0-5%‘
azul de bromofenul 0.1% 

»ilencianel . 0.1%

La cepa HEIOL de E, coli se ust :mmo‘ hospederé para | l&
prﬂpégéciéﬁ V* aﬁﬁlifiﬁaégén Bé'515551555; 19 éé'hggiﬂvéieﬁnmé&{ﬁr
de Luria-Bertani LB. El crecimiento se realizd de 84 a 48 hrsy a
37 eC.

Las cepas de S, cCecevisiae y L, lactis fueron crecidas  en

YPD vy/o YPG. Los medios de seleccidn para las transformantes de

T3



levadura fuéron:. medic  minimo sin Qféciib,f”SDURA §,,uh'rmédio

sintético coMplng.HLSKdRAfﬁpe¢cafEEe‘déjsqdigi:

La | induccidn. . de éhugéé.y éxgota;‘fﬁé;ﬁé;ha:en un dédin, de
entracto de malta, ‘ffﬁlb;i dfﬁ]oidéélfsé' 'Eolectarnn por
complementacidén de auxotfoféas‘en medio minimn‘SD; Yodas las
endonucleasas de restriccidén con sus respectivos amortiguadores
se ohtuvieron de BRL o IBI. Los geles de electroforesis se
prepararon con agarosa al 0.6 y 0.8% en amortiguador de TBE. Las
digestiones enzimaticas se interrumpieron con una mezcia de

parar, Ficoll ’stop miwx?

C111.3 PLASMIDOS
El plasmido KEpb,  un vector hibrido, fue donado. por’ el. Dr.
H. Fukuhara (Instituto curie), seccién de biologia. Francia) y

lleva e}jmafcadAr.de seiecciﬂn ura3 dé'_s_4 el pkD1 de

[ drosophylarum y los genes que confieren resistencia a
ampicilina y tetraciclinay y un origen de replicacién bacteriano
(Fig 2b).
fue construido. por digestidn del plasmide YCpS0 con las enzimas
de restriccidén. BamHi1-Sali. El plasmido YCpS50 lleva al gen
fragmento : de - BamH1-Sal1 de 4.28Kpb. gsfg_fraqmento Bam~Sal = fue .
subclenado [ en el sitic de BamHl-Sall del plasmido KEp4. E}
plasﬁxdo KEpé ‘se prepard para subclonacién de la sxguienté
manera: se linearizd con las enzimas Bamil y Sall, el plasmido

lineaj . se incubd .para ligaci¢n cen el  fragmento  de 4.2 'Kby



amort:guador de DNA llgasa Y DNA llgasa Th a 12 °C:ﬁddéhla;nnzhe.,

-2

Con la,'reaccxdn de 11gac X-]

método de Mandel y H:ga modificad jel

objete de mantener yoamplificay .
La :HB101 se real:'é.'

ino;ulaﬁdo a ‘37- ='C’ con

agitacidn cunstan a obtener una dens;dad‘de 55 unidades

Klett.  Se :entrxfugaron ;a - tubos con 35 .ml de:,célulgs, Yy se

resuspendieran &n 20 m de,CaClu‘ﬁﬂhH.—fLas célglas.ae‘dejaron_ao
.min. en  hielo, se ceﬁtfifugardn:y Eeéuﬁbendiérbn en - 2.5ml  de
CaCle 50mmM. Finalmenté se dejaron en hielo toda la ﬁnche para
obtener células conpetentes.

En un tubo Eppendorf se mezclaron 200 ul de células vy S ug
de DNA:. y se incubaron en frio durante 20 min. Después de 1la
incubacidn se die un choque térmico en un bafc a 40-42 °C.dﬁrante
3 min., posteriormente se afadid 1 ml de LB & incubd en un bafo a

37 °C pur 1 hr. para recuperacién. Las células se colectaron por

centrifucacidn, se resuspendieroch en 200ul de LB,y v 5ersembraroh ’

en _BampbO.

I11.4 COMSTRUCCION DE UM BANCO DE GENES DE K, lactis

ffara la construccién del banco se purificd DNA total de la

levadura k. lactis cepa WM27. Con &l DNA croumosdmice purificado.



se  hizo: unaﬁ»éiheticg de digéstiﬁh parcial con. la -enzima de
rEEfricEién-_Saq“Ba—I;'fésta permitid ‘conocer ias :qhﬂiéinnes de

digestidn necesarias péra obtener fragmentos . de 10 a .15 Kpb.

La. cinética de digestidn se realizd haciendo la serie de
_di]dcignes discutida a eontinuacidn: se tomaren ? tubes Eppenderf
¥y s numeraron del 1 al 2. Al tubo 1 se le anadieron 20 ul de DNA
1.7ug/ul, 10ul de amortiguador de Sau 3a y 70ul  de agua
destiladay se mezegld y guardo en frio. Se transfirieron 10 u}—de_”
la 'mezcla del tubo 1 a los tubos 2 al 2. Al tubo uno c@n 20 Ql
finales se le afdadid 1 ul de enzima -Sau 3a (&4 Usul dil }ilO); se
mezélé yige transfirieron 10 ul del tubo 1 ai tubo E;Vse;mé;E]¢ y‘
se  transfirieron 10 ul del tubo 2 al tubo 3 'y' asi sucesivamente

‘hasta dejar al tubo 8 con 20 ul de mez:ia, _dé los - cuales se
tomaron 10 ul y se descartarcn. Al tubo 9 no se le adadié enzima.
Los tubos se incubaron para digestién por 1 hr. ‘en un bafe a 37
eCy Después de la incubacidns la reaccidn se pard con la mezcla
de ficoll vy se corrieron las muestras en un gel de agarosa al
0.8%, poniendo DNA del bacteridfago digerido con Hind II! como

marcador de pest molecular .

Una wvez caracterizadas las condiciones de digestidn del DNA
crompsdmico (en este caso 0.6 Uts de enzima para digerir 340 ug
/hr). sp cortéd todo el DNA con la cantidad correspondiente de
enzima Sau 3a para chtener fragmentos de 10 a 15 Kb en ihr. El
DNA  digerido se corrid en un gel de agarosa al 0.B4 y se
electroeluyeron los fragmentos mayores de 9Kb. E1 DNA recuperado
se precipitd con 2 va}umenes de etancl abso]u@o por thr a -70 <C,

se centrifugd a 8700 xg por 1O min., se resuspendid en 30 ul de



VTE y se’ almacené a -EO °C

: Dg}' vector VEp& se Nizo una preparacidn (Ma«xprep) a part)r‘
,de la cepa bacter:ana correspondxente. El vector fue dlger:do ‘con
blgy enzxma delrestrxcxbn BamHl para linearizar y se defosforild

con fosfatasa alcalina bacteriana. La defosforilacidn se reaii;q“

de lafsiguiente manera: en un tubo eppentdorf se coloc;réhfﬁQ}ﬁL;k

del plasmido digerido con BamHi en tris S50 mM pH 8.0,

de S0 ul con tris 50 mM pH B.0. La mezcla se incube a 37

thr, interrumpiendos la reaccién con Pul de EDTA.O.ﬁﬁ QH, B.O;

después se incubd a 70 °C por 5 min.. y. se hizg una extraccian

y éste se precipité'adi:iahahdd 2 volﬁmenes de,etéﬂél

recuperando el DNA pDr"céntrifuga:ién. E1-.DNA. se “1ay

al 70% y se secd al vacio finalmente - élﬂ,

resuspendid en 30 ul de TE.

Los fragmentos de DNA cromosdmico se ligaron. al vehtor:KEbb

en una reaccidn que comprendia S0 ng de DNA cromosdafco?ﬁ;r-_gédaf
100 ng de vector lineal, 2 ul de DNA ligasa de Th; QO‘uiiaé §h4i-
) ainortiguador, 10 ul de ATP yragua destilada hasta un vblumehl dej:
200 ul. Se incubé toda la noche a 12 =C y. después 'de'?la'
incubacign se utilizé ta mezcla para transformar la cepa ~HB101,
Vaeleccionando las transformantes en placas de LRamp&O. - De todas

las fransfnrmantes se hx*o una preparacidn de plasmideo {(Masiprep)

el cuél fue concentrado en 40 ulde TE.



MAX IPREPARACION‘ o

7521 xnn:ula on 600 ml de medlu de LB ampuo €on una ‘asada de

ba:terxas‘ 9:;5E 1ncubd par lu a4 hrs. é 37 °C ﬁﬁn agitacidn
constahfe. Las células se :ole:taron por centfﬂfugacibn a 7000 xg
por 10 ‘min. y se resuspedxeron en 40 ml de amortiguador dé
sacarosa 25% y Tris-HCl SOmM pHB8.0. Las células se colocaron en
frio y se afadieron 8 ml de lisozima (Smg/ml) en amortiguador de
sacaresa/Tris, se incubd por S min. y se agregaren 1& ml de EDTA
0.85M pH B.O y 20 ml de NaCl M, se mezclé y adicienaren 8 ml de
8DS 10 %. La mezcla se incubd por 3 hrs en hielo. Posteriormente
se centrifugé a 27 000 xg por 1t hry pasando el scbrenadante a
otro tubos, se adadieron 0.6 voldmenes de isopropancl para
precipitar el DNA y se incubé a -70 ©C por 20 min.. Se
centrifugd a 5900 xg por 15 min decantando el sobrenadante, el
precipitadc fué resuspendido en 10 ml de TE al que se le afiadid
bromuroc de etidio a una concentracion de 40 ug/ml y cloruroc de
cesic a 1g/ml. Se mezcld y centrifugd en wuna ultracentrifuga
Beckman a 200,000 ug por 24 hrs. Pasado el tiempo de
centrifugacidn, se extraje la banda del pldsmido y se limpid &
veces cton isupropanol saturado con agua saturada con CsCl, se
diluyd la muestra 3 veces con TE y se precipitd con 2 volumenes
de etancl absculuto a -7 °C por 2 hrs.  Se centraifuge a S900  ug
por 13 min y se decantt el sobrenadante, el precipitado se lavéd
con etancvl al 704, se secé al vacio y se resuspendid en 200 ul de

TE.

20



IXI.S TRANSFORMACION DE LEVADURAS

Se crecid la cepa de levadura de interés en 2800 ml de . YFD
hasta obtener una densidad de 80 unidades klett. Una vez crecidas
las células, se colecan en 20 tubos con (0 ml cada une vy se
tolectan por centrifugacitn a 1000 xg por 10 min. Se
resuspendieron en 35 ml de acetato de litio 0.1M en TE y se
volvieron a centrifugar; se decantaron y el precipitadoe se
resuspendid en 100 ul de acetato de litio 0.1M en TE. Todas las
células se transfirieron a un tubo dando un volimen total de 2ml
de células. Estas se incubaron con agitacidn constante 1 hr a 30
°Cy para hacer cé!ula% campetentes. Tode se realiza en
condiciones estériles.

En tubos Eppendorf se colecaron 50 ug de ctDNA y S ug de DMA
del banco de ¥_ lactis, se afadieron 100 ul de células
competentes. Se incluyd uan tontrel negative sin DNA del banco vy
otro peositive, con DNA del KEpbsé. Los tubes =e incubaron a 30 =C
por 30 min. y se aRadieron 0.7 ml de PEG 40% en O0.!M de AclLi/TE
y se incubd a 30 ©C por | hr. Al términc de la  incubacidn se
tolocaron les tubes en un bafio de agua a 40-42 °C por 3 min. y se
centrifugarocn las células en una microfuga Bechkman descartando
el sobrenadante; las células fueron resuspendidas en 200 ul de TE
v se sembraron en los medios de seleccidn, creciendo a 30 =C
hasta obtener tolonias grandes. (Método modificado a partir de I[to

et al, 1983).

L]
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111.5.1 TRANSFORMACION DE LA CEPA DTRK DE

Se transfromd la cepa de S. EQEEXQELQQ.AiRK. dnrﬁtuéide DhA

del banco de K. lactis. Laa.tran;forﬁ?ﬁfés;:sé‘{Eelec:iﬁnaron
empleands 2 estrategias: 1)Semﬁrando'én.médi6 @#nimDV‘SDURA Y
aislando las colonias que mostraron crecimiento. Estag se
replicaron en un medico bajo en sales LSKURA con 1 mM de poctasio
en el medic. 2)Sembrando directamente en un medio LSKURA con 1 mM
de potasio en el medio.

A las transformantes obtenidas que mostraron. -un fenotipo

silvestre (Kdm—)* =e les probaron marcadores de audotrofia y el

crecimiento en bajo potasio.

II1.46 MEDIDA DEL TRANSFDRTE DE POTASIO

A las transformantes obienidas que mestrraron un  fenctipo
silvestre para el transporte de potasio (Kdm~)}*. se les hizo un
analisis fisiolégice de transporte de potasie.Para ello, se
inoculd cada transformante, la cepa ATRK y la cepa progenitora
R=757 en 200 ml de YPD liquideo y se crecieren durante 24 hrs a 30
°C egn un agitador votaterie a 250 rpm. Después del crecimiento.
se colectaron las células por centrifugacidn a 4340 xg por 10
min. vy se lavaron 2 veces con agua desionizada (ddH20). Las
celulas se resuspendieron en 109 ml de agua desicnizada y se
aerearon con agitacién vigorosa por 16 a 18 hrs a 30 =C. Después
de este tiempo las células fueron centrifugadas y lavadas 2 veces
con agua desionizada. Las ceélulas fueron resuspendidas finalmente

en una proporcién de 0.5 g/ml.

o



Los  registros-de:transporte de potasio se siguieron con un
electrode .catidnico (Beckman 39047) conectado a un electrametro,

un amplificédor ¥y un sistema de registro. La cubeta del electrod

céntenia 9.8 ml de amortiguador (MES SmM. TEA 10mM pHé; gfﬁcosa
SOmM, vy cuando se requeria KC1 0.5 mM ) y 200 ul de la sqspénsiﬁh
de células. E] transporte de potasio se midid con cero y 0.0 EH
de potasio en el medio.

La respiracidén de las células se midid en un oximetre con un
electrodo de Clark conectado a wuna fuente de poder y un
registrador. La cuheta del electrodo contemnia 1.8 ml de
amortiqguador (MES SmM, TEA 10 mM pH &6, glucosa 50 aM) y 200 ul de
la suspensidn de células., La respiracion se midid para comprobar

que las ceélulas estaban vivas

I11.7 CARACTERIZACION DEL PLASMIDO EN LAS TRANSFORMANTES

A las transformantes que mostraron un fenotipo silvestre
(Kdm—}™ para el transporte de potasico, se les entrac el
plasmide correspondiente y con éste se transformd la cepa de E.
coli HB1O1, seleccionando transformantes Amp™, Tet®™. Se purificd
DNA de las transformantes baterianas por el método Melton-prep vy
se le sometid a analisis fisico, comoe determinacidn del tamanoe
del inserto v el corte con endonucleasas de restriccidn  para
construir un mapa fisico., El corte con endonucleasas se realizé
incubande 9.5 ug de DNA, | ul de enzima y 1 ul de amortiguador
correspondiente y agua hasta un volumen final de (¢ ul. Las
reaccivnes se incubaron toda !a noche a 37 °C para digestion y se
sometieron a electroforesis en geles de agaresa al 0.6%. EIl

avance de los fragmentos se visualizd con luz ultravicleta. A



todos lus *geles se agregd, DNA del bacteridfage cortado con

Hind IIl, comc marcador de peso molecular

I11.8 VDBTENCIDN DE MUTANTES RESISTENTES A BROMURO DE ETIDIO 'Y

DEFICIENTES EN EL TRANSFORTE DE FOTASIO (MUTANTES Kdm~)

Se seleccionaron mutantes resistentes a bromure de  etidio'
(EB}™ sembrandc aproximadamente 109 células de la cepérun25' ;n
YPD (YPD en amortiguador de fosfatos SO mM pH7) que &oﬁtéhiéi'ab'"
ul de bromuro de etidio. Cuando las _culonias:  fuér6ﬁ'
suficientemente grandes (& a 7 dias después de la iﬁ;ubéc{éﬁiriﬁs
mutantes se seleccionaron y sembraron en YPD. A “las  mutantes
seleccionadas se les probaron marcadores de aux&trofia y:
crecimiento en YPD + EB a concentracion de 10, 15 y 20 uM . de EB,
también fueron crecidas en medioc de basb potasio y a las'gue no
mostraban crecimiento se les hizo el andlisis fisiclégice

(transporte de potasio y respiraciédn).

I1I.8.1 ANALISIS GENETICO DE LAS MUTANTES kdm~

A las mutantes que mestrarcn un fenctipo Kdm™ se analizaron
genéticamente estudiando la segregacidn de caracteres. Para ello
se hicieron cruzas sembrando una asada de células de cada cepa
con diferente factor de compatibilidad « vy = en medic de
extracto de malta. A las 24 hrs se ohservaron cigotos vy
diploides, de los cuales se hizo una suspensidén ligera, poniendo
las celulas en 10 ml de agua destilada estéril y sembrando 200 ul
de la suspensidn en medio minims, e incubd por 48 hrs a 30 <.,

para aislar colontas individuales. Después de la incubacidnm, se



'ﬁiploidES;‘ dE 105 cuales se hl*n una 5u5pen51ﬁn lxgeru- ponlendo‘

las células en
de la suspen51¢n_en medio minimo,
para aJEIar cclon:a= nd1v1duales
1ndu;n ]a ESparulacxdn seab an
de extracto de malta por.&B h
~forhacién de tétradas. La;’tetradas

agua destilada

de A-glucuronidasa 8 ) temperatura- amﬁfeﬁ'

hasta encontrar ‘ascas.abierta

Yy después se detuvo 1a reaccidn’

en frio.

ba;o po as:n y‘res1stenc1a a brnmuro de etxdxo

Las cruzas rea]:zadasrfuérnn KASb: i MD2/1 vy MDEII Sa x CSP hB~g.

o]



1V, RESULTADDS -+

_ FENOTIFO

1¥. 1" TRANSFORMANTES . DE. S

‘Sé’ffanéfofmﬁ'fa cep.

del plésmxda VEpé paravdemostrar 51 el vectur es fundfohéliénkg;

:erevtsxae.  De e5te experlmento _se nbtuvxeron de 4067 a__ﬁob
transfoﬁhéntes Fpor-ca;a-por ‘ug-de: DNA, habiendo 5elecci6nado eﬁ
SD URA. En el cnntr&l (éé}dlas nn,transfnrmadas) no se  observo
é?gc{hiehto de 'dolanias; 1o que comprueba que el plésmidm,r eé-'

se nbtuvxeron 12 clnnas (!3 1, '13-2, 13—3, 14-1, 14-2, D-B, D—#,

D-5, D~7, D»?, D—13, Y- D-lS)':uE mnatraron un fenutxpo s:lvesbre
(Kdm=)*, . por mostrar crecxmxanto en, un med;a cnn 1 mM de potas:n
{LSK1) al 1gua] que la cepa sxlvestre R—757 En un medxc con 1 mM
de potasic, la mutante ATRK,nU muestra cre:imxento alguno;
requiere al mehos. 10 _mﬁx&e potasic en el medxo para crecer
(Tabla I}.

De las @ estrategias utilizadas para la seleccidén de ' las

transformantes (ura=)* f{kdm~)*> se observd que cuando se

seleccionaba, sembrandc las transformantes directamente en un

medio de bajo potasio (LSK1). ro habia crecimiento de colonias, y
por el-cuntrarxo, cuando se selecciond sembrande en un medio no
selective para el transporte de potasic (SD URAY, se obtenian
transformantes tura—~)*. Cuando estas nltimas se replicaban en un

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

e



feﬁotibo buscado (Ura;)*'~(Kdm%5*-' Estn Lndxcaba quh

transformaba Syal i :epa BTRF}'-,%@' tenxan que ;sembrar as

transfnméntegf‘én' un: medxo no 5elect1vo para el tran=porte “de

'_pntasto, pues al seleccionar dlrectamente an un mEdlo qe vbﬁjdj”"
. potas:o no obteniamos crecimiento de transfnrmantes.- N i
.Las transformantes aisladas que adguirieron un fehnﬁipb?
stlvestre, fueron seleccicnadas primere  por Complementa:iénr
auxptroefica (medic SDURA)Y =eduida de replicacien en el medic de
bajo potasio (LSKI1URA). Las transformantes seleccionadas se
purificaron Y se probaron nuevameénte sus requerimientos
auxotréficos y su crecimiento en bajo potasio para comprobar que
_no eran contaminantes (Tabla I). Como se esperaba, la cepa BTRK
transformada con KEpé no crecid en bajo potasio. La cepa
silvestre R-757 al ser transformada con KEps también adquirio la
capacidad de crecer sin uracilo y crecid en bajo potasio.
Se midiéd también la eficiencia de transformacidn tomando
come 100 % el numero de transformantes chtenidas con la cepa

MD2/1 de K. lactis eon 1 ug de DNA del bamto de F

comparandelo con el namero de transformantes cbtemidas con  la
misma cantidad de DNA usando la mutante ARk de $. cece.isilae. Se
ohtuve una eficiencia del 25 % con DNA del bance entre la mutante
8TRI de S. cerevisiae y la cepa MDE2/1 de ¥, lactls, comparando de
la misma manera la eficiencia de transfermacidn con el slAsmido

KEp&., Se observe que la eficiencia de transformacidn de la BTRF

es sclo el 33 % de la encontrada para la cepa MD2/1 (VTabla I1).

~
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Tabla 1. Prueba de marcadore
bajo potasio.. . lLas transformante
fenotipo  similar ' a
representan buen cre
de :rec:m\entn )

trofxa . crecxmlenta en
; g un
sxgnns +

- ausenc1a e

Cepa L NPDLYPGLA

R-757 C

R-7S7KEpe -+ £
“ATRK PO - B et I
ATRK Bank v+ o - + o ‘L ':j— - - ' -
13-1 ' & = = 4+ + .i:7+ _+  - -
13-2 + o+ - :— ; + +- R B
13-3 ¥ + - - + +— 7 ) + o + ) s
141 : + R TR RNVES + ‘_ +
14-2 + v = - e O [
D-3 + + - - + e + + -+
D-4 + + - S - + + - + + +
D-5 + + - - + - + + +
-7 + + - - + - + + +
D-9 + + - - + +— + + +
D-13 + + = - + . + + +

a3



Tabia I1I. ‘Eficiencia de transfarméci&n obtéﬁida’cbﬁ 1 Qg”de
DNA para._la cepa de K. lagtis

7 Numerode

clmn 5 most"

:uales

de potasrb.
13-8, 14—2, D—b,
pntaéio (Fxg 3 y 4 )

realizaron

Ty ya que“

cere patasxu en el medzofi tenxendu cnna cnntral posxtxvn la cepa”

R~757 ..y  WME7. En los trazos correspondxentes a ioa rcangroles

T
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positivos,se tbserva una. salida de patasiO'del-interior"celular;f

“‘esta ' salida  es reglstrada par el electrodo catxdnlcn‘ éommg un’

auménto‘ en :ei vulba;e,.‘que a su wvez es- traduc:du '-hhafu,‘
conceﬁtraci&ﬁ exterﬁa de potasio. Las célulask postgridfméﬁtéi{
muestyran ‘una reincorporacion de potésio, y en esfei c%so :se'
observa un descensc en la concentracidn de potasio regiatréda:por
el electredo como consecuencia de una disminucidn en el voltaje.
Comp control negativo tenemos a la mutante ATRK que np muestra
incorporacién de potasio al interior celulary va que carece del
gen que cedifica para el acarreador de potasic TRK-1. En 1los
trazos correspondientes a la cepa ATRK, se observa una salida de
potasio de el interior celular y por tanto un aumento en la
concentracién de potasio externa gQque es registrada por el
electrodo. No  se observa recuperacidn del potasio, vya que esta
cepa no cuenta con el sistema de entrada de. pqtésjg ~gggréi§aj

afinidad.

A cero,pdtaaio en'e) medio, las transformantés‘13413f‘”

t4~-1 aparentemente no transportan al catidﬁ}f"

un curso t:p1co

transformantes,’ en dunde 5e observa una salxda de potasxo de1d

celula 'y posterxar 1ncorpurac1bn del catxén al 1nter1or celu!ar
tFxgh). Ellm ‘Tndice que habian adquxrzdu un fenqt:pﬁ 'hdm )’ par

transf&rmacxdn. El" experiments a .cero potasic no . se. realizé



debide a los resultados obtenides con las primeras
transformantes.

De todas las transformantes spleccicnadas, se aisld el
plasmido de levadura, con el cual procedimes a transformar
bacterias y a mantener el plasmido en bacterias para una mejor y
facil manipulacidn del mismo. Por transformacidn bacteriana se
obtuvieron séle transformantes de las clonas 13-1, 13-2, 14-1,
14-2, 'D-4, D-5, D-7 y D-9, las cuales fueron selecionadas por
exhibir crecimiento en un medio con ampicilina y mostrando
sensibilidad a tetraciclina. En la seleccidn se obtuvieron de
cero a 50 colonias de transformantes bacterianas por caja de LB

amps0.

De las transformantes bacterianas se aisld nuevamente al
pldsmide, que se usd para retransformar a la mutante ATRK de S.
cerevisiae Yy comprobar que regeneraba el fenotipo (Kdm=)* para
el transporte de potasio. Se encontré dnicamente complementacidén
de la mutacidn con el plasmido de las clonas D-4, D~5, D-9, y
13-1 por haber mostrade crecimiento en un medie con imM de
potasio y por mostrar un curso tipico de transporte de este
catidn. €n los trazos de transporte de estas tranaformantes, se

observéd nuevamente una salida de potasic al comienze y un influja

de potasio posterior (Tabla IIl, Figs. 5 y &).



Tabla - TIT. Pfuebé.-EérghérésdofeézTaé”ﬂau#ptrqfié"de las:
retransformanﬁqs vy erecimiento: en-medic con 1'y 2 mM:de potasio. .

R=757
R-757 KEp&
BTRK
ATRK KEp&
13-1
13-2
141
D-4
D-5
D-7
D-§

CEF R A A b 4

!V.S.CARACTERIZAC!ON DE LOS PLASMIDOS

_Uﬁ andlisis de restriccidén mostré que las clonas 13-2, 14-1,
14-2, D-4 y D-7 posiblemente habian recombinado y que por ello
no mostraban comp}ementaciﬁn de la mutacidn. La evidencia que se
tiene de recombinacid¢n es gue, en el andlisis del pldsmido con
enzimas de restriccidn se obtiene un plésmidc que no lleva
ingserto e inclusive en el caso de la clona 14-1 es de menor
tamafic que el vecitor usadc para el bancoe ( 6.2 Kb). Por otra
parte, las cleonas muestran sensibilidad a tetraciclinay si
fuera uUnicamente el vector deberian conservar la resistencia a
este antibidtico

Un analisis de restriceidn de las cleonas D-5 y D-9, que si
complementaron la mutacidmy mostrareon un insertoc de 7.4 Kb, con

sitios para las endonucleasas BamHi, Hind III, Pst I, Cla {. En



la Fxgura'Q se. muest a un mapa f;s;:o para eliin;ertujdé {é clona

D— =1 esta :lona 11eva a el gen TRF 1 de PV

IV Q MUTRNTES DE Vluyvernmgces lactis DEPENDIENTES DE FOTASIO

- QAi4férecer a la cepa WM 27 en medic de YPG con bromurc de
étidio V(EB).se aislaron 200 mutantes resistentes a 20 uM de este
r;ninrante, de 1las cuales se seleccionaron Unicamente a4 para
Vanalisis fisicldgico. Las mutantes mostraban un  crecimiento
‘nermal tanto en medio rice YPD como YPG, como en medicos de YPG +
EB y un requerimiento de mas de 10mM de potasio en el medic LSK
para crecer. A las mutantes seleccionadas se les hizo un andlisis
fisiclégico para el transporte de potasiosy obteniendo 5 mutantes
que mostraron deficiencia en el transporte de potasio. Estas
fueron las cepas C84B-5, M-S, 70, 139 vy 145, Las mutantes 70,
139y vy 145 mestraron en up principic un fenotipo Kdm~ y cuando se
les hizo un registro posterior de transporte de potasioy, se
observé que transportaban potasio. Este hecho indice que  la
mutacién en estas cepas era inestable y que habiamas obtenido un
fenotipo que habia revertido {(Tabla IV). De la mutante 70, se
hizo wuna caracterizacidn genética por segregacidn de caracteres,
obteniendu un patrén de segregacion mendeliano (2:2) para los
marcadores de auxctrofias. perc una segregacidn (O:4) tdm= :
Kdm*) para el transporte de potasic, indicando que en realidad
habiamos obtenido mutantes gue habian revertido.

De las mutantes €CS48-5 y M-S se realizaron varics registros
de transporte mostrande que la mutacién en estas cepas era

estable y que exhibian un fernotipo Kdm™ tante en pruebas en

a3



. medio de ba,o potasxo LSVI com e ré“iétfds de

trahspdfte de{ﬂ

pntaslo» (Fxg 7. yv E).4 A 1as mutantes c J' éébvles'

reviséfnn mar:adores de aurotrof;a. 3:ncapa:;dad de fErecer en’ un

,,medln,de ba;o pntasxn y resxstencxa a brnmurc de etldxn.

Tabla IV.. Mutantes de K. ‘lactis obtenidas selecciconando

clonas resistentes a 20 uM de EB. El signo + indica transporte y
€)1 signp - indica incapacidad de transportar potasio.

cepa Transporte de potasio
wra7 .. '+7
ATRK. 7._-
" pe-1 -
£S48-5 -
M-5 ' -

70,139,145 + (Revertantes)

La mutante CS 48-5 se analizd genéticamente para compruobar
que la mutacidn pra cromosdmica. Para ello se hizo una cruza de
las cepas NMDE/§ Mat: * KAS-6L Mat & cbteniends la segregante
Mp2/1 34 Mat &y, wra A, arg A, hisA; con ella realicamos la
siguiente cruza MD2/s1 3A Mat 2, ura A, argh, hisA » L5 48-5 Mato,
lisA. Los dipleides se sometieron a esporulacidn y andlisis de
tétradas. Un andlisis de prototrofia y ausotrofia de las cepas
parentales y segregantess asi como de la resistencia a bromuro de
etidio vy deficiencia en el transporte de potasios, mostraron una

segreqgacidon mendeliana (2:8), indicando que las autaciones son



nucleares (Tabla 'V y VI)

Tabla V. Pruebe de marcadores de auxcirofia de las
segregantes de la cruza MD2/1 3A * ((S48-5, donde se muestra un
patrén de seqgregacion mendelianoc para el transportes, resistencia
a EB y wmarcadores de auxotrofia. (+ indica crecimientc y -
ausencia de crecimiento).

WME7 + + + + + + - + + + - -
MD2/1 3a e - o e e e e - -
&TRK + o+ = o+ milenl e e - -
R KEp& + + - — + - -
M-S + o+ - - + + +
€S 48-5 + S L PN
MS-1 + ¥ b w - -
MS~-2 + o+ + + + + +
MS-3 + = - _“,:+. B N T T _7 - -

MS~4 P .7—' + - =l = - -+ +

EAJ
o



‘Tabla VI. Fenctipo de las segregantes de la cruza NDE/i” %
CS48-5, donde se muestra un patrén mendelianc para el transpnrte.
resistencia a EB y marcadores de aunctrofia

MD2/1 3a Mat a * C548-5 Matx

Ade B , ura A; arg A, his A, EB® lisA, Kdm=, EBW,

Segregantes Fenotipo
M5-1 arg A, his A, lisA EB*™
MS-2 arg A, EB®
MS~-3 ura Ay adel Kdm—, EB®

- MS=4 ura A, adeB,hisA,lisA,Kdm-,EB"

Se realizé también un registro de transporte de potasic para

;. las Segregantes -’y . cepas parentales, comprobando asi que la
mutacidén para el transporte mostraba un patrén e segregacién

mendeliano  (2:2)y puesto que las segregantes M5-1 y MS5-2

mostraban un curso de transporte de potasie noermal y  las

segregantes MS§~-3 y M5-4 tenian dificultad para transportar

potasic. Se hicieron registros de transporte a cere y 0.5 mM  de

potacic en el medio, y se observd que las segregantes MS-1 y MS-2

mustraban un fenetipo parecido al silvestre, en donde se observa

una salida y posterior incorporacién de potasio  al interior

;EIular. Mientras que MS-3 y M5-4 a cero potasic parecian

mostrar poco transporte de este idn; sin embargo, a 0.5 oM de

potasio no muestran transporte (Figs 7 y B),y 1o que comprobéd que

eran mutantes deficientes en el transporte de potasio.



For otra partes se midiéd concentracidn interna de potasico en
células silvestres ayunadas, encontrando una concentracion de
promedic de 150 + 50 mM. Las mutantes MS5-3 y MS-4 mostraron una
concentracién de 24 y 118 oM respectivamente, 1o que indica que
estas mutantes tienen una cantidad de potasio mencor 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 (mM)

1.- MD2/1 3a 104
2.- OTRK 1460
3.- -5 140
4 .- CB84B-5 104
S.~ MS5-1 168
&5.,—- M5-2 98

7.~ M5-3 Q4

8.- MS5-4 118

37



¥  DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se han descrito varios sistemas de transformacién usados 7

para K. Jlactis (Das y Hollenberg. 19823 Das et al. 1984) y §.
gerevisiae (Hollenberg et al. 1982; Fincham J. 1989). La mayoria
de los vectores de transformacidn en §. cerevisiae llevan parte

del plasmide de 2um, mientras que los sistemas en k. lactis
utilizan secuencias ‘*ars' cromosomales o segmentos de plasmidos
Killer lineales pBGK1, pGK2. En este trabajo hacemecs uso de un
vector de transformacion (KEpé), basado en el plasmidc cirvcular

pKD1l, que ha mostrado ser un sistema eficiente de transformacidn

para Kluyveromyces lactis yv a la vez ha sido de gran utilidad

empleando vectores con el 2um y con AcLi es de 4 X 102 por 10 ug
de DNA (Ito et al. 1983), mientras la eficiencia reportada para

K. lacgtis usande vectores cen el p¥D! y conm proteplastes s de

104 a 108 transformantes por ug de DNA (Bianchi et al. 1987).
En este trabajo se encontrd una eficiencia de 750 transformantes
por ug de DNA para este sistema basado en el pkKD! transformando
la cepa MD2/1 de K. lactis y una eficienia de 500 transformantes

(66.3 %) por  uwg de DMNA para 5. cevrevisiae con 21 miemo sistema.

Se observéd una menor eficiencia (33.3%) al transformar la mutante
TRK con 1 ug de KEpé o | ug del bance heche en &Ep&. Esto
permitid concluir gque el plasmido KEps de K. lactis puede uszarse

come sistema de transformacidn para 5. cerevisiae. vy también



demuestra qua 'puede 'permaneééf en-la célula en: -ﬁnrrigaio e

5elect1vo haata por’ 20 generac:oneﬁ Greaultados no mostrados) S_

. gbservé tambxén, que cuando se transformﬁ la-CEpa'bﬂRh ?coh §£ 
,bénco de_ genes, disminuyd la eficiencia de transfnrmac;én EHIQHl
75% comparado con la cepa silvestre; esto pudo deberse a que ‘éi‘
vector lleva fragmentos de DNA ligades, y por ello 1a :antldad de
plasmide disminuye en un 1 ug de DNA, dando una menor ef::xenc:a.
Aunque se ha reportado que los vectores de la serie  pkDi
tienen especificidad de hospedero (Bianchi et al. 1987); en este
estudic se enconird gue también puede replicarse y funcionar en
8. cerevisiae. Estos hallazgos se ven reforzados por reportes
recientes que corroboran esteos resultades, en donde se ha
transformado otras levaduras diferentes de K. lactis:s con

plasmidos basados en el pKD! (Fabiani et al 1990).

V.2 TRANSFORMANMTES DE S. cerevisiae

Sy stelaran frepeYoarmantes nus aMatiriseran gn fensripe (fgme
)™ splo cuando se seleccionaban en un medio minimo que carece de
uracilo y se replicaban a un medio de bajo potasio (1 mM)., Cuando
se sembrd células transformadas directamente en un medio de bajo
potasio, nunca se observo crecimiente de transformantes, por lo
que las transformantes que interesaban fueron cbtenidas
dnicamente por réplica.

Se seleccicnaron 12 tranformantes de la cepa ATRK que
habian crecido en urn medio selective con 1 mM de potasic(LSK1).
lo que indicaba, que habjian adquirido un fenotipo parecido a la
cepa silvestre. Este fenotipo fué comprobado porque las células

fueron capaces de crecer en el medio selective para el

)
U




tranéqute..:

‘ .ﬂés t};ﬁsfarmaﬁtes no'mostraroﬁ.huen :reéimiento en.un.medio -
conjupa :éhcentracidn de potasic de 9.75 mM, en comparacidén con
.ia sceba silvestre. Ello puede deberse a q@e'se trata. de  una

proteina de K. lactis expresada en S,

jae, por lo que no

se puede esperar un crecimiento igual”quéien[ia‘tepa silvestre.

El andlisis ficioldgico de  las - transformantes permitid
tomprobar que habian adquirido un fénﬁt?pn silvestre para el
transporte de potasio, vya que mnstréron dicho _transporte cuando
se& hacian registros con 0.5 mM de potasioc en el medioc. Los
registrgs hechos a cero potasio en el medic, indicaren que las
transformantes no mostraban transporte de potasio o que lo
presentahan con una eficiencia menor gue la cepa silvestre.
Elle pudo haberse debido a gque a cero potasio no se estaba
estimulando el sistema de transporte de potasioc a trabajar vy que
por ello se observaba una baja eficiencia de transporte de
potasio.

Al  transformar bacterias con upa preparacidén de plasmido
obtenida de lacs transformantes, se encontrd que la eficiencia de
transformacidon disminuyd bastante, vya que se obtuvo de cero a 20
transformantes por caja con diferentes cantidades de DNA. Como no
se encontrd correlacidn entre la cantidad de DNA y el nimerc de
transformantes obtenidas. se puede pensar gue la baja eficiencia
pudo deberse a que la preparacidn de DNA con que se transformd
fue deficiente (DNA con preoteina) y/o que no se hiciereon células
competentes buenas. Con MNA de estas clonas se retransforme  la

mutante ATRK tomprebando que Unicamente el pldsmide de las clonas



D=4, L

‘ecrecimiento

po§9§iqf:dé’ alta'_afinxdad,: 1o que xnd:caba que

llevaban ‘el ‘gen | TR¥-1 ge K. !actis,u"otrn gen téﬁéc%onéﬁo

estrechamente con el transpnrte de pntasxu.

Un analisis fisico demostrd que la clona 13- 1 llevaba el gen

TRK-1 de S§. cerevisiae, ya que al digerir con las endonucleasas'

diz2 restriccién Xba ¢ Pst I se obtenian los mismos fragmentns de

DNA al correr en geles de electroeforesis. Las clonas D—g y D"qiy v¥ 

llevan un fragmento de 7.4 Kb aproximadamente v no’ ;nmparten'

sitics de restriccidn con el TRK~-1 de 5. cerevisiae. por’ié'ﬁuEY“"”

se descarté la posibilidad de que sea el gen TRK:1 - 'de

cerevisiae.
No =e sabe =i es hemolioqo con el TRK-1 &E 'QL
debido a que no se ha hecho una hibridacidny sin embargo se sabe

lactis © un gen relacionado con el zistema

que es el TRE-1 de
de transporte de pctasio. No se descarta la posibilidad de que
sea un gen que codifique una preteina reguladora del sistema de
transporte de potasic de alta afinidad. Esto se sugieres ya que
se han aislade dobles mutantes Rpd (dependencia reducida de
potasic) de la mutante OTRY que muestran transporte de potasic.
Las clonas 13-2, 14-1 y D=7 no mostraron regeneracién del
fenctipo (Kdm™)* al transformar la cepa ATRL., Un andlisis del
plasmido demostrd que se habian obtenido plasmidos recombinantes
porque al digerir el DNA con enzimas de restriccidn, se obtenian
unicamente los fragmentos del wvector. tos resultados que
corrohoraron  esta hipdtesis son: sensibilidad a tetraciclina vy

ausencia de sitios de restriccion del vector como Sal 1. Hay




repor tes que’ apgyan estos résulfsdos;. en donde 2-1-B demuastra que
plasmides hibridos compuestns de DNA de 2 um, un gen de levadura
Y parte de un vector ba:terxano, recamb:nan con el DNA cromosomal
homéloge por recomblnacxdn EltlD EEPEC;flEa (Kielland—Brandt et

al. 198Bl1).  Se -proupone que un prucesa similar sucedxé en las

transformantes de este trabajo.

V.3 MUTANTES DEFICIENTES EN EL TRANSPORTE DE FOTARSIO

Se ha reportade una correlacidn entre la resistencia a
brﬁmuro de etidico y cambios en el transporte de potasic en  la
levadura (Brunner et al 1988) y ademds que el bromuro de etidio
es un inhibidor competitivo para el transporte de potasio  (PefRa
et al 1975). En este estudic se obtuvieron 2 mutantes M-S y CS08-~
S deficientes en el transporte de potasiey, seleccionando ¢lonas
resistentes a 20 uM de £B. La caracterizacién genética de 1la
mutante C£Sa8-5 demsstrd que la mutacion que confiere resistencia
a EB y la mutacidn que afecta el Lraasporte de potasico  aon
nucleares, y mapean en locil diferentes no ligades. Estes
resultades  pueden indicar gue la deficiencia en el transpocie de
potasio vy la resistencia a ERs no estan dadas por un solc  gen,
aungue no  se descarta la posibilidad de que seanr 2 genecs
separados correlacionades entre si, porgue  ne  se midig
transporte de ER., (tra posibilidad es gque sean genes que N6
ticnen ninguna relacidn funcional v que la mutacidn que confiere
resistencia a EB sea diferente estructural y funcionalmente de Ia
mutacidn ngue confiere resistencia a €8 en las mutantes descritas

por Brunner y colaboraderes. Un punto importante gque apoya esta

RTE



.ﬁltiﬁé hipotesis, es que se han.descritp mutantes quEVMQggtrﬁn

resistencia a bromuro de etidic, perd'que no'muestran'a}ﬁeraciéﬁ

en el trénsparte.de potasic (Brunner et al 1982).

'EI analisis Tfisioldgice de las segregantes’ de ﬁlé,cﬁU£anfér

Cs48-5 demostrd gue las cepas MS5-3 y MS-4, muestran’ ééntiﬁadgs

pequefas de eflujo de potasio (0.005 mM) comparado :on‘piamﬁ;egé
silvestre WM27 y la mutante C548-S, que exhibieron un Ef!ujﬁ éé 
0.04 mM; esto indica que pudieran estar alteradas eﬁ a}gdﬁ-vir
sistema de salida de potasio, ademas en el acarreador _de“'altg

afinidad por mostrar dificultad para transportar potasic.

V.4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las conclusiones obtenidas en este estudio, son. ' las

siguientes:

2) E1 plésmide KEpé basads en el pKD1; mostrd mer Ln -sistema

eficiente de transformaidn para S, gerevisiag compafadn con K
4) Se cbtuvieron transfermantes de S. cecevisiae que mostraror un
fenotipe parecido al silvestre, pero no se comportan igual que la
silvestre por tratarse de up sistema heterdlogo,

S5) FPlasmidos hibridos que llevan un gen de levadura, recombinan

con el DNA cromosmal homdlogo por recombinacion sitic especifica



&) Se clond. el gen,Tkalrde E;.‘lactjs‘éﬁlun;ihﬁe;tqrde'7-ﬂ Kb :y
7) Se obtuvieron mutantes deflciéntes'én'gi.ﬁfanspofte de potasio
con bromurc de etidioy . vy sﬁ éﬁéliéia éenééicu indicé  que 1la
resistencia a EB y la deficiéncig'en el t}ansporte son metaciones
nucleares

8) En las mutantes obteniaas con EB, se encontré gue la
resistencia a EB y la dificiencia en el transporte de patasio
mapean en locus diferentes no ligados.

?) Fosiblemente, la resistencia a EB y 1a deficiencia en- el
transporte no  tienen relacidn funcienal, porgque se abtuviernn'

mutantes resistentes a EB que transportaron potasio.

Entre las perspectivas que derivan de este estudio, esta el
elucidar. si el gen TRV-! de I, lactrs complementa la muetacidn en
las cepas resistentes a bromure de gtidic y deficientes en el
transperte CS 48-5 y M-5. GSi ecste es el case, se refuerza los
trabajos del Dr. Gaber R. de gque el TRK-1I es el gen del
acarreador de potasio. En el caso contrario, clonar el gen que

complemente la mutacién en las cepas €5 48-5 y M-S vy  ver cdmo

estd relacicnado con el TRE-1.

Cydg
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Fig. 3 Repistrcs de transporte de potasio de las cepas R-757, ATRK y
transformantes de $. cerevisise. Pars la ceps R-757 y trensformantes, se
observa una salida de potasio de las celulas, dando un incremento en la
concentracidn exterva y posteriormente meten potasio al interior celular
La cepa ATRK, solazente muestra sslida pero no entrada de potasio a la
célula. En A se muestran los trazos con el contenide endSgeno de potasio

y en B se muestran Ics trazos obtenidos con 0.5 mk de K+ en el rmedio.
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“Fig. 4 Registros de transporte de potasio de lus cepas R=757, ATRK 'y
transformantes de §. cerevisise. La cepa R-757 y transformantes muestran
transporte de potasio, y la ceps 4TRK mucstrs salida pero no entrada

potasio. los trazos se realizaron con 0.5 mM de K en el medto.
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Fig. 5 Repistros de transporte de potasio de las cepas R-757, LTRK y
de las retransformantes D-5, D-9. 5e observa transporte de rpotasio para

le cepa control R-757 y retransforsantes D-5, D-9; el control negative

ATRK no muestra transporte de potaslo. los registros se realizaron
0.5 mM de K en el medio.
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Fig. 6 Registros de transporte de potasio de las cepas R-757, ATRK y
de las retransformantes de 5. cerevisise. las retransformantes D-4, D-5
D-9 y 13-1 wmuestran un fenotipo parecido a la cepa silvestre R-757, por-
que muestran transporte de potaslo. los reglotros se realizaron con el

contenido enddgeno de potasio.
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Fig. 7 Registros de trnn;porte con el contenido ‘er:dagcno de potasio de
las cepap WM 27, ATRK y de las mutantes de K. lactis CS48-5, M-5 resisten-
tes a B y deficientes en el transporte de potasio (primeros 4 trazos).
Medida de transporte de las segregantes ¥5-1, M5-2 que transportan potasic
y MS=3, M5-4 que muestran deficiencia en el transporte de potasio. En estas

_segregantes se muestra un patrdn de segregacidn 2:2 para el transporte.
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Fig., 8 Bepistros de transporte de potasio de las cepas WH 27, de la mutante
CS 4B-5 y de las gegrepantes MS-1, MS-2, M5-3, y MS-4. Llas scgregantes M5-1 y
M5~2 transportan potasio y las segregantes M5-3 y MS5-4 son deficientes en el

transporte de potasio. los trazos se realizaron con 0.5 uM de potasio en el
medio,



Fig. 9 Caracterizacion fisica del inserto que leva a
el gen TRK-1 de K. Jactis
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