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Resumen: 

La levadura Saccharomyces cerevisiae presenta un porcentaje alto de genes duplicados; 

parte de esta redundancia puede explicarse por un evento de duplicación genómica 

ancestral. Los genes duplicados en este microorganismo se concentran en ciertas 

funciones, lo que hace suponer que la conservación de genes por duplicado no responde a 

un proceso azaroso. Una de las vías en las que se puede encontrar un número alto de 

isoenzimas codificadas por genes duplicados aparentemente redundantes es en el ciclo 

del citrato. Si la conservación de estos genes responde a un proceso adaptativo, creemos 

que al mutar alguno de las copias podremos observar un cambio en la adecuación de la 

población mutante examinada a lo largo de al menos 100 generaciones. En este trabajo se 

han estudiado tres metodologías con las cuales se pretende medir la adecuación de varias 

cepas interrumpidas en diferentes genes duplicados que codifican enzimas del ciclo del 

citrato y vías relacionadas. Los resultados preliminares presentados en este trabajo 

apuntan hacia la utilización de la técnica de cuantificación de productos específicos de 

PCR amplificados sobre ADN genómico obtenido de células de levadura crecidas en 

cultivos mixtos. 
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Introducción: 

1) LA LEVADURA COMO MODELO EXPERIMENTAL 

a) Caracteristicas biológicas generales 

La levaduras son hongos unicelulares cuya reproducción asexual ocurre por gemación. En 

sí, el término "levadura" no tiene ningún significado taxonómico, sino que se refiere a una 

forma de vida que comparten muchas especies y puede o no caracterizar su ciclo de vida 

(Alexopoulos, 1996). Sin embargo, el vocablo se utiliza coloquialmente para referirse a un 

tipo particular de hongo, la levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiac. La clasificación 

biológica de este organismo lo agrupa junto con otras levaduras filogenéticamente 

relacionadas, dentro de la clase Hemiascomycetes. 

Como otras levaduras, S. cerevisiae tiene la capacidad de vivir y reproducirse tanto en 

estado diploide como haploide; este último se caracteriza por presentar dos tipos sexuales 

(mating types), el a y el a (Figura 1 ). Al aparearse ambos tipos de esporas se produce una 

célula diploide (a/a); bajo un régimen rico en alimentación ésta se mantiene como diploide 

y se multiplica por gemación. En caso de que exista un régimen pobre en alimentación, la 

levadura realiza meiosis y genera cuatro esporas haploides que se agrupan en una cápsula 

de pared gruesa llamada asca. Al madurar, ésta se rompe y da paso a la germinación de las 

esporas que pueden reproducirse mediante gemación, manteniéndose en el estado haploide, 

o bien aparearse y formar nuevamente un diploide (Watson et al .. 1987). 
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lulas dlploides 
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Figura l. Ciclo de vida de la levadura Sacclraromyces cerevisiae. Una célula haploide 
puede proliferar asexualmente y mantenerse en estado de haploidía o bien aparearse con 
otra célula haploide de un tipo sexual distinto (a/a). Al unirse, estas forman· una célula 
diploide que puede mantenerse en este estado y proliferar por gemación; o bien realizar 
meiosis y formar cuatro células que se agrupan en una estructura llamada asca. Al madurar, 
esta estructura se rompe liberando las cuatro células que pueden aparearse o mantenerse 
como haploides (modificado de Alexopoulos et al., 1996). 
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El uso de la levadura S. cerevisiae para la fabricación de cerveza en Sumeria y Babilonia se 

tiene documentado desde el año 6000 a.C. (Feldman, 2000). También fue utilizada como un 

elemento que permitía la conservación de los alimentos, pues la fermentación del azúcar 

presente en los alimentos baja el pH de los mismos y en ocasiones genera alcohol, lo que 

impide el crecimiento de otros microorganismos (Alexopoulos et al .. 1996). 

Además de los usos en las industrias alcoholeras y panificadoras que la levadura ha tenido a 

lo largo de la historia del hombre, también representa un excelente modelo experimental 

para el estudio de la célula eucariote. Esto se debe a que es un organismo unicelular que 

presenta tiempos de duplicación cortos (90 minutos), no es patógeno, y es posible 

mantenerlo de manera controlada en el estado haploide o en el diploide. Todo lo anterior 

permite realizar análisis genéticos clásicos con facilidad (Watson et al., 1987). Por otra 

parte, su genoma es muy compacto, de menos de una centésima parte del de un mamífero, 

lo que permite analizar la función génica fácilmente y sólo tres y media veces más ADN 

que Eschericl1ia coli, la célula procariote más estudiada (Alberts et al., 2002). Por todo lo 

anterior se ha alcanzado un nivel de conocimiento muy detallado de su regulación génica y 

metabolismo (Zeyl, 2000). Desde 1996, con la publicación de la secuencia del genoma 

completo de la levadura, se cuenta con una nueva herramienta para el estudio aún más 

profundo de su fisiología celular (Mewes et al .. 1996). 

b) Estructura general del genoma de levadura 

Tras las secuenciación total del genoma de la levadura y los datos publicados en 1996, se 

sabe que éste se conforma de 13,478 Kb contenidas en 16 cromosomas. En este genoma 

existen alrededor de 6,000 genes que codifican para aproximadamente 5,800 proteínas 
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(Mewes et al., 1996) (Figura 2). Resulta interesante que en el momento en que se contó con 

la secuencia completa, más de la mitad de las proteínas codificadas en este genoma tenían 

funciones desconocidas por los investigadores (Dujon, 1996). 

El genoma de la levadura tiene como característica peculiar ser muy compacto, pues 

presenta muy pocos pseudogenes, poco ADN espaciador y muy pocos intrones en sus 

genes. Esto permite que cerca del 80% del ADN sea trascrito. De hecho, no ha sido 

observado más de un intrón por gen y, en caso de existir, presentan un tamaño que oscila 

entre los 200 y 500 pb y se localizan en el extremo 5' del gen en cuestión, lo que los hace 

muy pequeños en comparación con los de otros organismos eucariontes (Olson, 1991 ). La 

poca presencia de intrones en el genoma de la levadura fue explicada por Fink aludiendo a 

la función de una transcriptasa inversa de ARNm libre de intrones. Esta enzima habría 

producido copias de ADNc de doble cadena que recombinaron con las copias genómicas, 

ya fuera por entrecruzamiento mutuo o por recombinación mediante la ruptura de las dos 

hebras (Kaback, 1995). 

Otros elementos genéticos que se pueden encontrar en el genoma de S. cerevisiae son los 

retrotransposones. Se sabe que se presentan entre 2 y treinta copias de al menos cinco 

retrotransposones (Tyl- Ty5), el número de cada uno de ellos depende de la cepa particular 

con la que se esté trabajando (Kaback, 1995). 

Una característica importante del genoma de la levadura de cerveza es la presencia de 

genes duplicados. Éstos se presentan en tres formas principales: como genes ordenados 

en tandem, como genes dispersos en el genoma, o bien en las regiones telomérícas o 
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12 

2 

1. Metabolismo (21%} 7. Transporte celular (9%} 

2. Generación de energla (5%) 8. Transducción de señales (1%} 

3. Ciclo celular (12%} 9. Respuesta a estrés (5%) 

4. Transcripción (15%} 10. Homeostasls (2%) 

5. Slntesls de protelnas (9%} 11. Crecimiento y diferenciación (8%} 

6. Destino proteico (10%} 12. Biogénesis (4%} 

Figura 2. Clasificación de los genes de Sacc/1aromyces cer.n•isiae según su función en la 
célula. De los 6,450 genes que se han identificado en el genoma de la levadura, 3,936 han 
sido caracterizados experimentalmente o por homología. Es este 61 % del genoma el que ha 
sido considerado para el catálogo funcional que se muestra en la figura. Datos tomados de 
la base de datos MIPS (Mewes et al., 2000), actualizada en enero del 2002. 
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subteloméricas (Olson, 1991; Kaback, 1995). Sin tomar en cuenta las regiones teloméricas 

y subteloméricas, se han localizado 56 bloques de genes duplicados a lo largo del genoma 

completo de la levadura (Mewes et al .. 1996). 

2) REDUNDANCIA GÉNICA EN LA LEVADURA Y OTROS 

EUCARIONTES 

a) Redundancia génica en eucariontes 

Los genomas de los eucariontes presentan niveles importantes de redundancia. De hecho al 

menos la tercera parte de cualquier genoma eucarionte está constituido por genes 

duplicados que forman familias de genes (Wagner, 2001). Haldane y Muller sugirieron, en 

la primera mitad del siglo XX, que un gen duplicado puede divergir para dar origen a un 

gen con diferente función a la original (Li y Graur. 1991; Wagner, 1998). Para 1970, Ohno 

propuso que la principal forma en la que un organismo puede generar nuevos genes es la 

duplicación de genes preexistentes (citado en: Li y Graur, 1991; Wolfe y Shields,1997; 

Fricdman y Hughcs, 2001; Wagner, 2001 ). Hoy se sabe que existen otros mecanismos para 

la adquisición de genes nuevos, tales como la trasferencia horizontal. 

La duplicación de genes puede darse por varios mecanismos: 1) duplicación parcial o 

interna de un gen, 2) duplicación completa de un gen, 3) duplicación parcial de un 

cromosoma, 4) aneuploidía o duplicación cromosómica, y 5) poliploidía o duplicación 

completa del genoma (Li y Graur, 1991 ). 
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Los eventos de duplicación génica y genómica se han registrado en varios momentos 

durante la evolución de distintos linajes. Los casos más notables de duplicación genómica 

son los de las plantas, los peces óseos y los anfibios (Li y Graur, 1991). Se ha sugerido, 

hasta el momento sin pruebas definitivas, que también los mamíferos experimentaron uno o 

más eventos de duplicación masiva de éste tipo (Skrabanek y Wolfe, 1998; Wolfe et al., 

2001). 

Las duplicaciones genómicas pueden tener dos orígenes: la autopoliploidía y la 

halopoliploidía. En el primer caso se trata de una duplicación de la información genética de 

la misma especie, en el segundo ocurre la fusión de dos especies parentales distintas que 

forman un híbrido cuyo genoma es la suma de los dos genomas parentales. En ambos casos 

debe darse un proceso de decaimiento del material genómico redundante, que lleva a ·la 

recuperación del estado diploide (Wolfe, 2001). 

Para determinar si una especie ha experimentado una duplicación total de su genoma 

seguida por un evento de diploidización, es necesario considerar tres criterios: 1) 

conservación del orden de los genes en las regiones cromosómicas duplicadas, 2) que estas 

regiones no se traslapen, 3) soporte filogenético para una relación ortológica de 2:1 con una 

especie relacionada cuya divergencia haya ocurrido después del presunto evento de 

duplicación genómica (Skrabanek y Wolfe, 1998). 

Una vez que se ha tenido lugar un proceso de duplicación, los genes pueden transitar por 

una de tres rutas distintas: la conservación de la función por convergencia génica, la 

pérdida de la función de una de las dos copias, lo que la llevará a convertirse en un 
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pseudogen, o bien la adquisición de una nueva función (Li y Graur, 1991; Wagner, 1998; 

2001). Dado que las mutaciones no neutrales tienden a ser degenerativas, la gran mayoría 

de los genes duplicados se perderán en un lapso que se estima entre 3 y 7 millones de años 

(Lynch y Conery, 2000). 

El significado de las porciones duplicadas de los genomas eucariontes ha sido motivo de 

diversos debates. Sin embargo, las posturas a este respecto se pueden dividir en dos grupos: 

quienes sostienen que su función es realmente redundante y que sólo están ocupando 

espacio como ADN parásito, y quienes sostienen que la redundancia es producto de Ja 

obtención de funciones especializadas por parte de los genes duplicados (Petrov, 2001 ). 

Entre las explicaciones que atribuyen una función a Ja información redundante, figura la 

dada por Gould y Vrba en 1982 (Gould y Vrba, 1998). Ésta se refiere a un proceso 

exaptacionista. es decir, los genes duplicados pueden tener durante algún tiempo la misma 

función y. por un proceso selectivo, ser cooptadas para realizar una nueva función. 

También ha sido propuesto que el papel de las duplicaciones podría ser el de permitir Ja 

modificación de una de las copias sin perturbar las funciones vitales de la otra, o sea, 

funcionan como amortiguadores mutacionales (Mewes et al., 1996; Petrov, 2001). 

Otras hipótesis le otorgan a la información redundante una función en los términos de la 

cantidad de ADN, más que en los del contenido de la misma; por ejemplo aquella que 

sostiene que la totalidad del ADN de un organismo tiene per se una función autoregulatoria 

en lo que a su expresión se refiere (Zuckerkandl, 1997). Por otro lado, en la misma línea de 

pensamiento se ha propuesto que el gran tamaño del genoma eucarionte requiere; un núcleo 
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celular de mayor tamaño para contenerlo, y que dicho núcleo necesita a su· vez de un 

aparato de sostén que podría estar dado por el mismo ADN, formando una especie de 

núcleo esqueleto (Li y Graur. 1991). 

b) La redundancia génica en la levadura: origen y significado 

El análisis del genoma de la levadura ha llevado a encontrar la existencia de entre 39 

(Friedman y Huges, 2001) y 55 (Wolfe y Shields, 1997) bloques, que contienen entre 240 y 

376 pares de genes duplicados, respectivamente (Figura 3). Los 240 bloques reportados por 

Friedman y su grupo están incluidos en los 376 reportados por Wolfe y su equipo. Este 

nivel de redundancia se refiere a entre el 8 y el 13% del genoma del organismo. Además de 

los bloques de genes duplicados, en S. cerevisiae se encuentran una serie de duplicaciones 

dispersas en todo el genoma que, junto con las anteriores comprenden cerca del 25o/o del 

genoma (Friedman y Huges, 2001). 

En un análisis de secuencia tipo BLAST se determinó que estos genes duplicados presentan 

niveles de identidad que va desde el 24 al 100% en la secuencia de aminoácidos, con un 

promedio de 63% (Wolfc y Shields, 1997). Además, se ha observado que estos bloques 

duplicados exhiben las tres condiciones que se plantean en el apartado anterior, junto con 

una adicional: un grupo filogenético externo cuyos genes únicos están en un orden similar 

al inferido para el de un organismo cuyo linaje divergió antes de la duplicación (Skrabanek 

y Wolfe, 1998). 

Considerando la estructura del genoma de S. cerevisiae, se ha planteado que esta levadura 

es el ejemplo de un tretraploide degenerado que perdió el 85% de los genes duplicados 
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Figura 3. Organización del genoma de Sacc/1aromyces cerevzszae tras un evento de 
duplicación genómica ancestral. Antes del evento de duplicación total la especie 1 
diverge de las especies 2 y 3; estas últimas comparten la duplicación, pero pierden genes y 
divergen nuevamente. Aparentemente, Candida g/abrata y S. cerevisiae descienden del 
mismo evento de duplicación, de acuerdo a su número cromosómico, orden de genes y 
comparación de secuencias de ortólogos. Esquema tomado de Seoighe y Wolfe (1999). 
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(Wolfe y Shieds, 1997; Friedman y Hughes, 2001; Seoighe y Wolfe, 1999). Esta 

duplicación es posterior a Ja separación de la línea de Kluyveromyces lactis, en algún 

momento que oscila entre Jos 100 y 300 millones de años (Figura 3) (Wolfe y Shields, 

1997; Friedman, 2001; Seoighe y Wolfe, 1999; Piskur 2001). 

Otra hipótesis que intenta explicar el origen de la redundancia en Ja levadura es la 

propuesta por Dujon y su grupo (Llorente et al.. 2000), en Ja que no es necesaria una 

duplicación genómica total. Esta hipótesis sugiere una serie de eventos reiterados de 

duplicación de segmentos de los cromosomas que son trasladados a otro sitio en Ja misma 

orientación, o bien invertidos con respecto al centrómero. El aumento en el tamaño del 

genoma y en el nivel de redundancia es revertido mediante eventos independientes de 

deleción. En un intento conciliador, Piskur (2001) propone que ambas posibilidades son 

compatibles . 

En cuanto al significado funcional de Ja conservación de genes duplicados en el genoma de 

S. cerevisiae, es interesante analizar el sentido funcional de éstos, pues se ha privilegiado 

la conservación de genes diplicados que codifican para proteínas de estrés calórico, 

proteínas ribosoma)es citosólicas y del metabolismo de glucosa. En este sentido se ha 

propuesto que en algunos casos Ja conservación de genes duplicados se explica por un 

fenómeno relacionado Ja dosis que cada copia del gen pudiera aportar a una ruta metabólica 

o función celular (Seoighe y Wolfe 1999). En otros casos se ha documentado Ja regulación 

diferencial en condiciones anaeróbica o aeróbicas de genes como CYCJI CYC7. COX5A/ 

COX5B (Kuast et al .. 1998), GDHJI GDH3 (DeLuna et al .. 2001). Esto último ha llevado a 

pensar que la duplicación del genoma de la levadura contribuyó en gran medida a Ja 
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diferenciación fisiológica entre S. cerevisiae y Jos grupos no facultativos (Wolfe y Shields, 

1997). La duplicación pudo haber tenido un papel fundamental para Ja modificación del 

metabolismo de Ja levadura, a través de las especialización de las proteínas redundantes 

codificadas en su genoma (Piskur, 2001). 

3) METABOLISMO DE LA LEVADURA S. cerevisiae 

a) Metabolismo del carbono 

Uno de Jos aspectos sobresalientes de Ja levadura S. cerevisiae es su capacidad para 

metabolizar distintas fuentes de carbono, ya sea por Ja vía aerobia (respiración), o bien por 

la anaerobia (fermentación). Esta levadura es un aerobio facultativo que lo mismo 

metaboliza mono, di u oligosacáridos fermentables, que respira etanol, acetato, glicerol, 

piruvato o lactato. Sin embargo, existe una clara preferencia por la fermentación de glucosa 

por la vía Embden-Mcyerhof que arroja etanol como producto final (Dickinson, l 999a). 

La mayoría de las levaduras de Ja clase Hemiascomycetes son aerobias estrictas y no 

pueden ser propagadas a bajos niveles de oxígeno. S. cerevisiae, es generalmente 

considerada como capaz de crecer bajo condiciones anaerobias; sin embargo, no es 

completamente independiente del oxígeno, pues algunas vías biosintéticas dependen de Ja 

presencia de mieroconcentraciones de este elemento (Maller et al., 2001). 

El cambio de metabolismo fermentativo a respiratorio está regulado por dos factores: Ja 

concentración de oxígeno y, más importante que éste, la concentración de glucosa en el 
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medio. El periodo que marca el cambio· metabólico durante una curva de crecimiento se 

conoce como "cambio diáuxico" (diauxic shift), y está caracterizado por la desrcpresión de 

la expresión de muchas proteínas mitocondriales codificadas en el núcleo, así como de 

proteínas de la cadena respiratoria y enzimas del ciclo del citrato (Dickinson, l 999a; Liu y 

Butow, 1999). 

El metabolismo de carbono se ha dividido tradicionalmente en tres partes: 1) glucólisis, 2) 

gluconeogénesis, y, 3), ciclo del citrato. La glucólisis y el ciclo del citrato proveen de 

precursores que se utilizan para la síntesis de varias moléculas de importancia biológica 

como los aminoácidos, nucleótidos, lípidos y azúcares (Figura 4) (Alberts et al .. 2002). 

La glucólisis corresponde cstrictan1ente a la conversión de la glucosa en piruvato, sin 

embargo comúnmente se incluye la generación de etanol como producto final. Esta vía está 

regulada a nivel genético y por la actividad misma de las enzimas que participan en el 

proceso. Lo último resulta importante, ya que existe evidencia sobre el efecto de 

variaciones en la concentración de algunos intermediarios que dan como resultado la 

activación o inhibición de algún paso de la glucólisis, por lo que actúan como limitantes 

para toda la ruta (Dickinson, 1999a). 

La gluconeogénesis es aparentemente una glucólisis inversa, sin embargo, existen dos 

diferencias. La primera es la interconversión entre la fructosa 6-fosfato y la ftuctosa 1,6-

difosfato, que en la dirección gluconeogénica es catalizada por la ftuctosa 1,6-bifosfatasa 

mientras que en el sentido contrario actúa la fosfoftuctocinasa. La segunda diferencia 

ocurre al final de proceso, donde fosfoenol piruvato carboxicinasa descarboxila al oxaloa-
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Figura 4. Metabolismo central del carbono y las rutas metabólicas a las que aporta 
esqueletos de carbono (esquema general). Los diferentes intermediarios del metabolismo 
central del carbono que pueden aportar los compuestos que se utilizan en diversas rutas 
anabólicas como las de síntesis de aminoácidos, nucleótidos, azúcares y lípidos. Tomada de 
Dickinson (1999a). 
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cetato para dar piruvato, actividad contraria a la dada por la piruvato cinasa en la glucólisis 

(Alberts et al., 2002; Dickinson, l 999a). 

Con el ciclo del citrato, también llamado ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo de 

Krebs, se inicia la parte aerobia de la respiración (Figura 5). Durante este ciclo se realiza 

alrededor de dos tercios de la oxidación total del carbono en casi todas las células; como 

resultados finales se obtienen C02 y electrones de alta energía en forma de NADH. En sí, 

el ciclo del citrato no utiliza oxígeno, pero lo requiere para funcionar pues es el aceptar 

final de electrones más eficiente, con éste se regenera el NAO+ necesario para que el ciclo 

siga funcionando (Alberts et al., 2002). 

El ciclo del citrato funciona mediante el consumo de dos unidades de carbono del acetil 

CoA bajo condiciones oxidativas (Dickinson, l 999a), mismas que son convertidas en C02• 

El grupo acetil no es oxidado directamente del acetil CoA, sino que es transferido a una 

molécula de cuatro carbonos (oxaloacetato) para formar la molécula citrato que tiene seis 

carbonos. Esta molécula es oxidada gradualmente con la consecuente liberación de energía, 

C02 y oxaloacetato, con lo que inicia otra vuelta del ciclo (Alberts et al .. 2002). Por su 

parte el ciclo del glioxilato comparte algunos pasos con el ciclo del citrato y es esencial 

para el crecimiento en sustratos de dos carbonos como el etanol o el acetato (Figura 5) 

(Dickinson, l 999a ). 

El ciclo del citrato de S. cerevisiae posee una amplia gama de isoenzimas codificadas por 

genes redundantes para todos sus pasos (Dickinson, l 999a). La existencia de estas 

duplicaciones en una ruta tan localizada, así como en el caso de la glucólisis, ha llevado a 



acetilCoA 

MDHt oxaloacetato-----

MDY.DH3 

malato 

FUMt/ 

~CIT2.CIT3 

citrato 

'y· 
tumarato isocitrato 

\ 

ICLt. ICL2 ) 

~g~: ~~~~ IDHt, IDH2 
IDPt, IDP2 

succinato 

"- a-cetoglutarato 

LSCt,LS~ / 
succlnil CoA ~GDt. KGD2, LPDt 

17 

Figura S. Ciclo del citrato y del glioxilato. El ciclo del citrato consume dos unidades de 
carbono del acetil CoA, bajo condiciones no represivas (oxidación). El ciclo del glioxilato 
es esencial para crecer en etanol y acetato. Nótese la existencia de isoenzimas para la 
mayoría de los pasos del ciclo. Modificado de Dickinson (l 999a). 
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pensar que este fenómeno de redundancia aparente puede ser uno de los factores que 

permitan el metabolismo facultativo de la levadura (Wolfe et al .. 1997; Kwast et a/., 1998; 

Piskur, 2001) 

b) Metabolismo del nitrógeno 

S. cerevisiae tiene la capacidad de utilizar varias fuentes de nitrógeno: la mayor parte de 

los aminoácidos pueden fungir como tal, aunque no todos permiten una proliferación 

igualmente exitosa. Existe sin embargo, una preferencia del organismo por la utilización de 

amonio como fuente de nitrógeno, y su presencia reprime la acción de las enzimas 

encargadas del catabolismo de algunos aminoácidos; lo mismo sucede en presencia de 

asparagina o glutamina (Dickinson, 1999b). 

Alrededor del 88% del nitrógeno que se encuentra en las células de la mayoria de los 

microorganismos proviene de la utilización del grupo amino del glutamato, mientras que el 

resto proviene de la glutamina. Esto hace pensar que la síntesis y catabolismo <le glutamato 

y glutamina constituye la parte central del metabolismo de nitrógeno. Hay dos vías 

mediante las cuales el amonio se puede asimilar; en una de ellas la glutamato 

deshidrogenasa cataliza la biosíntesis de glutamato a partir de amonio y a-cetoglutarato en 

una reacción reversible. En la otra ruta, la glutamina se sintetiza a partir de glutamato y 

amonio, mientras que la enzima glutamato sintasa cataliza la aminación reductiva del a­

cetoglutarato para formar glutamato (De Luna, 2002) (Figura 6). 
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El metabolismo de los aminoácidos está regulado por alrededor de 40 genes; en todas las 

vías estudiadas que llevan a la síntesis de algún aminoácido existe al menos un gen que está 

regulado por el control general que requiere de la desrepresión de GCN4. un activador 

trascripcional. La falta de arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, 

fenilalanina, prolina, serina, triptofano o valina, desata un incremento en la transcripción de 

genes que codifican para enzimas de la biosíntesis de aminoácidos (Dickinson, 1999b). 

El metabolismo de nitrógeno y carbono son fundamentales para todo ser vivo, y se 

encuentran estrechamente relacionados principalmente por la utilización del a.­

cctoglutarato que funge como puente entre ambos metabolismos. Así, el metabolismo 

central aporta esqueletos de carbono a las rutas de biosíntesis de compuestos nitrogenados 

(Dickinson, \ 999a; l 999b ). 

4) LA LEVADURA Y EL ESTUDIO DE LA GENÉTICA DE POBLACIONES 

S. cerevisiae ha representado un modelo muy práctico para el trabajo experimental en la 

genética clásica (Barganz el al .. 1998; Zeyl, 2000). Tradicionalmente se h~ trabajado 

asumiendo que la mayoria de las mutaciones provocarán una baja en la adecuación 

promedio de una población, por lo que eventualmente serán removidas mediante selección 

purificadora. Por lo tanto a cada mutación resulta relativamente simple atribuirle un 

fenotipo particular (Li y Graus, 1991). Sin embargo, actualmente se sabe que la mayoría de 

las mutaciones puntuales son neutras o prácticamente neutras (Li y Graus, 1991; Zeyl, 
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2000), por lo que resulta complejo relacionar fenotipos a estos casos por métodos 

convencionales y es necesario utilizar otro tipo de estrategias que permitan abordar este 

problema (Delnieri et al .• 2001 ). 

La levadura S. cerevisiae representa un excelente modelo para el trabajo en genética de 

poblaciones porque dado lo corto de su tiempo de duplicación (90 minutos), es posible 

seguir a una población por cientos o miles de generaciones y observar el papel que juegan 

la selección y la adaptación a lo largo del tiempo. Además, es posible utilizarlo como 

modelo experimental para poner a prueba los modelos teóricos sobre el comportamiento de 

los genes en las poblaciones naturales (Zyel, 2000). 

Una de las estrategias que se han planteado para abordar este problema afronta el conflicto 

desde un punto de vista cualitativo, no cuantitativo como se ha hecho hasta el momento 

(Baganz et al.. 1997; 1998). Este enfoque permite estudiar el efecto de una mutación en 

genes individuales en términos de cambios en la adecuación, pudiendo así determinar su 

efecto a largo plazo (Baganz et al .• 1997; 1998; Zeyl, 2000). 

El término adecuación ha sido definido en términos evolutivos como la tasa de crecimiento 

de un genotipo en relación a otros gen.:itipos (Futuyma, 1986). En organismos cuyos ciclos 

de vida son largos, la adecuación puede ser un factor dificil de determinar, sin embargo, en 

organismos como la levadura este parámetro puede ser estimado simplemente como su tasa 

de crecimiento (Baganz et al., 1998; Zeyl, 2000). La adecuación no es una medida absoluta 

sino relativa a la comparación con el éxito que otros genotipos presenten (Li y Graus, 

1991). La adecuación es también un reflejo de la adaptación, puesto que al existir 
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variaciones en los genomas de una población, ya sea por mutaciones espontáneas ·O 

inducidas, se puede estar modificando un sistema cuya regulación fina no es del todo 

conocido (Zeyl, 2000; Futuyma, 1986). 

En biología la adaptación evolutiva se define como el proceso de modificación evolutiva 

de un carácter que, bajo selección, permite una. función más eficiente o ventajosa, 

incrementando la adecuación dentro de un contexto o serie de contextos particulares (West­

Eberhard, 1 998). Medir el efecto adecuacional de un cambio en un sólo gen bajo un mismo 

fondo genético puede ser complicado, dado los efectos que un cambio puede generar en el 

sistema completo (Thatcher et al., 1998; Zeyl, 2000). En general, se propone que la medida 

del efecto adecuacional de una mutación se lleve a cabo mediante experimentos que 

sometan a la población a procesos de competencia, lo cual permite observar el fenómeno a 

la largo de cientos o de miles de generaciones bajo condiciones idénticas (Baganz, 1997; 

1998; Thatcher, 1998; West-Eberhard, 1998; Zeyl 2000). 

Ahora bien, se sabe que sólo una pequeña parte de los genes de la levadura son esenciales, 

al menos en condiciones de laboratorio (Thatcher et al., 1998). A ellos es fácil atribuirles 

un valor de adecuación; sin embargo, para el resto de los genes no resulta tan simple. 

Thatcher y colaboradores (1998) proponen, que el resto de los genes están contribuyendo 

en pequeñas dosis a la eficiencia o a la confiabilidad del funcionamiento del sistema 

genético de los organismos. Actúan por ejemplo, ejecutando .. ajustes finos" al 

funcionamiento de la maquinaria génica lo que se traduciría en un beneficio marginal a la 

adecuación del organismo. La hipótesis del beneficio marginal es posible aplicarla al caso 
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de las mutaciones semi-neutrales, cuyos efectos sumados podrían dar como resultado 

alguna ventaja adaptativa en un medio determinado (Thatcher et al., 1998). 

Hasta este momento se han hecho ya algunos experimentos que van dirigidos hacia Ja 

determinación del efecto de ciertas mutaciones en términos de adecuación en distintas 

mutaciones. Destacan Jos experimentos de Shoemakcr y su grupo (1996), Oliver y su grupo 

(Barganz, 1997; 1998) y Jos de Dickinson y su grupo (Thatcher et al .. 1998). 

Los experimentos de competencia se realizan utilizando uno de dos métodos distintos de 

cultivo, ambos con ventajas y desventajas. El primero es el de cultivos seriales en bache 

que, de acuerdo a Zeyl (2000), permite una mayor replicabilidad dentro de un tratamiento 

experimental. El segundo es el cultivo continuo en fermentador, que tiene Ja ventaja de que 

en éste se mantienen niveles constantes de oxígeno, nutrientes y pH, permitiendo así seguir 

una condición particular de forma controlada por un tiempo tan prolongado como se desee 

(Barganz et al .. 1997; 1 998; Thatcher et al., 1998; Zeyl, 2000). 

También es necesario contar con un método de identificación, al menos dos han sido 

ensayados. El primero consiste en la identificación y cuantificación de cada una de las 

cepas sujetas a tratamiento experimental. Para ello se ha utilizado una reacción en cadena 

de Ja polimerasa (PCR), que da como resultado un producto de un tamaño predeterminado 

para cada cepa. La cuantificación de cada cepa se realiza al contabilizar el producto final de 

cada reacción de PCR (Barganz, 1997; 1998). La segunda estrategia consiste en la 

sustitución del marco de lectura deseado por el módulo ka11R que brinda resistencia a 

antibióticos, flanqueado por un par de secuencias únicas amplificables por PCR y 
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cuantificables por diversos métodos de hibridación {Shoemaker et al., 1996; Barganz et 

al.,1998, Thathcher et al., 1998; Kumar y Snyder, 2001). Ambos métodos han sido 

comparados brindando resultados muy similares (Barganz et al., 1998). 

Así pues, la levadura S. cerevisiae representa un modelo eucarionte idóneo para el estudio 

de los efectos adaptativos de la redundancia génica, ya sea desde la perspectiva de la 

genética de poblaciones o desde la perspectiva funcional. En la actualidad se han planteado 

ya varias metodologías dirigidas en ambos sentidos. En éste trabajo se evaluarán algunos 

métodos que nos permitan medir el efecto adecuacional de las mutaciones de genes 

redundantes del ciclo del citrato. 
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Objetivos: 

El objetivo general de éste trabajo fue proponer una metodología con el fin de medir 

experimentalmente el valor adaptativo de una serie de genes redundantes que codifican para 

enzimas del ciclo del citrato en S. cerevisiae, bajo condiciones controladas en el 

laboratorio. Para lograr esto se fijaron los siguientes objetivos particulares: 

a) Establecer el protocolo a utilizar para realizar cultivos de competencia y elegir 

las mutantes que serán sometidas a experimentación. 

b) Evaluar una metodología para cuantificar las diferencias poblacionales de dos 

cepas de levaduras en competencia mediante el uso de la réplica de placas. 

e) Evaluar una metodología para cuantificar las diferencias poblacionales de doce 

cepas de levaduras en competencia mediante el uso hibridaciones en membranas 

tipo Hybond N+. 

d) Evaluar una metodología para cuantificar las diferencias pob\acionales de cinco 

cepas de levaduras en competencia mediante el uso de PCR con 

oligonucleótidos específicos para cada cepa. 
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Planteamiento del Problema 

Alrededor del 16% del genoma de S. cerevisiae se presenta en forma de bloques 4e genes 

duplicados que junto con a las duplicaciones que se encuentran dispersas a lo largo del 

genoma suman hasta un 25% (Wolfe y Shields, 1997; Friedman y Hughes, 2001; Seoighe y 

Wolfe 1999). Gran parte de estos genes no han experimentado una diferenciación en su 

función bioquímica. Es notable que las duplicaciones no se encuentran distribuidas de 

forma azarosa entre las diferentes categorías funcionales en el genoma de la levadura, sino 

que se encuentran concentradas en ciertas funciones tales como las protelnas de respuesta a 

estrés o las enzimas de ciertas rutas metabólicas como el ciclo del citrato (Wolfe y 

Shields 1997; Kwast et al., 1998). 

Piskur (2001) propone que este fenómeno de redundancia aparente pudo haber facilitado el 

desarrollo del metabolismo facultativo que caracteriza a S. cerevisiae, y existe evidencia de 

que algunas isoenzimas relacionadas al uso a-cetoglutarato tienen funciones diferentes en 

distintas condiciones metabólicas (DeLuna et al., 2001). El caso del a-cetoglutarato es 

importante porque representa el punto de unión entre los metabolismos del carbono y 

nitrógeno (Dickinson, 1999a). Existen otros casos de genes regulados diferencialmente en 

condiciones respiratorias o fermentativas, tal es el caso de CYCll CYC7 y COX5AI COX5B 

(Kwast et al., 1998). 

Muchos de los genes que codifican para enzimas del ciclo del citrato se encuentran 

duplicados (Dickinson, 1999a). Considerando que esta vía tiene diferentes funciones 
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metabólicas en condiciones de respiración o de fermentación, se puede pensar que este 

cúmulo de duplicaciones podría tener un significado como parte de la adaptación al 

metabolismo facultativo. 

Para evaluar Jo anterior, hemos diseñado una serie de experimentos para medir, en términos 

de adecuación de las mutantes, el valor adaptativo de Ja redundancia génica en vías 

metabólicas relacionadas al ciclo del citrato. En esto trabajos se diseñaron y evaluaron tres 

técnicas con las que se pretende cuantificar los cambios en las proporciones de una cepa 

mutante con relación a la silvestre, en experimentos de competencia. 
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Estrategia experimental 

1) ESTRATEGIA GENERAL 

Se realizó una búsqueda en la base de datos del catálogo KEGG (www.genome.ad.jp; 

Kanehisa et al .. 2002), de los genes duplicados codificantes para enzimas que participan 

en el ciclo del citrato y vías relacionadas, es decir, que utilizan intermediarios del ciclo 

tales como oxaloacetato o a-cctoglutarato. Se localizaron 18 isoenzimas codificadas por 

genes redundantes, mismas que se enlistan a continuación. 

Gen Enzima codificada 

CITJ. CJT2. CJT3 citrato sintasa 

JDPJ, IDP2. JDP3 NADP-isocitrato deshidrogenasa 

LPDJ, YPL017C dihidrolipoamida deshidrogenasa 

MDHJ. MDH2, MDH3 malato deshidrogenasa 

PYCJ. PYC2 piruvato carboxilasa 

AATJ. AAT2 aspartato aminotransferasa 

GDHJ. GDH3 NADP-glutarnato deshidrogenasa 

LYS20, LYS2/ homocitrato sintasa 

YDRJ / JC. YLR089C alanino transaminasa (hipotética) 
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Una vez identificados los genes redundantes de esta vía metabólica se obtuvieron 19 

cepas de S. cerevisiae con interrupciones sencillas en algunos de estos genes. Las cepas 

fueron adquiridas del banco "Euroscarf" (Yeast deletion project, www­

sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project; Shoemaker et al.. 1996) y se 

muestran en la Figura 7. 

Estas mutantes han sido previamente generadas mediante la amplificación por PCR y 

recombinación homóloga insertando un módulo KanR que confiere resistencia a 

geneticina. Este módulo está flanqueado por dos secuencias de 20 pb (Tag) únicas para 

cada cepa (Figura 8). Las secuencias únicas permiten identificar a la cepa deseada en un 

cultivo en el que se encuentre creciendo junto con otras cepas (Shoemaker et al., 1996). 

Para los experimentos de competencia, se corrieron por triplicado cultivos seriales en 

medio rico con glucosa al 2% (YPD) ·en acrobiosis, como prueba piloto. Posteriormente 

se realizarán los experimentos en medio rico con etanol al 2% (YPE} en aerobiosis y 

YPD en condiciones de microacrofilia. En cada cultivo se pusieron a crecer al menos dos 

cepas diferentes, una silvestre y otra cuya adecuación relativa a ésta se midió. Los 

cultivos se mantuvieron a lo largo de 175 generaciones (24 días}, haciendo reinóculos 

cada 24hrs y tomando muestras de la población cada 3 reinóculos. La muestra se proceso 

de dos formas: sembrándose en una caja de Petri para el conteo de colonias por réplica de 

placa., o bien haciendo una extracción de ADN genómico del cultivo para la 

cuantificación de cada cepa por hibridación o por amplificación por PCR. 
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Figura 7. Redundancia en ias enzimas del ciclo del citrato y vías reiacionadas. Mutantes obtenidas de la coleéción Euroscarf 
(Yeast Deletion Projec ; Shoemaker et al .. 1996) de las que se muestran, se trabajó con las cepas hoa (silvestre), cox5aa (control 
positivo para crecimiento lento en respiración) adhl a (control positivo para crecimiento lento en fennentación). .... 
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Figura 8. Estrategia utilizada para la interrupción de genes. Un módulo de resistencia a geneticina (KanR) flanqueado por dos 
secuencias identificadoras únicas (Tag) es insertado por recombinación homóloga sustituyendo al ORF que se deseé. Cada Tag está a 
su vez flanqueado por dos secuencias universales que permiten amplificar por PCR cualquiera de los dos Tags y así identificar la cepa 
mutante en cuestión (Shoemaker et al., 1996). 

w .... 
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Para la cuantificación de colonias por réplica de placa se adaptó el protocolo de Thatcher, 

et al. (1998), se tomó la muestra del cultivo y se diluyó en agua destilada estéril, de modo 

tal que se sembraran entre 100 y 200 células por caja. Las células se dejaron crecer por 48 

hrs y se hicieron dos réplicas de esta placa, una en YPD y otra en YPD con geneticina, 

dejándolas crecer nuevamente por 48 hrs. Se contaron las células en cada caja, 

considerando como el total de la población el número de células que crecieron en la caja 

con YPD y como el total de mutantes el número de células crecieron en YPD con 

antibiótico. De esta manera se obtuvo la proporción de células mutantes relativa a las 

silvestres en cada uno de los cinco tiempos en los que se tomó una muestra de la 

población. 

Cuando la cuantificación se hizo por hibridación en membrana, primero se amplificaron 

por PCR los Tags únicos de cada cepa,
0 

marcándolos con [a-32P]dCTP. Para ello se utilizó 

como molde el ADN extraído de la muestra del cultivo mixto. El producto de PCR 

marcado radiactivamente se hibridó en una membrana a la que previamente se habían 

fijado oligonucleótidos sintéticos de 20 bases correspondientes a cada una de las 

secuencias Tag amplificadas por PCR. La cuantificación de la marca radiactiva hibridada 

se realizó en un Phosfoimager, (Stonn, Molecular Dynamycs). 

Otra forma en que se cuantificó la proporción relativa de las cepas en competencia fue la 

utilización de un gel de agarosa al 2°/o para separar por peso molecular una serie de 

productos de PCR que identificaban a cada cepa. Estos productos de PCR no coinciden 

con los Tags que flanquean el módulo KanR de las cepas de Euroscarf, pues difieren no 
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sólo en secuencia sino también en tamaño. Para realizar estas PCR, se diseñaron 16 

oligonucleótidos de entre 18 y 24 bases, complementarios a la región 5' de inserción del 

módulo de interrupción, a demás, se utilizó para la PCR un oligonucleótido reverso 

universal sobre la secuencia de dicho módulo. El producto de esta reacción consiste en 

moléculas de diferentes tamaños que identificaban a cada cepa. Una vez que se realizó el 

PCR sobre la muestra de ADN genómico obtenida del cultivo, se corrió en gel de 

agarosa al 2% y se cuantificó la intensidad de fluorescencia cada banda teñida con 

bromuro de etidio con un Plwsfoimager, (Typhoon, Molecular Dynamics). 

2) PROTOCOLOS: 

a) Cultivos seriales: 

La mezcla deseada de cepas de levadura fue inoculada, comenzando con proporciones 

similares de cada cepa calculadas con base en su densidad óptica. Las células fueron 

crecidas durante 24 horas, tiempo en el cual se midió la densidad óptica del cultivo y se 

utilizaron 100 µI de éste como inóculo para un nuevo cultivo en medio fresco. En cada 

reinóculo, el cultivo fue diluido 100 veces, de modo tal que la densidad óptica inicial se 

encontrara alrededor de 0.05. 

Todos los cultivos se llevaron a cabo en tubos de tipo Fa/con con capacidad de 50 mi, a 

30ºC. Como medio de cultivo se usó medio rico con extracto de levadura (2%) y peptona 

de caseína (2%), suplementado con 2% glucosa (YPD) o etanol (YPE) como fuente de 



34 

carbono. Para los cultivos en aerobiosis, las células fueron crecidas en 1 O mi de medio 

líquido con agitación a 250 rpm, mientras que para los cultivos en microaerofilia se 

usaron 50 mi de medio YPD en reposo. 

b) Conteo por réplica de placa 

Protocolo basado en la técnica de Sambrook y Russell (2001). Todo se hace en 

condiciones de esterilidad 

1) Hacer una dilución 1 X 10"5 del cultivo en fase estacionaria. 

2) Colocar 100µ1 del cultivo diluido en una caja de Petri con 

medio YPD sólido y espatular hasta que se seque. Hacer por 

triplicado. 

3) Se dejan crecer las colonias durante 36-48 hrs a 30ºC 

4) Una vez crecidas las colonias, hacer dos réplicas de la caja 

original, una en YPD sólido y la otra en YPD sólido con 

geneticina. 

S) Dejar crecer las colonias durante 36-48 hrs a 30ºC Y. contar las 

colonias. Las de la caja de YPD corresponden al total de la 

población. Las colonias de la caja con YPD con geneticina 

corresponden a la proporción de mutantes del total de la 

población. 

6) Comparar con los resultados de otros puntos del experimento y 

graficar los datos del comportamiento de la población 

utilizando el programa Origin (versión .6.0). 
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c) Cuantificación por hibridación. 

Se hicieron cultivos secuenciales como se indica en el protocolo anterior y al punto en 

que se desee cuantificar Ja población, se tomó una muestra del cultivo se indica a 

continuación: 

Extracción de ADN genómico 

1) Colectar las células por centrifugación a 3,000 rpm 

durante 5 min. Desechar el sobrenadante (sbn) y 

resuspender las células en 500 µ1 de H20 bidestilada (bd) 

estéril, utilizando tubos tipo Eppendorf de 1.5 mi. 

2) Colectar las células nuevamente por centrifugación 

durante 1 O seg. Decantar el sbn y dar vortex al sedimento 

para homogenizar. 

3) Agregar 200 µ1 de una solución de: 

Tritón X-1 00 2% 

-SDS 1% 

-NaCL lOOmM 

-Tris-HCL JOmM, pH 8 

- EDTA -Na 1 mM 

4) Agregar 200 µ1 de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamílico 

(25:24: 1) y añadir 0.3 gr de perlas de vidrio 
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5) Dar vortex a la máxima velocidad durante 5 min, agregar 

200 µ1 de amortiguador TE pH 8.0 {IOOmM Tris-HCI 

(pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)) (Sambrook y Russell, 

2001). 

6) Centrifugar durante 5 minutos en la microcentrifuga 

(14,000 rpm), recoger la fase acuosa en un tubo nuevo sin 

tocar las otras fases. 

7) Repetir dos veces más los pasos d - f, sin perlas de 

vidrio, para un total de 2 lavados. 

8) Agregar 1 mi de etanol al 100%, mezclar 5 veces por 

inversión. 

9) Centrifugar durante 4 minutos en la microcentrifuga 

(14,000 rpm), desechar el sbn, resuspender el precipitado 

en 400µ1 de TE y agregar 6µ1 de RNAasa (!Omg/ml). 

Incubar durante 15 mina 37 ºC. agregar 10 µl de acetato 

de amonio 4M y 1 mi de etanol al 100%, mezclar por 

inversión. 

10) Centrifugar a 14,000 rpm durante dos minutos, desechar 

el sobrenadante y dejar secar el precipitado durante 

aproximadamente 30 minutos. Resuspender el ADN con 

50 µl de H 2 0 bd estéril utilizando la punta desechable de 

la pipeta. 
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11) Cargar 8 µl de muestra en un gel de agarosa al 1 % con 2 

µl de azul de bromotimol. Correr durante 30 minutos a 

100 voltios y analizar en el transiluminador con luz 

ultravioleta. 

La extracción de ADN se realizó cada tres resiembras, y se utililizaron 1 Oµ! del cultivo 

después de haber tomado los 100 mi necesarios para el nuevo inóculo. Con el ADN 

extraído se hace una PCR radiactiva (Sambrook y Russell 2001). 

PCR radiactiva 

1) Hacer dos mezclas para evitar que la Taq polimerasa 

degrade los oligonucleótidos a utilizar. Por tratarse una 

PCR radiactiva, la mezcla de nucleótidos trifosfatados 

(dNTP) se elabora con las tres bases no marcadas 

(dATP, dGTP, dTTP), a una dilución de 30 µM de cada 

uno y al final. Colocar 5 µl de marca radioactiva 

(dCTP32
) al final. Correr al mismo tiempo un control en 

el que no se incluya marca radioactiva y que si contenga 

la mezcla de las cuatro bases. Utilizar un volumen final 

de 50 µl. 



Solución A: 

- H20bd 

- dNTP's (10 mM) 

- Oligonucleótido 3' (Ul) (100 ng/µI) 

- Oligonucleótido 5' (U2) (100 ng/µ1) 

- muestra de ADN genómico 

(100 nglml) 

Solución B: 

-H20bd 

- Taq Polimerasa (10 U/µl) 

- Amortiguador para Taq polimcrasa 

con MgCl2 (10 X) 

19µ1 

\µ\ 

2lli 

25µ1 

19µ\" 

3µ1 

lµI 

lµI 

l.!!! 

25µ1 

2) Para correr las reacciones, seguir el programa: 

a) 94ºC, 180 seg 

b) 94ºC, 30 seg 

e) 60ºC, 30 seg 

d) 72ºC, 45 seg 

e) Repetir 34 veces del paso 2 al 4 

f) 72ºC, 5 min 

g) Mantener a 4ºC hasta ser utilizado. 

38 
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Estimación del porcentaje de incorporación al 

producto de PCR (Sambrook y Russell, 2001). 

l. Tomar 1 µI de PCR radiactivo y agregar a 99 µI de 

amortiguador TE (1 :100). 

2. De la dilución del paso "a", tomar 2 µI y colocarlos en un 

papel filtro con carga iónica (DE81-watman). Marcar el 

filtro con un lápiz con el nombre de la sonda y una "L" de 

"lavado" al filtro que se vaya a lavar, tomar otros 2 µI y 

colocarlos en otro filtro del mismo tipo. 

3. Dejar secar ambos filtros durante 10 minutos. 

4. Lavar el filtro de la siguiente forma: 

i) 5 min en 25ml de amortiguador Na2HP04 0.5 M 

ii) Repetir paso "i" dos veces, para un total de 3 

lavados. 

iii) 1 min en 25 mi de H20 destilada. 

iv) Repetir el lavado. 

v) 1 min en 25 mi de etanol al 100°/o 

vi) Repetir el lavado. 

5. Dejar secar el filtro durante 10 min 

6. Colocar los filtros (lavados y no lavados) en viales de 

vidrio con 5 mi de líquido de centelleo. 
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7. Cuantificar en el contador de centelleo, midiendo 32P, 

durante un minuto. 

8. Calcular el porcentaje de incorporación con al siguiente 

fórmula: 

Nº de cuentas del filtro no lavado--------- 100% 

Nº de cuentas del filtro lavado ------- X% de incorporación. 

Se considera un buen porcentaje de incorporación cuando 

el resultado del cálculo se encuentra por arriba del 50%. 

Fijación de ADN (Tag de 20 bases} a la membrana 

(Sambrook y Russell, 2001). 

1) Cortar un trozo de membrana (Hybond N'°} del tamaño 

requerido, usando tijeras limpias. Marcar con un lápiz la 

orientación y remojar durante JO minutos en SSC IOX a 

temperatura ambiente. 

2) Limpiar el dispositivo para slot slot (Bio-dot apparatus, 

Biorad), con NaOH O.IN, enjuagar con HiO bd, dejar 

secar. 

3) Mojar tres trozos de papel filtro grueso en SSC JOX, 

colocar sobre Ja parte baja del aparato, cuidando que sea Ja 

placa para slot blot. 



41 

4) Colocar la membrana Hybond W sobre los filtros. 

cuidando que no queden burbujas. 

5) Colocar la parte superior del aparato cuidando que sea la 

lapa para s/ot b/ot. Se fija con los tomillos y se aprietan 

bien para que no existan fugas, conectar la bomba de 

vacío. 

6) Se llenan los pozos con 1 mi de SSC 10 X. Se aplica vacío 

hasta que pase todo el líquido. Repetir el lavado una vez 

más. 

7) Llenar los pozos con 200 µ!de SSC 10 X. 

8) Agregar l O µl de ADN ( l 00 ng/µl), a cada pozo, el ADN 

debe diluirse previamente en SSC 2 X. 

9) Aplicar vacío hasta que salga todo el líquido de los pozos. 

10) Llenar los pozos con 500 ~ti de SSC 10 X y aplicar vacío. 

Repetir el lavado una vez 

11) Desarmar el aparato. Se extrae la membrana del aparato 

con pinzas y se dejar secar colgada. 

12) Se fija el ADN a la membrana por "Entrecruzamiento de 

ADN", utilizando un "UV Stratalinker" (Modelo 2400, 

stratagene) Aplicar radiación durante l min. 

Hibridación, lavados y revelado (Sambrook y 

Russell, 200 1 ). 
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1) Incubar la membrana durante 2 hrs. en solución de 

prehibridación a 41 ºC 

Solución de prehibridación: 

ssc 

Solución Denhart's ( l % ficol, 1 %po!ivini!-

pirrolidona, 1 % albúmina bovina) (Sambrook y 

Rusell, 2001) 

SDS5% 

Se preparan 12 mi para un membrana completa. de 10 x 15 cm. 

2) Agregar a la solución de prehibridación 10 µ! de la 

sonda radioactiva (producto de PCR marcado con 

dCTP32). Dejar toda la noche a 41 ºC. 

3) Para lavar, se utiliza una charola por cada lavado. 

i. Se coloca la membrana en 40 mi de SSC2x, SDS l % 

por 5 min. a 42ºC 

ii. Repetir 1 paso "a" para un total de 2 lavados 

iii. Colocar la membrana en 40 mi de SSC2X, SDS l % 

durante 30 mina 42ºC 

iv. Envolver, aun húmedo, en Kleenpack. 
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Las hibridaciones se hicieron con la intención de cuantificar la cantidad del sonda 

radiactiva producida por PCR sobre el ADN genómico de los cultivos secuenciales, y así 

determinar la cantidad de ADN de cada cepa en competencia que se encontraba en el 

cultivo del que se extrajo el ADN genómico. Una vez que se ha completado el proceso de 

hibridación procede a la cuantificación de la señal como ahora se describe: 

Cuantificación de la hibridación con marca radiactiva 

1) Se envuelve la membrana aún húmeda en Kleenpack y se 

expone en la pantalla dentro del cassette para 

Phosphoimager durante 24 Hrs. 

2) Revelar en el Phosphoimager (Storm, Molecular 

Dynamics), ajustando los parámetros de sensibilidad entre 

o y 999.99. 

3) Obtener la tabla de datos correspondiente mediante el uso 

de los programas lmageQuant v. 5.0 y Microsoft Excel. 

Normalizar todos los datos respecto al control y comparar 

con los tiempo previos y siguientes del experimento 

utilizando Microcal™ Origin™ V.6.0, haciendo las 

gráficas correspondientes. 
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d) Cuantificación por PCR cuantitativo. 

Se prepararon los cultivos y la extracción del ADN genómico como se indica en los 

apartados correspondientes como se indica en el apartado correspondiente. 

La reacción de PCR se llevó a cabo a partir de dos mezclas para evitar que la Taq 

polirnerasa degradara los oligonucleótidos a utilizar. Los dNTP's se empleáron a una 

concentración de 200 µM de cada uno, El oligonucleótido 3' (U2-Re) se utilizó a una 

concentración de 10 pm I 50 µl, y los oligonucleótidos 5' se utilizaron en una 

concentración en exceso de 25 prnol I 50 µl de cada uno. El ADN genómico fue usado a 

una concentración de 5 ng I 50 µl. El volumen final de la reacción de PCR fue de 50 µl. 

PCR sobre mezcla de ADN genómico (lio.tJ!ad/il LI) 

Solución A: 

- H,O bd 

- dNTP's (lOmM) 

- Oligonucleótido 3' (U2 Re) (10 pm/µl) 

- Oligonucleótido 5' (HO Fw) l25 pm/µl) 

- Oligonucleótido 5' (ADHI Fw) (25 pm/µl) 

- ADN genómico hot1 (2 ng/µl) 

-ADN genómico adh 1 LI (2 ng/µl) 

1 µl 

1µ1 

1µ1 

1µ1 

1µ1 

10µ1 

.l.Qlli 

25µ1 
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Solución B: 

-H20 bd 9µ1 

- Taq polimerasa (10 u/µ1 lµl 

- Amortiguador Q (Qlagen)(5X) 10µ1 

- Amortiguador para Taq polimerasa 

con MgC12 
( 1 O X) .2.fil 

25µ1 

Programa: 

a) 95ºC, 180 seg 

b) 95ºC, 30 seg 

c) 60ºC, 60 seg 

d) 72ºC, 120 seg 

e) Repetir 34 veces del paso 2 al 4 durante 

f) 72ºC, 10 min 

g) Mantener a 4ºC hasta ser utilizado. 

• Cuantificación del producto de PCR teñido con bromuro 

de etSdio 

1) Una vez realizada la PCR, elaborar un gel de agarosa al 

2% con bromuro de etidio al 0.1 % 
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2) Colocar en cada pozo del gel 1 Oµl una mezcla 1 :4 de 

producto de PCR y xilencianol como colorante. Utilizar 

escalera de 250 pb como referencia. Correr durante 2.5 

hrs a 85 volts. 

3) Para cuantificar, se sumerge el gel en H 20 bd (no 

estéril) durante 3 min. Colocar el gel en la pantalla del 

lector Typhoon (Molecular Dynamics) configurado para 

leer Fluorescencia con filtro ROX61 OBP30 green (532 

nm), utilizando entre 500 y 550 voltios con sensibilidad 

media y midiendo a + 3 mm de la superficie, sin 

aplicar presión sobre la muestra. 

4) Tras completar la lectura se obtiene la gráfica de las 

intensidades de cada carril y la tabla de datos 

correspondiente al gel, mediante el uso de los 

programas ImageQuant v 5.2 y Microsqft Excel. 

Normalizar todos los datos respecto al control y 

comparar con los tiempo previos y siguientes del 

experimento utilizando MicrocalTM Origin ™ V.6.0, 

haciendo las gráficas correspondientes. 
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Resultados y discusión 

1) CURVAS DE CRECIMIENTO 

La primera fase de trabajo experimental consistió en realizar curvas de crecimiento en tres 

condiciones de cultivo que reflejaran tres situaciones metabólicas distintas. Éstas fueron: a) 

medio rico con glucosa al 2% (YPD), b) medio rico con etanol al 2% (YPE ), y e) YPD en 

condiciones de microaerofilia 

La curva de crecimiento de la cepa hoLl en YPD (Figura 9) se realizó por triplicado en 

matraces de 100 mi, colocando 2S mi de medio de cultivo y el inóculo de un precultivo de 

levadura necesario para alcanzar una densidad óptica (D.0.) de O.OS, y se mantuvo en 

agitación constante a 2,SOO rpm a 30 ºC durante un lapso ele S6 horas. 

Los resultados obtenidos de esta curva de crecimiento nos permitieron conocer el tiempo de 

duplicación de esta cepa bajo condiciones de metabolismo fermentativo en presencia de 

oxígeno. Por otra parte el experimento permite conocer la densidad óptica a la que se 

encontraban los cultivos en experimentos siguientes. El tiempo de duplicación para esta 

cepa fue de 1.9S horas, es decir 117 minutos. La velocidad de crecimiento de la ~epa hoLl es 

igual a la de una cepa silvestre isogénica, ya que ésta mutación no tiene efecto sobre el 

crecimiento (Baganz et al .. 1997). 

La curva de crecimiento en YPE (Figura 9), se realizó por triplicado en matraces de 100 mi, 

colocando 2S mi de medio de cultivo y el inóculo de un precultivo de levadura necesario 

para alcanzar una D.O. de O.OS, y se mantuvo en agitación constante a 2,SOO rpm a 30 ºC 
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10 20 30 ..., 50 60 70 

·- ~· 
' --.-

10 20 30 •o 50 60 70 

Tiempo de cultivo (horas) 

Figura 9. Curvas de crecimiento en tres condiciones de cultivo. La gráfica A muestra la 
velocidad de crecimiento en medio rico con glucosa al 2%(YPD) en agitación a 30ºC. La 
gráfica B se refiere a la curva de crecimiento en medio rico con etanol al 2º/o (YPE) en 
agitación a 30ºC. La gráfica C muestra la velocidad de crecimiento en YPD en condiciones 
de microaerofilia a 30ºC. La densidad óptica del cultivo se midió en el espectrofotómetro a 
una 'A. de 600 nm a los tiempos indicados. 
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durante un lapso de 71 horas. Esta curva de crecimiento también nos permitió obtener la 

velocidad de duplicación del cultivo y determinar los puntos de saturación para futuros 

experimentos. La velocidad de duplicación obtenida fue de 3.3 horas es decir 198 minutos. 

La diferencia de estos cultivos radica en que el etanol es una fuente de carbón no 

fermentable y, por lo tanto, las células crecen en condiciones de respiración. 

La curva de crecimiento en YPD en condiciones de microaerofilia (Figura 9) se hizo como 

experimento sencillo utilizando nueve tubos para centrifuga tipo Fa/con de 50 mi llenados 

a su máxima capacidad. Ésto se inoculó con células hoLJ. a una D.O. de 0.05, cerrándolos y 

cubriendo la tapa con parafilm, evitando cualquier tipo de agitación. La densidad óptica del 

cultivo fue tomada durante 71 horas, para un total de nueve puntos. Para evitar que el 

cultivo se oxigenara, cada ocasión en que se obtenía un punto para la gráfica, se desechaba 

el tubo y se utilizaba uno nuevo para la siguiente muestra. Con esta curva de crecimiento se 

estudió el metabolismo fermentativo de la levadura en condiciones de muy baja 

oxigenación. Se sabe que ciertos genes activan o reprimen su expresión en condiciones de 

microaerofilia (Kwast et al., 1998). En estas condiciones se obtuvo una velocidad de 

duplicación de 1.51, es decir 90 minutos. 

Al comparar las tres curvas de crecimiento, se puede observar que las curvas representadas 

en A y C de la Figura 9 crecen prácticamente a la misma velocidad durante la parte de 

crecimiento exponencial. Sin embargo, al llegar al punto donde se da el cambio diauxico el 

comportamiento de las curvas cambia radicalmente. Para la curva A, el crecimiento 

corresponde al de una curva típica, mostrando tres fases de crecimiento: una exponencial, 
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una de crecimiento lento postdiáuxico y una fase estacionaria. Esto no es así para la curva 

C; al llegar al cambio diáuxico el crecimiento se detiene casi por completo. Lo anterior se 

explica por que el etanol no es una fuente fermentable de carbono y al agotarse la glucosa 

la levadura no tiene otra fuente a la cual recurrir. Las células en YPD (Figura 9A) 

disminuyen su crecimiento al llegar al cambio diáuxico, aumenta su tiempo de duplicación, 

pero no dejan de crecer. Esto debido a que puede metabolizar de forma respiratoria el 

etanol acumulado en el medio durante las fases anteriores. Esto habla de la eficiencia en la 

utilización de la fuente de carbono, siendo claro que las levaduras "prefieren" fermentar el 

sustrato a respirarlo, aunque ello implique una menor ganancia energética. Por otro lado, el 

metabolismo facultativo de este organismo le permite llevar a cabo un proceso de 

fermentación muy eficiente, que arroja como producto final etanol, mismo que puede ser 

mctabolizado cuando el sustrato fermentable se agota en el medio. 

En el caso de la curva del bloque B, hablamos de una típica curva de crecimiento en medio 

rico con etanol, que sigue una dinámica similar a la de YPD, pero con una menor velocidad 

de duplicación y sólo dos fases de crecimiento (exponencial y estacionaria). 

Lo anterior permite definir el tiempo al cual se harán los reinóculos de los cultivos seriales 

en diferentes condiciones de crecimiento. Para el caso de YPD en agitación, un tiempo de 

24 hrs equivale a casi siete generaciones de modo tal que en 30 días de cultivo en estas 

condiciones puede observarse el comportamiento de las células durante aproximadamente 

200 generaciones. 
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2) CUANTIFICACIÓN POR RÉPLICA DE PLACA 

Se realizaron de forma simultánea dos experimentos de cultivos de competencia en YPD en 

acrobiosis utilizando para uno de ellos las cepas gdhló y silvestre, para el otro cultivo se 

utilizaron gdh3.t1 y la silvestre. Cada experimento se llevó a cabo a partir de tres cultivos 

independientes. Los experimentos se mantuvieron por 24 días, durante los cuales crecieron 

aproximadamente 175 generaciones de la cepa silvestre. Para realizar el conteo de cada 

cepa en la población mixta a los tiempo indicados, se sembraba una muestra diluida del 

cultivo en una caja Petri con YPD sólido. Las células se dejaron crecer durante 48 horas y 

se hicieron dos réplicas de la caja, una en YPD y otra en YPD con geneticina (Figura 10). 

El conteo se realizó una vez cada siete días (cinco muestreos) y por triplicado, como se 

muestra en la Tabla 1. 

Los resultados de los conteos muestran el comportamiento de las poblaciones gdh J MWt 

(Figura 11 A) y gdh3.t11Wt (Figura 11 B) que se siguieron a lo largo de 175 generaciones. 

En ambos casos se puede apreciar que la proporción de mutantes en la población aumenta, 

lo que indica que la falta de cualquiera de los dos genes brinda una pequeña ventaja 

adaptativa para esta condición particular. En ambas gráficas se presenta un recuadro que 

representa el promedio de las mediciones hechas y mostradas como curvas independientes 

descritas en los paneles A y B. Puede observarse que en ambos experimentos el 

comportamiento de las mutantes es bastante similar. Es a partir de esta pendiente que se 

puede calcular el coeficiente de selección positivo o negativo de cada cepa relativo a la 

silvestre. Respecto a las desviaciones estándar, vale la pena hacer énfasis en que su valor no 
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YPD YPD + g~neticina 

LJgdh1::KanR /WT 

LJgdh3::KanR lwr 

Figura 10. Réplicas de placa de cultivos de gdhlt1/WT y gdh3#WT en medio sólido 
con o sin gcncticina. Se muestra como ejemplo una de las cajas utilizadas para la 
cuantificación por réplica de placas de colonias mutantes en un cultivo mixto de células 
silvestres y mutantes. La columna de la izquierda muestra una réplica en YPD que 
representa el 100% de la población sometida a competencia; la columna de la derecha 
muestra la proporción de mutantes (gdhl t1 o gdh3,:J) en la población de la caja eón YPD. 
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Experimento gdlrl.d/WT Muestra O (7 
1 generaciones) 

Cultivo Caja original Réplica YPD Réplica YPD Proporción 
+ geneticina mutantes/total 

(colonias) 

1 160.67±31.01 138.33 ± 20.6 67 ± 3.61 0.489 ± .058 

2 131±17.06 119±18 63.33 ± 9.29 0.534± .019 

3 143 ± 18.52 119.67 ± 27.02 64.67± 18.01 0.538± .086 

Experimento gdlrl.d/WT Muestra 2 (42 
1 generaciones) 

Cultivo Caja original Réplica YPD Réplica YPD Proporción 
+ geneticina mutantes/total 

(colonias) 

1 155.67 ± 30.66 131.33 ± 15.14 59 ± 3.61 0.4533 ± .025 

2 153.33 ± 12.34 141.67± 10.21 76± 10.82 0.537 ± .069 

3 152.33 ± 22.9 116 ± 18.03 65 ± 8.89 0.5746 ± .034 

Experimento gdlr3.d/WT Tiempo O 
2 

Cultivo Caja original Réplica YPD Réplica YPD Proporción 
+ geneticina mutantes/total 

(colonias) 

1 129± 24.33 114.67 ±19.3 57 ± 8.89 0.4997 ± .0477 
2 153.33 ± 9.71 144.33 ± 13.65 76.33 ± 10.12 0.5276±.O195 
3 155.33 ± 8.02 129 ± 14.42 65.33 ± 16.26 0.5049 ± .0112 

Experimento gdlr3.d/WT Muestra 2 (42 
2 generaciones) 

Cultivo Caja original Réplica YPD Réplica YPD Proporción 
+ geneticina mutantes/total 

(colonias) 

1 Perdido por contaminación 
2 660.67 ± 8.71 122.67 ± 4.93 59.67± 7.23 0.5059 ± 0.819 
3 149 ± 2.65 120.33 ± 10.02 44.67± 9.07 0.3693 ± 0.538 

Tabla l. Conteo de colonias en placas. El experimento 1 se refiere al cultivo que incluye 
a gdhl L1 I WT, y el experimento 2 a gdh3l!J WT. Se muestran los promedios de los conteos 
de cada cultivo, que fueron hechos por triplicado y su desviación estándar. La columna 
llamada "caja original" se refiere a la placa en la que se sembró una alícuota del cultivo; la 
columna "réplica YPD" es la que se considera como el conteo total de células de la 
población. 
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Figura 11. Gráfico donde se compara la cuantificación de dos cepas mutantes 
mediante la técnica de réplica de placa. En la gráfica A se muestra el comportamiento de 
tres poblaciones de la levadura mutante gdh 1 t>. interrumpida con un módulo de resistencia a 
geneticina en comparación con una levadura silvestre. El experimento se siguió durante 1 75 
generaciones. El inserto en la gráfica muestra el promedio de las tres curvas mostradas en la 
gráfica original. En la gráfica B se muestra el mismo experimento para dos poblaciones de 
la levadura mutante gdh3t>. en comparación con la silvestre. 
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es necesariamente un resultado directo del comportamiento poblacional, sino lln producto 

del error experimental durante los conteos y en el proceso de aprendizaje de la técnica. 

La utilización de ésta técnica no nos permite tener resultados concluyentes respecto al 

comportamiento poblacional, puesto que se trata sólo de un experimento piloto. En este 

sentido, sería necesario seguir las poblaciones durante más generaciones y determinar si se 

mantiene la tendencia de crecimiento de la mutante. Pese a ello, en los experimentos se 

replica con bastante fidelidad el comportamiento general de las poblaciones en 

competencia. Los resultados son más robustos mientras más repeticiones se' hagan del 

experimento. En la literatura se reporta un mayor éxito al utilizar cinco repeticiones 

(Thatcher et al., 1 998), en nuestros experimentos sólo se utilizaron dos o tres. 

Si bien la técnica de cuantificación por réplica de placas nos brinda un grado bastante alto 

de confiabilidad (± 7%) (Thatcher et al.. 1998), ésta es poco escalable pues permite 

únicamente la comparación de una cepa mutante contra una silvestre, o contra otra mutante 

que tenga otro marcador de selección (nuestras mutantes poseen como marcador un modulo 

de resistencia a geneticina). Por otro lado. si se desean comparar más de dos cepas de 

levadura, el trabajo se multiplica en la misma medida, lo que lo hace poco práctico. 

La cuantificación del valor adaptativo de una mutación en comparación con una cepa sepa 

silvestre de S. cerevisiae es posible mediante la utilización de la réplica de placas. Los 

resultados que se obtienen son confiables y reproducibles. Sin embargo, la escalabilidad 

representa una limitante importante para el trabajo que se pretende realizar. 
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3) CUANTIFICACIÓN POR HIBRIDACIÓN EN MEMBRANA 

Este método consiste en arreglar por triplicado en una membrana tipo Hybond Ñ+ una serie 

de Tags de 20 bases que son complementarias a las regiones que flanquean al modulo 

KanR que caracteriza a cada cepa con las que se está trabajando (veáse Estrategia 

Experimental). Sobre la membrana se hibrida una sonda radiactiva que es el producto de 

PCR obtenido a partir del ADN gcnómico extraído de los cultivos secuenciales. La cantidad 

de sonda hibridada contra el ADN fijo a la membrana se cuantifica mediante el uso de un 

Phosphoimager (Storm. Molecular Dynamycs). 

Durante la evaluación de está técnica se llevaron a cabo cuatro fases de calibración. Cada 

una de ellas estuvo encaminada a determinar las cantidades de ADN fijo en la membrana y 

de sonda a usar para la hibridación. Así mismo. las calibraciones permitieron determinar 

cual es el nivel de resolución que se alcanza con este método de cuantificación. 

Durante la primera fase de calibración (Figura 12). se ensayaron dos curvas de saturación 

en una membrana. La primera consistía en fijar diferentes concentraciones de ADN sobre el 

eje y de la membrana mientras sobre el eje x se usaron cantidades crecientes de sonda 

(producto de PCR) para la hibridación (Figura 12A). El sentido de este experimento fue 

determinar cuáles son las cantidades de ADN que deben de fijarse a la membrana y cuánta 

sonda radiactiva es necesario usar de forma que no se sature la señal y que ésta siga siendo 

confiable. 
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Figura 12.Calibración de la cantidad de ADN a fijar en la membrana y de producto 
dePCR a usar como sonda. El panel A muestra la imagen de una membrana en la que se 
fijó un gradiente de ADN y se hibridó contra un gradiente de sonda radiactiva. ·La gráfica B 
muestra el comportamiento de la señal radiactiva en función de la cantidad de sonda 
utilizada a diferentes cantidades de ADN fijo a la membrana. El punto que se tomó fue 
entre 250 y 125 pmol de ADN fijo. La gráfica C muestra el comportamiento de la señal 
radiactiva en función de la cantidad de sonda utilizada a diferentes cantidades de ADN fijo 
a la membrana. La cantidad de sonda a colocar se fijó en 0.5pmol. 
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A partir de los resultados de la señal de la sonda hibridada (cuentas radiactivas) contra la 

concentración de sonda usada para hibridar, se determinó que la cantidad de ADN que se 

debe fijar está entre los 125 y 250 pmol. Lo anterior se concluye debido a que en este punto 

la curva se encuentra en la fase lineal, lo cual implica que no se ha saturado el ADN fijo y 

que por lo tanto puede cuantificarse la sonda hibridada (Figura 12B). La gráfica que 

relaciona la señal radiactiva contra la cantidad de ADN fijo en la membrana nos permitió 

determinar que la cantidad apropiada de sonda radiactiva que debe usarse para la 

hibridación es de 0.5 pmol. Esto debido a que la gráfica indica que toda la sonda radiactiva 

colocada se ha agotado, sin llegar a saturar al ADN fijo, permitiendo así cuantificar la 

sonda hibridada (Figura 12C). 

La segunda etapa de calibración consistió en evaluar si, al colocar cantidades crecientes de 

sonda a hibridar, es posible observar un comportamiento lineal de la señal como función de 

la cantidad de sonda usada para la hibridación (Figura 13). En el experimento se fijaron dos 

cantidades de ADN a la membrana; 125 y 250 pmol, y se hibridaron con 0.3, 0.4, 0.6 y 0.8 

pmol de PCR marcado radiactivamente. La curva de este experimento sigue una línea 

prácticamente recta para cantidades mayores a 0.4 pmol totales de sonda colocada; las 

cantidades menores no provocan un aumento lineal en la concentración de la sonda. En la 

Figura l 3A, puede apreciarse que si bien ambas sondas hibridan con el ADN fijo, no lo 

hacen con la misma eficiencia o bien la señal radiactiva que emiten es de distinta 

intensidad.Con este experimento se concluye que, para los dos Tags probadas, la cantidad 

de PCR radiactivo debe ser mayor a 0.2 pmol (0.4/2) por cada marca, con el fin de observar 

una respuesta con comportamiento lineal. 
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Figura 13: Calibración para medir el efecto del fondo en la hibridación. En el panel A 
se muestra una membrana en la que se fijaron dos concentraciones de oligonucleótidos (125 
y 250 pmol), y se hibridaron contra una concentración creciente de sonda radiactiva. El 
panel B muestra la gráfica de la curva de saturación de la sonda hibridada, los cuadros 
representan a la seftal que se observa sobre el Tag GDHJ los triángulos a los Tag GDH3. 
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Una vez determinado el umbral de detección de la técnica, se procedió a determinar el nivel 

de resolución que con ésta se puede alcanzar. Para ello se realizó un experimento por 

duplicado en que se hicieron mezclas a diferentes proporciones de los ADN genómicos de 

las cepas gdhl&gdh3.1 para usarlos como molde para una sonda radiactiva (0.3/0.7. 

0.410.6, 0.510.5, 0.610.4 y 0.7/0.3). En la membrana se fijaron 250 pmol de los Tag GDHJ y 

Tag GDH3. asi como un Tag control (COX5a) con el fin de verificar si existía hibridación 

cruzada. En la misma Figura 14A puede apreciarse que no existe hibridación cruzada. y que 

nuevamente las señales emitidas por las marcas radiactiva hibridadas difieren. La Figura 

14B muestra el resultado de ambos experimentos; en ésta puede observarse que existe una 

tendencia lineal en ambas curvas, indicando que las diferencias entre las proporciones de 

ADN genómico usado como molde son cuantificables como señal radiactiva hibridada con 

el Tag correspondiente. Si bien los experimentos no replican exactamente, los d·atos siguen 

una misma tendencia y pueden ser tomados como válidos. En este experimento se lograron 

cuantificar diferencias del 10% entre las concentraciones de ADN genómico de dos cepas. 

Para seguir explorando la resolución que se puede alcanzar con esta técnica, se montó un 

experimento de características similares al anterior, pero con diferencias entre las mezclas 

de genómicos de sólo 2.5%. La Figura l SA muestra la imagen digitalizada de la membrana 

de hibridación donde puede verse que se repiten las diferencias entre las intensidades de las 

marcas radiactivas y que no existe hibridación cruzada. La Figura 15 B muestra el gráfico 

comparativo de ambos experimento!;. Nuevamente puede apreciarse que la tendencia lineal 

se conserva. pudiéndose distinguir diferencias de 2.5°/o entre concentraciones de ADN 

genómicos usados como molde para amplificar la sonda. Las curvas no son idénticas, pero 
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Figura 14. Calibración para determinar la resolución en la cuantificación de 
diferencias entre proporciones conocidas de ADN genómico de gdhl !!.. / gdh3!:.. El panel 
A muestra una membrana en la que se fijaron 250 pmol de ADN correspondientes a los 
Tags GDHJ y GDH3. La membrana se hibridó con cinco productos de PCR radiactivos 
cuyo molde era una mezcla de proporciones conocidas de ADN genómico de las cepas 
gdhlt!. I gdh3t!., que fue aumentado en 10% de sonda a sonda. En cada caso se usó al 
rededor de 1 pmol de producto de PCR como sonda 
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Figura 15. Calibración para determinar la resolución para la cuantificación de 
diferencias entre proporciones conocidas de ADN genómico de gdlil l!.. I gdli3ll.. El panel 
A muestra una membrana en la que se fijaron 250 pmol de ADN correspondientes a los 
Tags GDHJ y GDH3. La membrana se hibridó con cinco sondas cuyo molde era una 
mezcla en proporciones conocidas de ADN genómieo de las cepas gdhl !!.. I gdh3l!.. fue 
aumentado en 2.5% de sonda a sonda. 
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siguen una misma tendencia con pendientes muy similares. Con los resultados mostrados 

hasta este punto, se puede decir que el nivel de resolución de la técnica es suficiente para 

nuestros fines cuantitativos. 

La Figura 16 muestra un experimento en el que se realizaron tres hibridaciones con el fin de 

verificar si existe hibridación cruzada entre las cepas a trabajar (veáse tabla en Estrategia 

Experimental). Se fijaron por triplicado todos los Tags en las membranas de hibridación, 

conservando el mismo orden en cada caso (Figura 16). Para hibridar las membranas, se 

hicieron tres sondas distintas, cada una amplificada a partir de una mezcla particular de 

ADN genómicos como molde que se muestra en el panel C. La forma en que se hicieron 

las mezclas permitía que cada ADN genómico fuera utilizado como molde par~ amplificar 

una sonda en dos ocasiones. 

La figura 16A muestra los lugares donde se esperaba que la sonda hibridara ya que en estos 

puntos se encuentran fijos sus Tags complementarios. En las membranas (panel B) puede 

apreciarse que no existe hibridación cruzada. Sin embargo, las diferencias en intensidad de 

las marcas son muy evidentes. Esto dificulta profundamente la cuantificación de un número 

mayor de cepas crecidas simultáneamente, ya que mientrns existen Tags con señal muy 

intensa (PYCI. ADHI, GHDI) existen otros cuya señal es casi indetectable (COX5A. CITJ, 

CJT2, LYS20, LYS21). En estos últimos casos es difícil distinguir la señal de la hibridación 

de el ruido de fondo producido por la membrana. Debido a los resultados del experimento 

descrito en la Figura 13, esta baja señal hace que la sonda no sea cuantificable por este 

medio. 
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Figura 16. Calibración para evaluar la hibridación cruzada de 12 Tags. En el panel A 
se muestra el orden de los oligonucleótidos fijos a la membrana. Esto permite observar el 
comportamiento de cada oligonucleótido al hibirdarsele con sondas que son producto de 
distintas mezclas de ADN genómicos. El panel B muestra las imágenes que fueron 
resultado del experimento de tres membranas hibridadas con las sondas compuestas por las 
mezclas de genómicos indicadas en el panel C. 
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Los resultados obtenidos hasta el experimento mostrado en Ja Figura 15 daban muy buenas 

perspectivas para Ja técnica. Se habían encontrado pequeños problemas respecto a Ja 

intensidad de la emisión radiactiva para diferentes hibridaciones, sin embargo estas 

diferencias no afectaban a Jos resultados en gran medida. Tras Jos experimentos mostrados 

en la Figura 16, es claro que Ja diferencia en Ja intensidad de Ja emisión si es un factor a 

considerar para experimentos, y que de hecho puede resultar muy dificil cuantificar El 

ADN genómico de cada cepa por medio de la sonda hibridada en estas membranas 

4) CUANTIFICACIÓN POR PCR. 

Este método funciona mediante Ja extracción del ADN genómico de un cultivo mixto. 

Sobre este ADN se corre una PCR en Ja que se utiliza un oligonucleótido reveso universal 

(U2 Re} en dirección 3'->5', complementario al extremo 5'del módulo KanR con el que se 

han interrumpido los genes deseados (véase Estrategia Experimental}. Junto con éste se usa 

una bateria de oligonucleótidos específicos para cada mutante 5'->3' complementarios a Ja 

región 5' del gen sustituido por el módulo KanR. Estos oligonucleótidos especificas están 

diseñados de modo que den productos de PCR de diferentes tamaños, distintos para cada. 

La cuantificación mediante el uso de este método es posible por que el oligonucleótido U2-

Re está funcionando como factor limitante Jo que hace que cada banda sea amplificada en 

las proporciones en que se encontraba al momento de Ja extracción de ADN y por Jo tanto 

en el cultivo de células. Los oligonuclcótidos utilizados para este experimento son Jos 

siguientes. 
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Nombre del Secuencla's• -> 3' Tm (ºC) Tamaño del 
Oligonucleótldo producto (pb) 

U2-Re GTCGACCTGCAGCGTACG 61 

HO-Fw TACCCAATCGCTGCGTGCTG 63 1,486 

COXSA-Fw ATAGCGCAGGAGCGGAAGG 62 2,097 

2ADH1-Fw CGAAGTCGAAGAACTGTCAGCC 64 1,844 

GDHl-Fw TCGGCTCCAATCGCGTAAGTG 63 1,136 

GDH3-Fw TGTGCAGAAGGTCTTCAGAGTG 62 886 

IDPl-Fw GTTCACTCAAGGTCTGCCTGTC 64 969 

IDP2-Fw AATCCGATCACGATTCTTGGAG 62 1,305 

LYS20-Fw CGTGTAAGGGTTGAGTATCGAC 62 2,146 

LYS21-Fw TGGCACTTCAACATCAGCAGAAG 63 1,676 

AATI-Fw GAAAAACCACGAAGACGACTTTGG 64 2,243 

AAT2-Fw GGTGACAAGACGGACAACTGG 63 1,876 

LDPI-Fw GTTTAGCAACGCAGGCGTGG 62 954 

YPL107-Fw TTGGGGAGACTGGTTCTGAATG 62 1,264 

YDRlll-Fw TCCCAACCATGGAGTTAGTGTAC 63 861 

YLR089-Fw GGTTTCCAGCCAGAACCGTG 63 1.250 

Una vez realizada la reacción de PCR (ver Protocolos), se hizo una electroforesis en gel de 

agarosa al 2% con bromuro de etidio 0.1 o/o. La electroforesis permite separar en bandas 

discretas los productos de PCR generados con cada oligonucleótido. Para lograr una 

separación adecuada, en la reacción de PCR no pueden usarse más de cinco 

oligonucleótidos específicos, cuidando su diseño para lograr dicha separación. 

En la Figura 1 7 se muestra la imagen digitalizda de un gel de agarosa en el que se corrió el 

producto de PCR obtenido a partir de los ADN genómicos de las cepas hoL1, gdhl4 

cox5aL1. adhl Ll. idpl 4 idp24 aatl 4 aat24 ydrll 1 Ll y y/r089cL1; cada uno de estas 

muestras de ADN usada en una PCR independiente. El panel A muestra la imagen en el 

transiluminador, mientras que el panel B muestra la imagen digitalizada después de su 



67 

. . .-
aet2A ydr111tJ,. paa~ M2 . MJ. 

;_·_.. ........ ~ ... . ·~ 

~.· 

.lliiliólt 

B 

Figura 17. Separación elcctroforética de los productos de PCR en un gel de agarosa al 
2º/o con bromuro de etidio al 0.1 º/o en el que se corrieron los productos de PCR que 
identifican a cada mutante. Las bandas en cada carril corresponden al producto de PCR 
amplificado con el ADN genómico y el oligonucleótido 3' - 5' pertinentes. En los carriles 
MI. M2 y M3 se corrió una mezcla de los productos de PCR de cox5a.á-adhl .á-ydrll 1 .á­
ylr089c..á-ho.á; idpl ..á-idp2 ..á-aatl ..á-aat2 .á-ho; gdhl ..á-lys20..á-adhl ..á-idpl ..á-ho.á. 
respectivamente amplificado por separado. El panel A muestra la imagen digitalizada del 
gel como se en un transiluminador de luz UV. El panel B muestra la imagen digitalizada 
del gel como se observa en el phoshpoimager (Typhoon. Molecular Dynamics). 
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lectura en el Phosphoimager (Typltoon, Molecular Dynamics). En los carriles marcados 

como M 1, M2 y M3 se muestran tres mezclas distintas de productos de PCR de las cepas 

cox5aLVadh J LVydrl J 1 LVy/r089cLVho<l; idpl LJ/idp2LVaat JLJ/aat2LJ/lto y gdhl LJ/lys20LV 

adhLVidp/LJ/ho<l respectivamente, amplificadas de manera independiente. Aqu"ellas cepas 

que no se observan en este experimento pero que se mencionan en el apartado de la 

Estrategia Experimental fueron eliminadas por no haberse logrado su amplificación por 

PRC o dar productos inespecíficos. 

Una vez obtenidos los productos de PCR en cantidades semejantes para cada una de las 

cepas, se realizó una calibración en la que se hizo una mezcla de ADN genómieo de la cepa 

hoLl (que será utilizada como referencia silvestre) con el resto de las cepas en proporciones 

semejantes, sobre la que se corrió una reacción de PCR con los oligonucleótidos pertinentes 

(Figura 18). En el panel A se aprecia la imagen digitalizada del gel donde se corrieron los 

productos de PCR, se puede observar que no se obtuvieron productos para todas las 

reacciones aún cuando en el experimento anterior sí se obtenían productos para todas las 

reacciones. Lo anterior indica que la amplificación no es igual de eficiente cuando se usa 

una mezcla de oligonucleótidos para amplificar más de una secuencia de manera 

simultánea. Por otro lado, se observa que los productos de PCR corresponden a tos 

tamaños esperados, por lo que resulta simple identificarlos. 

Para cuantificar las diferencias entre cada producto de PCR se recurrió al tipo de gráfica 

mostrado en la Figura 188, donde se observa el perfil de corrimiento de cada carril del gel; 

cuantificar cada producto de PCR se obtiene el área bajo cada una de las curvas. Es claro 
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Figura 18. Electroforesis de los productos de PCR obtenidos a partir de las mezclas de ADN genómicos que se indican. Para la 
amplificación se usó. una mexcla proporcional de ADN genómico de las cepas que se indican, junto con el oligonucleótido U2 (3' -> 
5' universal) limitante y el 5' -> 3' específico para amplificar sobre los ADN genómicos en cuestión. Las gráficas del panel B 
muestran el perfil de corrimiento de cada carril del gel. La forma de cuantificar el producto los productos de cada reacción es mediante 
el cálculo del área bajo la curva de cada pozo. 
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que las combinaciones que involucran ADN genómicos de las cepas idpJLJ, aat/4 aat24 

ydrl 1 J LI y ylr089cLI no permiten cuantificar diferencias entre ellas y la referencia (cepa 

hoLI) ya sea porque los productos de PCR son muy escasos y no permiten separarlos del 

fondo o bien porque la reacción sólo produce uno de los dos productos esperados. 

A partir de este punto los experimentos que se realizaron estuvieron enfocados a determinar 

si con este método es posible cuantificar diferencias en las proporciones de ADN 

genómico. Para ello, se corrieron reacciones de PCR sobre mezclas de ADN genómicos 

(JwLJ.ladhl 4 hoLl/cox5aLI, hoLJ.lidp2L1) en las proporciones crecientes hacia hoLI y se 

hicieron electroforesis en gel por triplicado de los productos obtenidos. 

La Figura 19A muestra la electroforesis de los productos del PCR realizad~ sobre los 

genómicos hoLJ.ladh 1 LI, en donde puede verse que se presentan las dos bandas esperadas y 

que éstas se separan adecuadamente. El panel B muestra la gráfica de los datos obtenidos 

con el perfil de corrimiento del gel; existe una tendencia lineal de los datos observados con 

respecto a los esperados, con desviaciones estándar pequeñas. De los datos obtenidos en 

este experimento se puede deducir que las diferencias entre los ADN genómicos de esta 

mezcla son cuantificables perdiéndose un poco la resolución a proporciones mayores de 

hoLJ.ladh 1 LI. 

El la Figura 20 se observa la electroforesis de los productos del PCR realizado sobre los 

genómicos hoLllcox5aLI. En este caso, también se observa un comportamineto lineal entre 

los valores observados y los esperados. Sin embargo, a bajas proporciones de hoL1 con res-
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Figura 19. Cuantificación de los productos de PCR amplificados sobre una mezcla de 
ADN genómicos de lwLYad/ill!.. El ADN molde para todos las PCR fue una mezcla en 
distintas proporciones (indicada en el panel A) de ADN genómicos de hodadhll!.. La 
gráfica del panel B muestra la relación entre las proporciones esperadas por .la mezcla de 
ADN genómico y la obtenida en el PCR. 
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Figura 20. La imagen superior muestra un gel en el que se corrieron por.triplicado 5 
productos de PCR. El ADN molde para todos las PCR fue una mezcla en distintas 
proporciones (indicada en la figura) de hoi!lcox5al t>. La gráfica muestra la relación entre 
las proporciones esperadas por la mezcla de ADN genómico y la obtenida en el PCR. 
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pecto a cox5aLI, la linearidad se pierde. Este error puede atribuirse a que la señal de cox5aLI 

es menor que la hoLI en cantidades similares (proporción= 1). 

El tercero de los experimentos de calibración mencionados se realizó utilizando como 

molde para el PCR los ADN genómicos de hoLl/idp2LJ (Figura 21). Los datos obtenidos no 

permiten observar una correlación lineal entre las cepas, situación atribuible a la baja señal 

en algunos carriles. Un segundo problema presentado por este experimento fue la poca 

separación que alcanzaron las bandas, lo que dificulta su cuantificación pues en el perfil de 

corrimiento ambas curvas se llegan a traslapar. El caso del dato correspondiente a la 

proporción 1.22 de hoLl/idp2LI se explica por un error en el PCR pues la banda 

correspondiente a idp2LJ (Panel A) es muy baja en intensidad. El error en la proporción 0.8 

es probablemente una combinación entre una reacción de PCR defectuosa y un efecto 

donde la señal se separa de la tendencia lineal que se espera. En este caso, el error 

probablemente se debe a que se está llegando al límite de resolución de la técnica, como en 

el experimento anterior (Figura 20). 

Finalmente se llevó a cabo un experimento en que se preparó una reacción de PCR sobre la 

combinación de los ADN genómicos de las cinco cepas correspondientes a la mezcla 1 

(hoLl/cox5aLl/adhl Lllidpl Lllidp2LI). Para lograr un mejor reflejo de las condiciones 

experimentales, esta prueba se realizó mezclando cantidades equivalentes de células 

correspondientes a cada cepa, obteniéndose el ADN genómico en una sola extracción. La 

Figura 22 muestra la imagen digitalizada del gel de agarosa al 2% donde se corrió por 

triplicado una muestra de dicho producto de PCR. El perfil de corrimiento mostrado en el 
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Figura 21. La imagen superior muestra un gel en el que se corrieron por triplicado 5 
productos de PCR. El ADN molde para todos las PCR fue una mezcla en distintas 
proporciones (indicada en la figura) de hoLJ/idp2A. La gráfica muestra la relación entre las 
proporciones esperadas por la mezcla de ADN .genómico y la obtenida en el PCR. 
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Figura 22. Imagen de la electroforesis del producto de PCR de una mezcla de ADN 
genómicos. La imagen del panel A muestra el corrimiento por triplicado de producto de 
PCR amplificado sobre una mezcla compuesta por ADN genómico de hoL1·cox5aL1·adhl L1-
idpl L1-ldp2L1 en las mismas proporciones. La gráfica del panel B muestra el perfil de 
corrimiento de cada carril del gel. Puede observarse que los cinco productos se amplifican 
simultáneamente y se separan adecuadamente. 
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panel B de la misma figura sugiere que es posible identificar las marcas identificar las 

marcas de las cinco cepas de levadura mediante este método. 

Este método de cuantificación es funcional y confiable; refleja diferencias en porporcioncs 

de ADN genómico mayores a 0.8 y menores a 1.5 con referencia a la cepa hoLI. Esta 

resolución es suficiente para seguir el comportamiento de una mutante, es decir, si aumenta 

o disminuye su presencia relativa a la silvestre. Sin embargo, la técnica presenta una 

limitante principal: no permite observar el comportamiento de más de cinco cepas por 

reacción de PCR. Ahora bien, esto no limita en ningún sentido la cantidad de cepas que se 

coloquen a competir en un experimento que involucre cultivos mixtos. 

Como se muestra hasta ahora, la cuantificación por PCR presenta varias ventajas sobre la 

hibridación en membrana para conocer las proporciones de las cepas que componen a un 

cultivo mixto. Además es importante considerar que para este método no hay necesidad de 

manejar radiactividad, y que éste involucra menos pasos de manipulación del ADN 

genómico y, por lo tanto, menos puntos críticos para la cuantificación. 
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Conclusiones y perspectivas : 

l. Los cultivos seriales en medio YPD son una manera de observar el comportamiento 

de mutantes S. cerevisiae crecidas durante varias cientos de generaciones. Esto 

permite amplificar el posible efecto de dichas mutaciones y, por lo tanto, conocer 

fenotipos que de otra forma no serían reconocibles. 

2. La técnica de réplica de placas permite cuantificar de forma reproducible las 

diferencias entre dos cepas en competencia en un cultivo mixto. Presenta, sin 

embargo, una limitación principal: no es posible seguir el comportamiento de más 

de dos cepas de levadura, debido a que una de ellas debe tener una de seleccionarse. 

La confiabilidad estadística de la técnica se incrementa conforme se hagan 

repeticiones de los experimentos. 

3. No es recomendable utilizar el método de hibridación en membrana para la 

cuantificación de diferencias entre cepas de levadura en cultivos mixtos. La 

naturaleza del método no permite dar información confiable acerca del 

comportamiento de las poblaciones, debido principalmente a las diferencias de 

hibridación de los Tags moleculares de 20 bases. Sin embargo el método funciona 

para algunos Tags, como aquellos de las mutantes gdlzl LI y gdlz3LI. 
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4. El PCR con oligonucleótidos individualizados es una técnica confiable para la 

detección de diferencias entre las poblaciones de levaduras en experimentos de 

competencia. sobre todo las proporciones se encuentran abajo de 1.5 entre ellas. La 

principal limitante de la técnica es que no se pueden cuantificar más de cinco cepas 

por reacción de PCR, aunque esto no limita el número de cepas que pueden crecerse 

en un cultivo mixto. 

Es necesario continuar con los trabajos que lleven a terminar de poner a punto esta 

metodología con el fin de cuantificar diferencias en ADN genómico de todas las mutantes 

cuya adecuación se pretende estudiar. 

Como perspectiva inmediata de este trabajo se plantea realizar los experimentos de PCR 

cuantitativo aprovechando la porción 3' del modulo KanR, para tener un duplicado interno 

al experimento e intentar solucionar los problemas que se presentaron al realizar el 

experimento sobre el extremo 5' del mismo. 
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