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RESUMEN

Algunos organismos en su habitat natural se encuentran expuestos a diversos agentes
estresantes. Las sales, como el cloruro de sodio, al aumentar su concentracion provocan un
incremento en la osmolaridad externa. El estrés salino tiene por una parte un efecto
primario, el cual puede ser directo, como un dafio de tipo tdxico o un dafio indirecto como
las alteraciones de tipo metabdlico y la inhibicion del crecimiento y desarrolio. Por otra
parte, un efecto secundario incluye una deficiencia en la toma de nutrientes y,

adicionalmente, un estrés de tipo osmético (Csonka, 1989).

En este trabajo se clond una secuencia de ADN del genoma de Saccharoniyces cerevisiae
de 10 kb que cuando estd presente en un plasmido unicopia, contribuye a la tolerancia al
estrés por sal en este organismo. La sobreexpresion de este fragmento le confiere a la clona
de levadura una clara ventaja, a elevadas concentraciones de NaCl (1.6 M) en medio
minimo con glucosa, en la velocidad de crecimiento en comparacién a la que presenta el
control (cepa RS16(2) transformada Unicamente con el plasmido YCp50 sin ADN
pasajero). Este fenotipo no se observa en presencia de otras sustancias osméticamente
activas y sales (sorbitol 1.6 M, LiCl 0.3 M y KCI 1.5 M), por io que se piensa que ia
secuencia halotolerante ejerce su efecto sobre la toxicidad especifica del ion sodio. La
velocidad de crecimiento de la clona de interés se muestra ligeramente disminuida cuando
la fuente de carbono adicionada al medio de cultivo con sal es galactosa. El ajuste
osmotico, a través de la sintesis de glicerol como principal osmolito, es un proceso en el

cual la secuencia de interés no participa. Por lo tanto, cuando utilizamos una fuente de

RESUMEN 3



carbono diferente a glucosa se reduce la velocidad del anabolismo del glicerol,
convirtiéndose €ste en el factor limitante para el crecimiento en condiciones de estrés

salino.
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INTRODUCCION

1. El fendmeno de estrés.

La adaptabilidad es probablemente una de las caracteristicas mas distintivas de la vida ya
que las condiciones del entorno de un orgapismo como temperatura, luz, nutrientes,
concentracion de oxigeno, etc., no son constantes. Estas cambian o fluctuan a lo largo del
dia o de temporadas estacionales, pudiendo inclusive presentarse cambios radicales
imprevistos como heladas, inundaciones, granizadas, sequias, etc. AUn en estas
situaciones, los organismos responden realizando ajustes que les permiten mantener un
medio interno en condiciones constantes; es asi que el fisiblogo norteamericano W. B.
Cannon acufio la palabra homeostasis (griego homos, similar y stasis, estado) para
designar a los procesos fisiologicos coordinados que mantienen las condiciones constantes
€N un organismo; estos procesos son diversos y se realizan de manera activa (Hoar, 1975).

1.1. Antecedentes historicos.

Actualmente el término estrés es aplicado a sistemas biologicos. La palabra estrés fue
transladada al terreno de la biologia por el investigador canadiense Hans Selye, quien en
1936 observd que la rata, cuando es expuesta a agentes nocivos de diversa naturaleza tales
como dafio quinirgico, frio y drogas, entre otros, presenta un cuadro con manifestaciones
agrupables como un sindrome, en el que 6rganos como el timo, glandulas adrenales y
nddulos linfaticos se alteran de manera similar independientemente del dafio ejercido. En
este trabajo pionero con ratas estresadas por choques eléctricos, Selye establecid tres
estados para lo que €l denoming el Sindrome de Adaptacion General, GAS (General
Adaptation Syndrome).
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Los factores que producen el estado de estrés son derominados agentes estresantes, pero
de manera general se puede considerar que cualquier factor del medio potenciaimente
desfavorable para los organismos es también potencialmente estresante (Levitt, 1980). A
partir de estos conceptos podemos decir entonces que la resistencia al estrés es la
capacidad que presenta un organismo para sobrevivir a un factor desfavorable y crecer en
su presencia (Levitt, 1980).

A lo largo de la evolucidn organica se ha presentado una fuerte presion selectiva sobre los
organismos procariotes y eucariotes (Yancey, 1982). El estrés puede aparecer en una
célula procariota, como fo son las bacterias que habitan en un charco y deben enfrentarse a
cambios en la temperatura, cantidad de sales presentes en el agua y a la falta de nutrientes.

También se puede presentar en células eucariotas vegetales, las cuales enfrentan
variaciones considerables en la cantidad de agua disponible y en la cantidad de sales
presentes en el suelo. Con la excepcion de algunas especies halofitas, que toleran el agua
de mar (NaCl 340 mM) y que probablemente se debe a adaptaciones secundarias, la
mayoria de las plantas no toleran una salinidad mayor de NaCl de 50-100 mM (Downton,
1984).

Otro caso de estrés osmotico en el mundo animal es el de las células renales, las cuales se
encuentran expuestas a concentraciones fluctuantes de sal y urea que alcanzan niveles
molales. La célula renal se adapta osmdticamente acumulando grandes cantidades de
algunos osmolitos orgénicos como sorbitol, inositol, glicilbetaina, taurina vy
glicerolfosfocolina. La acurmulacion de estos compuestos proteje a la célula, y sus niveles
varian con la concentracion extracelular de cloruro de sodio y de urea (Burg, 1995).

2. El fenomeno de Ia sal en la agricultura.

Todos los suelos contienen una mezcla de sales e¢senciales para el desarrolio de la
vegetacion, Cuando la concentracion total de éstas es excesiva, el crecimiento vegetal se
detiene. Este fenomeno se acentiia conforme aumenta {a concentracion de sales hasta que

la planta muere (Kovda, 1980).
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Los habitats salinos son aquellos que contienen un alto porcentaje de sales solubles; siendo
el comin denominador !a salinidad del suelo y/o de la fuente de agua. La vegetacion de
estos habitats se designa halofita y, se distingue de la vegetacion de habitats no satinos
llamada glicofita (Stocker, 1926).

El grado de tolerancia a la sal tanto de las glicofitas como de las halofitas varia, por lo que
es dificil establecer el parametro que marque Ja division entre estos dos grupos (Chapman,
1960). Stocker (1926) menciona que una halofita es aquella planta que, en cualquier etapa
de su vida, tolera una concentracion critica de sal (0.5% o aproximadamente 88 mM) que
no es tolerada por una planta "normal” no halofita. Flowers y colaboradores {1977)
proponen un valor critico de NaCl de 300 mM. Esta definicion implica que una halofita
crecera en un medio no salino tan bien como una glicofita, lo cual no siempre es cierto.
Algunas halofitas no crecen en ausencia de NaCl, por ejemplo Salicornia spp, por lo que
Sen y Rajpurohit (1978) proponen la siguiente clasificacion:

a) Halofitas verdaderas: son las plantas que crecen en condiciones salinas extremas, mas
de NaCl 1.5%.

b) Halofitas facultativas: aquellas que crecen en condiciones salinas de NaCl de 0.5%.

¢) Halofitas de transicidn: crecen en las zonas de transicion entre terrenos salinos y no
salinos.

d) Glicofitas: también lamadas plantas "normales" que solo toleran condiciones salinas por
un corto periodo de tiempo.

El interds por las halofitas tiene dos aspectos: uno tebrico, para entender su
comportamiento y adaptacion a este habitat (Flowers ef al., 1977), seguido de uno mas
aplicado para entender la respuesta y el metabolismo y, asi, peder seleccionar o desarrollar
plantas de cultivo que sean mas tolerantes a la sal (Nieman y Shannon, 1976, Shannon,
1982).

2.1. Distribucién y extension global de los suelos afectados por sal.
Las regiones semidridas ofrecen luz y temperaturas 6ptimas para la mayoria de los cultivos
(en su mayoria glicofitas), pero la insuficiencia de lluvia hace necesaria la irrigacion con

agua que contiene sales disueltas y, al evaporarse ésta, las sales se concentran en el suelo.

Este efecto acumulativo a través de décadas o siglos {dependiendo de la concentracion de
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sal, lluvia y permeabilidad del suelo) resulta en el deterioro de la tierra y en la

incompatibilidad con la vida vegetal de interés economico (Batie y Healy, 1983).

Aproximadamente el 10% de la superficie de la tierra se compone de diferentes tipos de
suelo afectados por salinidad. El cuadro 1 muestra la distribucion de estos terrenos en el
mundo (Kovda et al., 1979):

Contineate Area (millones de hectireas)

Norteamérica 15.7
México y Centroamérica 20
Sudamérica 129.2
Africa 80.5
Europa 50.8
Asia 676.6

Tota? 9548

Cuadro 1. Distribucién de los suelos afectados por salinidad.

La alta concentracion de sales tiene influencia en las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo, asi como en la fertilidad de éste (Szabolcs, 1989).

La salinizacién progresiva de los terrenos irrigados compromenten el futuro de la
agricultura en las zonas mias productivas del planeta {Ashraf, 1994; Serranc y Gaxiola,
1994). Los registros histéricos muestran que hubo un cambio en la agricultura en la region
del Tigris y del Eufrates de la antigua Mesopotamia (Jacobson y Adams, 1958). Dejaron
de cultivar trigo por la cebada, la cual es mas tolerante a la sal. La causa fue el drenaje
pobre que provoco la salinizacion del terreno. Posteriormente, la cebada tampoco se pudo
cultivar. Se considera que este hecho tuvo un papel importante en la caida de
Mesopotamia (Downton, 1984).

A pesar de la experiencia adquirida, la salinizacion de las 4reas irrigadas no ha disminuido,
al contrario, sigue en aumento. Segln la FAQO (Organizacion de Agricultura y
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Alimentacion) y la UNESCO (Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacién,
Ciencia y Cultura), la mitad de los sistemas de irrigacion existentes tienen problemas por
salinidad. De acuerdo a las fuentes mencionadas anteriormente, diez millones de hectareas
de terrenos irrigados son abandonadas al afio debido a los efectos adversos de la sal.

2.2. Soluciones al problema de la salinizacién.

Para enfrentar la creciente demanda de cultivos y productos vegetales, el empleo de
técnicas de irrigacion en la agricultura de todo el mundo ha aumentado en un 300% en los
oltimos 35 aiios (Kiyosue ef al., 1994). Esta irrigacion de terrenos ha llevado a una
disminucion en la productividad, siendo la causa mas frecuente la salinizacién. Para
supetar las limitaciones fisiologicas de los cultivos de interés comercial se pueden emplear
basicamente tres herramientas: 1a ingenieria de suelos, la genética tradicional y la biologia
molecular. ’

En el pasado, los mayvres esfuerzos para luchar contra la salinidad han sido dirigidos a
practicas de desalinizacion de tierras pero éstas tienen un alto costo, requieren del
suministro de energia y son, sobre todo, impracticas en paises en vias de desarrollo. Lo
anterior hace imperativo encontrar alternativas diferentes a las soluciones ingenieriles
(Bray, 1993).

Las soluciones de tipo bioldgico radican en seleccionar y mejorar las especies de interés
comercial que, en su mayoria, s5on glicofitas para que puedan crecer en condiciones de
salinidad (Claes et al., 1990).

Lo antes mencionado se puede realizar empleando la genética tradicionai donde la
vanabilidad genética, relacionada a la tolerancia a sal, se observa como respuesta a la
presion que ejerce la seleccion natural en los ambientes salinos (Piatkowski et @l., 1990).
El mejoramiento genético por cruzas no requiere del conocimiento basico de los
mecanismos del fenomeno en consideracion. Solo utiliza plantas que tengan las
caracteristicas deseadas, para posteriormente transmitirlas a la descendencia por medio de
cruzas (Yamaguchi e al,, 1992).

El otro tipo de solucién biologica implica el mejoramiento de especies agricolas
(tolerancia a la sal) a través de modificaciones genéticas (Epstein, 1980; Haro ef al.,
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1993}. Con la biotecnologia, las posibilidades de obtener genotipos halotolerantes pueden
lograrse por transformacion genética utilizando la metodologia del ADN recombinante.
Sin embargo, 1a ingenieria genética requiere de un conocimiento basico del fendomeno para
su manipulacién. Genes relevantes necesitan ser seleccionados para posteriormente ser
expresados en plantas transgénicas de interés comercial (Kiyosue ef af., 1994).

3. El estrés por sal.

Es un estrés de tipo abidtico como el provocado por un exceso de sales y por una
deficiencia o exceso de agua, al igual que en el estrés de tipo calérico, la respuesta de los
organismos puede estar muy conservada (Close y Lammers, 1993). En este caso, el cambio
en la concentracion de sales del medio externo produce una entrada o salida de agua a
través de la membrana celular que funciona como una barrera para ciertos solutos, pero
permite el libre paso del agua, promoviendo un equilibrio entre las concentraciones interna
y externa; ésto produce un cambio inicial en el volumen celular (Csonka, 1991).

El estrés salino tiene por una parte un efecto primario, €l cual puede ser directo, como un
dafio de tipo téxico, o un daiio indirecto como las alteraciones de tipo metabélico y la
inhibicion del crecimiento y desarrollo. Por otra parte, un efecto secundario incluye
deficiencia en la toma de nutrientes y, adicionalmente, un estrés de tipo osmético (Csonka,
1989).

3.1. Estrés osmético.

El estrés osmotico es una consecuencia de la presencia de organismos no adaptados en un
medio en ef que fluctia la concentracién de sales u otro tipo de moléculas osméticamente
activas; al aumentar las dltimas en el medio externo se incrementa fa osmolaridad con la
consecuencia de una pérdida de la turgencia celular (Evans ef al., 1983; Close v Lammers,
1693).

En general, un organismo no puede modificar el medio externo por si mismo, pero tiene
dos posibles formas de hacerle frente: una es evitarlo, ya sea a través de la exclusién total

o parcial mediante barreras fisicas que lo aislen; a! desaparecer el estrés, se elimina la
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tension ejercida. Por otra parte puede resistir al estrés tolerandolo, es decir, mantener un
equilibrio con el estrés sin sufrir un dafio o, como apunta Selye (1973), en un estado de
resistencia. Un organismo que es tolerante al estrés es capaz de prevenir, disminuir o
reparar el dafio producido por la tension ejercida por dicho estrés (Levitt, 1980; Evans er
al., 1983).

3.2. Osmoregulacién.

La respuesta de los organismos de los diferentes reinos biologicos a cambios en la
osmolaridad, presenta notables semejanzas, ya que la causa y el efecto son de naturaleza
fisicoquimica, como la dsmosis en si y la presién osmatica (Csonka, 1991).

La osmoregulacion se define como la regulacion del potencial osmético interno de una
célula por adicion o eliminacién de solutos en solucion para hacer frente al estrés osmético
y evitar la deshidratacion, hasta un punto en el que el potencial osmético intracelular sea
aproximadamente igual al potencial del medic que rodea a la célula (Heuer, 1994; Csonka,
1989; Evans ef al., 1983). La exposicién de un organismo a un medic externo con alta
osmolaridad resulta en la salida del agua interna. La disminucién en el contenido de agua
interna origina a su vez una disminucion en la presién de turgencia y una contraccion del
volimen citoplasmatico, una consecuencia de estos procesos es el aumento en la
concentracién de los metabolitos intracelulares y al mismo tiempo una reduccién en la
actividad del agua citoplasmatica.

3.3. Participacién de los iones como perturbadores en la funcién de las
macromoléculas.

En la mayoria de las funciones bioguimicas de la célula se requiere de la participacion de
iones (Boyer, 1970). Sin embargo, el incremento de algunos iones en el medio intracelular
puede ser toxico al modificar o inhibir algunas funciones. Por ejemplo, las sales NaCl y
KCl, asi como sus productos idnicos, tienen un efecto deletéreo en la actividad enzimatica
de proteinas vegetales y animales, afectando de manera directa su funcion catalitica y su
constante de afinidad por el sustrato o Ku (Yancey ef al., 1982).
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3.4. Solutos compatibles u osmolitos protectores.

El organismo responde a un estrés de tipo osmético incrementando la concentracion de un
nimero limitado de moléculas para restaurar algunas de las condiciones en que se
encontraba en el estado de pre-estrés; estas moléculas no parecen inhibir los procesos
celulares y se han denominado solutos compatibles (Brown y Simpson, 1972). Este
término fue introducido por Brown y Simpson para describir a las sustancias no
inhibitorias que se acumulan en el citoplasma de las células en un medio con una alta
osmolaridad.

Entre los fenémenos que Yancey y colaboradores (1982) observan que se mantienen a lo
largo de la escala filogenética esta el de la concentracion interna del i6n potasio, la cual
varia muy poco, independientemente de que los valores de presion osmética ejercida se
encuentren en intervalos amplios. La excepcion es la arqueobacteria Halobacterium
salinarium con valores de 4500 a 5000 nmol de K* / kg agua en un medio de NaCl 5.1 M
(Yancey er al , 1982).

Los solutos, dencminados también osmolitos, muestran una sorprendente evolucidn
convergente entre procariotes, plantas y animales, lo que sugiere que solo algunos tipos de
solutos son compatibles con las macromoléculas biologicas.

La mayor parte de los osmolitos en eucariotes sometidos a un estrés de tipo hidrico estan
restringidos a algunas clases de productos metabolicos de bajo peso molecular: polioles
como ¢l glicerol, manitol y sorbitol; aziicares como la sacarosa y la trealosa y aminoacidos
como el glutamato, prolina y betaina. Algunos animales también sintetizan wurea y
metilaminas como el N-6xido de trimetilamina (Yancey et al, 1982).

Estos compuestos no son unicamente compatibles con las proteinas y con la estructura de
la membrana, sino que también estabilizan estas estructuras cuando se enfrentan a
condiciones adversas como la deshidratacion, altas temperaturas o sustancias quimicas
nocivas. Por lo tanto, la sintesis de osmolitos se realiza en condiciones de estrés,
independientemente del tipo que se trate.

Escherichia coli sintetiza dos osmolitos en respuesta al estrés osmético: glutamato y

trealosa (Csonka y Hanson, 1991). La acumulacién de glutamato contribuye poco al ajuste
osmotico y su papel fisiologico no ha sido explicado. Sin embargo, los mutantes para la
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ruta biosintética de trealosa son sensibles a la osmolaridad del medio minimo, lo que
determina la importancia de este osmolito en condiciones de estrés salino {Giaever et al,
1988).

Los osmolitos que pueden ser tomados del medio externo, en vez de sintetizarlos, han sido
llamados osmoprotectores (LeRedulier et al., 1984). En E. coli son la prolina y betaina; se
ha observado la acumulacion de estos compuestos bajo condiciones de estrés osmotico.
Cuando estos osmoprotectores se encuentran presentes, la sintesis de osmolitos
(glutamato y trealosa) nio se realiza.

Los osmolitos mejor caracterizados en las plantas superiores son prolina, betaina y
sacarosa. Aunque e€stos compuestos estin presentes en el citoplasma y vacuola, las
concentraciones de los dos primeros son mayores en el citoplasma pues dentro de la
vacuola los iones organicos e inorganicos aportan la concentracion osmética requerida
(Leigh er al., 1981; McCue y Hanson, 1990). La prolina es el osmolito que se acumula en
mayor cantidad en condiciones de estrés osmotico (Delauney y Verma, 1993; Larher ez
al., 1993} y ésta se puede sintetizar a partir de glutamato o de ornitina. El acido abscisico
también induce la acumulacion de prolina (Finkelstein y Somerville, 1990). La prolina y
betaina pueden actuar como osmoprotectores exdgenos en algunos tejidos vegetales
(Handa et al., 1986; Lone ef al,, 1987). La toma de éstos, estimulada por el estrés
osmotico, inhibe la sintesis endogena (Lone et al,, 1987). El papel fisiologico de la sintesis
de osmolitos en plantas ha sido demostrado por el aumento en la tolerancia al estrés
osmdtico presente en mutantes con una capacidad de sintesis incrementada (Larher et al,
1993).

3.5. Toxicidad osmética contra toxicidad iénica especifica

La salinidad tiene dos posibles efectos toxicos sobre las células: el efecto osmotico no
especifico y la toxicidad especifica de iones sobre sistemas celulares definidos. Al
confrontarse con esta amenaza, los organismos desarrollan defensas basadas en el ajuste
osmético, sistemas de transporte i6nico y proteinas de estrés (Serrano, 1994).

En las bacterias Salmonella typhimurium y Escherichia coli, el mayor componente de la
toxicidad por sal es el efecto osmoético del NaCl. Esto se demostré porque: (1) las

concentraciones isoosmoticas de sacarosa y NaCl tienen los mismos efectos inhibitorios
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(Csonka, 1981); (2) la tolerancia a sal aumenta cuando la célula toma prolina del medio
externo o aumenta el metabolismo de este osmolito en cepas mutantes (Csonka, 1981;
Csonka y Hanson, 1991), y (3) las cepas mutantes con capacidad incrementada para
transportar sodio no presentan tolerancia a sal (Carmel ef al., 1994). Por lo tanto, en
condiciones normales, ¢l ajuste osmotico limita la tolerancia a sat. Lo anterior no significa
que la toxicidad del sodio no sea relevante. Mas bien, en estas bacterias la capacidad de
ajuste osmotico es menor que la capacidad para eliminar al sodio (Schuldiner y Padan,
1993).

St crecemos 2 la levadura S. cerevisiae en un medio con glucosa, el NaCl es mas toxico
que concentraciones osméticamente equivalentes de KCl o sorbitol (Gaxiola ef al., 1992;
Glaser et al., 1993). Por lo tanto, la toxicidad por sodio es el mayor componente del
problema provocado por salinidad. La situacion es diferente cuando el medio contiene
otras fuentes de carbono, como galactosa. En este caso el NaCl, el KC! y el sorbitol
presentan toxicidades similares. Aparentemente, cuando la fuente de carbono es glucosa,
el ajuste osmotico es mas activo que la eliminacién del sodio, mientras que en los otros
medios observamos lo opuesto. El metabolismo de la glucosa en S cerevisiae es muy
activo, lo cual resulta en una sintesis optima del osmolito glicerol. En otras levaduras y
hangos, la velocidad del metabolismo de glucosa es menor (Gancedo y Serrano, 1989),
por lo cual el ajuste osmotico debido a la conversion de glucosa en glicerol limita fa
tolerancia a sal, ain en medios adicionados de glucosa (Beever y Laracy, 1986).

La situacion en plantas no esta clara. Algunos estudios (Munns y Termaat, 1986) indican
que la toxicidad por NaCl, y no el estrés osmotico, es responsable de los efectos
inhibitorios de la sal en las plantulas de trigo. Estos resultados se obtuvieron al comparar
el crecimiento en un medio adicionado con sal y en una solucién de nutrientes {6X)
osmoticamente equivalente a NaCl 0.1 M. En un inicio, el crecimienio de la raiz se detiene
debido a la disminucion del suministro de agua causado por el efecto osmético no
especifico de la sal (Yeo ef al, 1991). En este caso, concentraciones osméticamente
equivalentes de NaCl y de manitol presentaron los mismos efectos inhibitorios. Después de
varias horas, el ajuste osmdtico se lleva a cabo, el suministro de agua se restaura y el
crecimiento de la raiz continila a una menor velocidad que la del grupo control. A largo
plazo (dias y semanas), los efectos de la sal no son debidos al deficit de agua pues la
turgencia de las células de las plantas estresadas es similar o mayor a la de las plantas
control (Munns, 1993). En la primera fase del ajuste osmotico, el manitol es mas toxico

que el NaCl debido a que el primero nu puede ser incorporade al interior de las células v,
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por ello, no contribuye al ajuste. En la fase no osmética, !a inhibicion del crecimiento de la
raiz puede ser explicada por las sefiales hormonales emitidas de la raiz al resto de la planta
{Munns, 1993). El estrés hidrico provoca una disminucién en las citocinas y un aumento
en el acido abscisico (Lerner y Amzallag, 1994). Por lo tanto, es dificil evaluar el papel de
la toxicidad peor iones en plantas.

El mecanismo primario de la toxicidad por sal en plantas permanece oscuro. En algunos
casos particulares, como el de Citrus sinensis (Baiuls y Primo-Millo, 1992) vy la soya
{Abel, 1969), el i6n cloruro es el responsable de ia toxicidad pues tanto el NaCl como el
KCI presentan los mismos efectos inhibitorios y el NaNO; es menos toxico. En el jitomate
(Rush y Epstein, 1981), el trigo (Gorham et al., 1990} y en A. thaliana {Sheahan et ai.,
1993) el NaCl es mas toxico que el KCl apuntando a la toxicidad especifica por sodio.
Estudios en células de 1abaco en suspension indican que concentraciones osmoticamente
equivalentes de sorbitol v manitol son menos inhibitorias que el efecto del NaCl, Sin
embargo, el KCl es mis toxico que el NaCl (La Rosa ef af, 1985). Lo mismo es
observado en las plantas halofilas (Rush y Epstein, 1981), y la toxicidad del KCl se puede
deber a una toma mayor del i6n cloruro del KCl que del NaCl.

El estrés salino provoca deficiencias en el potasio y calcio intracelular y este efecto es
disminuido al adicionar altas concentraciones de Ca” al medio externo (10 mM). En las
plantas, concentraciones elevadas de calcio extracelular no solo mantienen al Ca**
intracelular, si no también al K*, y reducen la entrada de Na” a Iz célula. Estos efectos se
tlevan a cabo por interacciones complejas entre los cationes y sus sistemas de transporte
(Epstein et al., 1963; Epstein y Rains, 1965, Rains y Epstein, 1967). El calcio también
reduce la toma del CI” en Citrus sinensis.

La conclusion que se obtiene de este analisis es que la capacidad de ajuste osmotico y de
transporte de iones en diferentes organismos estd balanceada. También se observa que
alguno de estos procesos es més activo en algunos organismos bajo ciertas condiciones,
Por lo tanto, para aumentar la tolerancia a sal en plantas de interés comercial, en principio
se necesitaria manipular simultdneamente el ajuste osmético y el transporte de iones.

El mayor problema para la comprension de la toxicidad por sal radica en la falta de
informacion sobre los mecanismos moleculares y en la relevancia fisiologica de los
diferentes blancos y las respuestas de defensa. La mayoria de los datos que se han

obtenido en la investigacion de la tolerancia a sal describen el fendmeno que se produce
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sin 1dentificar la relacion causa-efecto (Nguyen y Joshi, 1994) Este tipo de investigacion
ha sido descrita como "fenomenologica” (Serrano y Gaxiola, 1994).

El analisis genético de la tolerancia a sal requiere del aislamiento de mutantes que
presenten un aumento o disminucién de tal fenémeno. Los genes responsables deben ser
aislados. Este andlisis es posible en aquellos modelos experimentales donde los mutantes
puedan ser facilmente seleccionados y los genes afectados sean aislados. Las plantas de
'~ interés comercial no pertenecen a estos convenientes sistemas experimentales.

4, Funciones celulares sensibles a la sal.

Bajas concentraciones de NaCl (50-150 mM) tienen efectos positivos sobre las enzimas
debido a los efectos electrostaticos que ocurren en la estructura proteica. Lo anterior
corresponde a a fuerza i6nica del citoplasma, las enzimas citoplasmaticas se han adaptado
a estas condiciones y es ahi donde presentan una funcion 6ptima (Wyn Jones y Pollard,
1983).

Las concentraciones elevadas de sal (mayores a 300-500 mM) inhiben a la mayoria de las
enzimas pues el NaCl altera el equilibrio hidrofobico-electrostatico de las fuerzas que
mantienen la estructura proteica (Wyn Jones y Pollard, 1983). Una fuerza ionica elevada
incrementa las fuerzas hidrofobicas (efecto salfing-ouf) y disminuye las fuerzas
electrostaticas (efecto screening). Las altas concentraciones de algunos aniones (SCN'> T
> Cl0, > NOy >CI >S0,>) y de algunos cationes (Ca** > Mg® > Li > Na'> K' > NH,")
rompen la estructura del agua y, con ello, disminuyen las interacciones hidrofobicas
(efecto salting-in) (Wyn Jones y Pollard, 1983). Con el NaCl, el efecto salting-out se debe
principalmente a la fuerza idnica.

La sensibilidad de cada enzima a los efectos provocados por la sal varia; fa mayoria de las
reacciones metabdlicas son inhibidas con concentraciones de sal mayores a 300-500 mM
(Yancey ef al., 1982; Gimmler ef al, 1984). Ademas, la funcidén de la membrana se ve
afectada debido a cambios estructurales en las proteinas de membrana. La tolerancia a sal
debe involucrar la eliminacién del NaCl del citoplasma asi como el ajuste osmotico

realizado por solutos organicos compatibles u osmolitos.
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Las arqueobacterias haléfilas presentan sustituciones en aminoacidos que forman proteinas
unicas con funcién dptima en altas concentraciones de sal. La diferencia principal entre las
proteinas de arqueobacterias y las de los demés orpanismos radica en la elevada
proporcién de aminoacidos con carga y la pequefia proporcion de aminoacidos
hidrofébicos grandes presentes en las primeras (Yancey ef al., 1982; Brown, 1990). De
esta manera, el equilibrio entre las interacciones hidrofébicas v electrostaticas en las
proteinas ocurre en concentraciones elevadas de sal. Esta estrategia no ha sido exitosa en
el transcurso de la evolucion, probablemente porgue carece de la flexibidad que ofrecen
las combinaciones de proteinas "normales" y la sintesis de osmalitos durante el estrés
osmético. Las arqueobacterias halofilas estan restringidas a ciertos nichos ecolégicos con
altas concentraciones de sal y no pueden sobrevivir en condiciones normales.

Ademis de los efectos no especificos provocados por la sal, algunos sistemas enzimaticos
pueden ser especialmente sensibles a la inhibicién por el ion sodio o por ¢l cloruro a
menores concentraciones, causados por interacciones especificas de éstos con sitios de
unidn inhibitorios. Si estas enzimas sensibles al NaCl catalizan reacciones metabolicas
importantes y sus niveles de actividad no Ilenan los requerimientos metaboticos, se dice
que son biancos primarios en la toxicidad por sal, determinando la sensibilidad de los
organismos al estrés salino. La identificacion de estos blancos es de vital importancia para
la comprension de dafio causado por el NaCl y para la manipulacién de la tolerancia a sal,
La sintesis de proteinas se ha considerado como un posible blanco de la toxicidad por sal
porque este proceso in vitro requiere de K' (100-150 mM) y es inhibido por
concentraciones de Na* y CI' mayores a 100 mM (Wyn Jones y Pollard, 1983). E! sodio
puede interferir con el potasio en diferentes sitios de unién a proteinas y al ARN, mientras
que el cloro puede interferir con sitios aniénicos involucrados en fa unidn del ARN. La
fosfoenolpiruvato carboxilasa, la glutation reductasa y la ribulosa-bifosfato carboxilasa son
enzimas que requieren de sustratos aniénicos y, por lo tanto, son sensibles a la inhibicion
por CI (Gimmler ef al., 1984). La inhibicion por sodio se puede esperar en el caso de
enzimas activadas por potasio como la piruvato cinasa, fosfofructo cinasa y ADPG-
almidén sintetasa (Wyn Jones y Pollard, 1983). Esta informacién ain no ha sido
comprobada.

INTRODUCCION 17



5. Saccharomyces cerevisiae como modelo de laboratorio.

El analisis molecular de la tolerancia a sal puede ser investigado en organismos modelo y
la informacién obtenida podria extrapolarse a las plantas de interés comercial. De este
modo se podrén disefiar estrategias biotecnologicas para incrementar la tolerancia a sal en
plantas transgénicas.

Este tipo de anilisis ya se ha iniciado con la levadura Saccharomyces cerevisiae, uno de
los modelos mas poderosos para la biologia molecular de las células eucariotas (Serrano y
Gaxiola, 1994). La bacteria Escherichia coli ha sido ampliamente estudiada en relacion a
este fenémeno, pero al ser un procariote es dificit extrapolar la informacién obtenida a
células vegetales (Csonka y Hanson, 1991). La pequefia planta Arabidopsis thaliana esta
alcanzando el nivel de modelo experimental pero el inconveniente que presenta es que el
aislamiento de los genes mutados presenta dificultades considerables (Meyerowitz, 1989).

El conocimiento del estrés y las respuestas generadas hacia éste son cruciales para
entender como un sola célula y los organismos multicelulares se adaptan a los cambios
ambientales y a las condiciones fisiologicas. La levadura Saccharomyces cerevisiae es el
eucariote mejor caracterizado genética y bioquimicamente; es facil de manipular
genéticamente a través de mutantes, genes reporteros, etc. y, fisiologicamente, se puede
controlar su crecimiento y otras condiciones ambientales, ademas tiene un tiempo de
generacion relativamente rapido.

Saccharomyces cerevisiae es un eucariote simple que posee muchas de las caracteristicas
moleculares de las células eucaridtas superiores, lo que lo hacen un excelente sistema
modelo para el estudio del estrés producido por sal. Su material genético se encuentra en
¢l nicleo en forma de cromatina, se organiza en 16 cromosomas, fos cuales poseen un
centromero, dos telémeros y miltiples sitios, en los cuales se inicia la replicacion del acido
desoxiribonticleico (ADN). Las célutas de levadura también contienen proteinas eucaridtas
caracteristicas (histonas, actinas, tubulinas), asi como también organelos especializados, lo
que implica la compartimentalizacion de moléculas y enzimas. El ciclo de vida presenta
tres tipos de células diferentes; existen dos tipos de células haploides, designadas células a
y células a; al fusionarse forman el tercer tipo de célula, diploide a/a. Por otra parte, el
contenido de ADN de levadura es de 15,000 kb (Lauer et al., 1977), es decir, s6lo 4 veces
mis que el de la enterobacteria £. coli (Petes, 1980) Todas estas caracteristicas han
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contribuido a que durante los Gltimos 40 afios esta levadura haya emergido como un

poderoso modelo para estudios bioguimicos y genéticos de eucariotes.

La levadura Saccharomyces cerevisiae comparte con las plantas los mecanismos de
transporte inico (Serrano, 1985) y estos genes se pueden aislar facilmente por
complementacion {Struhl, 1983). Ademads los plasmidos multicopia permiten la seleccion
de genes especificos sobrexpresados que incrementan la tolerancia a sal (Rine ef al,
1983).

Lo anterior se¢ pone de manifiesto con el trabajo de Gaxiola y colaboradores (1992),
quienes aislaron genes halotolerantes de levadura denominados HALS, HAL2 y HAL3
(Gaxiola et al, 1992; Gliser et al., 1993; Ferrando ef al, 1995). HAL! y HAL3
influencian las concentraciones intracelulares de sodio y potasio y, por lo tanto, son parte
del sistema que regula la homeostasis idnica. El producto de H4L2 es una enzima que
participa en la biosintesis de metionina y, ademds, funciona como nucleotidasa catalizando
la astmilacion de fosfato. Esta proteina muestra similitud con las inositol fosfatasas, las
cuales son inhibidas por sales (Glaser et al., 1993).

En levadura, Anderson y colaboradores han aislado €l gen K471, ¢l cual codifica para una
proteina que transporta potasio en vegetales (Anderson ef al., 1992). Por otra parte, la
exclusion de sodio del medio intracelular parece conferir una mayor tolerancia al estrés
por NaCl tanto en levaduras como en plantas superiores. La anterior se deriva de los
trabzjos de Haro y colaboradores (1993), quienes también proponen a §. cerevisiae como
un modelo para estudiar los fendmenos de tolerancia a sal en vegetales.

6. Saccharomyces cerevisiae en condiciones de estrés salino.

Esta levadura acumula principalmente glicerol como osmolito durante el estrés osmotico,
aunque la trealosa también estd involucrada en el ajuste osmdético y en la proteccién al
estrés (Blomberg y Adler, 1992).

Las concentraciones intracelulares de trealosa (maximo 400 mM) son mencres que la del
glicerol, el cual puede alcanzar hasta 2 M. Por lo tanto, la acumulacion de glicerol es la

principal causa responsable del ajuste osmotico en 5. cerevisiae (Blomberg y Adler,
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1992). Esta levadura continuamente produce glicerol a partiv de glucosa (Gancedo y
Serrano, 1989). La sintesis de biomasa a partir de carbohidratos reduce el NAD* a NADH
y la produccion de glicerol regenera el NAD* en condiciones anaerobias. La mayor parte
del glicerol asociado al crecimiento sale al medio externo. El incremento en Ia
acumulacion de glicerol durante el estrés osmético se debe al aumento en el anabolismo de
este compuesto y a su retencion dentro de las células (Blomberg y Adler, 1989). E}
glicerol también es una fuente de carbono y su ciclo metabélico de sintesis y degradacion

se muestra en la figura 1.

Dihidroxi-P-acetona

NADH Quinona reducida
1 4
NAD" Quinona
Glicerol-3-P

ADP

ATP
Glicerol

Membrana plasméatica

Glicero!

Figura 1. El ciclo metabélico de glicero] en levaduras. Enzimas: 1, glicerol-3-P-deshidrogenasa;
2, glicerol-3-P-fosfatasa; 3.glicerol cinasa; 4, glicerol-3-P-deshidrogenasa mitocondrial: 5,
transpotte pasivo, 6, transporte activo.

Parece que S. cerevisiae unicamente presenta transporte pasivo para el glicerol (Gancedo
y Serrano, 1989), pero otras levaduras como Debaryomyces hansenii {Lucas et al.| 1990),
Zygosaccharomyces ronxii (van Zyl et al., 1990} y Pichia sorbitophila (Lages y Lucas,
1995) tienen transporte activo, probablemente mediado por un simporte de protones.
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La enzima crucial en la sintesis de glicerol es la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, El gen
correspondiente, GPDJ, se induce con estrés osmético y las mutaciones que lo inactivan
provocan osmosensibilidad (Larsson e/ af., 1993; Albertyn ef al., 1994),

Aunque el glicerol es el poliol predominante en la respuesta al estrés osmético en hongos,
otros polioles como el eritritol, arabitol, manitol y sorbitol pueden contribuir al ajuste
osmético (Blomerg y Adler, 1992).

6.1. Transporte idnico en 1a membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae

6.1.1. Inclusién de sodio y potasio.

Se han identificado en esta levadura los principales sistemas de transporte ionico que
operan en la membrana plasmatica (Serrano, 1991; Gaber, 1992). Una H*-ATPasa de la
membrana plasmatica codificada en el gene PMA/ genera un gradiente electroquimico de
protones que regula el pH y que induce a los sistemas de transporte secundario que

catalizan la toma de nutrientes.

Dos genes homologos, 7RK/ y TRK2, parecen ser los responsables de la toma de alta
afinidad para potasio, lo que permite un crecimiento 6ptimo a una concentracion de K+
0.2 mM. En los mutantes &rki/trk2, una ruta no identificada para la toma de K* de baja
afinidad permite el crecimiento en medios con potasio 100 mM (Ko y Gaber, 1991) TRK2
es funcionalmente homélogo a TRK/ pero su expresion es menor en condiciones normales
(Ramos et al., 1994). Por lo tanto, TRKJ es el sistema principal de alta afinidad en la
inclusion de potasio en 5. cerevisiae (Ko y Gaber, 1991). Las proteinas TRK no presentan
similitud en las bases de datos y nunca se ha demostrado que sean transportadoras. Se ha
propuesto que son componentes de un sistema de toma de K* formado por varias
subunidades; su papel es modular la afinidad del transportador en respuesta a la pérdida
del potasio intracelular y al estrés salino (Ramos, ef af., 1994). En un medio c¢on bajas
concentraciones de K* y altas concentraciones de NaCl, el sistema TRK experimenta un
incremento en la afinidad por K* y Rb* pero no para Na* y Li*. Este mecanismo no se
conoce, pero la discriminacion entre K* (Rb*)} y Na* (Li*) aumenta draméticamente,
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El papel de los sistemas de inclusion de cationes en la tolerancia a sal ha sido demostrado
con estudios en mutantes. En la levadura S. cerevisiae, células irk{ presentan una menor
discriminacion entre K* y Na* que las células 7RK/ (Haro ef af., 1993). Aparentemente, el
sistema TRK posee una mayor especificidad hacia el KX, comparandolo con el sistema de
toma de cationes de baja eficiencia que opera en las células #rk.

Han sido identificados dos genes de levadura, HAL/! (Gaxiola ef al, 1992) y HAL3
(Ferrando et al, 1995) cuya sobreexpresion aumenta la discriminacion K*/Na* vy la
tolerancia a sal. Ambos codifican para proteinas solubles sin similitud en los bancos de
datos y pueden dar cabida a nuevos mecanismos de regulacion en la homeostasis iGnica.
Aunque sus efectos son parcialmente mediados por la bomba de sodio, es importante
mencionar que estos dos genes aumentan la inclusion de potasio en condiciones de estrés

salino.

6.1.2. Exclusién de sodio.

Para identificar los sistemas de eliminacidn de sodio en levadura se han llevado a cabo dos
diferentes estrategias. En S. cerevisiae, la hipersensibilidad a sodio y litio de una cepa
silvestre se complementd con un biblioteca gendmica obtenida de una cepa con tolerancia
normal a estos cationes (Haro er al., 1991). Una clona que contenia al gen PRM?2
(Rudolph ef al., 1989), descrito anteriormente, conferia tolerancia a Li* y Na* al aumentar
la exclusion de estos cationes. Ademas, la disrupcidon de este gen resultaba en la
disminucion del flujo de Li* y Na* y en hipersensibilidad a estos cationes. En un inicio se
propuso que el producto del gen PMR2 era una ATPasa que transportaba Ca®’, por su
similitud con las ATPasas para calcio presentes en la membrana citoplasmatica de animales
(Rudolph et al., 1989). Aunque no se han reportado estudios bioquimicos, probablemente
corresponde a una ATPasa que bombea sodio y el gen se ha renombrado ENA/. Este es el
primero de cuatro genes homologos dispuestos en tandem. La funcién de los otros tres
genes se desconoce. ENAZ es el que se expresa mas y se piensa que es el principal
responsable de la tolerancia a sal (Garciadeblas ef al., 1993).

En la segunda estrategia se generaron mutantes de Schizosaccharomyces pombe con
nitroguanidina y se aislaron los que presentaban un incremento en la tolerancia a litio.
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Estos mutantes muestran un aumento en el flujo de Li- y Na‘* y contienen un locus
amplificado (sod2) que probablemente codifica para un antiporte H*-Na*, con similitud a
antiportes bacterianos y animales (Jia er al., 1992).

La disrupcion de sod? resulta en sensibilidad a sal. No esta claro porque dos levaduras
relacionadas (5. cerevisiae y S. pombe) tienen mecanismos diferentes para la exclusién de
sodio. Se requiere de mas informacion sobre la distribucion de ATPasas para sodio y de
los antiportes H*-Na* en diferentes hongos.

En §. cerevisiae, ENAI es determinante en la tolerancia a sal (Haro ef af., 1993). La
expresion de este gen se induce por estrés osmotico, deplecion de nutrientes y pH elevado
(Garciadeblas et al,, 1993). El nivel de expresion de £NAZ, tanto en condiciones basales
como inducidas, depende especificamente de una fosfatasa llamada caicineurina (Mendoza
et al., 1994). Esto explica lo que ocurre cuando se inactiva el gen de la calcineurina: se

reduce la exclusién de sodio y la tolerancia a sal (Nakamura ef af., 1993).

El producto del gen HAL3 también ha mostrado influenciar la expresién de ENAJ
(Ferrando et al,, 1995). La sobreexpresion de HAL3 incrementa la tolerancia a sal y la
expresion de ENAJ. HAL3 codifica para una proteina plasmatica de funcion desconocida.

La conclusién que se obtiene de estos estudios es que ademas de los transportadores de
iones, las proteinas que regulan la expresion de los genes de estos transportadores poseen

un gran valor biotecnoldgico.

6.1.3. Transporte de clorure.

Las células bacterianas y de levadura no requieren cloruro para su crecimiento y exhiben
una baja permeabilidad hacia este anion (Rothstein, 1964). Sin embargo, las plantas
presentan un requerimiento de Cl- como micronutriente esencial para la fotosintesis y
también utilizan este anion para el ajuste osmético dentro de la vacuole (Leigh y Wyn
Jones, 1985).
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Desafortunadamente, las bases moleculares para los transportadores de cloruro se
desconecen y no es posible evaluar si la manipulacién de éstos puede modificar la
tolerancia a sal.

6.1.4. H*-ATPasa de 1a membrana plasmitica.

Las principales ATPasas de membrana en hongos y plantas son enzimas homologas que
operan como bombas de protones electrogénicas. E! gradiente electroquimico de protones
que generan estas ATPasas promueven el transporte active secundario de diferentes
moléculas mediante un cotransporte de protones (Serrano, 1989).

En la levadura §. cerevisiae, la tolerancia a sal en mutantes con expresion reducida de la
H*-ATPasa es similar a la de las células silvestres (Vallejo y Serrano, 1989). El nivel de
expresion de la H*-ATPasa no aumenta en condiciones de estrés salino (Serrano, 1996).
Por lo tanto, la ATPasa no parece ser uno de los factores que limiten la tolerancia a sal en
este organismo. De hecho, mutantes de §. cerevisiae y de S. pombe con actividad reducida
de la H*-ATPasa muestran un incremento en la tolerancia a altas concentraciones de NaCl
{2.5 M), altas concentraciones de etanol (12.5%) y al choque térmico (25-48° C). Por lo
tanto, un excesc de actividad de esta enzima puede promover el efecto contrario al
deseado (Panaretou y Piper, 1990).

La situacion es diferente para Zygosaccharomyces rouxii, donde ¢l NaCl aumenta la
expresion de la H*-ATPasa (Watanabe et al., 1993). Se piensa que esta enzima es inducida
por la sal cuande el Na* es eliminado mediante el antiporte H*-Na* pero no cuando la
Na*-ATPasa se encuentra activa. En ¢l dltimo caso, el NaCl induce al gen de la Na*-
ATPasa y la H*-ATPasa tendria poca relevancia en la tolerancia a sal.

6.1.5. Vacuola.

Se seleccionaron mutantes de 5. cerevisiae con defectos en la biogénesis vacuolar que
eran osmosensibles y mutantes que presentaban incapacidad para crecer en altas
concentraciones osmoticas, con defectos en la biogénesis vacuolar y que secretaban
proteinas vacuolares al periplasma (Latterich y Watson, 1991). Una posible interpretacion
de estos resultados es que ciertas funciones que se requieren para la biogénesis vacuolar
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también son necesarias para la osmoregulacion. La vacuola misma puede estar involucrada
en la osmoregulacion como una fuente de agua durante el estrés osmotico en el
citoplasma. Los mutantes que presentan vacuolas disminuidas o inexistentes pierden
viabilidad cuando se les enfienta al estrés osmético (Latterich y Watson, 1993). El flujo de
agua desde la vacuola hacia el citoplasma puede ser un factor importante durante la
respuesta inicial al estrés osmotico (Mager y Varela, 1993).

6.2, Transduccion de 1a seiial,

En levaduras se desconocen los mecanismos por los cuales las condiciones de estrés
osmdtico se perciben y como esta sefial se traduce generando el ajuste en la expresion
génica. Estas células podrian ser capaces de percibir altas concentraciones osmolares a
nivel de membrana y transmitir la sefial mediante modificaciones postranscripcionales. Se
piensa que una de estas proteinas fuese la ‘ATPasa de membrana involucrada en el
transporte de protones cuya funcion consiste en mantener el pH intracelular (Serrano et
al., 1936).

La existencia de canales mecanosensibles a iones en la membrana plasmatica de levadura
(Gustin et al., 1988) sugiere que éstas son capaces de percibir y responder a fuerzas fisicas
como lo es la presion osmoética. Estos canales permiten el paso de cationes y aniones, son
activados por y se adaptan al estiramiento de Ja membrana y, con ello, pueden contribuir a
la regulacion del turgor celular (Gustin ef al., 1938).

Con los antecedentes mencionados se supone que un iacremento en la osmolaridad
externa es percibido en la membrana plasmética. Como consecuencia de la alteracion de
los gradientes ibnicos (Na*, K*, H*, etc.) y de la pérdida de presion de turgencia son
desencadenados una serie de complejos eventos moleculares, posiblemente involucrando
una cascada de proteinas con actividad de cinasas que conlleva a la modificacién de las
actividades enzimaticas y a cambios en la expresion génica. Parte de esta expresién
inducida puede ser para los procesos de proteccion y recuperacién como lo son la sintesis
de trealosa. También se producen osmolitos, principalmente glicerol, para restaurar la

presion de turgencia.

Otra hipotesis propuesta recientemente (Brewster ef al, 1993) postula que existe un

componente de la pared celular que actia como ligando para un receptor de la membrana
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plasmatica. Una caida en la presion de turgencia causa alteracion en la interaccién ligando-
receptor, desencadenando una sefial de transmision, Los rapidos avances en este campo
justifican ia idea de que los principales procesos que perciben y regulan el estrés osmotico
seran elucidados en un future cercano.
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HIPOTESIS 3

En el genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae se encuentran secuencias de ADN,
aun no identificadas, que participan en la tolerancia a cloruro de sodio, ya sea por su efecto
sobre el componente osmético de la sal y/o sobre la toxicidad generada por los iones que la

componen.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Clonar secuencias de ADN del genoma de la levadura que, cuando estan presentes en un
plasmido unicopia, contribuyan a la tolerancia al estrés por sal en este organismo.
Objetivos particulares:

Transformar células de Saccharomyces cerevisice con una biblioteca gendmica contenida
en un plasmido unicopia y seleccionar a las transformantes en medio selectivo con una
concentracion elevada de NaCl (1.5 M).

Aislar y caracterizar, por medio de un mapa de restriccion, la secuencia halotolerante.

Determinar la secuencia del ADN de levadura aislado (secuenciacién) y su localizacion

dentro del genoma de este organismo eucariote.
Establecer un estudio preliminar, con los resultados obtenidos y con la busqueda

bibliografica, sobre la posible participacion de la secuencia aislada en el fendmeno de la

tolerancia a cloruro de sodio.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material Bioldgico.

Se utilizaron los siguientes microorganismos:

Saccharomyces cerevisiae cepa RS16(a) (Eraso ef al, 1987, MATa, leu2-3, 112, ura3-
251.328.372) , la cual se mantiene almacenada en cajas de Petri con medio YPD s6lido a 4
°C.

Escherichia coli cepa HB101 (Boyer y Roulland-Dussoix, 1969), la cual se mantiene
almacenada en cajas de Petri con medio Luria (Miller, 1972) sélido a 4 °C.

2. Transformacion de levadura con la biblioteca gendmica.

Se realizo la transformacion de S. cerevisiae segin el método de Elble (1992) con la

biblioteca genomica donada por el Dr. D. Botstein (Rose et al., 1987).
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2.1. Biblioteca gendmica.

Se han construido varios bancos gendmicos que utilizan vectores para levadura basados en
el elemento ARS (Autonomously Replicating Sequence) (Nasmyth y Reed, 1980). Estos
bancos tienen varias limitaciones. La primera radica en que estos plasmidos son
muiticopia, lo cual puede impedir el aislamiento de genes toxicos para levadura cuando el
vector se presenta en mas de dos copias por célula. La segunda limitante es que estos
vectores son relativamente inestables en levadura. Por lo tanto, cualquier mezcla de
células transformantes contiene un nimero variable de plasmidos por célula. La mayoria
de ellas pueden haber perdido el vector,; esta distribucion no uniforme, dificulta el analisis

del fenotipo.

Los plasmidos que contienen centrémero son unicopia {1 o 2 plasmidos por célula) y
mitoticamente estables, menos del 1% de pérdida por célula por generacion (Clarke y

Carbon, 1980).

En ausencia de presion selectiva, la frecuencia de la segregacion mitética de los vectares
con centromero presenta una variacion inversamente proporcional al tamafio del plasmido
(Hieter et al., 1985). Por lo tanto, los plasmidos que contienen insertos mayores son mas
estables (1-6% de pérdida en 30 generaciones) en levadura que aquellos sin inserto (50%

de pérdida en 30 generaciones).
Por lo mencionado anteriormente, un banco gendmico que utiliza al plasmido YCp350
como vector supera varias de las limitaciones asociadas a aquellos que se presentan en

multicopia.

El plasmido YCp50 (URA3, que complementa la auxotrofia para uracilo de la cepa

RS16(a)), fue construido por M. Johnstan y R. W. Davis y se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Mapa de restriccién del vector YCpS0. El nimero lateral indica la primera base
nitrogenada que reconoce la endenucleasa correspondiente.

2.1.1. Construccion del banco gendmico.

Se hizo una restriccion parcial del ADN total de levadura con 1a enzima Sau3A.
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Mediante un gradiente de sacarosa (Maniatis ef al., 1982), se separaron los fragmentos de

ADN con longitudes en el rango de: 10-15 kb, 15-20 kb y 20-30 kb.

El vector YCpS0 se cortd con Bam HI, se trato con fosfatasa y se mezcld en una relacién
2:1 {en peso) con el ADN de levadura fraccionado. Los fragmentos de 10-15 kb se ligaron
en una concentracion de 30 pg/ml de ADN total (incluyendo al vector), los de 15-20 kb en

concentracion de 22.5 pg/ml y fos de 20-30 kb en 15 pg/ml.

2.2. Transfermacion de levadura (Elble, 1992).

Se colocaron 10 ml de medio YPD en un matraz Erlenmeyer con capacidad de 125 ml, los
cuales fueron inoculados con una poblacidn inicial de por lo menos 3 X 10¢ células/ml
calculadas a partir de datos obtenidos en el espectrofotometro (Pharmacia LKB-Ultrospec

1)

Se incuba en un agitador “Incubator Shaker" (New Brunswick Scientific Co., EU.A)
durante Ja noche (18 horas) con agitacién constante de 250 rpm y temperatura de 30 °C.
El tiempo de generacién de S. cerevisiae en este medio de cultivo, bajo las condiciones

mencionadas, es de 60 a 90 minutos

Medio YPD:
extracto de levadura ... 10 g/L
peptona ... 20g/L
glucosa ... 20 g/
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2.2.1. Cosecha de células de levadura.

Para cosechar a S. cerevisiae se transfirieron las células a tubos Falcon estériles con
capacidad de 15 ml. Se centrifugaron a 3,000 rpm en centrifuga clinica (Beckman GPR

(E.U.A.)) durante 10 min a temperatura ambiente y se decantd el sobrenadante.

2.2.2. Transformacion.

El boton celular se resuspende y se lava con 1 ml de agua estéril. Se centrifuga bajo las
condiciones mencionadas anteriormente, €l sobrenadante se decanta y las células se

resuspenden en el liquido remanente.

Las células se transfieren mediante una micropipeta a tubos Eppendorf estériles con
capacidad de 1.5 ml. Se agregan 10 ul de ADN de esperma de salmén (10 pg/ui) y se
adiciona 1 pl de 1a biblioteca genomica (1 pg/pl). Se mezcla en un vortex (K-550 Vortex-
Genie) durante 20 segundos. Se prepararan 0.5 ml de solucién PLATE que se adicionan al

tubo Eppendorf y se mezcla en el vortex durante 20 segundos.

Solucién PLATE:
PEG 4000 al 45% estéril.......... 9ml
acetato delitio 1 M............... I ml
Tris-HCI EMpH 75 100 ul
EDTAOSM. ..o 20ul

La mezcla anterior se incuba durante la noche a temperatura ambiente. Se toman 50 y 100
ul, repectivamente, con una micropipeta y se colocan en cajas de Petri con medio
selectivo: medio minimo con leucina (100 pg/ml) y NaCl 1.5 M. Asi se seleccionan
preferencialmente a las transformantes que en funcién de la carga génica adquirida sean

tolerantes al cloruro de sodio.
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Medio minimo sélido:

Nitrogeno base sin aminoacidos. ... 7 g/l
glucosa.............ooooovvcrereeiee . 20 g/L
BEAT........oo e 20 8L

Estas cajas de Petri se incuban a 30 °C en un incubador Thermolyne tipo 41900. Después
de 7 dias, se seleccionan las colonias de mayor tamafio (aquellas que muestren un

crecimiento relativo acelerado).

En el procedimiento anterior, simultaneamente, se trabaja con un control, donde el ADN
transformante corresponde al plismido YCpSO cireular sin pasajero (1 pg/ul). E! medio
selectivo en el que se colocan las células contiene leucina (100 pg/ml) pero carece de
NaCl.

Se rescatan las colonias seleccionadas y se resiembran en cajas de Petri con medio sélido

selectivo. Cuando se observa crecimiento, se almacenan a 4 °C.

3. Curvas de crecimiento.

Se realizan curvas de crecimiento de las colonias transformantes de levadura para
cuantificar su velocidad de crecimiento en relacién al control (cepa RS16(a) transformada
Unicamente con el plasmido YCp50 sin ADN pasajero) en medio minimo/leucina

adicionado con NaCl 1.5 M.
Para iniciar las curvas de crecimiento se requiere de cultivos frescos, por lo tanto es

necesario resembrar las colonias seleccionadas y el control en medio selectivo sdlido. A

partir de estas cajas de Petri, se inoculan 20 ml de medio minimo/leucina liquido
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contenidos en un matraz con capacidad de 125 ml. Las células se incuban durante la noche

a 30 °C con agitacion (250 rpm).

Posteriormente, las células de levadura se cosechan y se resuspenden en | ml de medio

minimo/leucina/1.5 M NaCl liquido.

Para conocer la cantidad de indculo, se toma una lectura de absorbencia (a 660 nm) del
cultivo nocturno realizando una dilucién 1:100 en un volimen final de 1000 u}. Para ello,
se colocan 990 pl del medio adicionado con sal y 10 pl de las células en suspension en un
tubo Eppendorf. Se mezclan en un vortex y las levaduras se transfieren a una cubeta de

plastico {con capacidad de 1 ml).

Para inocular aproximadamente e} mismo nimero de células, de las clonas y del control,
en los matraces (con capacidad de 125 ml) que contienen 50 ml de medio selectivo, se

busca que éstos tengan una absorbencia de 0.05 a 660 am.

Para realizar el cilculo del volimen del inéculo del cultivo nocturne (V)), se emplea la

siguiente formula:

V,=({V,x A} )/ A

donde:

v, =7?
V,=50ml
A, = la absorbencia obtenida de la dilucion x el factor de ditucidn (100)

A, =la absorbencia deseada (0.05)
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Los matraces con medio selectivo se inoculan con el volimen calculado y se verifica que
se haya obtenido la absorbencia deseada. De no ser asi, se agrega mas medio o mas
célutas. Cuando todos los matraces presenten una A = 0.05, se incuban a 30 °C con 250

rpm de agitacion. Este momento sera considerado como tiempo cero.

Cada 3 horas se toma de cada matraz 1 ml del cultivo, con una micropipeta de 1000 pi y
su punta estéril, y se lee absorbencia a la longitud de onda ya citada. Estas lecturas se

hacen por aproximadamente 72 horas o hasta que el cuitivo alcance la fase estacionaria.
Por tiltimo, se elabora una grafica semilogaritmica de tiempo vs. absorbencia {empleando
el paquete Origin), se analiza y se decide si la presencia del ADN pasajero le confiere a la
clona tolerancia a sal.

Para continuar la caracterizacién del inserto de la clona seleccionada, posteriormente se
realizan curvas de crecimiento en medio minimo/leucina adicionado de diferentes
sustancias osmdticamente activas y sales (sorbitol 1.6 M, KC1 1.5 M y LiCl 0.3 M).

4. Rescate del plasmido recombinante.

Una vez que se selecciona a la clona de levadura que presenta mayor velocidad relativa de
crecimiento en medio minimo/leucina adicionado con sal se procede a la extraccion del
ADN plasmidico segin el métodoe de Ward {1990).

4,1, Extraccion de ADN de levadura.

Se inoculan 5 ml de medio minimo/eucina con una asada de la clona de S. cerevisiae

seleccionada. Se incuba durante la noche a 30 °C con una agitacion de 250 rpm.
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De la suspension de células se toman 4 ml; se cosechan en centrifuga clinica a 3,000 rpm
durante 5 minutos. El boton celular se resuspende en 400 pl de buffer de lisis; la mezcla se
transfiere mediante una micropipeta a un tubo Eppendorf Se agrega un volimen de
fenol/cloroformo (1:1 (v/v)) y 0.2 g de perlas de vidrio (0.45-0.50 mm) lavadas

previamente con dcido sulfiirico y esterilizadas.

Buffer de lisis:
LiClo, 25M
Tris-HCI (pH 8.0) .............. 50 mM
Triton X-100 ..................... 4%
NaEDTA ... 62.5 mM

La mezcla se agita vigorosamente en un vortex durante 2 min. Se centrifuga a temperatura

ambiente durante 5 minutos en una microfuga (IEC Micro-MBCentrifuge).

Posteriormente, ]a fase acuosa (superior) se rescata con una micropipeta y se coloca en
otro tubo Eppendorf. El ADN de levadura se precipita con 2.5 voliimenes de etanol y 1/20
de volimen de acetato de sedio 3 M. Se incuba a -70 °C durante 30 min. Se centrifuga a

temperatura ambiente durante 10 mip.

El scbrenadante se decanta con cuidado y el pellet se lava con 1 ml de etanol al 70%. Se
centrifuga como se menciona anteriormente, se decanta, y e ADN se deja secar durante 5

min. Se resuspende en 20 pl de buffer TE y se almacena en refrigeracion a 4 °C.

Buifer TE:
Tris-HCI (pH 7.5) ... ... 10 mM
EDTA ..o, I mM
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4.2, Electroforesis.

ElL ADN de §. cerevisiae se analiza por medio de una electroforesis. Esto permite calcular
la cantidad de ADN obtenido en la extraccién anterior y, ademas, facilita la transformacién
de LEscherichia coli (inicamente con el plismido recombinante, para que ésta lo

amplifique).

4.2.1. Preparacion del gel de agarosa al 1 %.

Se pesan 0.3 g de agarosa en un matraz Erlenmeyer y se agregan 30 ml de buffer Tris-
borato (1X), el cual se prepara a partir de 25 ml de la misma solucién amortiguadora (5X)
que se aforan a 250 ml con agua desionizada. Se calienta hasta que la agarosa se disuelve,
se deja enfriar hasta una temperatura aproximada de 40 °C, se vacia en la camara de
electroforesis (Horizon 58, Life Technologies, Inc., BRL) y se coloca el peine formador
de pocillos. Cuando la agarosa ha solidificado, se vierte en la camara de electroforesis

aproximadamente 180 ml de buffer Tris-borato (1X).

Buffer Tris-borato (5X):

Tris base (pH 8.0) .............. 54 g/L
acido borico ...........c.c........ 27.5g/L
EDTA ..ot 3.72 gL

4.2.2, Preparacién del ADN del fago lambda como mareador de peso molecular.
Se utiliza como marcador de peso molecular el ADN de este fago pues se conoce el

tamaio en kb de todos los fragmentos que se generan al tratarlo con las enzimas de

restriccién Eco RI y Hind 111
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Se toman 10 ug de ADN del fago A liofilizado y previamente tratado con las enzimas de
restriccton EcoRI y Hind III, se agregan 50 ul de buffer TE para tener una concentracion

final de 0.2 pg/ul. Se almacena en tubos Eppendorf en alicuotas de 25 pl a 4 °C.

Para la electroforésis, se toma ! ul de éste, se agregan 9 p! de agua y 1 pl (una décima
parte del volimen de la mezcla) del buffer de carga (10X). Se mezcla y se le da un pulso

en la microfuga, para asi poder cargar toda la muestra en los pocillos.

Buffer de carga (10X):
S3CATOSA ......coereiennnne 37%
EDTA .., 30 mM
azul de bromofenol ..... 0.1%
SDS . 0.1%

4.2.3. Preparacion de la muestra de ADN de §. cerevisiae.

De los 20 pl de ADN de levadura obtenidos en la extraceion, se toman 3 pl , se adicionan
7 ul de agua y 1 ul del buffer de carga. Se mezcla en el vortex y se le da un pulso en la

microfuga.

Ademas, se prepara otra mezcla de reaccion que contiene el ADN de levadura cortado con

la endonucleasa Eco RI de la siguiente forma;

ADNdelevadura ............................3¢ul
agua estéril (para diluir al buffer TE) ......... 8 ul
buffer paraEcoRI .............................15ul
enzimaEcoRI ...............................lul
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Esta mezcla se incuba durante 30 min a 30 °C y, posteriormente, a 70 °C por 10 minutos.

Se agrega 1.5 ul de buffer de carga (10X), se mezcla y se le da un pulso en la microfiga.

Cada mezcla de reaccion, tanto de las clonas como del fago A y un control que contiene a
YCp30 sin pasajero, se coloca cuidadosamente en cada uno de los pocillos del gel y se
inicia la corrida aplicando una diferencia de potencial de unos 5 V/em {esto es, 5 volts por
cada centimetro de electrodo a electrodo). Se utilizé una fuente de poder BRL, Life

Technologies, Inc. modele 250 y se corrio el gel a 90 volts.

Puede terminarse la corrida cuando la banda de azul de bromofeno! se encuentre a unos 2
cm del borde anodico del gel ya que bajo estas condiciones, el azul de bromofenol comigra

con moléculas de ADN de unas 300 pares de bases de longitud.

4.2.4, Tincion del gel de agarosa.

Para visualizar a las bandas de ADN, se sumerge cuidadosamente el gel en una solucién de
bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 10 minutos. El exceso de bromuro de etidio se

elimina enjuagando el gel en una charola con agua destilada durante 10 min.

4.3, Aislamiento de la banda del plasmido recombinante del gel.

Se coloca el gel tefiido sobre una superficie plana y se visualiza con una lampara de luz
ultravioleta de onda larga, pues la iluminacion del ge! con luz ultravicleta de onda corta
(298 nm) o de onda media (302 nm) produce una fragmentacion in situ de los acidos
nucleicos. De esta manera, los fragmentos obtenidos por la digestién del ADN de lambda

estan agrupados en bandas fluorescentes discretas.
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En e} pocillo que contiene al ADN control sin cortar se observan Gnicamente tres bandas
fluorescentes que corresponden al pldsmido en sus tres formas: superenrollado, circular

abierto y relajado.

En el pocillo cargado con ADN genomico intacto se aprecian principalmente tres tipos de
bandas: el ADN gendmico (de alto peso molecular), el ADN plasmidico y et ARN {por
debajo de la banda de 0.56 kb del fago lambda). En el pocillo que contiene la mezcla de
restriccién del ADN de levadura se observan bandas fluorescentes. De las mas definidas,
una corresponde al vector linearizado y el resto a los fragmentos generados durante la

restriccion del inserto.

En el pocillo cargado con el ADN intacto, se corta con un bisturi estéril fa banda que
corresponde al plasmido recombinante; se coloca en un tubo Eppendorf pesado
previamente y se agregan 1.5 ml de H,O estéril por cada gramo de agarosa. El tubo se
sumerge en un bafio de agua a ebullicion para disolver la agarosa. La concentracion de la

molécula recombinante se calcula en el espectrofotémetro.

4.4. Transformacion genética de E. coli (Hanahan, 1983).
La transformacién de £. coli se realiza por el método quimico de Hanahan, El objetivo es
amplificar el plasmido recombinante pues en levadura, éste se presenta en una sola copia,

mientras que en la bacteria es multicopia.

Durante la noche se incuba a 37 °C a F. coli cepa HB101 en una caja con medio Luria

solido.
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Medice Luria solido:

Triptona ... 10 /L.
NaCl ... 5g/L
Extracto de levadura ... 5g/L
ARAT . 20 g/L

A partir de la caja anterior, se inoculan 5 ml de medio Luriz liquido que se incuban
durante la noche a la misma temperatura con agitacion de 250 rpm , Del cultivo anterior se
inocula medio fresco en una dilucion 1:50. Se incuba a 37 °C con aeramiento vigoroso
hasta que las células alcancen una concentracién de 5 X 107, I X 10° células/ml
(equivalente a una absorbencia de 0.55, 0.6 a 660 nm). Esto ocurre aproximadamente 3

horas después de haber iniciado la incubacion.

Las células se transfieren a tubos de centrifuga y se incuban en hielo durante 5 minutos. Se
centrifuga a 3,000 rpm (en centrifuga clinica), 10 minutos a 4 °C. El pellet se resuspende

en 1/2 del volumen del cultivo original de una solucion fria de CaCl, 50 mM.

Se incuba en hielo durante 5 minutos; se centrifuga a 3,000 rpm durante 10 min a 4 °C y
se resuspende el pellet en 1/15 del volimen del cultivo original de la solucién fiia de
CaCl,.

El ADN transformante se agrega en 100 ! de buffer Tris 10 mM (pH 7.5) y se mezcla.
Generalmente, con 100-300 ng de ADN de levadura se obtienen de 10 a 300
transformantes. Es preferible transformar a £. coli con no mas de 300 ng pues el niimero
de células transformantes disminuye con el exceso de ADN transformante (Rothstein,

1984).
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Las células se incuban en hielo durante 25 min, se calientan a 37 °C durante 2 minutos, se
incuban 10 min a temperatura ambiente y se transfieren a tubos de centrifuga con 3 mi de

medio Luria.

Se incuban durante 1 hora a 37 °C, se centrifugan a 3,000 rpm a temperatura ambiente
durante 10 min, el sobrenadante se descarta y las bactenas se resuspenden en el liquido

remanente.

Las células se transfieren a cajas selectivas apropiadas, medio Luria con ampicitina 20
mg/L. Usualmente, el antibidtico se prepara en una solucidn stock a una concentracion de
50 mg de ampicilina/mi de agua, se esteriliza por filtracion a través de una membrana con

poros de 0.22 um de didmetro y se almacena a -20 °C.

Las colonias transformantes son resistentes a la ampicilina y aparecen después de 24 horas

de incubacion a 37 °C.

4.5. Minipreparacion de ADN plasmidico de E. coli.

Se realizan minipreparaciones de ADN de las colonias transformantes de £. coli con el fin
de verificar la presencia del plasmido recombinante y para obtener suficiente cantidad del

plasmido para construir el mapa de restriccion mediante digestiones con endonucleasas.
4.5.1, Método de Ausubel (1991).

Se crecen durante la noche 5 mi de las bacterias transformantes a 37 °C en medio
Luria/ampicilina. Del cultivo anterior se toman 1.5 mi, se transfieren a un tubo Eppendorf

y se centrifugan a temperatura ambiente en una microfuga durante 1 minuto. El

sobrenadante se decanta procurande dejar el pellet lo mas seco posible .
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Las células se resuspenden en 100 ul de buffer TE y se incuban a temperatura ambiente
durante 5 min. S¢ agregan 200 pl de la siguiente solucion fresca: NaQH 0.2 N y SDS

1.0%,; se mezcla por inversion y se incuba 5 minutos en hielo.

Posteriormente se adicionan 150 ul de acetato de potasio 3 M pH 4.8 (ajustado con 4cido
acético glacial). Se mezcla en vortex (a velocidad maxima) durante 5 segundos, se incuba
en hielo durante 5 minutos y se centrifuga durante 5 minutos en una microfuga para

sedimentar los restos celulares.

El sobrenadante se recupera y, para precipitar el ADN, se agregan 900 pi de etanol. Se
mezcla por inversion y se incuba a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se centrifuga
durante 1 min, se decanta el sobrenadante y el pellet se resuspende en 100 ptl de agua. Se

adiciona 1 pl de RNAsa (10 mg/ml).

Se incuba a temperatura ambiente durante 10 min. Se agrega un volumen de
fenol/cloroformo (1:1 (v/v)), se mezcla en vortex y se centrifuga a temperatura ambiente

durante 5 min.

La fase acuosa (superior) se recupera y se adicionan 2.5 volimenes de etanol y 1/20 de
volimen de acetato de sodio 3 M. Se incuba a -70 °C durante 30 min y se centrifuga a
temperatura ambiente durante 10 min. El pellet se lava con 1 ml de etanol al 70%, se
repite la centrifugacion y éste se deja secar durante S min. El pellet se resuspende en 20 pl
de buffer TE.

Para conocer la concentracion del plasmido recombinante obtenido, se corre un gel de

agarosa al 1%,
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5. Restriccion enzimatica.

Para iniciar la caracterizacion del ADN pasajero de la

clona de interés, se hacen

digestiones de éste con 3 enzimas de restriccion, Bam HI, Eco R1 y Hind 111.

Para la preparacion de muestras que se cortan Unicamente con una de las 3 enzimas se

utiliza la siguiente mezcla de reaccién:

ADN plasmidico ...
agua estéril (para diluir al buffer TE) .........
buffer para la enzima en cuestién ..............

enzima de restriccion ... ...

Se incuba a 37 °C durante 30 minutos y, posteriormente, a 70 °C durante 10 min. Se

adiciona 1 p del buffer de carga (10X); se mezcla y se le da un pulso en la microfuga.

Cuando se lleva a cabo una doble digestion se utiliza la siguiente mezcla de reaccién:

ADN plasmidico ........................ 3l
aguaestéril ... 8pl
buffer para la primera enzima ... Tul
enzima de restriccion .................... 1 pl

La primera enzima sera aquella que requiera del buffer salino menos concentrado.

Se incuba a 37 °C durante 30 min, se agregan 1.5 pl del buffer para la segunda enzima y 1

1t de 1a segunda enzima de restriccion.

MATERIAL Y METODOS



Se incuba a 37 °C durante 30 min y posteriormente, a 70 °C durante 10 min. Se adicionan

1.5 pl del buffer de carga (10X); se mezcla bien y se le da un pulso en la microfuga.

5.1. Electroforesis de las digestiones enzimaticas.

Se hace en las mismas condiciones mencionadas en el apartado 4.2. Para visualizar el
ADN, se coloca el gel, ya tefiido, sobre un transiluminador de luz ultravioleta de onda
media o corta; se observa el patron electroforético del ADN del fago A. Se elabora una
grafica de distancia migrada en cm vs. tamaiio del fragmento en kb, para a partir de la
distancia migrada por cada fragmento de la restriccion del ADN pasajero, poder
extrapolar y determinar el tamafio en kb de las bandas de interés. Es importante incluir en
este ensayo una muestra control, YCp30 sin pasajero y linearizado, para determinar en el

el la banda que corresponde al plasmido.

Una vez que se conoce el tamafio de los fragmentos, se elabora el mapa de restriccién del

inserto.

6. Secuenciacion del ADN pasajero.

Para poder secuenciar al inserto, se hace una midipreparacion de la clona seleccionada que

se encuentre libre de impurezas.

6.1. Midipreparacion.

Se lleva acabo con un "kit" QIAGEN-tip 100(Midi).
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Se toma una asada de una colonia transformante de £. cofli sembrada en medio selectivo
sélido y se inoculan 5 ml de medio Luna/ampicilina liquido contenidos en un matraz con
capacidad para 20 ml. Se incuba a 37 °C durante aproximadamente 8 horas con agitacién

vigorosa (300 rpm).

El cultivo se diluye 1/500 con medio selectivo y se inoculan otros 100 ml de medio. Las
células se dejan crecer durante 12-16 horas bajo las condiciones mencionadas
anteriormente y se cosechan por centrifugacion a 6,000 x g (rotor JS-13, centrifuga

Sorvall RC-5B a 11,500 rpm) durante 15 min a 4 °C.

Las bacterias se resuspenden en 4 ml de Buffer P} y se les adicionan 4 ml de Buffer P2, Se

mezcla por inversion (4-6 veces). Se incuba a temperatura ambiente durante 5 min,

Se agregan 4 ml de Buffer P3 frio y se mezcla como se indica anteriormente. Se incuba en
hielo durante 20 min. Se centrifuga a mas de 20,000 x g durante 30 min a 4 °C y el

sobrenadante que contiene ¢l ADN plasmidico se rescata rapidamente .

El sobrenadante se vuelve a centrifugar otros 15 minutos. Simultaneamente se equilibra la
columna QIAGEN-tip 100 agregando 4 ml del Buffer QBT. Se espera a que ésta se vacie
por gravedad y, entonces, se pasa el sobrenadante. La columna se lava 2 veces con 10 mi
de Buffer QC y el ADN se eluye con 5 ml de Buffer QF,

El ADN se precipita adicionando 3.5 ml de isopropanol. Se mezcla, se centrifuga a mas de
15,000 x g durante 30 min a 4 °C y el sobrenadante se decanta con cuidado. El pellet se
lava con 2 ml de etanol al 70%, se centrifuga y se decanta. El pellet se seca y se disuelve

en 20 pl de agua estéril. Se calcula la concentracion en un gel de agarosa al 1%,
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6.2. Secuenciacion del inserto.

Se utilizd un secuenciador automitico de ADN ABI Prism TM 377 (Perkin Elmer,
E.U.A)). Este método esta basado en el propuesto por Sanger ef a/. (1977) y consiste en
emplear cuatro dideoxinucleotidos marcados con moléculas fluorescentes. Durante la
corrida, un rayo faser excita a estos marcadores y ta informacion fluorescente resultante se
registra en un diagrama colorido. Por este método, generalmente, se obtienen de 350 a
400 bases de la secuencia de interés, en un ciclo de reaccion, con una precisién mayor al
98% (Lloyd et al., 1986).

La preparacion del molde es critica para la secuenciacion; para aquellos de doble cadena
se recomienda usar columnas QIAGEN-tip 100. La mezcla de reaccion consiste en 1.0 ug
del molde (plasmido recombinante} con 3.2 picomol de iniciador en un volimen final de 9

a 10 pl de agua.
Los factores que afectan la calidad de la secuenciacién son: 1) la calidad y cantidad del
ADN; 2) la calidad y cantidad del iniciador; 3) Ia relacion iniciador-molde; 4) que la

hibridacién del iniciador con el ADN sea efectiva y 5) la secuencia del molde,

La secuenciacion se realizd en el Instituto de Fisiologia Celular, CU., UN.AM.
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VI

RESULTADOS

Las células de levadura, cepa RS16(a), se transformaron con una biblioteca gendmica
construida en el plismido centromérico YCp50. Como medio selectivo se empled
minimo/leucina adicionado con cloruro de sodio (1.2 M y 1.5 M). De este modo, se
seleccionaron preferencialmente a las transformantes que en funcién de la carga génica
adquirida fueran tolerantes al NaCl. Los resultados de la transformacién se muestran a

continuacién (cuadro 2):

Numero de colonias Niumero de colonias
Medio selectivo obtenidas con 50 yldela obtenidas con 100 pl de la
mezcla de transformacién mezcla de transformacion
minimo/lew/1.5 M NaCl 200 1000
minimo/leu/1.2 M NaCl 200 1000
minimo/leucina (control) 500 1200

Cuadro 2. Niimero de transformantes obtenidas a los 7 dias después de colocar 50 pl y 100 ul de la
mezcla de transformacién (700 pl) en cajas de Petri con medio selectivo a 30°C . Para el control se
utilizé como ADN transformante el vector sin pasajero. Segin los resultados, la eficiencia obtenida
en la transformacion de levadura es de 8 X 10° transformantes/pg ADN,
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Figura 3. Inhibicién del crecimiento por NaCl 1.5 M en medio minimo/leu(glucosa). El
crecimicnto en medio minimo/leu es idéntico para todas las colonias transformantes. El control
utilizade es la cepa R§16(a) transformada Ginicamente con el vector. El crecimiento de los cultivos
se siguid por su absorbencia a 660 nm. Se obtuvieron resultados similares en tres experimentos
independientes.
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Después de una semana de incubacién a 30 °C, se observaron siete colontas transformantes
de levadura que mostraban un crecimiento relativo acelerado. Estas siete colonias de mayor
tamaito (nombradas N.1-N.7) se seleccionaron y se resembraron simultineamente en medio

selectivo solido con y sin NaCl 1.2 M.

Posteriormente, se realizaron curvas de crecimiento de estas colonias transformantes de
levadura para cuantificar su velocidad de crecimiento en relacién al control (cepa RS16(a)
transformada vnicamente con el plismido YCp50 sin ADN pasajero) en medio

minimo/leucina adicionado con NaCl 1.5 M (figura 3).

Del analisis de !a figura 3 se dedujo que 1a presencia det ADN pasajero parecia conferir a la
clona N.3 una clara tolerancia a sal. Para intentar conocer la mixima tolerancia a sal
presentada por esta clona celular, s¢ aumenté la concentracién de NaCl en el medio de

cultivo a 1.6 M (figura 4).
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Figura 4. Inhibicién dek crecimiento por NaCl 1.6 M en medio minimo/leu(glucosa). Simbolos
abiertos: medio selectivo adicionado con sal. El controt utilizado es la ccpa RS16{a) transformada
{nicamente con el vector. El crecimiento de los cultivos se siguié por su absorbencia a 660 nm. Se
obtuvieron resultados similares en tres experimentos independientes.
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Absorbencia

Con la finalidad de evaluar si el fragmento de ADN pasajero pudiera estar involucrado en la
ruta biosintética del glicerol se realizaron curvas de crecimiento en medio minimo/leucina
adicionado de diferentes sustancias osmoticamente activas y sales (sorbitol 1.6 M, KC1 1.5
M y LiCl 0.30 M) (figura 5) y en medio minimo/leucina con galactosa como fuente de

carbono (figura 0).
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Figura 5. Inhibicién del crecimiento por sustancias osmbticamente activas y sales en medio
minimo/leu(glucosa). Linea continua: crecimiento en medio minimo/leu sin adiciones, el cual es
idéntico para todas las colonias transformantes. El control utilizado es Iz cepa RS16(a)
transformada Gnicamente con el vector. E! crecimiento de los cultivos se siguié por su absorbencia
a 660 nm. Se obtuvieron resultados similares en tres experimentos independientes.

En la figura 5, se observa que la velocidad de crecimiento del control y de la clona en los
diferentes medios adicionados con sustancias osmoéticamente activas y/o sales es similar y,
por ello, se pensé que ¢l fragmento de ADN pasajero le confiere a la clona una tolerancia

especifica para la toxicidad provocada por el ion sodio.
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En la figura 6 se aprecia que la clona tiene mayor velocidad de crecimiento en medio
minimo/leucina(glucosa)/NaCl 1.6 M que en et mismo medio con galactosa como fuente de
carbono. Sin embargo, el control no puede crecer sin importar la fuente de carbono

adicionada.
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® ¢ medio minimofleu/NaCl 1.6 M (galactosa)
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Figura 6. Inhibicién del crecimiento por NaCl 1.6 M en medio minimo/leu(glucosa o
galactosa). Linea continva: crecimiento en medio minimo/leu(glucosa} y discontinua: crecimiento
en medio minimo/leu(galactosa) sin adiciones. El control wtilizado es la cepa RS16(2) transformada
Gnicamente con el vector. El crecimiento de los cultivos se siguid por su absorbencia a 660 nm. Se
obtuvieron resultados similares en tres experimentos independientes.

Para rescatar al plismido recombinante se realizd una extraccion de ADN de
Saccharomyces cerevisiae (clona N.3), y la transformacién de Escherichia coli. E objetivo
de ambos procedimientos fue amplificar al plasmido centromérico con pasajero ya que en

levadura éste se presenta en una sola copia, mientras que en la bacteria es multicopia.
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Para transformar a £. coli unicamente con el plasmido recombinante, se cargaron 3 pl del
ADN total obtenido en la extraccion mencionada, se corrid un gel de agarosa al 1%, del
cual se recortd la banda que corresponde al vector con pasajero intacto y se disolvid la
agarosa en agua. Con la estrategia anterior se pudo calcular la concentracion de la molécula
recombinante en el espectrofotdémetro (0.lpg/pl) y, posteriormente, con 0.3 pg se

transformd por el método quimico a E. coli.

Por el nimero de colonias que aparecieron a las 24 horas de incubacién en las cajas de Petri
con medio Luria/ampicilina, la eficiencia de la transformacién se catenlé en 1X 10¢

transformantes/ug de ADN.

Se rescataron algunas de las colonias transformantes de E. coli para hacer
minipreparaciones de ADN con ¢l objetivo de verificar la presencia del pasajero mediante

un ensayo de restriccién (figura 7). La concentracion calculada para este ensayo fue de 0.27

ng de ADN plasmidico/pl.

Figura 7. Gel de agarosa al 1%. Restriccién enzimética con BamHI (pocitlos 2, 4 y 6) y con
EcoRI-BamHI (pocillos 3, 5 y 7) del ADN plasmidico de: clona N.1 (pocillos 2 y 3); clona N.2
(pocillos 4 y 5) y clona N.3 (pocillos 6 y 7). Come marcador de peso molecular se utilizé el ADN
(0.2 pg) de! fago A pues se conoce el tamafio en kb de todos los fragmentos que se gereran al
tratarlo con las enzimas de restriccion EcoR1 y Hindiil (pocillos 1 y 8).
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Con los pg restantes del plasmido se pracedid a retransformar a la cepa de levadura
RS16(a) con la molécula recombinante para corroborar el fenotipo observado en cloruro de
sodio. Simultaneamente, para iniciar a caracterizacion del ADN pasajero de \a clona de
interés, se hicicron ensayos de restriccion con endonucleasas.

La retransformaciéon de levadura fue exitosa pues se tuvo una eficiencia de ¢ X 10°
transformantes/ng de ADN. Se realizaron nuevamente curvas de crecimiento en medio
minimo/leucina/NaCl 1.6 M y se presenté el mismo fenotipo observado anteriormente
(figura 4).

En cuanto a Ja caracterizacién del inserio, se realizaron digestiones de la molécula

recombinante con otras dos enzimas de restriccién (figura 8).

Figura 8. Restriccién enzimitica del ADN plasmidico de 1a clona N3, Pocillos 1 y 6:  ADN del
fago A previamente tratado con las enzimas de restriccién EcoRly HindIll; pocillo 2: digestion con
HindHI; pocillo 3: restriccién con EcoRI; pocillo 4: digestién con EcoRI y HindIIi; pocillo 5:
restriccion con Hindlll y BamHI. En todos los pocillos se utilizaron 0.8 pg de ADN; el gel de
agarosa se preparo al 1%.
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Como se observa en la figura 8 hay demasiado ADN plasmidico, lo que no nos permite
distinguir si la banda de unas 8 kb de longitud se trata de una sola especie molecular de
aproximadamente 8 kb o de un nimero mayor de moléculas de longitudes similares. Para
definir esta situacién se realizé otra digestién con las tres enzimas de restriccién empleadas

utilizando una menor cantidad del plasmido (figura 9) en un gei de agarosa al 0.8%.

Figura 9. Restriccién enziméitica del plismido recombinante. Pocillos 1 y 8: ADN del fago A
previamente tratado con las enzimas de restriccion EcoRI y HindIIL; pocillo 2: digestion con
BamHI; pocillo 3: restriccion con EcoRlL; pocillo 4: digestion con Hindlll; pocillo 5: restriccién
con EcoRI y HindlIl; pocillo 6: digestién con HindIll y BamHI; pocillo 7: restriccion con EcoRI y
BamHI. En todas las mezelas de restriccion se utilizaron 0.4 pug de ADN,

Gracias a este segundo gel se lograron separar las dos bandas de 7.8 kb (corresponde al

plasmido YCp350 linearizado) y de 7.3 kb (fragmento de restriceién del ADN pasajero).
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Figura 10. Patrén electroforético de los fragmentos de restriccién (kb) del ADN de lambda

generados con Ias enzimas EcoR]1 y HindIIl.
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El tamafio en kb de las bandas de interés {figura 12) se calculé a partir de una grafica de
distancia migrada vs tamafio de! fragmento (figura 11) construida con el patrén
electroforético de los fragmentos del ADN del fago A (figura 10). Después de que se
determino el tamafio de las bandas, se elaboré el mapa de restriccion del ADN pasajero
(figura 13}.
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Figura 11, Distancia migrada vs tamaiio del fragmento. Esta gréfica nos permite calcular el
tamafio en kb de los fragmentos de restriccién del inserto. Se construye en base al patron
electroforético de los fragmentos de) ADN del fago A

Para secuenciar al inserto, se hizé una midipreparacion de la clona N.3 y se obtuvieron 10
g que se llevaron a una concentracién final de 1 pg/pl. La secuenciacién de los primeros
350 nucledtidos del inserto, localizados en el extremo BamHI, se realizé por el métedo de
Sanger modificado (Lloyd et al., 1986) (figura 14). Actualmente, el genoma de levadura se
conoce en su totalidad y, por lo tanto, la infonmacion anterior fue suficiente para ubicar al
ADN pasajero en el cromosoma XIV. Se consultaron las bases de datos para conocer la

secuencia completa del inserto (Apéndice I).
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Figura 12, Tamailo en kb de los fragmentos generados en la restriccién enzimatica del

plasmido recombinante.
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Figura 13, Mapa de restriccién del inserto de 10 kb presente en la clona N.3. El nimero
colocado arriba de cada fragmento corresponde a la longitud de éste expresada en pares de bases

{(pb).
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Como se observa en la figura 15, dentro de la secuencia de interés se tienen tres marcos
abiertos de lectura (ORF, Open Reading Frame) completos y dos incompletos. Se realizo la
comparacion de cada uno de éstos conira las bases de datos (Genbank y Yeast Genome

Database).

A partir de la informacién obtenida en los bancos de datos y de la biisqueda bibliogréfica se

encontré lo siguiente:

El marco abierto de lectura YNROG69¢ (incompleto por falta de su extremo 5°) muestra una
similitud del 33.1% con la proteina Bullp codificada en el cromosoma XiII y que se
involucra en 1a via de ubiquitinacion de las proteinas (Yashiroda et al., 1996). La alineacion
de la secuencia es del 80.1%. Se presume que YNRO69¢ podria codificar para una proteina

cuyo precursor tiene un peso molecular de 54.8 kDa y un punto isoeléctrico de 5.59

El marco abierto de lectura YNRO68¢ (completo) muestra una similitud del 31.4% con la
misma macromolécula Bullp mencionada anteriormente. Esta es la responsable de marcar a
las proteinas que seran degradadas (Yashiroda et al., 1996). Se piensa que YNRO68c¢ podria
codificar para un precursor de 272 aminodcidos con punto isoeléctrico de 9.98 y un peso

molecular de 31.2 kDa. El porcentaje de alineacién de la secuencia es de 78.6%.

El caso del marco abierto de lectura YNROG67¢ (completo} es méas complicado pues, ademds
de ser ¢l mas grande, presenta baja similitud con diversos genes (cuadro 3). Se presume que
podria codificar para un precursor de 1,117 aminoacidos con peso molecular de 121 kDa y

punto isoeléctrico de 4.4.
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T GT GG COC QG TOHTG CCGGCC CONTG CGT COGGCHAT AGAGGAT CCTA AMTAGT GAATGCCT CTTGL TTAC TAMAT (T GACC TACGE G AAT TTT GCCTCLGLAAACTLAG TAC
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AAAAATCTATCGAAGRME CAMGCTTCT TCT TTCTGAAGACTTCT TTT TTACT TGGCACATANC A TC TCC T T TTGA COGATA TTOMAA GA GTG TGCCTGLAMAC TCACAATGA ATTGG
FLL] 250 260 2T 20 299

e ERL 320 330 348 350

TATCAAGCATTTC FGTAAAA CTITOMCC TCCATCTTAGGTOAGGTA FGL TACTUOA TCACATANTGGANT TRAGA TTGATTACA A TINTTGCCACCA TAGTAA A TAAAAGTA ICLT
368 370 ise 399 488 418 420 438 440 450 460 479
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Figura 14. Secuencia de los primeros 350 nucleétidos del extremo BamHI del ADN pasajero
de 10 kb de longitud.
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Figura 15, Localizacién del inserto en el cromosoma X1V de Saccharomyces cerevisige. El
inserto contiene tres marcos abiertos de lectura completos y dos incompletos. Los cinco se
transcriben en el sentido Crick.

El gen SED4 del cromosoma III de S. cerevisiae se traduce en una proteina integral de
membrana del reticulo endoplismico importante, méis no necesaria, para la formacién de
vesiculas. Cuando se lleva a cabo la delecién de este gen, se observa que disminuye la
velocidad de transporte de la proteina marcadora CPY (carboxipeptidasa Y) del reticuio
endoplasmico al complejo de Golgi (Gimeno ef al., 1995). La CPY es una proteina que
marca a las proteinas que se van a transportar del aparato de Golgi a un endosoma y,

posteriormente, a la vacuola (Marcusson ef al., 1994).

El gen SLKI/BCK! de S. cerevisiae, contenido en el cromosoma X, codifica para una
cinasa de 1,478 aminoacidos involucrada en la morfogénesis celular y en el control del
crecimiento celular. Se piensa que esta enzima es el eslabdn regulatorio entre estos dos
procesos celulares pues Jas proteincinasas pueden tener varios sustratos diferentes y porque

participa en la sintesis de la pared celular (Costigan er al., 1992).
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Gen % de similitud % de alineacidn

SED4 9.3 46.4
SLKI1/BCK} 7.6 30.0
PPZi 7.1 30.8
WsC4 6.5 25.7
WSCI/SLG! 5.1 4.8

Cuadro 3. Porcentaje de similitud y de alineacién de la secuencia del marco abierto de lectura
YNRO67¢ con posibles genes relacionados.

El gen PPZ} del cromosoma XIII de §. cer;evisiae codifica para una fosfatasa de 692
aminodcidos, con peso molecular de 77.5 kDa que mantiene la integridad osmética de la
pared celular, que participa en la transmision de la sefial que percibe la presién osmética y
en la organizacidén del citoesqueleto (Posas et al., 1993). Se piensa que tiene funciones que
se sobrelapan (Hughes et al., 1993).También esta involucrada en la homeostasis salina pues
la delecion de PPZ/ resulta en un aumento en la tolerancia a iones sodio y litio (Clotet er
al., 1996). Lo anterior se podria deber a que la cepa mutante elimina mejor los cationes
mencionados como resultado de una mayor actividad por parte de la ATPasa involucrada
(figura 16). Esta se codifica en el gen ENA//PMR2A (la mayor bomba responsable de la

salida de Na" y Li") que presenta mayor transcripcidn en ausencia del gen PPZ] (Posas ef
al., 1995).

El gen WSC4 del cromosoma VIl de §. cerevisiae codifica para un componente de la
familia de proteinas (WSC1, WSC2 y WSC3) involucradas en la respuesta al esirés por
calor y en la biosintesis de la pared celular. Las mutaciones de este gen resultan en lisis
celular (que se puede evitar adicionando sorbitol 1 M) y ¢n deficiencia en la respuesta al

estrés por calor (Vema er al., 1997).
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Figura 16. Modelo tentative de Ia funcién de PPZ1 en la homeostasis salina.

El gen WSCI/SLGI de S. cerevisiae presente en el cromosoma XV codifica para un
componente de la familia de proteinas mencionada anteriormente. Las células mutantes
presentan lisis a temperaturas elevadas que se corrige con la adicion de sorbitol 1 M; éstas

también son sensibles a la presencia de cafeina en el medio de cuitivo (Jacoby et al., 1998).

El marco abierto de lectura YIWRO066¢ (completo) muestra una similitud del 50.6% con la
secuencia de la proteina Peplp codificada en el cromosoma II de S. cerevisiae. Esta es un
receptor para la CPY (carboxipeptidasa Y) pues la transporta del complejo de Golgi a un
endosoma. Posteriormente, la CPY sera transportada a la vacuola (Marcusson et al., 1994).
Se considera que YNRO66¢ podria codificar para un precursor de 436 aminodcidos con
punto isoeléctrico de 5.0 y un peso molecular de 49.6 kDa. El porcentaje de alineacién de la

secuencia es de 99.5.

El marco abierto de lectura YNRO65¢ se encuentra incompleto en el inserto faltandole su
extremo 3°. Al comparar la secuencia de YNROG5¢ completa, ésta muestra una similitud del

76.7% con la secuencia de la proteina Peplp referida anteriormente. Pepl se encuentra
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formada de dos dominios, el amino y el carboxilo. Este altimo contiene una cola
citoplasmatica de 164 aminoécidos que le confiere la actividad mencionada (Marcusson er
al., 1994). YNRO65c podria codificar para una precursor de 1,116 aminoacidos con punto
isoeléctrico de 4.95 y un peso molecular de 125.1 kDa. La alineacién de la secuencia es de

99.9%.
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VI

DISCUSION

La tolerancia a los agentes estresantes del medio ambiente es un factor determinante en la
supervivencia de los organismos que carecen de la capacidad para escapar de su entorno.
Estos, con frecuencia se confrontan con grandes cambios en las concentraciones ionicas del
medio que desafian a sus mecanismos de homeostasis. Estos mecanismos mantienen a los
iones intracelulares deniro de un intervalo pequefio y compatible con la vida (Ferrando ef
al., 1995).

Para poder aislar secuencias halotolerantes de Saccharomyces cerevisiae se utilizoé una
estrategia directa: transformar células de levadura con una biblioteca gendémica contenida
en un plasmido unicopia y seleccionar a las transformantes en medio selectivo con una
concentracion elevada de cloruro de sodio. Este procedimiento es muy 0til al trabajar con
un modelo experimental como las células de tevadura, pero es mas dificil, técnicamente

hablando, si el objeto de estudio son plantas superiores.

Posteriormente, se realizaron curvas de crecimiento de las colonias transformantes
seleccionadas en medio minimo/leu adicionado con NaCl 1.5 M. En la figura 3 se muestra
el efecto inhibitorio de 1a sal en el crecimiento del control y de las diferentes clonas. A
simple vista se puede observar que las clonas N.1, N.3 (panel A) y N.2 (panel B) son las
que presentan una mayor velocidad de crecimiento y una fase de adaptacion (Jag) mas
breve en relacion al comportamiento del control. De éstas, la clona que, en funcidn del
ADN pasajero contenido en el vector, presenta una clara tolerancia a sal es la denominada

N.3. Para intentar conocer la maxima tolerancia a la sal presentada por esta clona celular, se
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aumento la concentraciéon de NaCl en el medio de cultivo. En la figura 4 podemos observar
como la velocidad de crecimiento de la clona de interés, a una concentracion de sal 1.6 M,
permanecio casi inalterada mientras que la del control disminuyo drasticamente. Se podria
mencionar que la Jevadura RS16(a) transformada unicamente con el plasmido sin inserto

mostro inhibicién intensa del crecimiento a una concentracion de NaCl 1.6 M.

El cloruro de sodio genera dos tipos de estrés en las células: el osmético y la toxicidad por
sodio. Para combatir al estrés osmético, fas células acumulan dentro de ellas solutos
compatibles (osmolitos) con las macromoléculas y funciones propias (Serrano, 1996). Es
importante mencionar que esta respuesta no es especifica para el NaCl. En levadura, el
osmolito que se acumula principalmente para contrarrestar la presion osmética externa es ¢l
glicerol (Blomberg y Adler, 1989). El gen GPD/ codifica para la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa citoplasmatica que aumenta la sintesis de este osmolito en una situacion de

aita osmolaridad externa (Albertyn et al., 1994),

Varios aspectos de la fisiologia de levadura se modulan por la naturaleza de la fuente de
carbono presente en el medio de cultivo, la glucosa desempefia un papel diferente en
comparacion a otros carbohidratos (galactosa, por ejemplo) (Rios ef al, 1997). En
condiciones de estrés salino, cuando la fuente de carbono es glucosa, el ajuste osmotico es
mis active debido a la conversién directa de este carbohidrato en glicerol y a su retencion
dentro de las células (Blomberg y Adler, 1989) (el ciclo metabdlico del glicerol se muestra

en la figura 1 de la introduccion).

Para definir si el ADN pasajero le confiere a la clona tolerancia al NaCl, por la disminucidn
del efecto osmoético de esta sal mediante la biosintesis de glicerol o por un descenso en la
toxicidad generada por el Na”, se reatizaron curvas de crecimiento de ta clona y €l control
en presencia de sustancias osmoticamente activas y de sales, asi como en medio selectivo

adicionado con NaCl 1.6 M y galactosa como fuente de carbono.

En la figura 5 podemos observar que practicamente la velocidad de crecimiento del control

y de la clona celular es muy similar, independientemente de la sustancia osmodticamente
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activa y/o sal adicionada al medto selectivo liquido. Debido a lo anterior, se podria suponer
que el inserto le confiere a la clona N3 una tolerancia especifica para la toxicidad

provocada por el ion sodio.

Para evaluar si el ADN pasajero se encontraba, de alguna forma, relacionado con la ruta
biosintética del glicerol, se realizaron curvas de crecimiento en medio selectivo con giucosa
o galactosa como fuente de carbono, Como se aprecia en la figura 6, la velocidad de
crecimiento de la clona celular se ve afectada cuando la fuente de carbono es galactosa en
relacion a la que presenta en el medio selectivo con glucosa. Esto se podria deber a que la
sal presente en una concentracion de 1.6 M ejerce su efecto osmético y la célula, para
contrarrestarlo, inicia el anabolismo de glicerol. Cuando en el medio de cultivo tenemos
glucosa como fuente de carbono, la sintesis de este osmolito es inmediata; sin embargo,
cuando la fuente de carbono es galactosa se requieren de etapas adicionales para
transformar a este sustrato en glucosa y continuar con la repuesta inespecifica de
acumulacién de glicerol. Esta misma figura nos muestra la inhibicion del crecimiento del
control, independientemente de la fuente de carbono adicionada, a pesar de que esta célula
también tiene la capacidad de responder inespecificamente acumulando glicerol en su
interior (Blomberg y Adler, 1989). Por io tanto, la inhibicién del crecimiento del control se
debe a la presencia de gran nimero de iones sodio en el medio de cultivo pues cuando se
utilizaron otras sustancias activas y sales en concentraciones osmoticamente equivalentes,
se observo (figura 5) que el control y la clona mostraban una velocidad de crecimiento muy
simifar. De lo anterior se concluye que, bajo estas condiciones de crecimiento, inicamente
1a clona N.3 es capaz de desarrollarse y se debe a que el inserto le confiere tolerancia a la
toxicidad del Na"™.

Después de la transformacion de E. coli para rescatar y amplificar al plasmido
recombinante, se realizaron minipreparciones y digestiones enzimaticas con endonucleasas.
En la figura 7 se muestran fos ensayos de restriccion de las tres clonas transformantes de
levadura (N.1, N.2 y N.3) que mostraron una mayor velocidad de crecimiento (figura 3) en
medio minimo/leu adicionada de NaCl 1.5 M. En este gel de agarosa podemos apreciar lo

siguiente:
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Para la clona N.1 es dificil que el vector contenga un pasajero pues en el pocillo donde se
coloco la muestra en la que se llevd a cabo la restriccidn con las enzimas EcoRI-BamHI

aparece Unicamente una banda que, seguramente, corresponde al plasmido linearizado.

Para ambas clonas (N.2 y N.3), en los pocillos 5 y 7 de esta figura aparecen varias bandas
que coresponden, con excepcion de una (contiene al vector linearizado), a los diversos
fragmentos del ADN pasajero generados en la restriccion enzimética con EcoRI-BamHl
En los pocillos 4 y 6 se observa una sola banda a pesar de la digestion con la endonucleasa
BamHI. Por estas observaciones se piensa que las moléculas recombinantes, cuando se

encontraban dentro de levadura, perdieron uno de los sitios donde actiia Ja enzima BamHI.

Para continuar con la caracterizacion del inserto, en [a figura 8 se aprecia que la cantidad de
ADN plasmidico empleado fue excesiva, por lo que no se puede distinguir si la banda de
aproximadamente 8 kb, que aparece en los pocillos 2-5, corresponde a una sola especie
molecular. Para averiguarto, en la figura 9, se colocé en cada pocillo la mitad de la cantidad
de ADN empleada anteriormente, ademas de que el gel de agarosa se preparé a una
concentracién del 0.8%. En esta figura se muestra claramente como la longitud de uno de
los fragmentos de restriccion del ADN de la clona (7.3 kb) es muy similar a la longitud del
plismido YCp50 linearizado (7.8 kb).

En la figura 12 se presenta el tamafio en kb de los fragmentos generados en la restriccion
enzimitica del plasmido recombinante. Con esta informacion fue posible la construccion

del mapa de restriccién del inserto de aproximadamente 10 kb (figura 13).

Con la informacién obtenida por la comparacion de secuencias y en las referencias
bibliograficas se realizé un analisis para tratar de definir que marco abierto de lectura
podria contener al(los) gen(es) que se encuentra(n) involucrados en el fendmeno de la

tolerancia a sal mostrado por la clona de interés.

DISCUSION 69



Es importante mencionar que en la comparacién de los cinco marcos abiertos de lectura
contenidos en el inserto con los bancos de datos se encontré que el comin denominador fue

el bajo porcentaje de similitud con las secuencias de funcién conocida, ya reportadas.

Se piensa que el marco abierto de lectura YNROG9c no es el responsable del fenémeno
observado pues, al encontrarse incompieto, no contiene ni a su promotor ni a la region
correspondiente al sitio activo de la enzima Bullp involucrada en la via de ubiquitinacion

de proteinas (Yashiroda ef al.,, 1996).

La secuencia del marco abierto de lectura YNRO68c, también similar a Ja del gen de Bulip
pero con una longitud de Gnicamente 815 pares de bases, se transformé a la correspondiente
secuencia de aminocidos (que serian traducidos a partir de esta regién) y se observé que
no contendria al extremo amino de Bullp, el cual le confiere la actividad 2 esta enzima
(Yashiroda et al., 1996).

La secuencia del marco abierto de lectura YNROG65c consta de 3,350 pares de bases. El
inserto de la clona N.3 contiene Gnicamente 1,173 pares de bases del extremo 5°, por lo que
se encuentra incompleto. Se piensa que este segmento de la secuencia de interés no es el
responsable del fenotipo observado pues, al inferir la secuencia de aminoicidos a partir de
la secuencia de nucledtidos, no contiene la cola citoplasmatica (localizada en el extremo
carboxilo de la enzima) responsable de la actividad de la proteina Pep! (Marcusson et al.,
1994).

La longitud del marco abierto de lectura YNROG6c es de 1,310 pares de bases que se
podrian traducir en 436 aminoacidos. La proteina Peplp (reportada como un receptor para
la carboxipeptidasa Y} se encuentra formada por 1,300 aminoacidos, de los cuales 164
constituyen una cola citoplasmatica que provee la actividad enzimatica (Marcusson e/ al
1994). Esta secuencia de 164 amincacidos no se presenta en YNRO66¢, por lo que se piensa
que este marco abicrto de lectura tampoco podria ser el responsable de la telerancia a NaCl

mediante un posible mecanismo de compartimentalizacién de iones toxicos para la célula.
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El marco abierto de lectura YNRO67c es el mas grande presente en el inserto clonado, con
una longitud de 3,353 pares de bases, y hay consideraciones tecricas sugestivas de que sea
el que contiene la informacion necesaria para la tolerancia a sal. En primer lugar, se
considera que el fenotipo observado no se debe a que se aumentd ia dosis génica de alguno
de los posibles genes antes mencionados pues es muy bajo el porcentaje de similitud y de

alineacion de la secuencia con estos efectores det transporte o de la homeostasis.

A partir de la secuencia de nucleétidos, del marco abierto de lectura de interés, se obtuvo la
secuencia de aminodcidos (que serian traducidos a partir de esta regién) de la posible
proteina codificada en YNRO67c (figura 17). Con la secuencia anterior y con el banco de
datos (Saccharomyces Genome Database) se determind que la estructura secundaria (figura
17 corresponde a la de una proteina globular alfa/beta. Esta secuencia de amino4cidos no
presenta similitud con transportadores, con molécuias que participan en la sefializacién o
con factores de transcripcion previamente descritos. Por ello, este marco abierto de lectura,
completo o algin segmento de éste, pudiera codificar para un(os) gen(es) halotolerante(s)

no estudiado(s) anteriormente.

Solamente podemos especular sobre el mecanismo de éste(os) para la tolerancia a sal. En la
figura 18 se muestra el perfil de hidrofobicidad de la posible proteina codificada en
YNRO67c; esta informacién se obtuvo utilizando el programa NPS (Network Protein
Sequence) (Kyte yDoolittle, 1982). El andlisis de este perfil apunta a que la proteina de
interés se podria localizar en membrana v, por la figura 5, sabemos que no participa en el
ajuste osmético. Ademas, la sobreexpresion de este marco abierto de lectura le confiere a
levadura una ventaja en la velocidad de crecimiento, siendo especifica para cloruro de sodio
a elevadas concentraciones (figura 4). Por los resultados que se muestran en la figura 5, se
piensa que YNRO67¢ podria estar particularmente involucrado en la tolerancia a Na*. Las
bases moleculares de los sistemas de transporte para sodio y potasio en levadura y plantas
se encuentran en estudio. Como se menciona en la introduccién, poco a poco, se empiezan

a comprender los mecanismos de inclusion y exclusion de iones.
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1 MQLYLTLLFLLSFVECSYISFISNNADEILETDOLIEBTLSYATLTVGEPYV 50
ccahhhhhhhhhhheseaaeeaeecccaereecreccecenrnescacceaccee

51 ARSVVVTRVEAASHSPLSVSPENRVSASPINSQDSDSNTRTAVQLSLSLS 160
cesEaseavenBuGsCcCCcEcteccecccccaecoccccaaccaeaeahhhhhhhhhaohbhh

101 HYASQVSQOKISAQTNNDRVTVSNIYANDNSKSKSSVHRNLSSVSGVASVMP 150
hhhhhhhhhhhhocCccEtCEQQECCRCRCOECUCCOCCCCEETCECECCCCEC

151 SASTHMREVTTLLSOTASTSTSTLFSSSLSISGTOLNGTLLTSVSKGTIDP 200
ceccechhhhhhhocccocGgocceaeraerccooccCCeaNeaaEaCCCCaER

201 LYVIOMFESYSSQRTKIIPSSLTSHKTIYTISVRINAATATGEDSFIASTRA 250
®ESICCOCOCCCRGIECCOCCCCCCCaRACERRCECCCARGOCARORAECOC

251 ESTLFYPSNSTQDLVOTLASTTASPAYPSNRTQITLSPSYVSLYSTTSRIY 300
ccesscccccohhhbhhhhhcocccccccocgeasasncecccaeacocecace

30 PESNITENGESPSPSLISTVSPFVYPSSSTGNRILLSSLISTVDSSSSEVSRT 154
CCCCECCO0O00CCCCaCaEasREtCaCCCCEteaIREaRARNBCCCCEECECTE

51 LD I Y VS SIMQATISSSSSSROTKTYSSSSLSTSPSSTATTTIENSSTTTIV 400
cCoddsdBcCUCNRRAACCGECCCCCCECCACAERGICEEEECCCCCcCcRcaceen

40t NLIRAVSTDEPPTVIDRSPHPNSLADGVSNDGPIQTNKFYTNLIVGSQLES 450
BCCCOQ0QCCCCCCCEOCCEeRecacrecooECctaCcoCaRasEeARCCEEE

151 PATVY PYELNERY TS S S YO PAVQHNY TVDOYSYSGYDSSGNAEYLYNPLGIA 500
ccocucculcccccccll.ooccccc.ncaccccccqccuuineccccue

501 HYVISASHFDERSHNTHQVDEMTLESTAVVLEKINDSSNYLIIPLVQGHGTA 550
@SS EECCOCCCCCORANeCCCaOCIdaEsaCOCCEUdStmanEcCCCCCRS

551 TGIY RGOS LAARKIGSSYVGINTIVSESSSNLAQGILKYRITLLEGVYWLCYY 600
ssedesccceccccccasscsgeesneschhhhhoccccanaeaccccacesns

601 IGPDDLTSYDrELEIVESSEYEIRASASVOGLIIGQLAVAFSETDYEVIFYOQA 6§58
de8GeoocddesneshhhhhocccacocesseaceecacCccoaneescce

651 AGNYIVTINFEKLQGVIDGS TATYETFSYTTOQGESASGSTHIPALPHNESSPSD 100
CeCes S SO RRACCCOCCCeenaeAGACCCECCCCOCRAGEECOACCCEBCECSE

o INQDYYTGIGQLART T EGVRNGY LY PALOQPSTSLARQISWLEPWSSQLGSNL 150
hhhhhhhoohhbhhbhaeaseoseaeeesscocCdcCcAdN®aCcCCCECCCA0

7518 LEYSKEQLOQLLARVANSELQVSISESISGLNTYYLGKVIDEYSYILLTVS %0
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhocaccacccoaachhhhhhhhhbhhhhhhb

801 TIIQDEASTKSTLEMIKSAPDILLONEQTYRLIYD2XFNOLVASGONGS? E50
hcocoovogchhhhhhhhhhhhhhhhoccaeesesscccacceaececaa

451 STQYDFGNEYYNDHRFHYGYIINAAAVIGYVDSKLNGTHWAADYKDHVNSL 900
socecccougcoecoceccoucechhhhbhnhhhhooceceaseseaceccehhhhhh

ot VRDVANFEKEDEYFAQSRHMFDNPNGHSWAAGLYENGNGENEESSSEDYNRE 350
hhheaaccocecchhhbhhhocagecceaeccansaccatcaaccagacecanh

851 AYAMXLWGATIGDOSHMELRGDLNISIMKDAMNDYFYYQNDNTVEPERIIG 1000
bhbhhhhhhhhececohhhhhhhhhbhhhbhhhocccetesasscccaaaccceace

1601 BEVSGILFDNIIDYTTYPGINTEYIHGTHMLEFITPVESRIRSETFVEREW 1050
ccosssedCcegaeOtesecaacERECcECCoGCcCcCceCcaccaceccchhhhhh

1051 QrKIEPIIRRIRSGWIGILKLNQALFDPVDSYAFFIDSTFDSSTYLDHGHM 1309
hhbhhhhhhhhhcecococohhhhhhbbBhooGCo0CERAMOUACORAECOGECEAOE

11014 SATWALAYSGGLANSIA 1117
casesahhhhhhccoce

Figura 17. Traduccién en aminoicidos de YNRO67c y posible estructura secundaria de la
proteina. Las letras mayusculas corresponden a los aminoacidos de acuerdo a la convencion
intemacional. (h: hélice alfa, c: gire y e: beta plegada).
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Figura 18. Perfil de hidrofobicidad de la posible proteina codificada en el marco abierto de
lectura YNRO67¢. Se obtuvo de acuerdo al NPS {Nerwork Protein Sequence) de Lyon, Francia.

Para continuar este trabajo de investigacion, inicialmente se realizarian ensayos de
subclenacion para delimitar, con precision, la region de la secuencia del marco abierto de

lectura que contiene al gen de interés.

Para determinar si este gen realmenie se expreéa en condiciones salinas, se podria llevar a
cabo una extraccion de ARNm total de dos grupos de células: levaduras transformadas con
la molécula recombinante crecidas con y sin NaCl 1.6 M, que se cosechan durante la fase
exponencial. Se continuria con el analisis (Northern) separando el ARNm por electroforesis
en un gel desnaturalizante que contenga formaldehido. Al finalizar la corrida, se
transfieren las moléculas de ARN a un filtro de nylon, que se cofoca en un horno (80°C)
para asegurar que los acidos nucleicos queden irreversiblemente unidos al soporte sélido.
Por dltimo, el ARN, contenido en el filtro, se incuba con una sonda marcada
radiactivamente (la secuencia de ADN del marco abierto de lectura clonado). Al finalizar el
periodo de hibridacion, se lava varias veces con un buffer que contiene $DS, se procede a
exponer la placa autoradiografica y, finalmente, se revela la placa de rayos X colocandola

en la solucion del revelador.

Para demostrar que el mensaje del marco abierto de lectura se traduce en una proteina se
requiere de un procedimiento conocido como Western Blot. Este consiste en obtener los
anticuerpos comrespondientes a la proteina codificada en la secuencia de interés
expresandola en Escherichia coli como una proteina de fusion. Posteriormente, se realiza
una extraccion de proteinas totales de esta bacteria para inyectarselas a algunos conejos,

que generaran a los anticuerpos. Del suero animal se extraen los anticuerpos especificos,
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mediante una precipitacion con sulfato de amonio y/o uniéndolos a la proteina de fusidn
previamente inmobilizada en una membrana de nitrocelulosa, para la proteina de interés.
Simultaneamente se obtiene el extracto de proteinas de levaduras transformantes (control y
clona) crecidas en medio selectivo sin y con NaCl 1.6 M; las muestras se corren en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS/PAGE) para, mas tarde, transferir las proteinas a
una membrana de nitrocelulosa, El soporte s6lido se incuba con los anticuerpos purificados,
Ia unién anticuerpo-proteina se detecta por medio de un sistema particular que consiste en
una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina, etc.) acoplada a un segundo anticuerpo que

reconoce la fraccion constante (Fc) del primero.

Si se desea conocer la ubicacion de la proteina dentro de la célula se puede hacer un ensayo
de inmunofluorescencia utilizando un segundo anticuerpo {anti-anticuerpo) marcado, por
ejemplo con FITC {isotiocianato de fluoresceina), que reconoce al primero (anti-proteina

especifica) por su fraccion Fc.
Para poder conocer el mecanismo, por el cuat este nuevo gen halotolerante ejerce su efecto,

es necesario realizar una caracterizaciéon bioquimica y funcional completa. El trabajo

presentado en esta tesis de licenciatura es solo el inicio de una labor compleja.
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VIII

CONCLUSIONES

Mediante la clonacion de secuencias de ADN del genoma de Saccharomyces cerevisiae,
presentes en un plasmido unicopia, se aisld una secuencia halotolerante que participa en la
tolerancia a cloruro de sodio por su efecto sobre la toxicidad especifica generada por el ion

sodio.

La salinizacion progresiva de los terrenos agricolas es un problema muy grave por su
magnitud, extension y consecuencias, incompatibilidad con la vida vegetal de interés
econémico. En este trabajo se buscod contribuir con la solucién biolégica que implica el
mejoramiento de especies de interés comercial (tolerancia a la sal) a través de
modificaciones genéticas. Para llevar a cabo lo anterior, se utilizé como modelo
experimental al organismo eucariota Saccharomyces cerevisiae, por las ventajas que ofrece,
y se logrd aislar una secuencia halotolerante. Con la metodologia del ADN recombinante es
factible que la secuencia clonada pueda ser expresada, posteriormente, en plantas
transgénicas de cultivo para que presenten un fenotipo tolerante en presencia de una

elevada concentracion de iones sodio.
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APENDICE 1

Secuencia de Nucleotidos del Inserto de 10 kb

CAGATCCTAAAATAGTGAATGCCTCTTGCTTACTAACATCTTGACCATACGGGAATTTTGCCT
CGGCAAACTCAGTACCATCAATAGTTACATATGCCCTCAACTCATTGTCTTCATGAGGTACGG
CAACAATAATATAGCCACCAGTGGACAAGTAGCCGATAATGTTTTCAAAGATAATTTTATTAT
CACCTTGGAAMAAATCTATCGAAGAAACCAAGCTTCTTGTTTCTGAAGACTTCTTTTTTACTT
GGCACATAACCATCTCCTCATTTGACGGATATTCAAAGAGTGTGCCTGCAAACTCACAATGAA
TPGCATTATCAAGCATTTCPGTAMAAGTTTCACCTCCATCTTTGGTGAGGTATGCTACTGCAT
GACATTCTGGACTTAAGATTGATTCACAATTCTTGCCACCATAGTAAATAARAGTATCCTGTG
CTTTAGCACTARAATCTAGTGGCATACCTAATTGCCTGGCTTCAGGTAATTTAGCTATCATAA
AAGAGTGTCCTCTATCGTGTGTTGAGAATATGTTACCTTTAGAGCCAAACAAATATGCTGAAG
AATTGAAATATGGGTTAAACACAACTTCAACAATTITTTCGCCGTTAGTGTCAAACCTTTTTA
TTGTTTGTCCACCATCGTGEGATATATAGGCGTCTCCTATCGAATTCAGCATGACCAAAGATT
CGTCGGCAACTGTATCGAAGTATTGGTAAAATTTAATTTCGAAGTCAAATTTGTTTTCAGTGG
TCACTATTTCCCTGTCACTCGAACCCTCCTCTGGAATTTCGTCACACGGAATATCAACGGGTT
CAATTTTCATGGGTGTTTTACATTCATCACCTTTGATTAATTGTAATGGCTCTACTAACACAG
ATTTATCCTTCGATTTGTCACATATGTTGGAARAGGCAATCAGATTATAATCTGGTATACACA
GGCCGTTTGCGTCCCTAACAAATTCARACGAACATTCGTAGTCGGATTCACCACAACTATTAC
ARGGCGTTTCATCTAAACTCAAATCTTTGAATGCTTTTTTTACCAAACACTGGGCGTCTTGTT
TCCPCCTTCTATACTTGTATTTGGCGCCATTAACACATTTCCCATCCGCCAAATCCCAATCTT
CAAAATCTTCCTCCTCACACGTTCTAGAGTCGAATGCTGCTGAAAAATCAATTATATACTCGA
CACCTTTTAAAGAAGTTATACTGTTGGTTTCGGAATCGGTAGTGGCAAACGTTCCTTTAAARA
TAAATTTTGAGCCAGATCCATCTGGTGTTGGATTTATCAATTTGTACGGGATGGACAGAACTTA
TGGCATTGGTCAGCTCATATTCATTCCATGTTCTACCTTGGTCCAAAGAATAATAAAATTCAG
ATTGAAARATCGCCATCTTCCTCTGGATCATATGGGATATACACAATAATATTTCCCAGGTCAC
CAGTAGCATATAACCCAGAAGAATTATGAACAAATCTCCACGTTARACCGCCATCTCTAGAGA
TGAAAGTTTTTTGGTCTTCCCAATCGAATTCACTACCGTCGCCAACGGAACCTGTCATTAACA
TAATTCCGGCAGTAGGATTTGAGATTTAGATACTATAAAAAGGGTTCTGGAGCGAACATETTT
CAGGCCTAGTGATATCACAAGGGAATGAATCTGCATTTTCCTCGTCAACCACTTT CAAATTTG
ACCATGTGAGGCCGTTATCAACAGATATTTTAGTTTCATATCTGGCTATCTTTTTATTATATT
TTCCTTTGTTATGAGAGTAGTCAAAGGAAGGATGAARACGAGCCAATTATTGTTCCTTCTAAGA
AATGACGAGAAGCAATATCAATATAACCAAAGT GAGGATTTATTGTCCATTCAACAGGTAAAA
ATTTCAACCCTTGAGAATCTGATATTAAAATTTCTGAGGGAGCTGGTTGGTCGTTTTTTTCAT
CTGTGAATATCGTAGATATAGGAATGATTATTCTTCCAATAGAATCTTCATARATTCCATACA
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TATGGACGTGCCGTACTTGAGCAGGTAGACGTGCCTTTTGAAAAGTAGACGCATCATTGGATA
TCCAGATGTCCATGGGTGACATTTCATTGTATCTATCATCTTGTGTCGAAACGATTATATGTG
ATTTTAATATCTTGTAT TGATAAATAATTTTATCATTAAACTCATCAAATTTTTTGAAAGTTT
TACCTCCATCAGTACTTAAGGCTAATTGTGTATATGCGGCACTTAAGTGACGATCGCTATCGT
ARCCATGGTTCGAGAACAAACATAGTATCGAAGCGTCGTTACCCTCAATATCAGAATECTTSCE
TAGATTTGACAAAGTTGCAGCT TGAACTTGTTATATGGTCATCTTCTTTCTTTTTCAAGGAAG
GTTCGATATTGTAAAAGGATTCCCCATCGTTGGTAAAGTAAGTTTCATTTTGTATTTGGATAT
AACCATTGTCGTTTATARAGCAAGGGCAATCTGCAATAAGGTACTTTTTATCTGTCGGATGGG
TAGCTATAGAGCAAGAAGTACCCAAACGACAGTTTTCAGAGACGGGTATAGTCAGAGCCCTCC
ATGATTFTTCCACGATCATCGGTGACGTAARAATTTGGGTGATAAATGTATCGAAACAAAAGCCC
TGTCCTGTCCATGCAAAGGATCAACAATTAATT CGAGAATATGCCCTTCAATTTCTTTGACCG
CTTCCCAATTTTCTCCAGAATCGGAACTTATCCACACGACTTGATTATCTAATCTGATTAAAMC
TGTTGGAATCGTCAAAGCTCTCTAGACTAAATGAATATTCTGAAAGAGTCTCCGTTACTTTGG
GGACGAATTCCTCTGCATTGAGTAACGGAATAAAGAGACATGTCCAAATCGTGCATATGACTT
GGAGTAATATCATAATTGAGGATCTCTTACCTTTTCTTAGTTCAAAGCTTTTTTTCAAAGCTC
GGAACTTTATGCTACGATTCAATGACTAARAAMAAGGTAGCGGATAATCTTTTGGT TGCAAAT
TGGCGGCATTTAAATATATTTTGGGTTGCAAATATTCTAAAAATATTCTCATAATATTCTAAA
AATATCTAGCCTAGGTAATTGCAATTATTTTGAGTCTGGTTATTTTGAGTTGACCATGTTCAC
TTCCTTTTCAGTCATCAAGACAACGTGTTTACCATCTAATGGGGAATCARACAGATARAACTA
GAAACTGAGCAARAATACTTTGATTTGCTAATGTCGCCAGTAGTACGATAATACTATAAAGAT
ATGCTGTTGAAGCTGATATTTAAAGAATGAGAATCTCTAAGGGATCATAGTCTAGAATGGTAT
TCTGCAAAACAAATTTTAAATGGTGAAAACTTTTCCTCACTATGTCCAATTGATGCTTICTTAG
GATGACGTTAGAATTTTATTTTAGTGCAGGCATTACCTTGCTAAGTTCATTCATTAARAGTACT
AATATACCTTACTGGCATGCATTTACCTAAGTGGTCTCCGTTAGCCGTGGTCTTTTCGAACGC
AACAACTTTCAAGTTAAGTAAARATGATTTATTCTATAAAATATGTATGTAGTGGGAAAGACT
CGACAGACCTGCTTGCCAAGTTCTCTTTCTAAGCAATTGAGTTGGUCCAGTCCCCCTGAAAATG
CTAATGCCCATGTGCGACTCATTCCGTTATCCAAATATGTGGATGAATCAAAAGTTGAATCAC
TGARAAATGCATACGAATCTACTGGGTCGAAGAGTGCTTGATTCAGCTTCAATATGCCTGTCC
AGCCGCTTTCTATCGATTCAATAATTGGCTCGATTTTAGTCTGCCATTCTTCTTCGACGAAAG
TCTCAGAACGAATATTAGAAGAAACTGGTGTGATAGGTAGCATATGAATACCGTGGATATATT
CTGTGTTTGTTCCAARMATAAGTAGTATAATCGATAATATTATCGAATAAAATACCATCACTTT
ATTTCCTATGATTTCTTCAGGCTCAACTGTGTTGTCATTTTGATAATAGAAATAGTCGTTCAT
TGCATCCTTCATTATACTAATCATCAAGTCACCCCTCAATTCCATTGACTGGTCACCGATAGT
GGCCCCCCATAACTTCATAGCATAGGCAAAATTGTAATCTTCACTACTACTTTCTTCGTTCTT
ACCGTTACCGTTTTCATAMAGTCCAGCTGCCCATGAATGACCGTTGAACCAATCAAACATTCT
CGATTGTGCAAAGTATTCATCTTTTTCAGATGGATTTGCGACATCTCTTACCAATGAATTGAC
CCAATCTTTATTGTCGGCAGCCCAAGTACCATTCAGTTTAGAGTCAACATAGCCGATGACAGE
AGCTGCATGAATAATGTAACCATAATGGAAATGATGGTCATTGTAATAAGTGTTACCAAAATC
GTATTGCGTGCTGGTGGAACCCCAATCTCCTGAACTGACCAAACCGTTGAACTTTGTGTCGTA
AATTAGTGGATACGTCTGTTCATTTTGTAGCAGAATATCAAAGGCCGATTTGATGTTTTCCAA
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AGTACTCTTAGTACTGGCTTCATCTTGGATGATTTCGGAGACCGTTAATAGAATGTAAGAATA
CTTATCGATAACTTTACCCAAATAATATGTGTTTAACCCGCTTATACTTTCGGAAATACTAAC
CTGTAATTCGGAATTGGCAACTTCAGCTAATAATTGCAATTGTTCTTTAGAATACTCTAAAAG
GTTTGAGCCAAGTTGAGAAGACCATGGTAACCANGATATTTGTCTGTTTAGAGATGTGGAANA
TTGTAGGCTCGTTGTTAGATAACCGTTCATTACACCCTTAGTTGTAGAAGCGAGTTGAATGCC
GGTATAGTAGTCTTGCATTATATCACTAAATGAAGATTCATGATGGGGCAAGGCAAAAAT CAT
TGTGCTACCTGATGCCGACTCACCTTGGGTGGTATAAGAAAATTCATAGGTAGCTGTAGAACC
GTCAGAGACACCCTGCAGCTTGAAATTAGTAACGTACATACCTGCGGCTTGATCATAARAGAC
CTCGTAATCAGTTTCAGAAGGTGCGACGGCCAATTGAATGATAAGACCATCAACACTAGCGCT
TGCTTTAARTTTCATATTCTGAGCTCACCTCCAATGAAAAGTCCGTTGAGGTTARATCGTCTGG
TCCTATCACGTAACATAACAAGTGACTCCATTCAAARAGGGTGATACGATATTTGAGAATACCC
TGAGCTAAATTGCTTGATGATTCAGAAACAATGGTATTGAATCCGACGCTGGAACCAATCTTG
GCATTTAAAGATCCATGATATATACCAGTTGCAAATCCCATACCTTGAACCAAAGGTATTTCC
AGGTAGTTCGAAGAATCATTGGATTCTGATAGCACTACCCTTGTTGAAGACAAGGTCATTTCA
TCAACTTGCATAGTCATACTTGAATCAAAATTCGAAGCTGAGAAAACAACATGAGCAATTCCC
AAAGGATTGACCAAATATTCTGCATTACCGGAACTGTCATAACCACCGTAGCTATATTGATCT
ACTGTTGTATGTTGAACAGCAAAACCATATGAARCTCGAGGTGTACTTCCACAATGAATAAGGA
TACACAAAGGCAGGTGATTCCTGACTACCAACAATCAAATTTGTATAAAACTTGTTTGTTTGA
ATGGGACCATCGTTTGACACCCCATCAGCCAATGACATAGGATTTGGTGATCTGTCAAAARCA
GTTGGTGGTTCATCTGTCGAAACAGCATTGAAAAGATTGACAATGGTCGTTGTTGAAGAGTTC
TCCGTTGTGGTAGCGGTGCTACTGGTCGAGET TGACAGAGAAGAGGAGGAAGTTTTTGTTTGT
CTCGAAGATGAGGACGAAGAGATGGTAGCTTGCATTGAAGAAGATACATAARATGGTATCTAAT
GTCGAAGAAACCGGAGAGGAAGAAGAATCTACTGTTGAAAATAGTGATGACAARAGAATGTTT
CCTGTTGAACTCGATGGATAAACTGGACTAACAGTCGATGATAGTGATGGTGATGGTGAAGAA
CCGTTTTCTGTAATGTTTGAAGGGTARATTGGACTAGTTGTCGAATATAGTGATACAGATGGA
GAAARGAGTGATTTGTGTCCTATTAGATGGGTAAGCAGGGCTTGCTGTTGTAGATGCGAGLGTC
TGGACTAAATCCTGGGTTGAGTTGGATGGATAGAACAAAGTCGAGGAAGCAGGAGTTGAAGCA
ATGAAGGAATCTTCGCCGGTAGCTGTAGCTGCATTTGTCCTTACTGAAATAGTATATATCGTT
TTATTCGAGGTCAATGAAGAAGGAATAATTTTTGTTTCTTGGGAAGAATAGGAAGSCATTTGA
GTTACCAGTGGATCGATTGTACCTTTTGARACAGAAGTCAATAAAGTTCCATTTAATTGTGTC
CCCGAAATAGATAAAGATGAAGAAAATAAAGTCGAAGTCGAAGTCGAAGCAGTTTGAGATAAT
AATGTGGTGACTTTACGCATTGTTGATGCACTTGGCATGACTCGAGGCGALGCCGGAAACCGAA
CTCAAATTGTGTACTGAACTTTTGCTTTTCGAATTATCATTTGCGTAAATATTTGAAACAGTG
ACAGGATCATTATTGGTTTGTGCGCTTATTTTTTGAGATACTTGGCTTGCGTAGTTTGATAAC
GACAATGACAGTTGAACTGCTGTTCTTGTATTAGAATCACTGTCTTGTGARATTAATTGGAGAT
GCGCTCACTCTATTTTTTGGCGAAACTGAGAGAGGGCTATGAGAAGCTGCAGATACTCTTGTT
ACAACCACCGATTGTGCAACATAAGGCTCACCTACTGTCARAGTAGCGTAAGATAAAGTTTCA
ATTAAATCAGTTTCCAATATTTCGTCTGCATTATTCGATATGAAACTTATATATGAACATTCG
ACGAAACTTAATAGAAAAAGAAGTGTCAGATATAATTGCATACTAGCTGTTTTTTTGTTTTCT
TTTCTGTATGCAGACCGTTACTATGGTTATCTACTTGTTGAAACAAGCACAAGAAACATACTT
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GATATTCATTTTTGAAACARATTGCACCAAGTATTTATATGTAGTCCTTTACCCTCGCTTGTA
GTCTTCGTATGGTGTATATGCTTTGCTACTCTTTTCATACCCAGCTCTTATTTTTAACTTTTT
GGGTTCAGCTTTATGATTAACTAGTTTTTCCTTGGTAACCAAATTGGGAGATTTCGTGCCTTT
TCTGCTGGCTTTCATAACARAATATAGCCGAAAAGAGCTTAGCGCAGCTGAACTCGGTAACAR
GGTTCAGGTAAAAAGGGGAGAAAARRAGAARAGAAAGCCAGATCTTTCAAAARATATGCCAGCA
AATACCAAATTGGTCATAAAATAGCTAGCACTCCGCTATCGAGCAAGTTCTCTTGGCAAGCAG
GCTTATTCTATTCTTTTGCTGAAGGAAAGGCCAGTTCTATGCTTATAACCTTAAGTAGGAAAC
ATATGCGCAGCTTACAGCGCATAAAATTGATGGCAACCCATTTAGTGGTACTATTCCTGCGTT
ATTACTAGTATGGTCGCTTTAAAGAGTGGTAAGATTTCACATTTTCARATCTAAAAAGCAAAG
TTTATCACTTGAAATGTACCTCTCTGTGGGCTTTCACTACCTTGTACATTTTCTTAGCAGTTC
CGTACATTTTTTTAAACAATGAAAATTCAAAGTTCTATGTATAGAGATTATTTAGGTTTTTAG
TACTTAAAGTATTTTGAGAATACCTTGGCARACGCAGAACAATCGTARAAAGAGATTGCTACTG
CGCACTGTTTCCTTGCTTTATCACTTTCAGT TCTGCAAGAACTAAGGTGTTTATCAGTAATGA
TACTGTAATATCAATAGCGATAAAAACTTCGTCAGTGAAACCATTCTTTTTAACAGCCATCTA
TCAAATAAAAGAGTTTTTAACTTGAACTGGGATATCAATTTCAGCAGATCCAACACCTTTATC
AAAATGAAGTTTTACGCGGAGGAAATATGACCTCGAGCATAAACAACTTTCAAAACTTGGCAC
TATGGTAGCTTTAAAATCATCATTATATTTTATATTCAATAACAGTGTTCTCTTATACTCAGT
TGAACTGACCTGATTCCATTCATTTGATTTCCGATGTGAAAGTACCGAATGGTGATAGTTTGA
TGGGGAGGTTTTTTTATTCCTAGAAGTTCGAGGAATTATGCTGGATATAGGAGAAGAAGCAAC
AGGCACACTTTTCTCTCCAACCAACTTCGTTTTCAACGCATTTTTCATGACAACAACATTGGC
TTCCATATTGGCTAAAACCTGTACGTCCTTAATTATACTCGAAGGCATTAAATCAGAAARATC
GAGCGATCTATTACGCAGGCTAGCTCTTGCGTCATCGGCARGAAGTAAGTTTATTTITTGSTTTG
ATTTTTAGTGAACTCATCGCGATATGCTTCAATGTTTTCCAAAATTTCCTTAAATATTTTCTT
AATTTCATTGTATTTGTGCTTCTTTAAAAGTARATCACTGTGGAACCTCACTGGTTTGCAATC
TPTTGTGTTCGTTGTTAAGCARATCAATTCCGTCTCCAGACTACTGATTTCCGGTGGGTCATE
TGGAATACTATTAGCAGCTTGCATACATACTAGTTCAAGCCGTAAATTTTCTAGTTTTTCTCT
CTCTTCAACGGACAATAGACCTCTTAAATTAGTCCAGTTCTTTTGATTCTGCCTGTTTCTCAT
TGAAAATACATTTTGTTTTTGAATTAGATTTGGACACCAATATGGCAAAGCATTACTAGGGEG
CTTTATTTTTATTGTTATAAGCCCAATTTTCTCTGAGTTAGTCTTTGAAGTGGGATCATCTGG
TTGAGATGAAGGAATATTACGCACACTTTTGAGAAACACATTTTTCAGACCTGTGTTGAAGAG
AGATGCTATAGAGTAAGTAATTTCAGTTTGAATTTTATCTTCTTCAGACTAGTGTTTCTTTTT
AAGTGTTCCGTTTTCAGTATTTCCAGCTACCGCGTTCCATTCATACTTACCTCTTAGGGGTGA
TAGTTGATCAGAGCGATTCGCCTCCTGTATGTCCTCCTTATGAATGGGAATCGCTCGCTCTAT
TTTAGAAAAGACTTTTTCGATCATTCCAAGCCTGTTTGCAATTTCAATATCGAAATCCTCTAA
GTCTTTGAGGCACTTCTCCCTACTAATTGGATTGTTTTGAAAGCCAAATGGAACTATCCTTAT
GCTATACTTTTTTTCACTCATTAARACARACACGCCCAGAAGCTACGTCTTTGCCTACTATCAT
AGCATTEATTGAGTAATTTATTAAGCTGCCACTAGAACTGTCGTTTAACCATAGTGAGGAACT
TCTTTCTGACAAACGACCATAACCTARACTCTCCGAAAATTTTAGAGTAGAAAGCTCTGGATG
AGAACTCGATGGTCTATCAAACCCTAATGTAGGGGECAAAAGAGAGTGAGAGAAGTGACCGTG
CTTACAGGTTACGTCTAATAACTGGTTCGGAATTTTARARAGTGAAARATTTCTTACGTTTATC
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ACCTGGATTTAGTATCCTGCTATTCSGGTARTCCAPAGCTTGTTTTATCAATGGAGTCAAAALA
TCCACAAAGGTCTTCCCCCGTGTTCACGTCTTCATGATTATATGACCAACTCGCTGCCATATC
TACCATTCTCAAAATTCTTTCTGTCGTTTTTTGGAT TCCAAAGGSTGACTGTGTTTTTGAACT
TGTCGTACCTTCCAAAGTTAAATAAARACATATCGAATTTTATAGGTTTGGTTGATTTGTTTTC
TACAGTGAAATAACCGTGAATTATATCCCCAGAGGTGTATTCCCTTAGCATGCTCTCGTGTTT
AGGAAGCTGTCCAARTTTTGGAGCCGTCTTTGTGACGTACAATTCAGTCGCTATGGGGGTTTT
AATCCTAGGCAATGCGTATATATTCTCAACTGGGATACCTTTA
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APENDICE I

Diagrama de Flujo del Método Experimental

Biblioteca gendmica de Plésrr!ido YCpS0 sin
5. cerevisiae en el vector YCpS0 pasajero (Contsol)

1 2

[ Transformacion de levadura cepa R516(a) segiin el método de Elble J

L 3

Seleccion en medio silido ’ Sefeccién en medio sdlido
minimo/leucina/NaCl 1.5 M minimo/leucina
Rescatar colonias de mayor tamaiio y resembrar en Calcular la eficiencia de Ia

medio sélido selectivo transformacion

4 .

Inocular medio de cultivo liquido minimo/leucina

1

Curvas de crecimiento en medio fiquido:
minimofleucina/NaCl 1.5 M minimoyleucina/KCl 1.5 M
minimo/ieucina/sorbitol 1.6 M minimoy/leucina/LcCi 0.3 M

1

Seleccidn de la clona de interés

1

Extraccién del ADN plasmidico segiin el método de Ward

|
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Electroforesis de ias siguientes muestras de plasmidos:
ADN intacto (Clona) ¥Cp50 sin pasajero {Control}
ADN — Eco RI (Clona) ADN del fago lambda (Marcador de pese molecular)

1

Cortar |a banda que corresponde al plasmido recombinante (ADN intacto de la clona)

4

lcular la concentracion de la molécuta recombinante
n el espectrofotdmetro

Plasmido YCp50 sin pasajero (Control)

2

Transformacion genética de £ cofisegln el método de Hanahan

!

Beleccidn en medio Luria sdlide con ampicilina

.

Minipreparacion de ADN plasmidico de £, cofisegin el método de Ausubel

Restriccion enzimatica con BamHI, EcoRI y Hind III

1

Electroforesis

i

Mapa de restriccion

:

| Midipreparacion de ADN plasmidico de £.coff con el kit QIAGEN-tip 100 l

2

r Secuenciacion automatizada del ADN pasajero l
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