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RESUMEN

Todo organismo se enfrenta a condiciones desafiantes durante su desarrollo;
variaciones de temperatura, humedad, presion osmoética y de pH, esta ultima
condicion se ve implicada en el grado de disponibilidad de nutrientes, entre ellos los
metales, cuya solubilidad depende del pH del medio, por lo que la homeostasis de las
concentraciones intracelulares de iones es fundamental para la fisiologia de todo
organismo vivo. El zinc forma parte estructural y es cofactor catalitico de numerosas
enzimas y factores de transcripcion, es por ello, que el transporte del metal estd
altamente regulado. Se han descrito transportadores de zinc y/o hierro pertenecientes
a la familia ZIP, donde los principales representantes son Zrtlp y Zrt2p de alta y baja
afinidad a zinc respectivamente, expresados ante condiciones limitantes de zinc en la
levadura Saccharomyces cerevisiae. En el presente estudio fueron caracterizados 2
genes que codifican para transportadores de zinc en el hongo basidiomiceto Ustilago
maydis; el gen codificado en el marco de lectura abierto um(00096 corresponde a un
transportador de alta afinidad a zinc, siendo ortdlogo a ZRT1 de S. cerevisiae,
mientras que el gen codificado en el marco um03110 presenté menor afinidad por el
metal, nuestros resultados indican que pudiese ser transportador de otro metal.
Mediante transcripcion reversa y reaccion en cadena de polimerasa punto final (RT-
PCR), se identific6 que el factor de transcripcion Rim101p participa en la regulacion
del gen ZRT2 de U. maydis, actuando como represor, en ambientes &acidos y

limitantes de zinc, y como activador en pH neutro y bajas concentraciones de zinc.
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ABSTRACT

Every living organism faces challenging conditions during its development;
they can be; variations in temperature, humidity, osmotic pressure and pH, the latter
condition is involved in the degree of nutrient availability, including metals, which
solubility depend of the medium pH, because of that, homeostasis of the intracellular
concentrations of ions is essential to the physiology of all living organisms. Zinc is
structural part and acts as a catalytic cofactor for many enzymes and transcription
factors, so the transport of the metal is highly regulated. Zinc and/or iron transporters
have been described, that belongs to the ZIP family, where the main representatives
are Zrtlp and Zrt2p, of high and low affinity to zinc respectively, expressed in zinc
limiting conditions in Saccharomyces cerevisiae yeast. In the present study were
characterized two genes encoding zinc transporters in the basidiomycete fungus
Ustilago maydis, the codified gene by the um00096 open frame corresponds to a
high-affinity transporter zinc, being orthologous to S. cerevisiae ZRT1, while the
gene codified by um03110 frame had lower affinity for the metal, our results also
indicate that it can transport other metal. By reverse transcription and endpoint
polymerase chain reaction (RT-PCR) was identified that Rim101p transcription
factor is involved in regulation of U. maydis ZRT2 gene as repressor, in acidic and
zinc limited environments, and as an activator at neutral pH and low zinc

concentration
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1. INTRODUCCION

El zinc es un componente importante para todos los organismos, ya que
influye en procesos celulares imprescindibles para la vida tales como la replicacion,
transcripcion, procesamiento de RNA, expresion génica y diferenciacion celular, al
formar parte estructural o como cofactor catalitico de numerosas enzimas (Kramer
and Clemens, 2005). Los organismos pueden verse afectados ante condiciones
limitantes de zinc, pero también por su exceso. Todas las células poseen sistemas de
transporte mediante los cuales aseguran y mantienen concentraciones intracelulares
Optimas del metal para su desarrollo. Un importante grupo de transportadores de zinc
y/o hierro, corresponde a la superfamilia ZIP, donde los principales representantes,
son los transportadores localizados a nivel membrana plasmdtica, uno de alta
afinidad al metal, denominado Zrtlp y otro de baja afinidad nombrado Zrt2p,
expresados en condiciones limitantes del metal (Zhao and Eide, 1996a; 1996b).
Dichos sistemas se han encontrado en todos los niveles filogenéticos incluyendo
bacterias, hongos, plantas y mamiferos (Gaither and Eide, 2001), estos han sido
ampliamente estudiados en hongos ascomicetos como Saccharomyces cerevisiae y
Aspergillus nidulans, y muy poco en organismos del filo Basidiomycota debido a su
complejidad.

Los hongos basidiomicetos son de gran importancia, ya que dentro de esta
division se encuentran hongos degradadores de la lignina (Trametes versicolor)
(Agrios, 2005), algunos capaces de formar relaciones simbidticas con plantas de tipo
ectomicorricicas (Amanita boletus) (Pérez-Moreno, 2012), otros son comestibles
(Agaricus bisporus) (Andrade et al, 2012) y también los hay causantes de
fitopatologias que ocasionan pérdidas econdmicas como lo son las royas y carbones
(Puccinia graminis y Ustilago maydis) (Agrios, 2005; Rojas-Ramirez, 2013).
Ustilago maydis es un hongo basidiomiceto, patégeno del maiz, causante de la
enfermedad del carb6n comin del maiz (Ruiz-Herrera, 2008), ha sido considerado
modelo biolégico desde mediados de la década de los 40’s para el estudio de las

interacciones planta-microbio (Kamper, 2006). Comparado con otros sistemas, U.
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maydis exhibe una nimero de propiedades genéticas que lo hacen un excelente
candidato para elucidar mecanismos moleculares complejos (Bolker, 2001) y debido
a su facil manipulacion ha servido como modelo para describir funciones en otros
hongos biotréficos complejos. Al igual que otros hongos, U. maydis se enfrenta a
condiciones desafiantes como cambios de temperatura, humedad y variaciones de
pH, produciendo estas ultimas variaciones en la disponibilidad de nutrientes, entre
ellos seguramente de metales como el zinc, por lo cual pudiera verse forzado a
implementar estrategias para lograr una homeostasis y de esa manera sobrevivir. Se
ha descrito un factor de transcripciéon llamado PacC/Rim101p capaz de regular
numerosos genes en respuesta a pH, principalmente dentro de un rango de pH neutro
a alcalino (Pefialva et al., 2008). Con el paso de los afios se le ha ido atribuyendo una
probable funcionalidad en ambientes dcidos (Trushina et al., 2013). En U. maydis se
ha descrito su participacién en la regulaciéon de genes ante un estrés idnico,
deposicion de septos, en la integridad de la membrana y también en la secrecion de
proteinas del tipo proteasas, lipasas y polisacdridos (Aréchiga and Ruiz-Herrera,
2005; O’Meara et al., 2010).

Para la identificacién y estudio de transportadores de zinc en U. maydis, se
procedid al analisis bioinformatico de los genes um00096 (umZRT1) y um03110
(umZRT2) del hongo, compardandolo con diferentes bases de datos y tras su
caracterizacion, se encontré6 que umZRT1 codifica para un transportador de alta
afinidad ort6logo a ZRT1 de Saccharomyces cerevisiae, mientras que umZRT2 para
un transportador de menor afinidad a zinc, contribuyendo ambos a la homeostasis y
supervivencia del hongo basidiomiceto. Ademads en el presente estudio se determiné
la participacion de Riml101/PacCp en la regulacion de la expresion de los
transportadores de zinc en U. maydis ante ambientes con variaciones en el pH y
condiciones limitantes del metal, mediante RT-PCR punto final. Rim101p resulté
solo implicado en la regulacion de umZRT2 en pH 4cido, actuando como represor,
mientras que en pH neutro actia como activador del mismo. Lo cual indica que dicho
factor de transcripcidon pudiera presentar alguna forma activa de su proteina, siendo

la misma funcional ante ambientes acidos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Ustilago maydis.

Es un hongo basidiomiceto denominado carbén del maiz, el cual pertenece al
subfilum Ustilaginomicota y orden Ustilaginales (James et, al 2006), que constituyen
un importante grupo de hongos fitopatégenos con mds de 50 géneros y 1200
especies; causales de enfermedades conocidas cominmente como carbones

(Martinez-Espinoza et al., 2002; Agrios, 2005; Guerra, 2005; Ruiz-Herrera, 2008)

Existen alrededor de 1000 especies de carbones que atacan a las
angiospermas de mds de 75 familias (Agrios, 2005; Sharma, 2014) pero U. maydis
solo es patdgeno en el maiz (Zea mays) y de su probable ancestro el teocintle (Zea
mays ssp. parviglumis) (Bolker, 2001), causando e induciendo la formacién de
tumores o agallas en diferentes partes de la planta, enfermedad conocida como
huitlacoche o carbén comin del maiz (La ambrosia de los aztecas), los tumores
generados en esta infeccion, son considerados una delicia culinaria en diferentes
regiones del centro de México, y se utilizan como alimento en diversos platillos
desde el periodo precolombino (Ruiz-Herrera and Martinez, 1998) (Fig. 1). En
contraste con dicho uso benéfico de la enfermedad, U. maydis también da lugar a
pérdidas econdmicas considerables en los cultivos comerciales de maiz (Martinez-
Espinoza et al., 2002; Agrios, 2005; Chavan and Smith, 2014) ya que el carbon del
maiz aparece donde quiera que se cultive la planta, aunque con mayor frecuencia en
areas calidas y moderadamente secas, y puede atacar a sus huéspedes en cualquier
estadio de crecimiento. Produce sintomas que incluyen el desarrollo de clorosis,
convierte las flores femeninas en borlas, acimulo de pigmentos de antocianina, y
formaciéon de tumores en mazorcas, espigas, hojas y tallos, los cuales dan como
resultado alteraciones en la morfologia de la planta y reduccién del crecimiento y la

produccién de grano (Banuett, 1992, 1995; Ruiz-Herrera and Martinez, 1998;
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Agrios, 2005; Klosterman, 2007; Villanueva et al.,, 2007). Las pérdidas debidas a
este patdgeno varian ampliamente de una localidad a otra y pueden ir desde un valor
insignificante hasta un 10% o mds en dreas localizadas. Algunos campos de maiz
dulce pueden mostrar pérdidas que se aproximan a un 100 %. Sin embargo, en
general, en relacion a las dreas extensas y al uso de variedades resistentes, las

pérdidas en rendimiento de grano tienen un promedio de casi un 2% (Agrios, 2005).
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Figura 1. Principales manifestaciones del carbén comin del maiz. Tumoraciones

AR
SRR

en la mazorca, dentro de las cuales crece el micelio y se forman millones de
teliosporas.
(http://comunicacion.cinvestav.mx/Inicio/Tabld/55/ArtM1D/954/ArticleID/211/Huitl

acoche-podr237a-controlar-plagas-en-agro.aspx)



2.1.1. Ciclo de vida de U. maydis.

U. maydis es un hongo dimorfico: presenta una fase haploide, unicelular y
levaduriforme, dividiéndose por gemacidn, siendo este, su estadio saprofitico o no
patogénico; La otra forma es diploide o sexual y proviene de la unién de dos células
haploides (basidiosporas) compatibles a nivel genético, de 2 locus; los loci a y b. que
dan lugar a una estructura filamentosa dicariética (micelio) con diferentes alelos en
los loci a y b (por ejemplo al bl mas a2b2), capaz de parasitar a la planta hospedera
(Banuett and Herkowitz, 1989; Banuett, 1992, 1995; Kahmann and Kéamper, 2004;
Klosterman, 2007); las basidiosporas germinan sobre la superficie del hospedante y
producen una hifa fina, la cual se introduce en las células epidérmicas, aprovechando
aberturas naturales de la planta, por penetracién directa mediante la formacién de
apresorios (Ledn et al., 2014; Agrios, 2005), aunque la hifa atraviese las células de
la planta, no se presenta una respuesta defensiva y el tejido de la planta permanece
vivo, mientras la infeccion continta (Kdmper, 2006). Sin embargo, después de un
desarrollo inicial, el crecimiento de la hifa se detiene y por lo comiin se marchita y en
ocasiones muere, a menos que entre en contacto y se fusione con una hifa haploide
proveniente de una basidiospora del tipo de apareamiento compatible. En caso de que
ocurra la union, la hifa resultante aumenta su didmetro y se vuelve dicaridtica. Esta
hifa se desarrolla en los tejidos de la planta principalmente a nivel intercelular. Las
células que rodean a la hifa son estimuladas, sufren hipertrofia e hiperplasia y
comienzan a formarse las agallas, la hiperplasia puede producirse antes de que el
hongo invada a los tejidos, luego las células alargadas del maiz son invadidas por
micelio, provocando que colapsen y mueran, por lo que la agalla consiste de micelio
dicaridtico y restos celulares. La mayoria de las hifas dicaridticas comienzan a
septarse, posteriormente ocurre un proceso de cariogamia y dan lugar a teliosporas
diploides, negras, esféricas o elipsoidales que presentan protuberancias prominentes
y en forma de espina (Banuett, 1995; Ruiz 1995; Ruiz-Herrera and Martinez, 1998;
Kahmann and Kiamper, 2004; Agrios, 2005; Klosterman, 2007), es importante

sefalar que hasta el momento no se ha logrado la formacién de dichas estructuras
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fuera de las plantas de maiz o teozinte (Ledn et al., 2014). Solo la membrana que
cubre a la agalla no es afectada por el hongo, pero finalmente se rompe y las
teliosporas son liberadas. Las esporas, que no son capaces de desarrollar crecimiento
vegetativo, son esparcidas en los restos del cultivo y en el suelo, manteniéndose
viables por afios. En la primavera y el verano, las teliosporas germinan y producen
basidiosporas que son llevadas por el aire, por insectos o por salpicaduras de la lluvia
hasta los tejidos jovenes meristeméticos y en proceso de desarrollo de las plantas del
maiz. Estas germinan produciendo un tubo germinal, el nicleo de la espora migra a
dicha estructura, donde ocurre una ronda de meiosis produciendo un basidio septado
de cuatro células (el promicelio), de cada una de las cuales se desarrolla una
basidiospora hialina, ovalada haploide, que por divisiones mitéticas dan lugar como
progenie a células haploides (Agrios, 2005, Ruiz-Herrera and Martinez, 1998), que al
encontrarse con células compatibles producen nuevas infecciones y agallas, durante
la misma estacion, reiniciando el ciclo de vida del hongo (Leon et al., 2014; Ruiz-
Herrera, 2008), el cual puede ser completado en dos o tres semanas bajo condiciones
controladas de invernadero (Villanueva,1997; Villanueva-Verduzco et al, 2007)

(Figura 2).
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Figura 2. Ciclo bioldgico del hongo fitopatégeno Ustilago maydis. Durante la fase
asexual del hongo las levaduras se dividen por gemacién. En la fase sexual: las
células haploides compatibles se unen dando lugar micelio dicariético infectivo, que
se introduce en la planta por penetracion directa o apresorios; las células que rodean
la hifa forman agallas llenas de micelio, donde se septan y ocurre cariogamia, dando
lugar a teliosporas diploides con forma de espina, que son liberadas al romperse la
membrana de la agalla y al germinar forman un tubo donde se da meiosis generando
un basidio septado de 4 células, de las cuales surgen basidiosporas que por divisiones
mitdticas dan lugar a células haploides que al encontrar células compatibles reinician

el ciclo (Agrios, 2005).

2.1.2. Ustilago maydis como modelo de estudio.

U. maydis ha sido considerado modelo biolégico desde mediados de la
década de los 40’s para el estudio de las interacciones planta-microbio (Kamper,
2006), la especificidad en el apareamiento, la recombinacion genética, los genes que

participan y controlan el proceso de dimorfismo, vias de sefializacién, entre otros
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(Ruiz-Herrera and Martinez, 1998; Bolker, 2001; Martinez et al., 2002; Klosterman,
2007, Ruiz-Herrera et al., 2008; Brefort et al., 2009; Vollmeister et al., 2011; Ruiz-
Herrera and Ledén, 2012; Valdés et al., 2012; Ruiz et al., 2013; Ledn et al., 2014) y
ha servido como modelo para describir funciones en otros hongos biotréficos
complejos. Comparado con otros sistemas, U. maydis exhibe un numero de
propiedades genéticas que lo hacen un excelente candidato para elucidar mecanismos
moleculares complejos (Bolker, 2001). Dentro de las principales caracteristicas que
han hecho de este hongo un importante modelo de estudio por diferentes aspectos de
la biologia fungica, se pueden citar los siguientes: 1) La existencia de una fase
haploide durante la cual el hongo forma colonias de levaduras compactas,
permitiendo el uso de técnicas bacterioldgicas simples; 2) la posibilidad de construir
diploides para el andlisis de la complementacién y dominancia: 3) su capacidad para
ser transformado genéticamente; 4) la existencia de recombinacién homoéloga; 5) La
existencia de diferentes marcadores de selecciéon y manipulacién genética; 6) la
facilidad para llevar acabo andlisis de segregacion; 7) La capacidad de completar su
ciclo de vida en un tiempo corto en plantas de maiz jévenes; 8) La posibilidad de
obtener su transiciéon dimérfica invitro por diferentes procesos; 9) la existencia de
hospederos experimentales alternativos; 10) La posibilidad de obtener su ciclo sexual

in vitro (Ruiz-Herrera, 2008; Leén et al., 2014)

Otra ventaja en el uso de U. maydis radica en que su genoma ha sido
totalmente secuenciado, parcialmente anotado y disponible libremente (Kidmper et
al., 2006; Leon et al., 2014). Por lo que se sabe que este hongo posee un genoma con
20.5 millones de bases, organizadas en 23 cromosomas, contiene 6,902 genes que
codifican proteinas, y posee relativamente pocos intrones debido a una alta eficiencia
en recombinacién homodloga; explicando esta Ultima caracteristica, el porque de un
genoma relativamente pequefio (Kdmper et al, 2006; Klosterman, 2007)

(http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/).
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Como se menciond anteriormente este hongo ha sido utilizado para dilucidar
procesos fisiolégicos y moleculares, dentro de los cuales destacan aquellos en
respuesta a variaciones de pH (Aréchiga and Ruiz-Herrera, 2005; Cervantes-Chévez

et al., 2010).

2.2. Respuestas homeostaticas ante variaciones de pH en hongos:

A diferencia del ambiente predecible al que se enfrenten la mayoria de las
células de mamiferos los organismos como los hongos y las plantas, se enfrentan a
condiciones desafiantes ante variaciones en el medio en que se desarrollan. De entre
todos los microorganismos, los hongos son comiunmente capaces de sobrevivir en
diferentes rangos de condiciones ambientales, como variaciones de temperatura, de
presiones osmoticas y de pH. Los cambios en el pH inducen a muchos tipos de estrés
celular, incluyendo la alteracion de la disponibilidad de nutrientes, funcién de
proteinas, y potencial de membrana. Se sabe que los hongos son capaces de
sobrevivir en ambientes extremos de acidez y alcalinidad en un rango de pH de 2-10
(Selvig and Alspaugh, 2011). La adaptacion a dicho rango, requiere no solo de un
sistema de homeostasis intracelular del pH, sino que también las células se deben
asegurar de que moléculas directamente expuestas al ambiente como permeasas,
enzimas secretadas y metabolitos exportados sean sintetizados solo en valores de pH
en los cuales puedan funcionar, evitando de esa manera el gasto innecesario de
recursos y energia (Pefialva er al., 2008). Por lo tanto, vias de sefializaciéon que
responden a sefales de pH externo son componentes de suma importancia en su

maquinaria celular (Selvig and Alspaugh, 2011).

Las sefiales en respuesta a pH ambiental en hongos fueron primeramente
elucidados en A. nidulans (Caddick et al., 1986; Arst et al., 1994) y S. cerevisiae (Su
and Mitchell, 1993). El principal efector, PacC en A. nidulans y Rim10lp en S.
cerevisiae es un factor de transcripcion que media los cambios en la expresion

genética en respuesta a pH alcalino o neutro (Tilburn et al., 1995), y justo cuando se
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creia que dicha proteina solo era expresada en hongos ascomicetos y deuteromicetos,
se describié un gen homélogo a RIM101 en el hongo basidiomiceto Ustilago maydis

(Aréchiga and Ruiz-Herrera, 2005).

El factor de transcripcién PacC/Rim101p regula una amplia variedad de
funciones en diferentes organismos; en A. nidulans es necesario para su crecimiento
en ambientes alcalinos, interfiere en su virulencia, en la formacion de apresorios y
germinacion de sus esporas (Tilburn et al., 1995; You & Chung, 2007); en S.
cerevisiae es capaz de regular la tolerancia a iones, diferenciacion celular, estimula la
expresion del gen activador de meiosis Imel (Su and Mitchell, 1993; Li and
Mitchell, 1997; Lamb et al., 2001; Lamb and Mitchell, 2003); en U. maydis este
factor de transcripcion se ve implicado en la regulacion de genes ante un estrés
i6nico, deposicién de septos, en la integridad de la membrana y también en la
secrecion de proteinas del tipo proteasas, lipasas y polisacaridos (Aréchiga and Ruiz-

Herrera, 2005; O’Meara et al., 2010).

2.2.1. Conformacion y procesamiento de PacC/Rim101.

En A. nidulans PacC contiene 3 dedos de zinc Cys2His2, donde solo los
dedos 2 y 3 tienen contacto con el sitio de unién a DNA (consenso 5" -GCCARG-3")
(Espeso et al., 1997). En condiciones &cidas la forma completa y predominante de
PacC es un residuo de 674 aminodcidos (72-kD PacCy,) (Penalva et al., 2008) y
ademas, en la proteina existen tres regiones, denominadas A, B y C ), que le permiten
establecer interacciones intramoleculares, dichas interacciones, la mantienen en una
forma inerte cerrada, previniendo su activacién mediante un proceso proteolitico
(Espeso et al., 2000; Mingot et al., 2001; Flaherty et al., 2003); pero en pH neutro a
alcalino, PacC es sometido a un procesamiento de 2 cortes proteoliticos sucesivos. El
primero es dependiente de pH y remueve 180 residuos de la regiéon del C-terminal,
dando lugar a PacCs;. El segundo corte, es independiente de pH y catalizado por el

proteosoma (Hervas et al., 2007), donde se remueven 245 residuos del 4rea C-
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terminal, dejando la regién de dedo de zinc intacta y generando la forma PacC,;,
siendo esta dltima represora de los genes expresados a pH 4cido y un activador de los
genes expresados a pH alcalino (Orejas et al., 1995; Mingot et al., 1999; Diez et al.,
2002; Pefialva et al., 2008). El Procesamiento de PacC se da principalmente en
condiciones de crecimiento alcalinas y presenta su minimo en condiciones 4cidas
(Denison et al., 1995; Orejas et al., 1995; Tilburn et al., 1995; Denison et al., 1998;
Mingot et al., 1999; Negrete et al., 1999; Espeso et al., 2000: Diez et al., 2002;
Caracuel et al., 2003) (Fig. 3). PacC tiene una cierta expresion basal constitutiva.
Cuando Aspergillus crece en un medio &acido, PacC se encuentra libre en el
citoplasma en la conformacion cerrada e inactiva (PacC7;) (Espeso et al., 2000). Pero
se ha visto la formacion de una pequefia cantidad de PacC,; independientemente de
la sefial de pH, lo cual es probablemente atribuible al equilibrio entre esta
conformacién cerrada y una forma abierta mucho menos favorable (Pefialva et al.,

2008; Selvig and Alspaugh, 2011).
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Figura 3. Procesamiento y conformaciéon de la proteina PacC de A. nidulans.
PacC contiene 3 regiones denominadas A, B y C que permiten establecer
interacciones intramoleculares. En ambientes 4cidos PacC se encuentra en forma
completa cerrada de 674 aminoécidos (72-Kd PacCs;). En pH alcalino PacC es
sometido a cortes proteoliticos, el primero dependiente de pH, en el que se remueven
180 residuos de la region C terminal dando lugar a PacCs; y el segundo idependiente
de pH mediado por el proteosoma donde se remueven 245 residuos del extremo C
terminal generando la forma pacC,7 (Amich, 2010).
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PacC/Rim101p es uno de los factores de transcripcion cuya funcién ha sido
ampliamente estudiada; sin embargo se ha descrito la participacién de otros factores
en respuestas adaptativas por variaciones de pH, como lo es Nrglp, el cual juega un
papel importante en la regulacion genética dependiente del pH y en la tolerancia a
iones; se ha descrito como represor principalmente y se describe como responsable
de la activacion de genes en pH 4cido, tras la represion del mismo por accion de

Rim101p en S. cerevisiae (Lamb and Mitchel, 2003; Pefalva et al., 2008).

2.2.2. Efecto del pH en la biodisponibilidad de metales.

Como ya se menciond, los organismos de todo tipo se encuentran
frecuentemente con desafios a la sobrevivencia, ante los cuales deben lidiar y hacer
frente, formando parte de ello, las variaciones de pH, que juegan el papel mads
importante en la determinacion de la especiacion de metales, solubilidad de las
superficies minerales, movimiento y la eventual biodisponibilidad de metales
(Miihlbachova et al., 2005; Zhao et al., 2010). Existe una correlacién negativa entre
el pH y la movilidad y disponibilidad de los metales; al decrecer el pH, aumenta la
biodisponibilidad de metales, y al incrementarse el pH se ve disminuida. Al
presentarse un pH acido, los iones hidrégeno presentan mayor afinidad por las cargas
negativas, de esa manera compiten con los iones metélicos por los sitios, y provocan
su liberacién. En ambientes alcalinos se propicia la formacién de compuestos como
carbonatos, luego hidréxidos y 6xidos, los cuales tienden a precipitar (Prasad and

Hagemeyer, 1999).

Al enfrentarse los organismos a variaciones de pH y por lo tanto a
fluctuaciones en la disponibilidad de metales, la homeostasis de las concentraciones
intracelulares de iones es fundamental para la fisiologia de las células vivientes. La
regulacion correcta del flujo idnico es necesaria para que las células mantengan bajas
las concentraciones de iones toxicos y para el almacén de iones esenciales (Zhu,

2003). La demanda de elementos i6nicos depende de la especie, de las condiciones
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en el lugar donde se desarrolla o del medio de cultivo utilizado para el crecimiento y
de las interacciones de los constituyentes, especialmente entre los cationes
divalentes. Las especies id6nicas se pueden clasificar dentro del grupo de
macroelementos, que son aquellos requeridos en grandes cantidades y donde se
encuentran minerales como el magnesio, potasio, calcio, nitrégeno, fésforo entre
otros, los cuales, a excepcion del fésforo que estd mds disponible en el rango de pH
de 6.0 a 7.0, se encuentran mas disponibles dentro de un rango de 6.5 a 8.0 (Heggart
et al., 1999); por otra parte estin los microelementos que son esenciales para el
crecimiento y nutricién de los organismos y son requeridos en cantidades pequeiias,
dentro de dichos oligoelementos se encuentran: el fierro, manganeso, boro, cobre,
niquel, zinc, etc., los cuales se encuentran mas disponibles en un rango de pH de 5.0

a 7.0 (Prasad and Hagemeyer, 1999; Héinsch and Mendel, 2009).

2.3. El zinc como elemento fundamental en los organismos.

De entre todos los micronutrientes, el zinc es un mineral importante para la
fisiologia celular, es el segundo mds abundante en las células eucariotas, siendo
superado solamente por el hierro (Coleman, 1992; King, 2006) pero el hecho de estar
en menor cantidad no impide que el zinc sea componente esencial de muchas mds
proteinas que el hierro. (Barret et al., 1992; Maret et al., 2001). Se estima que mds de
1200 proteinas contienen, unen, o transportan Zn** (Kramer and Clemens, 2005), y
que este es requerido para la actividad de mas de 300 enzimas que abarcan las 6

clases existentes (McCall et al., 2000).

2.3.1. Funciones bioldgicas del zinc.

El zinc es un nutriente esencial para todos los organismos, porque sirve como
cofactor estructural, catalitico o co-catalitico para diferentes proteinas formando
distintos tipos de enlaces en cada una de ellas (McCall et al., 2000; Auld, 2001;

Institute of Medicine, 2001; Amich, 2010). Dichas proteinas son encontradas en el
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citoplasma y dentro de organelos de células eucariotas incluyendo el nicleo, el
reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, vesiculas secretoras, y en la mitocondria
(Eide, 2006), donde el zinc al actuar como estabilizador estructural establece cuatro
enlaces de coordinacién con residuos peptidicos, estabilizando la estructura de la
enzima o del sustrato en cuestion (Amich, 2010). Debido a que éste metal de
transicion es el unico que no tiene actividad bioldgica redox (orbital d10 lleno) y por
contar con alta afinidad a proteinas es el méds adecuado para dicha funcion estructural
(Williams, 1987; Maret and Chem, 2009). Las principales combinaciones del zinc
con los ligandos de proteinas, incluyen el nitrégeno de la histidina, el oxigeno del
aspartato o glutamato y el sulfuro de la cisteina, pero la mas cominmente observada

es con la histidina seguida por la cisteina (Gregory,1993).

Este metal es capaz de desempenar muchas funciones fundamentales entre las
principales se encuentran: la replicacion, transcripcion, procesamiento de RNA,
expresion génica y diferenciacion celular. Esto es debido a que el Zn*? es necesario
para la actividad de todas las polimerasas de acidos nucleicos. RNA-polimerasas,
histonas deacetilasas, factores de splicing, y enzimas involucradas en edicién de
RNA en la mitocondria y cloroplastos (Kramer and Clemens, 2005), ademas forma
parte de dominios tipo “zinc-finger” de unién a ADN presente en una amplia
variedad y elevado nimero de factores de transcripciéon de eucariotas (Iwata et al.,
1999; Cario et al., 2000; Institute of Medicine, 2001; Amich, 2010). Por tanto, la
deficiencia de zinc afectard en gran medida a la capacidad de crecimiento, desarrollo

y diferenciacion de todos los organismos vivos (Prasad, 1993).

2.3.2. Homeostasis de zinc.

Todo organismo se enfrenta a condiciones cambiantes en el medio en que se
desarrolla, por lo que debe valerse de diferentes estrategias que lo lleven a su
supervivencia y éxito ante situaciones desafiantes, y la adquisiciéon de metales suele

ser una de ellas, por lo que las células se ven en la necesidad de regular las
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concentraciones intracelulares de los mismos, entre ellos el zinc, para ello requieren

de mecanismos de transporte, para permitir su almacenamiento y distribucidn.

Toda célula necesita de un contenido total de zinc para su 6ptimo crecimiento, a
lo cual se le denomina “cuota de zinc” (Eide, 2006). Se ha observado una similitud
remarcada en la concentracion de zinc requerida entre los diferentes tipos celulares:
En Escherichia coli, la cuota de zinc es aproximadamente 10° 4tomos de zinc por
célula (Outten and O'Halloran, 2001). La cuota de zinc para levaduras esta
estimada en aproximadamente 10’ dtomos por célula, mientras en muchos tipos
celulares de mamiferos en cultivo se requiere de alrededor de 10® dtomos por célula
(MacDiarmid et al., 2000; Palmiter and Findley, 1995; Suhy et al., 1999).
Realizando un ajuste en relaciéon al volumen de los diferentes tipos de células, la
concentracion celular total del ion corresponde a valores dentro de 0.1-0.5mM. Dicha
similitud en los niveles del metal reflejan los papeles conservados del zinc en la
bioquimica celular, por lo que viéndose desde la perspectiva celular el zinc no es un
elemento traza como comunmente es llamado (Outten and O'Halloran, 2001),
siendo muy importante en los procesos metabdlicos de la célula, tanto su exceso
como su déficit, pueden tener efectos dramdticos en la fisiologia celular (Koh et al.
1996; Amich, 2010). Cuando la concentraciéon de zinc desciende por debajo de un
valor minimo, el crecimiento celular se detiene. Por el contrario, un exceso de zinc
puede resultar toxico para las células al inactivar proteinas interaccionando o
compitiendo con otros iones metalicos por sus sitios activos (Gaither and Eide,
2001). Debido a ello, el aflujo, movilidad, almacenamiento y eflujo del metal debe
ser ampliamente regulado (Eide, 2009). Por lo cual, las células estan dotadas de un

sistema para lograr la homeostasis del metal, este sistema estd formado por:

e Transportadores de zinc de la familia ZIP (Zrt-, Irt-like Proteins). A los
miembros mamiferos de esta familia se les ha dado la designacién sistemética
“SLC39” (Eide, 2004). Una caracteristica clave de la familia ZIP es que, sin

ninguna excepcion, estas proteinas transportan zinc y/u otro ion metdlico
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como sustrato del espacio extracelular o lumen organelar en el citoplasma,
probablemente mediante un antiportador Zn**/H" (Balaji and Colvin, 2005).
La mayoria de las proteinas ZIP tienen ocho dominios transmembranales y
topologias similares con los extremos N- y C-terminales localizados hacia el
espacio extracelular de la membrana plasmética o hacia el interior del
organulo. Muchos miembros también presentan una region rica en histidinas
localizada entre los dominios transmembranales 3 y 4, que probablemente se
encuentra implicada en el transporte de zinc o en su regulacion (Fig. 4). Los
transportadores ZIP son encontrados en todos los niveles filogenéticos
incluyendo bacterias, hongos, plantas y mamiferos (Gaither and Eide, 2001).
Existen cuatro subfamilias de proteinas ZIP: subfamilia 1 (agrupa
fundamentalmente proteinas de plantas y hongos), subfamilia II (un pequeio
grupo de proteinas de mamiferos y nematodos), subfamilia gufA (incluye
proteinas de procariotas y de eucariotas) y la subfamilia LIV-1 (exclusiva de

eucariotas) (Gaither and Eide, 2001; Eide, 2006; Amich, 2010).

Los principales representantes de este tipo de transportadores son
Zrtlp y Zrt2p, los cuales han sido bien caracterizados en la levadura
Saccharomyces cerevisiae y se encuentran posicionados en la membrana
plasmatica. Zrtlp (zinc-regulated transporter) es un transportador de alta
afinidad a Zn™ y es inducido en condiciones de bajos niveles del metal. En
S. cerevisiae el gen ZRT1 se encuentra localizado en el cromosoma XII y
codifica para una proteina de 376 aminodcidos. Zrt2p es un sistema para la
toma de Zn* que tiene baja afinidad por el sustrato, y es activo en células
repletas de zinc. También el gen codificante se encuentra en el cromosoma
XII (Zhao and Eide 1996a y 1996b). Por otra parte se ha encontrado un
transportador muy similar a los anteriormente citados, Zrt3p, que bombea
zinc de la vacuola al citoplasma, donde éste puede ser utilizado, bajo

condiciones limitadas del metal (Eide, 2009; MacDiarmid, 2000).
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Figura 4. Topologia de proteinas integrantes de la familia ZIP. Integrantes de la

familia ZIP comparten las mismas caracteristicas principales: ocho dominios

transmembranales, extremos N- y C-terminales hacia el espacio extracelular de la

membrana plasmédtica o hacia el interior del orgdnulo, regién rica en histidinas

localizada entre los dominios transmembranales 3 y 4 (Eide, 2006).

Transportadores de zinc de la familia CDF (Cation Diffusion Facilitator).
Miembros mamiferos han sido nombrados “ZnT” y se les ha dado el nombre
sistematico de SLC30 (Palmiter and Huang, 2004). La caracteristica clave de
esta familia es que transportan zinc y/u otro ion metdlico del citoplasma al
lumen de organelos o hacia afuera de la célula. De esa manera, las proteinas
CDF trabajan de forma opuesta a los transportadores ZIP, participando en la
detoxificacion y/o acimulo de metales. Parece ser que la funcidn es realizada
gracias al flujo mediante un antiportador Zn**/H* (Colvin et al., 2000; Ohana
et al., 2009; MacDiarmid et al., 2002; Chao and Fu. 2004). Se caracterizan
por tener seis dominios transmembranales, con los extremos N-terminal y C-
terminal orientados hacia el citosol. Al igual que las proteinas ZIP poseen una
extensa regidn citoplasmatica entre los dominios transmembranales IV y V,
donde muchos miembros de la familia CDF tienen motivos ricos en
histidinas. Los transportadores CDF también son encontrados en todos los
niveles filogenéticos (Gaither and Eide, 2001) (Fig. 5). Los miembros de este

grupo se han clasificado en tres subfamilias (I, II y III), la subfamilia I esta
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comprendida principalmente por procariotas, mientras que las subfamilias II
y III contienen miembros tanto procariotas como eucariota, siendo su
clasificacion en base a la similitud de las secuencias de aminoacidos (Gaither
and Eide, 2001; Eide, 2006). Sin embargo, recientemente se ha propuesto una
nueva clasificacion en base al metal que transportan, formando las
subfamilias: Fe/Zn-CDF, Mn-CDF y Zn-CDF (Montanini et al., 2007,
Amich, 2010).

Algunos integrantes de esta familia de transportadores son los siguientes:

o Zrclp y Cotlp: son proteinas que se han caracterizado en S. cerevisiae
y predominantemente se encuentran en la membrana vacuolar, por lo
que se encargan del transporte de zinc del citoplasma a dicho organelo

(Paulsen and Saier, 1997; Li and Kaplan, 1998).

o Msc2p y Zrgl7p: son una ruta de entrada de zinc al reticulo
endopldsmico, donde mantienen la funcién de dicho compartimento y
probablemente de otros organelos de la via secretoria. Estos
solamente son activos como complejos heterodiméricos, y se sabe que
la actividad de Msc2/Zrgl7 solamente es requerida ante condiciones

limitantes de zinc (Ellis et al., 2005; Fukunaka et al., 2009).
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Figura 5. Estructura en comiin de las proteinas de la familia CDF.
Contienen seis dominios transmembranales, con los extremos N-terminal y
C-terminal orientados hacia el citosol y una extensa region citoplasmatica con
motivos ricos en histidinas entre los dominios IV y V (Gaither and Eide,

2001).

Metalotioneinas quelantes de zinc (MTs). Son proteinas de bajo peso
molecular con un alto contenido de cisteinas y muy bajo o nulo de histidinas
y aminodcidos aromadticos (Vasak and Kagi, 1994) y forman enlaces tiol con
iones metdlicos, para secuestrar metales pesados toxicos (ej. cadmio,
mercurio, etc.), almacenar metales esenciales como el cobre y zinc, y para
regular metales dependientes de procesos fundamentales para vias celulares
(Vasak and Hasler, 2000). Tienen una gran variedad en secuencias, aunque
siempre poseen caracteristicas estructurales que les permiten unirse
fuertemente a metales (particularmente Cu*?, Cd*> y Zn**). Las MTs
participan en la homeostasis del zinc mediante la donacién o secuestro del
metal y/o control redox, regulando asi el proceso de detoxificacion y el
metabolismo. Este tipo de quelantes han sido aislados de varios organismos
incluyendo plantas, vertebrados, invertebrados, hongos, eucariotas

unicelulares y algunos procariotas (Coyle et al., 2002).
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Factores de transcripcion. Siempre ha de existir al menos un factor
regulador que active o inhiba la expresion de los genes relacionados con la
homeostasis del zinc en funcién de la concentraciéon ambiental de este metal
(Gaither and FEide, 2001). Uno de los factores de transcripcién mads

importantes implicados en dicha regulacién es:

o Zaplp: estd formada por 880 aminodcidos (93 kDa) y siempre reside
en el nucleo, bajo cualquier condiciéon de zinc (Bird et al., 2000).
Tiene 7 zinc fingers (ZnF1-ZnF7), formando los cinco mas proximos
al extremo carboxilo (ZnF3-ZnF7) el dominio de unién a ADN
(Amich, 2010). Ademds Zaplp en su extremo amino contiene 2
dominios de activaciéon, AD1 y AD2 que activan la transcripcion
(Bird et al., 2000); AD1 se encuentra localizada en la mitad de la
regiéon N-terminal de las proteinas y contiene dominios de unién a
zinc dentro de una regién aminoacidica denominada ZRD*"' (Herbig
et al., 2005) (Fig. 6). AD2 esta formada por una regién de dos dedos
de zinc regulados por la unién de zinc, denominados ZF1 y ZF2,
estos al unir zinc se pliegan formando una estructura, que previene
que AD?2 reclute co-activadores para los promotores de ZAP1, una
caracteristica importante es que la unién de zinc a estos sitios es muy
1abil, por lo que la regulacion de AD2 involucra un ciclo constante de
unién y desprendimiento del metal, permitiendo de esa manera medir
las concentraciones intracelulares de zinc (Bird et al., 2006; Wang,
2006; Qiao et al., 2006), de manera que Zaplp se activa cuando la
concentracion de zinc es baja y se inactiva si aumenta. Cuando Zaplp
estd activo es capaz de unirse a secuencias especificas de ADN,
presentes en los promotores de sus genes diana, denominadas
elementos de respuesta a zinc o ZREs (Zinc-responsive element). La
secuencia consenso de estos elementos es 5-ACCTTNAAGGT-3

(Zhao et al., 1998; Lyons et al., 2000). Zaplp actia como activador

20



transcripcional e incrementa la expresion de genes cuando los niveles

de zinc son bajos, en otros pocos casos actia como represor.
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Figura 6. Anatomia del factor de transcripcion Zaplp. El factor de transcripcién
Zaplp esta formado por 880 aminoacidos (93 kDa), contiene 7 dedos de zinc (ZnF1-
ZnF7), los correspondientes a ZnF3-ZnF7 forman el dominio de unién a ADN.
Zaplp contiene en su extremo amino, a los dominios de activacion de la
transcripcion AD1 y AD2. ADI1 contiene dominios de unién a zinc en la region

llamada ZRD*P! (Eide, 2009).

Adicionalmente, pueden existir otros factores reguladores de la expresion de los
genes diana respondiendo a condiciones ambientales distintas a la disponibilidad de
zinc, pero que afectan a la biodisponibilidad de metal. Un ejemplo de esto es la
regulacion por pH (mediante Rim10lp) antes descrita, que presentan los

transportadores ZIP de A. fumigatus (Vicentefranqueira et al., 2005).
2.3.3. Mecanismo homeostatico de zinc en levaduras.

La toma de zinc hacia dentro de las células y de sus organelos y fuera de
ellos, es muy importante para lograr concentraciones intracelulares Gptimas del
metal, por lo que se requieren proteinas transportadoras que atraviesen las
membranas para facilitar su movimiento. Con el paso de los afios, se han identificado
los papeles que desempefian muchos transportadores en diferentes organismos y

tipos celulares. La mayoria de los cuales pertenecen a la familia de transportadores
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ZIP con algunas excepciones. Pero la homeostasis del zinc ha sido mayormente
estudiada en Saccharomyces cerevisiae (Eide, 2003; Eide, 2009). En esta levadura se
han encontrado proteinas pertenecientes a todas las clases de transportadores que
forman los sistemas de homeostasis de zinc, tales como transportadores ZIP (Zrtlp,
Zrt2p, Zrt3p y Ke4d), transportadores CDF (Zrclp, Cotlp, Msc2p y Zrgl7p), una
metalotioneina (Csr5) y un factor de transcripcion regulador (Zaplp) (Eide, 2009;
Amich, 2010).

2.3.3.1. Mecanismo de homeostasis ante la deficiencia y condiciones

elevadas de zinc.

La primera respuesta de un organismo ante variaciones de zinc es a nivel
transcripcional, siendo Zaplp quien desempeiia el papel principal, comenzando con
la activacion de su propia transcripcion, resultando en el incremento de los niveles de
la proteina, repercutiendo en las respuestas a zinc de otros genes diana de Zaplp

(Eide, 2009; Amich, 2010).

Posteriormente tal como se describe en la figura 7, el primer paso en la
biologia celular del zinc, es el transporte del ion a través de la membrana hacia el
interior de la célula. Por lo que tras la activacién de Zaplp, se incrementa la
expresion de transportadores involucrados en la toma de zinc y una gran cantidad de
diferentes proteinas que cumplen con dicha funcién (Eide, 2006). El sistema
primario para la adquisiciéon de zinc regulado por Zaplp, esta conformado por
transportadores Zrtlp, el cual tiene mayor afinidad por Zn*? (Zhao and Eide, 1996a,
1997), y son requeridos en condiciones limitantes del mismo (Zhao and Eide, 1996a),
donde su expresion es inducida aproximadamente 100 veces mas sobre niveles de
expresion de células repletas del metal (Zhao and Eide, 1996b), ya que al aumentar
los niveles intracelulares del metal, la expresion de Zaplp es reprimida, tras la unién

de zinc a la proteina.
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Un segundo gen es tanto inducido como reprimido por Zaplp (Bird, et al.,
2004), ZRT2, cuya proteina tiene menor afinidad por el Zn** libre y juega un papel
importante en la adquisicion del metal en condiciones limitantes de zinc menos
severas (Zhao and Eide, 1996b). La expresion de Zrt2p se incrementa bajo
condiciones de mediana deficiencia de zinc, pero decrece a niveles bajos en severa
deficiencia, dicha regulacion es debido a la presencia de 3 ZREs en el promotor de
ZRT2. Dos sitios de afinidad de Zapl, ZRE1 y ZRE2 estan localizados rio arriba de
la caja TATA y median la activaciéon dependiente de Zaplp. El tercer ZRE, ZRE3,
presenta una afinidad 10 veces menor a Zaplp que los otros sitios ZREs presentes en
el promotor y esta localizado rio abajo de la caja TATA cerca del sitio de inicio de la
transcripcion. ZRE3 es esencial para la represion de la expresion de ZRT2. Bajo
condiciones moderadas de deficiencia de zinc, Zaplp se une a ZRE1 y ZRE2 y activa
la transcripcion. Bajo severa deficiencia, cuando los niveles de Zaplp aumentan
debido a autorregulacion, Zaplp también se une a ZRE3 y bloquea la expresion de
ZRT2 (Bird et al., 2004), este patron de expresion asegura que el transporte de baja
afinidad mediado por Zrt2p no sea expresado en momentos donde su contribucion de

toma de zinc es innecesaria (Eide, 2009) (Fig. 7).

Se han encontrado otros transportadores con menos afinidad por zinc en la
membrana plasmatica, uno de ellos es Fetdp, inducido por Zapl, el cual ademds de
zinc, transporta cobre y hierro (Waters and Eide, 2002). Otro sistema de toma del
1on es Pho84p (Jensen et al, 2003), no inducido por Zapl, que tiene alta afinidad por
fosfatos y menor por zinc en condiciones limitantes de fosfato, por lo que este
sistema solo desempefia su papel en la toma de zinc ante dichas situaciones (Bun-Ya

etal., 1991) (Fig. 7).
Una vez dentro de la célula se activan mecanismos para evitar la toxicidad

por exceso del zinc, incluyendo la unién del mismo a macromoléculas

citoplasmaticas denominadas metalotioneinas, que con su funciéon quelante logran
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secuestrar el metal, contribuyendo a la detoxificacion y dejandolo disponible ante la

deficiencia del mismo (Hamer, 1986).

Otra estrategia para evitar dafo celular por exceso del metal es su
almacenamiento dentro de diferentes compartimientos. El zinc cumple con funciones
importantes dentro de organelos, uno de ellos es el reticulo endoplasmético (RE),
donde se da el plegamiento inicial y las modificaciones postraduccionales de
proteinas, siendo este metal indispensable para dichos procesos. Los transportadores
de zinc responsables de repartir el zinc en vias secretorias, pertenecen a la familia
CDF. En levaduras el complejo Msc2/Zrgl7 media el transporte de zinc al reticulo
endoplasmatico, bajo condiciones limitantes de zinc (Ellis et al., 2004, 2005; Li and
Kaplan, 2000). Otro transportador localizado en el RE es la permeasa Ke4, la cual
tiene funcién bidireccional, de forma que introduce o retira zinc segun las
necesidades del momento. En cuanto a la regulacion de su expresion, ZRG17 esta
controlado por Zaplp, mientras que MSC2 y KE4 no lo estdn (Ellis et al., 2005;
Kumanovics et al., 2006). Por otra parte también se ha observado que los
transportadores Zrclp y Cotlp contribuyen al aporte de Zn** en dicho organelo, en
etapas tempranas de la via secretoria poco después de su sintesis y luego migrar a la

vacuola (Ellis et al., 2004) (Fig. 7).

Las vacuolas sirven como el principal sitio de almacenamiento vy
detoxificacion de zinc (Ramsay and Gadd, 1997; Ma et al., 2005). Cuando los
sistemas de transporte para el secuestro vacuolar de zinc son eliminados, el mdximo
nivel de tolerancia de zinc por la célula cae ~100 veces (Kamizono et al., 1989;
Conklin et al., 1994, MacDiarmid et al., 2003). Existen situaciones a las que se
enfrentan los organismos donde se ven privados del metal por periodos prolongados
“Zinc Shock”, por lo que se da una sobreexpresion de los transportadores de alta
afinidad Zrtlp, y al presentarse suministros esporddicos de zinc y ser transportado
hacia el interior celular, dichas células deficientes, tienden a acumular sustanciales

cantidades del metal en organelos como la vacuola, antes de que los mecanismos
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transcripcionales y postraduccionales que regulan a ZRT1 apaguen la toma de zinc a
través de €l (Eide, 2006, 2009). El zinc secuestrado dentro de la vacuola ademas de
evitar la toxicidad de la célula ante el incremento intracelular del metal, también
puede servir como reserva y movilizarse hacia el citoplasma bajo condiciones de
deficiencia del ion, siendo suficientes dichas reservas para el desarrollo durante
muchas generaciones en ausencia de algin aporte exogeno (Simm et al., 2007). La
toma de zinc en la vacuola de la levadura es mediada por dos miembros de la familia
CDF; Zrclp y Cotlp. Zrclp es un transportador Zn**/H* que permite la acumulacién
de zinc en la vacuola debido a un gradiente de protones generado por las ATPasas
vacuolares (MacDiarmid et al., 2002). Cotlp puede actuar de una manera similar,
aunque sus propiedades bioquimicas no han sido analizadas. La liberacion de zinc
de la vacuola al citosol bajo condiciones de deficiencia de zinc esta mediada por
Zrt3p, un miembro de la familia de transportadores ZIP (MacDiarmid et al., 2000).
La expresion de Zrt3p es aumentada ante condiciones de bajo zinc para facilitar la

movilizacién vacuolar del metal (Eide, 2006) (Fig. 7).

Por otra parte, se han encontrado estructuras muy similares a las vacuolas y se
les ha nombrado “zincosomas”, Los cuales pueden servir como buffer citosélico para
lograr una homeostasis intracelular de zinc, tal como se describi6 en las vacuolas, el
almacenaje del metal en dichas estructuras puede ser movilizado después de una
deficiencia. El almacenamiento vesicular de zinc al igual que en levaduras (Li and
Kaplan, 2000; Devirgiliiset al., 2004), puede existir en células de mamiferos (Li and
Kaplan, 2000; Michalczyk et al., 2002; Palmiter 1996; Nasir et al., 1999; Ho et al.,
2000; Coyle et al., 1994; Burdette et al., 2001; St Croix et al., 2002), y su acimulo
en los zincosomas es dependiente de Zrtlp pero no de Zrclp o Cotlp (Devirgiliis et

al., 2004) (Fig. 7).

Mediante todos los procesos llevados a cabo por la célula, a pesar de que los
niveles de zinc lleguen a ser altos en el espacio intracelular (ej. 200 uM) (Palmiter

and Findley 1995), muy poco zinc se encuentra presente en forma “libre” o 1abil. Se
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estima que las concentraciones de zinc libre dentro de la célula son en rango

nanomolar (Suhy and O’Halloran 1995).

Existe otro mecanismo para lograr la homeostasis celular del zinc y se da a
nivel postraduccional (Gaither and Eide 2001). Como ya se describi6 anteriormente
en S. cerevisiae ante condiciones con bajas concentraciones de zinc, el transportador
Zrtlp es estable en la membrana plasmatica, pero al exponerse a cantidades
extracelulares elevadas del metal, se desencadena la rdpida pérdida de la actividad y
de la sintesis de Zrtlp, dicha inactivacién ocurre por endocitosis de la proteina, tras
ser ubiquitinada, (Gitan and Eide 2000) y posteriormente degradada en la vacuola
(Gitan et al. 1998). Por lo que dicho sistema previene la sobreacumulacion de este

metal potencialmente toxico (Gaither and Eide 2001).

Fe*,Cu*, PO, Mn?,
Zn?* Zn?*

Zn2 Fet4 Pho84
Membrana plasmatica

Znlibre <«— Zn-Proteinas
Zrcl
?
Cot1

Vacuola

Mitocondria

? znn ZRAT2, “M

Zincosomas Golgi
Ntcleo

Msc2-Zrg17

Figura 7. Mecanismos para la homeostasis de zinc en Saccharomyces cerevisiae

(Modificado de Eide, 20006).
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3. HIPOTESIS

El transporte de zinc a través de la regulacion de Rim101p forma parte de la

adaptacion génica y fisiologica de Ustilago maydis ante variaciones del pH.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

* Describir el mecanismo de regulacion de transportadores de zinc en respuesta

a variaciones de pH.

4.2. Objetivos especificos

- Determinar mediante andlisis bioinformadticos, si existen genes similares a
ZRTI1 y ZRT2, existentes en ascomicetos, en Ustilago maydis y st Rim101p
tiene sitios de unién en sus promotores.

* Demostrar la funcién de la proteinas codificadas por los probables ZRT1 y
ZRT2 de U. maydis, mediante complementacion de mutante de los mismos en
Saccharomyces cerevisiae.

* Determinar la funcién de los probables ZRT1 y ZRT2 de U. maydis mediante
curvas de crecimiento a diferentes concentraciones de zinc, tras el disefio de
medio bajo en zinc.

* Demostrar a través del andlisis de expresion de los probables ZRT1 y ZRT?2,

st Rim101p interviene en la regulacion de dichos genes.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismos y su conservacion.

Las cepas de microorganismos empleadas a lo largo del estudio fueron
almacenadas en una mezcla de glicerol y el medio especifico, dependiendo de la
cepa, en una relacion de 50% v/v en ultracongelacion, a -80°C. Para su activacion, las
cepas del hongo Ustilago maydis fueron transferidas a medio completo y crecidas en
agitacion a 28°C durante 48 a 72 horas. En el caso de las cepas correspondientes a
Saccharomyces cerevisiae fueron activadas en medio YPD o SD dependiendo de la

ocupacion e incubadas a 30°C durante 15 horas (Ver seccion 5.3).

Las cepas utilizadas durante el trabajo, asi como su genotipo y origen se describen a

continuacion en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de cepas utilizadas en el presente trabajo.

Orzanismo Cepa Genotipo Origen
FE: (22b2) F.Bannust
Facilitada por

(UMGE)
- e BMA2 (22b2Arm 101 :hyg) Aréchiga and
Ustilage maydis iz Herrers

BY4743
F. da por:
David Eide.
ZHY3 Zhao and Eide,
Saccharomyces
el ANPO6 Este trabajo
RRMI10 Estztrabajo
ZHY3/phAC3 Este trabajo
ZHY3/pDR195 Este trabajo
DH3a Invitrogen

Sy 5 U169 recAl endA ] hscB17
Escherichia coli (tK— mE+) phoA supEAL
d—thi-1 gyrAS6 relAl
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5.2. Plasmidos.

Los plasmidos empleados para este estudio, se presentan en la tabla 2, los mapas, asi

como sus secuencias se muestran en anexos (Seccioén 10.2).

Tabla 2. Plasmidos empleados en el proyecto.

Plasmido Caracteristicas Origen
principales
pDE12: Marcadores deselzccion  Rentscheral, 1995

zmpicilinz (Amp) para F
coliv urzcilo (URA3)para  Facilitado por:
levaduras. Promotor dealta  David Eide
eficiencia de expresion:
pPMAL
pDR125umZRT1 Contisnzunz copiz del gen  Present=trzbajo
umZRT1 de Liilags
pDR125umZRT2 Contisneunz copiz del gen  Presente trabajo
umZR T2 de Lsilags
Fi ey e 1ol
pMCE Conti=neunz copiz del gen  Zhao and Eide, 19962
zrtl de 8. cerevisiae
contienelos marcadores de  Facilitede por: David Eide
seleccion Ampy URA3
paaE ooli vlevaduras
respectivamsnts,
pDONRE-HYG-LYASE  Contiens sities d=
recombinacion 2Pl v
attP2, el genletal CodB, v Facilitade por: UMGE
como marcador de
seleceion |z kanamicimz
parabacterias 2
higromicmez =n hengos.
plCl12 Marcador d= seleccion: Invitregen
zmpicilinz

5.3. Medios de cultivo.

Para la preparacion de los medios de cultivo fue utilizada agua bidestilada o
agua ultra pura mili-Q segun los requerimientos, dependiendo de la necesidad se
afiadia ampicilina (100pg/ml de medio), Kanamicina (50pug/ml de medio) o
Higromicina (Invitrogen™, No. Catalogo: 10687-010) (100ug/ml de medio). En caso

de requerir medio sélido se agregd el 2% de agar bacteriologico. Todo medio fue
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esterilizado en autoclave a 121°C, 15lb de presién, durante 20 minutos o por

filtracion.

5.3.1. Crecimiento de cepas de U. maydis:

La elaboracion de los principales medios en los que fueron desarrolladas las

cepas del hongo U. maydis ocuparon la preparacion previa de las soluciones que se

describen a continuacion:

Elementos traza (Holliday, 1961): 60mg de H3;BOs;, 140mg de MnCl,
4(H,0), 400mg de ZnCl,, 40mg de Na,MgMoO,, 100mg de FeCls 6(H,0) y
400 mg de CuSO4 5(H,0), se disolvieron en 1L de agua bidestilada y la
solucion fue esterilizada bajo las condiciones antes mencionadas. De ser
requerido algin medio sin zinc se omitié la adiciéon del compuesto que

contuviese dicho metal.

Solucion de sales (Holliday, 1961): 16g de KH,PO,, 4g de Na,SOy, 8g de
KCl, 2g de Mg SOy, 1g de CaCl, y se adicionaron 8ml de los elementos traza,

se afor6 a 1L de agua bidestilada y se procedio a la esterilizacion.

Medio completo (MC) (Holliday, 1961): 2.5g de peptona de caseina, 10g de
extracto de levadura, 1.5g de nitrato de amonio y se adicionaron 62.5 ml de la
solucidn de sales, se llevo a pH 7.0 y se afor6 a 500ml con agua bidestilada y
por separado se pesaron 10g de glucosa y fueron llevados a un volumen de
500ml, se procedié a la esterilizacion de ambas soluciones y después de dicho

paso, se procedié a mezclar las dos soluciones.

Medio Minimo (MM) (Ruiz-Herrera et al., 1995): Este medio fue
preparado en pH 3.0, 7.0 y 9.0 segtn lo requerido, en el crecimiento de U.

maydis. Para la preparacion del MM pH 3.0 (MM3) se pesaron 3g de nitrato
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de amonio y para el MM pH 7.0 (MM7) se pesaron 3g de nitrato de potasio,
se agreg6 4cido fosférico de manera que el medio resultante estuviera a una
concentracion de 100mM del mismo, posteriormente se agregaron 62.5 ml de
solucion de sales (descritas en el apartado anterior), se llevé al pH deseado
3.0 0 7.0 con Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol) 3.5 M y se
afor6 a 500 ml con agua bidestilada. Por separado se pesaron 10g de glucosa
y se afor6 a 500 ml. Se procedio a esterilizar por autoclave y finalmente se
mezclaron las 2 soluciones. Para la elaboracion de MM pH 9.0 (MM9) Se
pesaron 3g de nitrato de potasio, se adicionaron 62.5ml de solucién de sales y
se agregd TRIS 3.5 M, de manera que se completard una concentracion de
50mM en el medio, se ajusté a pH 9.0 con acido fosférico y se aforé a un
volumen de 500ml. Por separado se pesaron 10g de glucosa y se aforaron a
500ml con agua bidestilada. Se procedié a su esterilizacién por autoclave y

finalmente se mezclaron las soluciones.

5.3.2. Desarrollo de cepas correspondientes a S. cerevisiae:

Medio YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose): Para la preparacion de 1L

de medio se pesaron 10g de extracto de levadura, 20g de peptona y 20g de

dextrosa, se mezclaron los componentes y se procedio a su esterilizacion.

5.3.3. Medios para el control de la concentracion de zinc.

Este tipo de medios fue utilizado para el crecimiento tanto para cepas de U.

maydis como de S. cerevisiae, para la preparaciéon de dichos medios, el material

usado fue lavado con una solucion de EDTA a una concentracion de 3.5 mM durante

24 horas, con agitacién constante en un agitador magnético con ayuda de una bala

magnética, para eliminar cualquier traza de metales que pudiese existir (entre ellos el

zinc), posteriormente se enjuago a fondo dicho material con agua mili-Q. Para evitar

cualquier contaminaciéon de metales, todo tubo utilizado en el crecimiento de
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microorganismos en este tipo de medios, fue completamente nuevo y estéril. En todo
caso se utilizé agua mili-Q para la elaboracién de los medios y fueron esterilizados
por filtracién (Corning® bottle-top vacuum filters, membrana de acetato de celulosa,
tamafio de poro 0.22 um, diametro de membrana 70 mm) o por autoclave separando

la glucosa.

e Medio minimo para levaduras (Yeast minimal media-SD/Synthetic
Defined): Para la preparacién del medio SD se utilizaron 6.7g de medio YNB
(yeast nitrogen base) sin aminodcidos y 5 g de glucosa para preparar 1L de
medio, en el caso de cepas auxétrofas, se agregd el aminodcido requerido. Por

ultimo la mezcla fue esterilizada por filtracion.

e Medio bajo en zinc base (LZM/ Low zinc medium) (modificado de Zhao
and Eide, 1996a por MacDiarmid and Bucci Wisconsin Madison
University): Para la elaboracién del LZM primero fueron realizadas las

siguientes soluciones concentradas:

o Solucién de sales principal 10X. (NH;),SO4 400 mM, CaCl, (2H,0) 10
mM, MgCl, (6H,0) 50 mM, KH,PO,4 50 mM, se esteriliz6 en autoclave.

o Elementos traza 10,000X: H;BO; 100 mM, CuSO4 (5H,0) 2 mM, KI 5
mM, Na,MoO4 (2H,0) 1.0 10 mM disolver componentes en HCI 0.1 N

(no fueron esterilizados).

o Solucion de vitaminas 1000X: biotina 0.2 mg (Sigma-Aldrich), pantotenato de
calcio 40 mg, acido félico 0.2 mg, mioinositol 1000mg, niacina 40mg, acido p-
aminobenzoico 20mg, hidrocloruro de piridoxina 40mg, riboflavina 20mg,
hidrocloruro de tiamina 40mg, se aforé a 100ml con agua mili-Q y se esterilizé

por filtro.
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Una vez realizadas las soluciones requeridas, para la preparacién de 1L de
medio LZM, se utilizaron: 100 ml de la solucidn sales 10X, 1 ml de solucién de
vitaminas 1000X, 100 pl de solucién de metales 10,000X, ademds se agregd
FeCl; para alcanzar la concentraciéon de 10 uM, MnSOy4 para 25 pM, 2 ml de
EDTA 500mM y 20 ml de citrato de sodio 1 M.  En caso de requerir
aminodcidos para seleccion, solo se agregaron los que fuesen necesarios y no
intervinieran en dicho proceso. Las cantidades de aminoécidos sugeridas son las
siguientes (Para 1L de medio): uridina 0.1g, adenina 0.1g, histidina 0.1g, leucina
0.11g, triptéfano 0.1g, metionina 0.1g, Lisina 0.12g, fenilalanina 0.05g, serina
0.4g, treonina 0.2, glutamato 0.1g. Se agregaron en la misma solucién 20g de
glucosa, y se esterilizd por filtracion. Una vez realizado el LZM base, se
adicionaban las concentraciones de zinc necesarias para el desarrollo de los

experimentos.

e Medio bajo en zinc modificado para expresion de los genes ZRT1 y

ZRT2.

Para lograr que los genes probables ZRT1 y ZRT2 se expresaran en
Ustilago maydis fueron imitadas las condiciones en las cuales dichos genes son
expresados en Saccharomyces cerevisiae, ademas fue de especial interés
determinar si dichos genes son regulados por el factor de transcripcion

pacC/Rim101 ante variaciones de pH.

Para cumplir con los principales objetivos del presente estudio, mediante
el uso del programa MAXCHELATOR software
(http://maxchelator.stanford.edu/ )(ChrisPatton, Stanford University), fueron
disefiados 3 tipos de medios, correspondientes a los pH 4.0, 7.0 y 9.0, utilizando
el protocolo del LZM (cuyo pH es de 4.2) como base, y se realizaron
modificaciones en cuanto a los agentes quelantes, debido a que los mismos

muestran su actividad quelante 6ptima en diferente pH y era critico mantener las
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mismas condiciones de zinc libre en el medio (1 x 10'12pM de Zn*)

independientemente del pH.

La preparaciéon de los 3 medios se llevo acabo tal como se describid
anteriormente para el LZM base, solo varian los agentes quelantes y se ajustd
cada uno al pH requerido, antes de su esterilizacion. Para el medio bajo en zinc a
pH 4.0 (LZM4) se utiliz6 como quelante, al igual que en el LZM base, el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) en una concentracién final de I1mM,
adiciondndose ZnCl, hasta alcanzar 0.17uM. En el caso de LZM pH 7.0 (LZM?7)
se utiliz6 como agente quelante el 4cido etilenglicoltetraacéticico (EGTA),
logrando en solucién una concentracion de 10 mM y anadiéndose ZnCl, hasta
llegar a 3uM. Por dltimo el LZM pH 9 (LZM9), fue realizado con dacido
nitrilotriacético (NTA) (Ver ficha técnica en:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=US
&language=en&productNumber=N9877 &brand=SIAL&PageToGoToURL=http
%3 A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsial %2Fn987
7%3Flang%3Den) a una concentracion final de ImM y 10 uM de ZnCl,. Todas
las medidas anteriores, fueron realizadas con el propdsito de lograr una

concentracién de Zn** libre de 1 x 10'12pM en todos los pH.
5.3.4. Crecimiento de Escherichia coli.

e Medio Luria-Bertani (Sambrook et al., 1982): Fue el principal medio
utilizado en el crecimiento de la bacteria E. coli tanto en caldo como en agar,
su incubacion siempre fue realizada a temperatura de 37°C y en agitacion en
el caso de medios liquidos. El periodo de crecimiento manejado fue entre 16
y 18 horas, para evitar la formacién de colonias satélite en el caso de
transformaciones. Para su elaboracion se pesaron 10g de peptona de caseina,

Sg de extracto de levadura, 10g de cloruro de sodio (NaCl), se ajusté a pH
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7.0, se afor6 a 1L y se procedid a su esterilizacion por autoclave. (En caso de

requerir medio bajo en sodio, se redujo la cantidad de cloruro de sodio a 5g).

Medio SOC (Super optimal broth with catabolite repression) (Hanahan,
1983): Fue utilizado para el crecimiento de E. coli durante los procedimientos
de transformacion; 20g de triptona, 5g de extracto de levadura, 3.6 g de
glucosa, 0.186g de cloruro de potasio, 0.5g de cloruro de sodio. 0.96 g de

cloruro de magnesio y por ultimo fue esterilizado por autoclave.

5.4. Estrés nutritivo (Ruiz-Herrera et al., 1995): Para llevar acabo la

disminucién de reservas existentes principalmente en cepas de U. maydis fue
llevado acabo el siguiente protocolo: Se prepard un indculo en agitacion a
28°C durante 24 horas, y se centrifugd a 3000rpm durante 5 min, las células
fueron posteriormente lavadas con agua bidestilada estéril y se volvid a
centrifugar, se repitid el lavado, posteriormente se resuspendieron las células
en agua bidestilada estéril en un volumen correspondiente al inéculo inicial,
se incubd a 28°C en agitacion por 2-4 horas, se centrifugd y se repitio el
lavado 2 veces, por ultimo se resuspendieron las células en agua destilada
estéril, en un volumen correspondiente al 10% del inoculo inicial y se
incubaron en hielo por 15 minutos en caso de utilizarse en ese momento o se

almacenaron a 4°C por un periodo no mayor a 48 horas.
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5.5. Protocolos de manipulacion de acidos nucleicos:

5.5.1. Soluciones y reactivos.

Buffers:

o Sodio-Tris-EDTA-SDS (NTES) (Sambrook and Rusel, 2001): Se llevo

a cabo tras afiadir los siguientes componentes con sus respectivas
concentraciones finales en solucion: 10mM de NaCl, 10mM de Tris-Cl
(pH 7.5), ImM de EDTA (pH 7.5) y 1% de SDS. La mezcla fue

posteriormente esterilizada por autoclave.

Tris-EDTA (TE) (Sambrook and Rusel, 2001): Fue desarrollado tras
adicionar Tris-Cl (pH 8) en una concentracién final de 100Mm (a partir
de un stock 1M) y 10mM de EDTA (stock .05M pHS8), seguido de la

propia esterilizacion en autoclave.

Tris-Acetato-EDTA (TAE) 50X (Sambrook and Rusel, 2001): Se
elabor6 después de mezclar 242g de Tris, 57.1 ml de dcido acético glacial,
100 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0) en 1L de agua bidestilada (No se

esterilizo).

Tris-Acido bérico-EDTA (TBE) 5X (Sambrook and Rusel, 2001): Fue
realizado mediante la mezcla de 54g de Tris base y 27.5g de acido bdrico,
disolviendo ambos en 900ml de agua bidestilada y agregando 20 ml de

EDTA 0.5 M (pH 8.0), aforando finalmente a 1L (No se esterilizo).
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o De carga 6X: Fue llevado a cabo a una concentraciéon de 0.25% (P/V)
(25mg) de azul de bromofenol y 40% (4g) de sucrosa en 10 ml de agua

bidestilada, (no se esterilizo).

o Acido Morfolino Propano Sulfénico (MOPS) 10X (Sambrook and
Rusel, 2001): 0.2M acido morfolinopropanelsulfénico (MOPS) (Sigma-
Aldrich), 10mM EDTA pH 8.0, 20 mM de acetato de sodio, se ajusto el
pH a 7.0 con NaOH 3.5M, se disolvieron los componentes con agua
estéril tratada con agua de DEPC (Ver en apartado de soluciones) y se
ajusté el pH con NaOH. No se esteriliz0 en autoclave ya que es un
compuesto irritante 'y no lo requiere, y se uso mascarilla durante su

manipulacion.

Soluciones:

o Extraccion de DNA plasmidico (Miniprep) (Sambrook and Rusel,
2001):

* Solucién I: 25mM de tris-Cl pH 8.0, 10mM de EDTA pH
8.0, 50mM de glucosa y se esteriliz6 por autoclave bajo las
condiciones antes mencionadas.

* Solucién II: NaOH 0.2 M y 1% de SDS, disueltos en agua
bidestilada estéril, no se esterilizo.

* Solucién III: Se agregaron 3M de KCH;CO, y se
procedié al ajuste de pH con 4cido acético hasta 5.5, se
esterilizd por autoclave.

o Fenol cloroformo alcohol isoamilico (Sambrook and Rusel, 2001):

proporcion 25:24:1 vol/vol/vol respectivamente.

o Agua libre de nucleasas (Sambrook and Rusel, 2001): Fue obtenida

tras un tratamiento con el reactivo dietilpirocarbonato (DEPC); se anadi6
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o

Iml de DEPC por cada litro de agua bidestilada (en condiciones de
obscuridad), se agité vigorosamente e incubd a 37°C por 24 horas, y

posteriormente se esteriliz6 en autoclave.

Acetato de litio (1X) (Gietz et al., 1995): Se disolvieron 5.1 g de acetato
de litio dihidratado (Sigma) en 50 ml de agua y se esterilizd por

autoclave; la solucién fue almacenada a temperatura ambiente.

Soluciéon de PEG 3350 (1X) (Gietz et al., 1995): Se disolvieron 50g de
PEG 3350 (Sigma), en 30 ml de agua mili-Q mediante la aplicacién de
calor. Cuando la solucion se enfrié a temperatura ambiente, se aforé a 100
ml, y se mezcl6 por inversidn, y finalmente se esteriliz6 en autoclave; fue

conservada a temperatura ambiente.

Solucion acarreadora de DNA de cadena sencilla (ssDNA) (2.0mg/ml)
(Gietz et al., 1995): Se disolvieron 200mg de DNA de esperma de salmén
(Sigma) en 100ml de buffer TE pH 8.0 (Ver apartado X), se mezcld
durante 1-2 horas a una temperatura de 4°C. Se realizaron alicuotas de

Iml y se almacenaron a -20°C.

Nota: El acarreador de DNA fue desnaturalizado al hervirlo en bafio maria

por 5 minutos, y enfriado inmediatamente en hielo antes de usarse.

5.5.2. Extraccion de ADN genémico (Sambrook and Rusel, 2001).

En el caso de cepas de U. maydis después de ser activadas, fueron inoculadas

en MC durante 24 horas, En el caso de cepas correspondientes a S. cerevisiae

fueron crecidas en medio YPD durante 15 horas.

Se tomaron 3ml de medio de cultivo con células en crecimiento y se

centrifugaron a 13,500 rpm durante 15 minutos (la centrifuga Eppendorf
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Microcentrifuge 5415R, fue utilizada durante todo el procedimiento), A 4°C
y posteriormente se vacié el sobrenadante.

Fueron agregados 500ul de Buffer NTES y se resuspendi6 la pastilla celular.
Posteriormente se incubd en hielo durante 20 minutos, enseguida fueron
agregados 0.3g de perlas de vidrio estériles y se mezcl6 en vortex durante 10
minutos.

Se centrifugé a 13,500 rpm durante 15 minutos y se recupero el sobrenadante.
Fueron agregados 400ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico y se mezclé
en vortex por 1 minuto.

Posteriormente se centrifugd a 13,500rpm durante 15 minutos y se recuperd
la fase superior.

Se agregaron 0.1 volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2 volumenes de
etanol al 96% o isopropanol al 100% y se mezclo por inversion y se incub6 a
-20°C por minimo 12 horas.

Luego se centrifugé a 13,500rpm durante 20 min.

Se retir6 el sobrenadante y se procedid al lavado de la pastilla, agregando
500u1 de etanol al 70%.

Se mezcld en vortex durante 2 min y se centrifug6 a 13,500 rpm durante 10
minutos, se retir sobrenadante y se dejoé evaporar el etanol restante a 65°C
en el Thermomixer® durante 10 minutos.

Finalmente se resuspendi6 la pastilla en 30ul de buffer TE.

Nota. Las muestras fueron corridas en un gel de agarosa al 1%, durante 40

minutos a 80 voltz.
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5.5.3. Extraccion de DNA plasmidico por el método de lisis alcalina

(Miniprep) (Birnboim and Doly 1979).

Se cultivé una colonia seleccionada en 5 ml de medio LB y al cual se le
agregd previamente el antibidtico usado como marcador de seleccién, durante
16 horas.

Posteriormente se centrifugaron los 5 ml del medio a 13,500rpm durante 5
min y se decant6 el sobrenadante.

Se resuspendi6 la pastilla celular en 150ul de la solucién 1 (ver seccion de
soluciones), se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Fueron adicionados 200ul de la solucién 2 por las paredes del tubo y se
mezclé suavemente por inversion durante S min y se procedié a incubar en
hielo durante 15 minutos.

Se agregaron 150ul de la soluciéon 3 y se mezcldé gentilmente durante 3
minutos y se procedid a incubar en hielo durante 15 minutos.

Posteriormente se centrifugé a 13,000rpm durante 15 minutos y se recuperd
el sobrenadante.

Se agregaron 200ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico y se mezcl6 en
vortex durante 1 minuto.

Se centrifugd a 13,500rpm durante 10 minutos y se recupero la fase superior.
Luego se adicionaron 2 volimenes de isopropanol previamente enfriado a -
20°Cy se mezcl6 por inversion.

Posteriormente se incubé a -20°C durante 12 horas y se centrifugd a
15,000rpm durante 10 minutos, se decant6 el sobrenadante.

Se agregaron 500ul de etanol al 70% frio y se mezcl6 en vortex durante 1
minuto y se centrifugé a 13,500 rpm durante 15 minutos.

Fue vaciado el etanol y se colocé el tubo en el Thermomixer® a una
temperatura de 65°C, para evaporar el etanol restante, durante 10 minutos.

Posteriormente se resuspendio la pastilla en 30ul de buffer TE.
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Nota. Las muestras fueron corridas en un gel de agarosa al 1%, durante 40

minutos a 80 voltz.

5.5.4. Extraccion de DNA plasmidico por kit (Wizard® Plus
SV Minipreps kit) (Promega, http://www.promega.com;
Cat# A1460).

Se obtuvo pastilla celular de un cultivo en medio LB incubado durante 16
horas y fue resuspendida en 250 ul de la solucion de resuspension celular
contenida en el kit, en un mezclador tipo vortex.

Se afiadieron 250ul de la solucién de lisis a cada muestra; se invirtio 4 veces
para mezclar.

Fueron adicionados 10ul de solucién de proteasa alcalina se mezclé por
inversion 4 veces, y se incubo a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Se agregaron 350 ul de solucién neutralizadora; se invirtié 4 veces para
mezclar.

Dicha mezcla fue centrifugada a 13,000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente.

La columna fue insertada en un tubo de recoleccién y el contenido lisado fue
decantado dentro de la columna.

Se centrifugo a 13,000rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, se descartd
el liquido resultante y se reinsert6 la columna en el tubo de recoleccion.
Fueron adicionados 750ul de la solucién de lavado (con la previa adicion de
etanol).

Se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto y se decanté el flujo acumulado en
el tubo, posteriormente se reinsertd la columna. Se repiti6 el paso de lavado,
pero esta vez con 250 ul de la solucién de lavado.

Se centrifugd a 13,000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente.

La columna fue transferida a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5ml

estéril y se agregaron 100 ul de agua libre de nucleasas a la columna.
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e Se centrifugd a 13,000rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, y finalmente

el liquido obtenido con el DNA fue almacenado a una temperatura de -20°C

Nota. Las muestras fueron corridas en un gel de agarosa al 1%, durante 40

minutos a 80 voltz.

5.5.5. EXTRACCION DE RNA (Sambrook and Russell, 2001):

Nota: Durante toda la técnica las muestras fueron conservadas en hielo.

e Fue recolectado lo correspondiente a 2 gramos de pastilla celular de las
levaduras, se centrifugé a 4,000rpm durante 5 minutos y se decantd el
sobrenadante.

e Fueron enfriados con nitrégeno liquido los morteros a utilizar, posteriormente
se sumergio el tubo con las células en el nitrégeno durante 10 segundos, para
congelarlas, después con ayuda de una espatula estéril dicha pastilla
congelada fue vertida en el mortero y se procedié al rompimiento de la pared
celular, hasta obtener un polvo blanco, que fue inmediatamente colocado en
un tubo de microcentrifuga.

e Se agregaron 500ul de buffer NTES y 500ul fenol cloroformo alcohol
isoamilico de y se resuspendid la pastilla celular y se mezclé durante 10
minutos en el agitador tipo vortex, intercalando con periodos de 1 minuto en
hielo y se centrifugé durante 10 minutos a 13,000rpm.

e Fue transferida la capa superior a un tubo nuevo y se agregaron 400ul de
fenol cloroformo alcohol isoamilico y se centrifugé a 13,000rpm durante 10
minutos.

e Se transfirié el sobrenadante a tubos de microcentrifuga nuevos y se agregd
0.1 volumen de Acetato de sodio 3M y 2 voltimenes de etanol absoluto.

e Posteriormente se incub6 a -20°C durante 20 minutos y se centrifugd a
8000rpm durante 10 minutos y se decant6 el sobrenadante.
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Se resuspendi6 la pastilla en 500ul de agua tratada con DEPC.

Luego se agregé etanol al 96%, en un volumen correspondiente al 10% del
total existente en el tubo.

Se centrifugé a 5,000rpm durante 5 minutos y se recuperé el sobrenadante en
un tubo nuevo.

Fueron agregados 500ul de acetato de litio 4M y se incubd a -20°C minimo
por 3 horas o durante la noche.

Se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos y se decantd el sobrenadante.
Posteriormente se disolvid la pastilla en 400ul de agua previamente tratada
con DEPC.

Se agregaron 40ul de acetato de sodio 3M y 900ul de etanol absoluto y se
incub6 a -20°C durante 2 horas.

Se centrifugé a 8000rpm durante 10 minutos y se disolvio la pastilla en 300ul
de agua tratada con DEPC.

Por dltimo se almacené a -80°C.

5.5.5.1. Digestion de la muestra de RNA (Sambrook and Russell,
2001).

Se realiz6 una mezcla de digestion, a la cual se le adicionaron 10ul de
formamida desionizada, 2 ul de MOPS 10X, 4ul de formaldehido, y 2ul de
RNA.

Posteriormente se incub6é 10 minutos a 35°C y se coloc6 en hielo durante 10
minutos.

Fueron agregados 5ul de Buffer de carga 6X.

Se agreg6 1ul de bromuro de etidio estéril 1X y se corri6 la muestra en buffer

MOPS 1X a 70 voltz, durante 1 hora y media.
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5.5.5.2. Preparacion de gel para corrida de RNA (Sambrook and
Russell, 2001).

NOTA: Un dia previo a realizar el protocolo se coloco la camara de electroforesis
completa a desinfectar con solucién de cloro al 10% y al dia siguiente se enjuagé con

agua tratada con DEPC.

e Se afiadi6 1.5% de agarosa a 72ml de agua estéril y se disolvid.

e Posteriormente se enfrié la solucion hasta 55°C (es importante dejar enfriar
para evitar la liberacion de gases irritantes).

e Se afiadieron 10ml de buffer de corrida MOPS 10X.

e Fueron agregados 18 ml de formaldehido y se mezcl6.

e Se verti6 en molde y se dejé solidificar por lo menos durante 1 hora a
temperatura ambiente.

e Previo a correr la muestra se corri6 el gel vacio durante 5 minutos, con buffer

TAE.

5.5.5.3. Tratamiento de RNA con DNasa
(https://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protoc
ols/product % 20information % 20sheets/g/rq1 % 20rnase-
free % 20dnase % 20protocol.pdf).

Antes de utilizar cualquier muestra de RNA, se procedi6 a eliminar cualquier
resto de DNA que pudiese existir tras la extraccion del mismo, mediante un
tratamiento con DNasa, siguiendo las especificaciones del proveedor (Promega),
implementando la mezcla de los siguientes componentes: RNA (1-8 ul), buffer RQI
RNasa-DNasa libre 10X (1 ul) (Promega, Cat.# M6101), enzima RQ1 RNasa-DNasa
libre (1U/ug RNA) (Promega, Cat.# M6101), y agua tratada con DEPC (hasta

completar 10ul). Una vez adicionados los componentes a la reaccion, esta fue
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incubada a 37°C durante 30 min, finalmente se agregé 1 pl de la solucién
inactivadora de la RQ1 DNasa y se incubé a 65°C por 10 min.
Nota: La reaccion de digestion realizada contenia una concentracién final de 10mM

de MgSQy, la cual fue contemplada, en reacciones subsecuentes.

5.5.6. Técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Para la amplificacién de fragmentos de DNA mediante la técnica de PCR
fueron utilizadas diferentes enzimas, por lo que las reacciones se llevaron acabo
dependiendo del tipo de las mismas, y en todos los casos se agregaron controles
negativos, llevando acabo las reacciones bajo las mismas condiciones pero sin la

adicién de DNA.

Para la elaboracion de las construcciones de expresion fue utilizada la enzima
de alta fidelidad para la clonacion por PCR Easy-A (Agilent technologies, nimero de
catalogo 600400) y la mezcla realizada para la amplificacion de los genes se describe

en la tabla 3.

Tabla 3: Componentes de reaccion de PCR llevada acabo con enzima Easy-A

(http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/Public/600400.pdf).

Componente Cantidad por reaccidén
Agua mili-Q estéril 41.1 pl

Buffer de reaccion Easy-A 10X 5.0 ul

dNTPs (25 mM cada dNTP) 0.4 ul

DNA molde (100ng/ul) 1.0 ul
Oligonucledtide 57 (100ng/ul) 1.0 ul
Oligonucledtido 37 (100ng/ul) 1.0 pl

Enzima Easy-A (5U/ul) 0.5 ul (2.5 U}
Reaccion total 50 ul

El programa utilizado con el uso de la enzima Easy A fue el descrito en la
tabla 4, y la Tm fue seleccionada dependiendo del oligonucleétido empleado

(seccién 5.5.8.).
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Tabla 4. Programa de PCR implementado tras el uso de enzima Easy-A.

(http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/Public/600400.pdf).

Segmento Numero de ciclos  Temperatura Duracion

il 1 9s5°C 2 minutos

2 34 95°C 40 segundos
Oligo T 30 segundos
22 2 minutos

3 1 TR 7 minutos

Para la amplificacién de los segmentos utilizados en la elaboracién de las
construcciones de delecion fue utilizada la enzima BIOLASE™ DNA polymerase
(Bioline, numero de catdlogo: BIO-21042), para lo cual se tuvieron que estandarizar
las concentraciones de cloruro de magnesio en las cuales la enzima cumplia con su
funcién, probando con diferentes concentraciones, y la mezcla de reaccién se

describe a grandes rasgos en la tabla 5.

Tabla 5. Reaccion de PCR realizada mediante la enzima BIOLASE™,

Componente Cantidad por reaccion
Buffer 10X 3ul

MgClz 50mM 1-4ul

dNTPs 10mM Tul

Oligonucleotido 5" {(10mM) 2 ul

Oligonucleotido 37 (10mM) 2 ul

Enzima (300U) 025

DNA molde (100ng/ul) 1wl

H:20 mili-Q o libre de nucleasas Completar a 20 ul

Las condiciones mediante las cuales se llevo a cabo la amplificacién fueron

aquellas descritas en la tabla 6.
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Tabla 6. Programa de PCR realizado con el uso de la enzima
BIOLASE™
(http://www.bioline.com/us/downloads/dl/file/id/2683/biolase_dna_polymerase_prod

uct_manual.pdf).

Segmento Numero Temperatura Duracion

de ciclos
1 1 94=C 3 minutos
2 30 84°C 1 minuto
Oligo T 30
segundos
PEG 2 minutos
3 1 (e 3 minutos

Después de los procesos anteriormente mencionados, se corrieron las

muestras en gel de agarosa al 1%, durante 40 minutos a 80 Volts.

5.5.7. Sintesis de cDNA a través de retro-transcripcion (RT-PCR)
(modificado de
https://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/produ
ct%?20information%?20sheets/g/amv%?20reverse %20transcriptase %20pro
tocol.pdf).

Para medir los niveles de expresion de genes analizados en el presente
estudio, se llevaron a cabo reacciones de retrotranscripcion a partir de las muestras
de RNA extraidas y previamente tratadas con DNasa. Dichas reacciones se muestran
en la tabla 7, siguiendo las especificaciones del proveedor (Promega), como
controles positivos se utilizaron genes de expresion constitutiva como lo es la actina.
Por otra parte se agregaron 2 tipos de controles negativos; uno sin la adicién de RNA
y agregando todos los componentes de la reaccién, y otro tipo de control negativo

para cada muestra de RNA, utilizando todos los componentes de la reaccion antes
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mencionada excepto la enzima AMV retrotranscriptasa, con el objetivo de asegurar

la ausencia de contaminacion con DNA.

Tabla 7. Componentes de reaccion de RT-PCR (modificado de
https://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/product % 20i
nformation % 20sheets/g/amv % 20reverse % 20transcriptase % 20protocol.pdf)

Componente Cantidad
Agua libre de nucleasas (Hasta 50 ul) Xul
AMV/T1l 5X Buffer 10ul
dNTPs (10uM cada uno) 1ul
Oligonucledtido 5° 1ul
Oligonucleotido 3~ 1ul
25mM MgS04 Y pl
AMYV Transcriptasa reversa (5U/ul) 1ul

Til DNA Polimerasa (5u/ul) 1ul

RNA Zul

Posteriormente se procedi6 a llevar acabo la sintesis de cDNA y su
amplificacion al someter la reaccién a las condiciones mostradas en la tabla 8, en el
termociclador (S100™ Thermal Cycler, BIO-RAD), la eleccién de la Tm dependi6

del oligonucleétido empleado (Seccién 5.5.8).

Tabla 8. Programa utilizado para reaccion de RT-PCR.

Segmento  Numero Temperatura  Duracion

de ciclos
1 1 45°C 43 minutos
2 1 94°C 2 minutos
3 40 94°C 30 segundos
Oligo Tw 1 minuto
&8°C 2 minutos
4 1 68°C 7 minutos
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5.5.8. Oligonucleétidos empleados en el estudio.

Para el diseio de oligonucleétidos fueron empleados los programas bioinformaticos
PrimerBlast  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),  Primer3  Plus
(http://www .bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) y el IDT
oligoanalyzer (https://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), y se

describen en las tablas 9-12.

Tabla 9. Oligonucleotidos para la amplificacion de umZRT1 y umZRT2 con
regiones HS5y H3’. Las bases resaltadas corresponden a las secuencias de

homologia, mientras las no resaltadas al respectivo gen.

GAAAGAAAAAAAATAT
ACCCCAGCCTCGACCC
um00096F 53.2°C
AGCCTCGAGATGGCTG
ACGAAATTICAGTG
GAGACTTGACCAAACC 1237
TCTGGCGAAGAAGTCC
umJ0096E AAAGCTGGATCCCTGT  35.6°C
AGAGAGGAAAGAATCG
AGGT
GAAAGAAAAAAAATAT
ACCCCAGCCTCGACCC
um03110F 52050
AGCCTCGAGATGTTGG
GGATCAATGTTAAGAG
GAGACTTGACCAAACC
TCTGGCGAAGAAGTCC
umd3110R 334°C
AAAGCTGGATCCGGTT

GCTATGCCAGACCTTAG

1623
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Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados para la secuenciacion de las
construcciones pDR195umZRT1 (96*' y 96"%) y pDR195umZRT2 (10*' y 10°").

pmalproseqs® CAATCGTTAATAATTAATTAA 50.4°C
TTGGAAAATAAC

pDE1%93seq 3'b CTACCAACGATTTGACCC 50.4°C
CAATCGTTAATAATTAATTAA

FEEEEon sEg 4 50.4°C
TTGGAAAATAAC

FRT2485seq 3~ ACAATCTGCCACTTCACATTG 53.6°C

pDE1935seq 3'b CTACCAACGATTTGACCC 50.47C

Tabla 11. Oligonucleétidos disenados para el desarrollo de RT-PCR punto final.
Se muestran los genes de interés para la amplificacién, el nombre del

oligonucledtido, su secuencia, Tm y el tamafo del amplicén esperado.

FRTIREVERSE ATGAACTCGTGTGCAAGCAG sso0c | 212PB
ZRT2 F COGTCTCTCCCTGCTAAGGTS 57eC
244pb
ZRT2 R TCTICTGCATCTGCCTGTTG 55.3°C
ActinaF CTCBATCATGAAGTGTGA 50°C
. 242ph
ActinaR BTGCTTYGARATCCACAT 520C
BimFb2F GAC TCG CAC ATG GCT GAG
r 60.1°C
S8phb
RimFb2R GCC GAG GGA TCA AAG GCG G g1 goc
Nrel F ACTTGACCACCTCGACCTTG csoec  460Pb
NrglR AAAGGCGACACCATTCAATC s3.50c [EDEE
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Tabla 12. Oligonucledtidos disefiados para el desarrollo de construcciones de
delecion mediante la técnica DelsGate. Los oligonucledtidos de deteccién se

combinan con el de Hyg-Dg.

1(ScelF)0096 TAGGGATAACAGGGTAATGA
ACAGCAGCGGTTTCTGAC
GGGGACAAGTTTGTACAAAA 987pb

2(attB1)0096 AAGCAGGCTAAAACAGAGTG  57.1°C
GGTGTGGAAGG
GGGGACCACTTTGTACAAGAA
AGCTGGGTACGTTTTCTTTCT 52.5°C
GTCTTTCTGC

4(ScelR)0096 ATTACCCTGTTATCCCTACTA 54.3°C
GAG AGG TTA GAG TTG CGA
C

1(ScelF)03110 TAGGGATAACAGGGTAATCAT 57.8°C
GAA TGC TTG GCA AAG GCG

6.7°C

3(attB2)0096

1032pb

2(attB1)03110 GGGGACAAGTTTGTACAAAA  57.7°C 1012pb
AAGCAGGCTAACTTGGGTTCG
GATGGATGAGG

3(attB2)03110  GGGGACCACTTTGTACAAGAA  55.8°C
AGCTGGGTACCCCGCTTCTGT
TCGTATTC 980pb

4(ScelR)03110  ATTACCCTGTTATCCCTACAA  56.3°C
CACGTTGGGCATCTACC

Hyg-DG AGAGCTTGGTTGACGGCAATT  58.2°C
TC

um00096detec TGGAGAGGTCCTCCTTTTCC 56.1°C 2522pb

umO03110detec TGGACTACCGACCAGAAACC 56.5°C 2549pb
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5.5.9. Purificacion a partir de geles de agarosa (Modificado de
QIAquick® Spin Handbook):

Para la elaboracién de construcciones de delecion fue requerida la purificacion de
los amplificados de DNA obtenidos por PCR. Y se llevé acabo mediante
modificaciones del protocolo correspondiente al kit de extraccion QIAquick, tal

como Se muestra a continuacion:

e Se procedié a cortar la banda del gel después de haberlo corrido en buffer
TAE o TBE y ser tefido, la banda fue transferida a un tubo de
microcentrifuga previamente pesado.

e Fueron agregados 3 volimenes de buffer QG (QIAGEN, No. Catdlogo
19063) con respecto al peso de la banda y se incub6 a 50°C hasta lograr que
se disolviera.

e Se colocd la solucién en columna sobrepuesta en tubo de microcentrifuga y
se centrifugd por 1 min a 13,000rpm.

e Posteriormente se descart6 el liquido y se colocé la columna en tubo colector,
fueron agregados 200 ul de etanol frio al 70% y se centrifugé durante 5
minutos a 13,000rpm.

e Se decanto el etanol y se centrifugd la columna aun en el mismo tubo, durante
3 minutos a 13,000 rpm.

e Se agregaron 30 pl de buffer TE pre calentado a 95°C y se procedié a
centrifugar a las mismas rpm antes mencionadas durante 5 minutos.

e Por dltimo se corrié un gel de agarosa para comprobar la pureza de las

bandas.
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5.5.10. Elaboracion de células calcio-competentes (Sambrook y Russel,
2001):

La cepa a tratar fue crecida en una placa de medio LB, a 37°C durante 16
horas.

Fue seleccionada una colonia y se realiz6 un preindculo en 5 ml de medio LB
liquido, bajo las condiciones ya mencionadas, pero en agitacion.

Se inocularon 1.5 ml del preinéculo en 250ml de medio LB liquido, fue
incubado a 37°C en agitacién y se midi6 la densidad 6ptica a 600nm hasta
alcanzar una absorbancia de 0.35 a 0.4, en la cual, las bacterias se encuentran
a la mitad de su fase logaritmica.

Se coloc6 el matraz en hielo por 20 minutos y se procedié a centrifugar todo
el medio a 4000rpm durante 15 min a 4°C y se decanto el sobrenadante.

La pastilla formada fue resuspendida en 25 ml de una solucién fria de MgCl,
a 100 mM, se centrifugdé a 3000 rpm durante 15 min a 4°C y se decanto el
sobrenadante.

Se resuspendi6é en 50 ml de CaCl, frio a una concentraciéon de 100 mM, fue
incubado en hielo minimo por 20 min, centrifugado a 3000 rpm durante 15
minutos a 4°C y se decant6 el sobrenadante.

Por dltimo se agregé Iml de una solucién de CaCl, 85mM con 15% de
glicerol fria, y se realizaron alicuotas de 50 pl, siendo almacenadas en

ultracongelacion a -80°C.

5.5.11.Desarrollo de células electro-competentes (Adaptado de;

Sambrook and Russell, 2001):

e Fue sembrada la cepa de E. coli DH5a en placas de medio LB, se

incubaron por 16 horas a 37°C.
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Se prepar6 el cultivo inicial, seleccionando 1 sola colonia de la placa y se

inocularon 5 ml de medio LB, se incub6 durante 16 horas a 37 °C en

agitacion.

Al siguiente dia se transfirieron los 5 ml inoculados a 500 ml de medio

LB y se incubd a 37°C en agitacion hasta alcanzar una que se alcanzé una

DO 600 de 0.35-0.4 y se colocé el cultivo en hielo por 20 minutos.

Todas las células fueron recolectadas por centrifugacion, durante 20

minutos a 2500 rpm y a 4°C.

Las células fueron resuspendidas en 500 ml de agua mili-Q estéril

previamente enfriada a 4°C.

Se centrifugd a 2500 rpm a 4°C por 20 minutos y se resuspendié en 250

ml de una solucién de glicerol al 10% previamente enfriada en hielo y se

centrifugaron a 2500 rpm por 20 minutos a 4°C y se retir6 el

sobrenadante.

Las células recolectadas fueron resuspendidas en 10ml de una solucién de

glicerol a 10% fria y se volvi6 a centrifugar bajo las mismas condiciones.

La pastilla celular fue resuspendida en 1ml de glicerol al 10% frio
Finalmente se realizaron alicuotas de 50ul en tubos de microcentrifuga
previamente enfriados en hielo y fueron almacenadas en

ultracongelacion a -80°C.

5.5.12. Transformacién bacteriana (Invitrogen ™,

https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/subcloningeffi

ciencydh5alpha_man.pdf)

Las cepas de E. coli DH5a previamente procesadas para su quimio o electro

competencia fueron descongeladas en hielo.

Fueron agregados 10pg-100ng del plasmido en el vial de las células.

Se mezcl6 gentilmente e incub6 en hielo por 30 minutos.
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e Se le dio un choque térmico a 42°C durante 30 a 45 segundos y se colocé de
inmediato en hielo por un periodo de 2-5 min.

e Fueron agregados 250 pl de medio SOC o LB previamente precalentado y se
incub6 a 37°C en agitacién a 225 rpm.

e Por udltimo se sembraron de 25 a 100 pl en placas con el antibidtico de

seleccion y se incub6 durante 16 horas a 37°C.

5.5.12.1. Calculo de eficiencia de transformacion (Invitrogem ™:
https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/subclonin

gefficiencydhSalpha_man.pdf):

Se llevo a cabo tras la transformacion de 50 pl de células calciocompetentes
(ver protocolo anterior) con 250 pg de DNA del plasmido pUC19 y se calcul6 con la

siguiente formula:

Eficiencia de transformacion (2 de transformantes ug DNA )=

% de colonias . 108pg = Volumen de transformantes 2 Factorde
pgpUCI9DNA  ug X ul inoculados © dilucion

5.5.13. Electroporacién bacteriana
(file:///C:/Documents % 20and % 20Settings/adriana % 20marta/Mis % 20documen
tos/Downloads/4307_900_012_08_1207_e.pdf):

Dicho procedimiento fue llevado a cabo en el aparato Electroporator 2510
marca eppendorf, mediante los siguientes pasos, siguiendo las recomendaciones del

manual:

e Las células electro-competentes previamente desarrolladas fueron

colocadas a descongelar en hielo.

56



las cubetas para electroporar y los tubos de microcentrifuga fueron

enfriados en hielo.

e Se colocaron 25 pl de células en cada tubo y se agregd 1 pul de plasmido.

e Dicha mezcla fue transferida a una cubeta, y se procedi6 a electroporar en
el aparato a 1500 V.

e Se agregaron 975 pl de medio LB atemperado a 37°C, se mezclo por
pipeteo y se transfiri6 todo el contenido a un tubo tipo falcén de 15 ml de
capacidad.

e Se incubd en agitacion por 1 h.

e Fueron inoculados 100ul en placas de LB, con el antibidtico requerido,

previamente atemperadas.

e Seincubaron a 37°C por 16 horas.

5.5.14. Transformacion de levaduras con acetato de litio (modificado de
Gietz et al., 1995)

Fueron inoculados 5ml de medio YPD durante la noche hasta una densidad
Optica de 1.0 a 600nm.

Se sembraron 0.5ml del cultivo en 9.5 ml de YPD.

Se incubd a 30°C en agitacion por un tiempo de 4 a 4.5 horas hasta alcanzar
una densidad Optica de 4.0 a 600nm, se mantuvo en hielo durante todo el
procedimiento.

Las células fueron centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm a 4°C, se decantd
el sobrenadante y fueron resuspendidas las células en 5 mililitros de acetato
de litio 1X.

Se centrifugaron las células bajo las condiciones ya mencionadas y el
sobrenadante fue decantado.

Posteriormente se procedid a resuspender las células en 0.5 ml de acetato de

litio 1X.
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NOTA: Para la generacion de un pldsmido por recombinaciéon homdloga: se usé

de 200-500 ng del vector linealizado mas 500ng/ug del inserto de PCR.

Se hirvi6 el ssDNA (solucién stock 10mg/ml) por 1 minuto y se paso a hielo.
Fueron mezclados en un tubo de microcentrifuga: 10ul del ssDNA, 50ul de
las células resuspendidas, el plasmido linealizado y el producto de PCR.

Se agregaron 0.5 ml de una solucion de PEG 3350-Acetato de litio 1X y se
colocé en un agitador tipo vortex inmediatamente.

Se incubd la transformacion a 30°C por 45 min, y se dio un choque térmico a
42°C por 15 min, después se llevé a la transformacion a temperatura
ambiente.

Por ultimo se centrifugaron las células durante 1 minuto a 3000 rpm, se
decanté el sobrenadante, y se resuspendié en liquido residual. Fueron
sembradas todas las células en placas elaboradas con el respectivo marcador

de seleccion.

5.6. Analisis bioinformatico:

Obtencion de secuencias y su analisis: A partir de la base de datos de U.

maydis MUMDB (MIPS Ustilago maydis Data Base) (http://mips.helmholtz-

muenchen.de/genre/proj/ustilago/Search/index.html) fueron obtenidas las

secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los marcos de lectura abierto
um00096 y um03110, los cuales son nombrados en éste trabajo umZRT1 y
umZRT2 respectivamente. Las secuencias proteicas obtenidas fueron
alineadas con proteinas de diferentes hongos en las bases de datos NCBI (The
National Center for Biotechnology Information)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Pfam (Finn er al, 2014)
(http://pfam.sanger.ac.uk/), Uniprot (The UniProt Consortium, 2015)
(http://www.uniprot.org/) e InterProScan (Jones er al, 2014)
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(http://www.ebi.ac.uk/interpro/), de esa manera se determind la funcién

hipotética de umZrtlp y umZrt2p.

Conformacion proteica y topologia de umZrtlp y umZrt2p: Se detectaron
dominios funcionales en ambas proteinas y se determinaron las topologias in
silico de las mismas con el programa PSIPRED (Predict Secondary Structure)
de UCL department of computer scince con la herramienta FFpred y
MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/result/c76d0c7c-b34e-
11e4-8a7e-00163e110593) (Finn et al., 2014).

Caracterizacion de promotores de genes que codifican transportadores
de zinc: Se analizaron los promotores (1000 pb rio arriba del ORF) de
umZRT1 y umZRT2 y de ZRT1 y ZRT2 en S. cerevisiae (organismo en el
cual el transporte de zinc ha sido ampliamente estudiado, sirviendo como
punto de comparacién), con el proposito de identificar si contenian sitios
consenso para la unién de factores de transcripcion en respuesta a variaciones
de pH, con ayuda de la base de datos YEASTRACT (Yeast Search
for Transcriptional Regulators And Consensus Tracking)

(http://www.yeastract.com/).

Alineamiento de secuencias: Fue llevado a cabo en el programa BioEdit
Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) y en ApE plasmid editor,

disponible en linea (http://www.biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/).
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5.7. Analisis Filogenético:

Se utilizé el programa MEGA 5.2 en donde se llevo a cabo la alineacién de las
secuencias mediante la herramienta Muscle, posteriormente se realizaron dos tipos de
andlisis; bajo el algoritmo del método de Neighbor-Joining (NJ) se infirieron y
construyeron arboles, basados en las distancias que existen entre las secuencias
analizadas y colapsando la informacion de cada cardcter en una unica medida de
distancia. Por otra parte se realiz6 el andlisis de las secuencias con el método de
maxima verosimilitud (ML), para inferencia filogenética, y se uso el modelo Jones-
Taylor-Thornton (JTT) basado en el nimero de cambios observados en aminoacidos
entre las secuencias de interés, ambos andlisis se realizaron incluyendo grupos
taxonodmicos cercanos evolutivamente. Los drboles resultantes fueron sometidos a un

andlisis “boostrap” con 1000 replicaciones de donde se obtuvo un drbol consenso.

5.8. Elaboracion de vectores de expresion

El desarrollo de las construcciones para la expresion de genes del hongo Ustilago
maydis en la cepa mutante de S. cerevisiae ZHY 3, fue llevada acabo tras amplificar
los genes de interés utilizando oligonucledtidos disefiados con fragmentos de
recombinacion y con el protocolo de transformacion de levaduras mediante acetato
de litio antes descrito, con el uso de la cepa de S. cerevisiae BY4743 y el plasmido
pDR195 que contiene regiones de recombinacidn, la cual es llevada dentro de la
levadura integrando el gen de interés en el vector, dicho proceso se describe en la

figura 8.
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Figura 8. Esquema de construccion de plasmidos de expresion con pDR195. a)
Adicion de fragmentos de homologia H5y H3” a los genes umZRT1 y umZRT?2
mediante PCR y linealizacion del plasmido pDR195 con la enzima Notl; b)
Transformacion de la cepa BY4743 de S. cerevisiae con los elementos descritos en
inciso a, a través del protocolo de transformacion de acetato de litio y su

recombinacién in vivo; c¢) Plasmidos resultantes de la recombinacion

pDR195umZRT1 y pDR195umZRT?2.
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5.9. Elaboracion de construcciones de delecion mediante la técnica DelsGate
utilizando la tecnologia Gateway (Protocolo fabricante, Gateway® BP

Clonase ™ II Enzyme Mix) (Garcia-Pedrajas, 2008).

Para llevar a cabo el desarrollo de las construcciones por recombinacion, se
utilizé la enzima BP clonase ™ II (Invitrogen™ num. catdlogo: 11789-013) y se
sigui6 el protocolo segin el proveedor. Primeramente fueron disefados
oligonucledtidos con regiones necesarias para la recombinaciéon (attB) y con
fragmentos correspondientes a la enzima I-Scel. Fue utilizado el pldasmido pDONR-
Hyg-Lyase que presenta los sitios de recombinacion attP, el procedimiento se resume

en la figura 9.
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Figura 9. Diagrama de la recombinacion in vifro mediante la tecnologia
DelsGate. a. Se muestran la recombinacién in vitro de los sitios attB contenidos
tanto en el promotor como en el terminador con los sitios attP del plasmido pDONR-
Hyg-Lyase, interrumpiendo el gen letal ccdB y linealizando el pldsmido; b. Se
presentan las construcciones resultantes, tras la recombinacion de los sitios attB con
los attP, generando sitios attl, y la circularizaciéon de los pldsmidos debido a la

homologia de los sitios I-Scel presentes en los insertos.
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El protocolo llevado a cabo fue el siguiente: Después de haber colocado en
un tubo, de 200ul de capacidad, las cantidades correspondientes a los productos de
PCR, del vector, y de buffer TE, se procedié a descongelar la enzima BP clonase ™
IT en hielo durante 2 minutos, mezclando en dos ocasiones en vortex por 2 segundos,
se anadi6 la enzima a la mezcla y se procedi6 a incubar la reaccién a 25°C durante la
noche. Para terminar la reaccion, se afiadid 0.5ul de proteinasa K (Invitrogen ™)
(20pg/ul), se mezcld en agitador tipo vortex y se incubd a 37°C por 10 min. La
reaccion fue almacenada a -20°C, hasta ser ocupada en la transformacién bacteriana,
donde solo fue utilizado 1ul de la reaccién por transformacién. Los componentes y
cantidades empleados en la reaccion para el desarrollo de la construccién son

enlistados en la tabla 13.

Tabla 13. Componentes de reaccion de recombinacion para el desarrollo de

construccion de delecion (Garcia-Pedrajas, 2008).

Componente Cantidad
Productos de PCR (75-125ng/ ul) Miximo 3ul
pDONR-Hyg-Lyase (75ng/ul) 1ul
BP clonase ™ II Tul
Buffer TE pH 8.0 Completar 5 pl
5.10. Linealizacion de vectores y caracterizacion de construcciones por
restriccion enzimatica

(https://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/techn

ical % 20manuals/101/restriction % 20enzymes % 20protocol.pdf)
Toda restriccion fue llevada a cabo siguiendo el protocolo del proveedor de
los reactivos, la seleccion de la enzima, y por lo tanto su respectivo buffer,

temperatura y tiempo de incubacion, dependié de la secuencia necesaria a cortar, ya
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fuera para linealizacién o caracterizacién de algin pldsmido. A continuacién se

describe una reaccién de restriccion general en la tabla 14.

Tabla 14. Reaccion de restriccion general

Completar a 20ul
2ul
2ul

X (Cantidad necesaria)

1U/ug de DNA

De ser necesaria la inactivacién de la enzima, se incubd la reacciéon a 65°C

durante 15 minutos.

5.11. Secuenciacion de genes:

Para confirmar la amplificacién sin presencia de mutaciones de los genes
ZRT1 y ZRT2 de U. maydis, fueron secuenciados dichos genes a partir de los
plasmidos de construccién desarrollados. Antes de procesar las muestras en el
secuenciador se realiz6 una reaccién con la enzima BigDye Terminator v. 3.1 mix
(Applied Biosystems), los componentes requeridos para llevarla a cabo asi como sus

cantidades, son enlistados en la tabla 15.
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Tabla 15. Reaccién para secuenciacion con enzima Big Dye™

D = N W N W
T T  E T T T
P— e e e

20 pl

Después de realizar la mezcla de los componentes de la reaccion a secuenciar,

se colocaron en el termociclador bajo las condiciones en la tabla 16:

Tabla 16. Programa para secuenciacion con Big Dye™

—_—

3 minutos

50 96°C 10 segundos
58°C 4 minuto
1 72°C 7 minutos

La secuenciacion fue llevada acabo en el secuenciador Applied Biosystems
3730x1 automated DNA sequencing instrument y los datos fueron analizados usando
el programa PE-Biosystems versiéon 3.7 of Sequencing Analysis en el centro de

biotecnologia de la universidad de Wisconsin-Madison.
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5.12. Ensamblaje y edicion de secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias complementarias de las reacciones de
secuenciacion, fueron ensambladas y editadas en el programa ApE plasmid editor,

disponible en linea (http://www.biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/).

5.13. Analisis bioestadistico.

Para la validacién de resultados, se realizaron anélisis descriptivo e inferenciales,
con el uso del programa SPSS version 17.0. Las pruebas se realizaron tomando en
cuenta las absorbancias en base a cada tratamiento (plasmido con el que se
transformd) y concentraciéon de ZnCl,, Se realizé una prueba de ANOVA y Tukey
para determinar entre que niveles de los factores se encuentran diferencias

significativas entre las medias de las absorbancias.
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6. RESULTADOS

6.1. Identificacion y analisis de genes transportadores de zinc en U. maydis

Con ayuda de la base de datos del hongo U. maydis MUMDB (MIPS Ustilago

maydis Data Base) (http://mips.helmholtz-

muenchen.de/genre/proj/ustilago/Search/index.html) fueron identificados 2 genes

con probable funcién de transporte de baja afinidad a zinc ZRT2, dichos genes
corresponden al nimero de identificacion um00096 y um03110, nombrados
umZRT1 y umZRT2 respectivamente en el presente trabajo, localizados en el
cromosoma 1 (umZRT1) y 7 (umZRT2). Con el propésito de identificar la funcién
real de cada gen fueron obtenidas de la base de datos antes mencionada tanto las
secuencias nucleotidicas como proteicas (Ver en anexos 10.1), y con el uso de las
posibles proteinas se realizaron alineamientos en diferente bases de datos como lo es
NCBI (The National Center for Biotechnology Information)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Pfam (Finn et al., 2014), Uniprot (The
UniProt Consortium, 2015) e InterProScan (Jones et al, 2014).

El gen umZRT1 (acceso a GenBank: XP_756243.1) codifica para una
proteina de 362 aminodcidos aun no caracterizada. Segun las bases de datos, tras un
andlisis comparativo con proteinas cuya funcién ha sido previamente reportada, la
mayor parte de su secuencia aminoacidica corresponde al dominio funcional
caracteristico de la familia ZIP (aminoacido 18-359), que integra transportadores de
zinc y en algunos casos de otros metales como el fierro, presentes en la membrana

plasmética (Fig. 10).
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Figura 10. Dominios funcionales de umZrt1p caracterizados in silico.

El gen umZRT2 (Acceso a GenBank: XP_759257.1) codifica para una
proteina de 506 aminoécidos, al alinearlo con ayuda de la herramienta Basic Local
Aligment Search tool (BLAST) del NCBI se obtuvo como resultado la existencia de
varios dominios in silico, siendo el principal correspondiente a la superfamilia ZIP
(en intervalo aminoacidico 182-506), otra regién detectada es similar a la secuencia
proteica registrada como PLN02159 que tiene como funcién el transporte de Fe™ y
también corresponde a la familia ZIP (intervalo 182-506), por otra parte en una
region pequefia (aminoacido 352-502) se encontré similitud con COG0428, el cual
tiene como funcidn hipotética, el transporte de metales pesados divalentes; ademas se
identificé similitud con la proteina Znu-A de la superfamilia TroA-Li, el cual en
organismos procariotas, es un transportador de zinc de alta afinidad, situado en el

espacio peripldsmico (intervalo 141-166) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Una ultima regién (secuencia aminoacidica 14-69) identificada como Pfam-B_11456
presenta secuencias similares a las encontradas en la planta Arabidopsis thaliana

pero no se detectd funcién anotada (Finn et al., 2014) (Fig. 11).
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COGD428

Figura 11. Dominios funcionales en umZrt2p caracterizados in silico.

6.1.1. Estructura in silico de umZrtlp y umZrt2p
Mediante un anélisis bioinformdtico (ver seccién 5.6) se detectd que umZrtlp y
umZrt2p podrian contener 8 dominios transmembranales, con los extremos amino y
carboxilo terminales situados en el espacio extracelular
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/result/c76d0c7c-b34e-11e4-8a7e-00163e110593)
(Fig. 12).
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Figura 12. Prediccion in silico de la topologia de umZrtlp y umZrt2p. Ambas
proteinas presentan 8 dominios transmembranales (D1-D8), con los extremos N y C
terminal hacia el espacio extracelular, los intervalos comprendidos entre cada
dominio se encuentran indicados en cada cuadro de color verde

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/result/c76d0c7c-b34e-11e4-8a7e-00163e110593).

6.1.2. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de umZrtlp y umZrt2p

con las de otros organismos.

Las secuencias proteicas codificadas por ambos genes fueron comparadas con
las de organismos en los cuales ya habian sido identificadas y reportadas sus

funciones, mediante la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

En el andlisis, fueron identificados varios organismos cuyas proteinas presentan altos
porcentajes de identidad con respecto a las proteinas de interés, tanto con funciones

ya reportadas como con aquellas hipotéticas relacionadas con el transporte de zinc, la
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mayoria presenta el dominio funcional ZIP. En las figuras 13 y 14 se muestran
algunos organismos cuyas secuencias aminoacidicas presentan  similitud con

respecto las secuencias umZrtlp y umZrt2p, y por lo tanto con su funcién.

U maydis umOoo095-Probable ZRT2

U maydis umO3110-Probable ZRT2
Saccharomyces cergwvisiae -ZRT 1
A kawachi-ZRTA1

Cryptococcus gattii-ZRTA

Pseudozyma hubeiensis-ZIP
transportador de zinc

Organismo y funcién proteica

RAaizoctonia solani-ZIP
transportador zinc/hierro

||‘|||‘|

Pleurotus ostreatus-ZIP superfamilia

2

0 20% 40% 60% 80% 100%

% de identidad

Figura 13. Comparacion aminoacidica entre um00096/umZrtlp y diferentes

organismos.

U maydis umD3110-Frobable ZRTZ2
U maydis umOo0096-Probable ZRTZ2
Saccharomyces cergvisiae-ZRT2
FParacoccidioides sp. -ZRT2

Secheffersomyces stipitis-ZRT2

Pseudozyma Aubelensis-ZIiFP
fransportador de zinc

Coccidioides immitis-ZIP
transportador zinc/hierro

Organismos y funcién proteica

Trichophyton rubrum-Transportador
zZinc/hierro

Penicillivim falicum-Permeasa

zinc/hierro .

20%% A40% 60% 80% 100%%
% de identidad

=]
=

Figura 14. Proteina um03110/umZrt2 comparada con secuencias aminoacidicas

de diferentes organismos.
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En base al andlisis realizado se encontr6 que ambos genes de interés para el

estudio, presentan cierto grado de similitud con los transportadores de zinc, Zrtlp y

Zrt2p

respectivamente de la levadura Saccharomyces cerevisiae, que ya se han

caracterizado, por lo que se procedié a realizar alineamientos en el programa bioedit,

en base a sus secuencias proteicas (ver seccidon 5.6), para detectar aquellos sitios

conservados entre ambos organismos, y se encontraron algunas regiones conservadas

entre si, las cuales son remarcadas en las figuras 15y 16.
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Figura 15. Alineamiento de secuencias proteicas de um00096 de U. maydis con

Zrtlp de S. cerevisiae.
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Figura 16. Alineamiento de secuencias proteicas de um03110 de U. maydis con

Zrxt2p de S. cerevisiae.
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6.1.3. Analisis filogenético de transportadores de zinc.

Los transportadores de la familia ZIP se encuentran en una gran variedad de
organismos y son muy importantes para la nutricion, sobrevivencia, virulencia y
asociaciones simbidticas de los organismos (Eide, 2009). Con el objetivo de
identificar las relaciones evolutivas y/o funcionales de los genes umZRT1 y umZRT?2
con respecto otros organismos, y generar asociaciones estructura/funcion realizamos
un andlisis filogenético de las proteinas (ver secciéon 5.6). Tomando en cuenta
transportadores de zinc reportados en organismos cercanos evolutivamente a U.
maydis y en los cuales su funcion ya ha sido caracterizada. Por otro lado, se
utilizaron secuencias de hongos ascomicetos de los géneros Sacharomyces 'y
Aspergillus, y secuencias correspondientes a hongos basidiomicetos de los géneros
Rhizoctonia, Coprinopsis, Cylindrobasidium, y Pseudozyma, cabe sefialar que el
nimero de secuencias ya reportadas como transportadores de zinc en hongos
basidiomicetos es muy reducido, lo que dificulté la comparacién tanto estructural
como funcional de las proteinas de interés con organismos de esta divisién. Por lo
que tuvieron que ser tomados en cuenta organismos pertenecientes a otras clases de
basidiomicetos, siendo el mas cercano, el género Pseudozyma. Como grupo externo
se utilizaron las secuencias correspondientes a Irtlp de Arabidopsio thaliana, ya que
fue a partir de la comparaciéon con dicha proteina, que se describieron los primeros
transportadores de zinc, Zrtlp y Zrt2p en Saccharomyces cerevisiae (Zhao and Eide,
1996a). Por otra parte se usé la proteina transportadora de zinc y hierro tipo ZIP de la

planta Zea mays, debido a la estrecha relacion de U. maydis con la misma.

Mediante el uso del método NJ se observo que las secuencias aminoacidicas
correspondientes a transportadores de tipo ZIP en plantas, fueron clasificadas como
raiz o ancestro comun, en el 4rbol generado, representando al grupo externo, tal
como se observa en el clado "d” (Fig. 17d); a partir de ello, los transportadores de
zinc de hongos se agrupan en 3 grandes clados (para fines descriptivos en figura 17

a, b, ¢). En el clado "a” se agruparon transportadores de zinc correspondientes a
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hongos ascomicetos, viéndose separados los transportadores de alta y de baja
afinidad por zinc, independientemente del género, lo que indica la similitud de
secuencias dentro de la division Ascomycota, pero a su vez la marcada diferencia
entre las secuencias correspondientes a transportadores tipo Zrtlp y Zrt2p, lo que
refleja la diferencia funcional, en cuanto a su especificidad por zinc. En el clado "b”
se observa a la proteina umZrtlp, que muestra mayor similitud estructural con
transportadores de la familia ZIP, Zrtlp y Zrt2p de hongos basidiomicetos
Rhizoctonia, Coprinopsis y Cylindrobasidium, pero como ya se menciond, debido a
la baja cantidad de proteinas caracterizadas en basidiomicetos, no se observd una
clara diversidad en base a similitud estructural donde fueran asociadas respecto a su
funcién. En el clado “c” se presentan agrupadas proteinas transportadoras de zinc de

basidiomicetos del género Pseudozyma junto a la secuencia umZrt2p de U. maydis.
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Figura 17. Relacion evolutiva de umZrtlp y umZrt2p con otros organismos por
el método Neighbor-Joining. La historia evolutiva fue inferida usando el método
Neighbor-Joining. El porcentaje de arboles replicados en los cuales los taxa
asociados se agrupan en la prueba de bootstrap (1000 replicas) se muestran en cada
rama, con longitudes de ramas en las mismas unidades que aquellas distancias
evolutivas usadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias fueron calculadas
usando el método de correccion de Poisson y estan basadas en las unidades de los
nimeros de sustituciones de aminodcidos por sitio. El andlisis involucré 23
secuencias de aminodcidos. Todas las posiciones que contenian gaps y datos
perdidos se eliminaron. Hubo un total de 257 posiciones en el conjunto de datos

finales. El analisis evolutivo se llevd a cabo en MEGA 5.
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A partir del uso del método ML se observa a la proteina umZrtlp mas
relacionada evolutivamente con proteinas transportadoras de zinc de alta afinidad de
tipo Zrt1p de hongos ascomicetos (Fig. 18 a y b). Segtin el método usado, la proteina
umZrt2p se encuentra evolutivamente relacionada con transportadores pertenecientes
al hongo basidiomiceto del género Pseudozyma (Fig. 18c). Por lo que la proteina
umZrtlp parece estar mas relacionada evolutivamente con los hongos ascomicetos,
mientras que umZrt2p es mdas similar y evolutivamente cercana a hongos
basidiomicetos de su misma familia, siendo segin el andlisis, los transportadores de

plantas sus principales antecesores (Fig. 18d).
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Figura 18. Analisis filogenético molecular por el método de Maxima
verosimilitud de umZrtlp y umZrt2p, con otros organismos. La historia
evolutiva fue inferida mediante el uso de método de maxima verosimilitud basado en
el modelo en matriz JTT. El arbol inicial para la busqueda heuristica fue obtenido
automaticamente mediante la aplicacion de algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a la
matriz de distancias por pares usando un modelo JTT, y después seleccionando la
topologia con el valor de mayor probabilidad de verosimilitud. El 4rbol es dibujado a
escala, con las longitudes de las ramas medidas en el nimero de sustituciones por
sitio. El andlisis involucré 23 secuencias de aminodcidos. Todas las posiciones que
contenian gaps y datos perdidos fueron eliminadas. Hubo un total de 257 posiciones
en el conjunto de datos finales. Los andlisis evolutivos fueron llevados a cabo en

MEGAS.
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6.1.4. Caracterizacion de promotores de genes que codifican

transportadores de zinc.

La disponibilidad de metales se ve afectada por cambios externos de pH,
debido a ello se analizaron los promotores (1000 pb rio arriba del ORF) de los genes
umZRT1, umZRT2 y de ZRT1 y ZRT2 en S.cerevisiae (organismo en el cual el
transporte de zinc ha sido ampliamente estudiado, sirviendo como punto de
comparacién), con el propdsito de identificar si contenian sitios consenso para la
unién de factores de transcripcion en respuesta a variaciones de pH, con ayuda de la
base de datos YEASTRACT (Yeast Search
for Transcriptional Regulators And Consensus Tracking)

(http://www.yeastract.com/).

El promotor del gen umZRT1 no presenté union de PacC/Rim101p pero si de
Nrglp, el cual se sabe es regulado por Rim101p (Valmik et al., 2005), por otra parte
se encontrd, en el promotor de umZRT?2, la existencia de sitios de unién tanto para
PacC/Rim101p como para Nrglp, cabe senalar que a diferencia de los promotores de
los genes ZRT1 y ZRT2 en S. cerevisiae, en los genes de U. maydis no se detectaron
regiones consenso de uniodn al factor de transcripcion Zaplp, encargado de regular la
mayoria de los genes codificantes para transportadores de zinc en los organismos en

los que se ha descrito (Tabla 17).
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Tabla 17. Factores de transcripcion con posible funcion reguladora de los genes

de interés. Se presentan los sitios de unién para los factores de transcripcion

Rim101p, Nrglp y Zaplp.

Nrglp
Nrglp
Nrglp
Nrglp
Rim101p
Nrglp
Nrglp
Nrglp
Zaplp
Zaplp
Zaplp
Zaplp
Zaplp
Zaplp
Zaplp
Rim101p
Nrglp
Zaplp
Zaplp
Rim101p

CCCCT

CCCTC

CCCTC

CCCTC
TGCCAAG
CCCCT

CCCCT

CCCTC
ACCYYNAAGGT
ACCYYNAAGGT
ACCYYNAAGGT
ACCYYNAAGGT
ACCTTNAAGGT
ACCTTNAAGGT
ACCTTGAAGGT
TGCCAAG
CCCTC
ACCYYNAAGGT
ACCYYNAAGGT
TGCCAAG

214
-207
54

-363
256
-129
255
319
204
-193
445
-204
-193
-204
-735
318
311
251
787
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6.2. Respuesta a variaciones en el pH extracelular por U. maydis.

Los hongos son capaces de cambiar el pH externo y de esa manera llegar a una
homeostasis en la cual exista la disponibilidad adecuada de nutrientes como el zinc.
Con el propésito de averiguar si U. maydis es capaz de mediar a través de
PacC/Rim101p el cambio de pH del medio extracelular, fueron realizadas curvas de
pH por triplicado, monitoreando durante 12 y después de 24 horas los cambios de
pH realizados por las cepas FB, y BMA2 (Rim101-) en medio minimo MM3, 7 y 9,
con y sin buffer TRIS. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 16 y 17,
tanto la cepa mutante de PacC/Rim101p como la silvestre mostraron variaciones de
pH muy similares en los diferentes tipos de medios, se observaron cambios mas
significativos en los medios con ausencia de amortiguador, con una tendencia a
alcanzar la neutralidad en los medios de pH extremo: 3.0 y 9.0, mientras el MM7
solo mostré pequefias variaciones, manteniéndose en su pH inicial (Fig. 19). Por otra
parte en los medios con amortiguador se presentaron ligeros cambios de pH incluso

en los MM3 y 9 (Fig. 20).

Variaciones de pH en MM sin amortiguador

[y
Q
1

——FB2pH 3
—m—BMA pH 3
—FB2 pH 7

———mBMA pH 7

—se=FB2 ph9
BMA ph9

pH
Q B N W B U O N 0 W
it

10:30 12:30 14:30 16:30 18:30 20:30 22:30 10:30
Tiempo (h)

Figura 19. Variaciéon del pH por las cepas de U. maydis FB, y BMA2 en medio
minimo sin amortiguador. El experimento fue llevado a cabo en MM3, 7y 9 sin

Buffer, durante 12 h y una medicion final a las 24 h.
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Variaciones de pH en MM con amortiguador TRIS
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Figura 20. Curva de variaciones de pH por las cepas de U. maydis FB, y BMA2
en MM con buffer TRIS. Se llevo a cabo a partir de pH 3.0, 7.0 y 9.0, durante 12 h

y una medicién final a las 24 h.

6.3. Analisis de complementacion de mutantes.

6.3.1. Construccion de plasmidos de expresion

Con el objetivo de identificar si las funciones de los genes de interés umZRT1
y umZRT2 complementan las desempefiadas por ZRT1 y ZRT?2 respectivamente en
S. cerevisiae, los marcos de lectura abierto de dichos genes en U. maydis fueron
amplificados e insertados en el plasmido pDR195 (Rentsch er al., 1995) (Anexo
10.2.1), el cual contiene un promotor de alta eficiencia para la expresion (pPMA1) y
regiones de homologia (H5” y H3") para llevar a cabo recombinacién con los insertos

de interés. Para la amplificacion de dichos genes fueron disefiados oligonucleétidos
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con las secuencias H5y H3” adicionales al oligonucle6tido sentido y antisentido de

cada gen (Tabla 9).

6.3.1.1. Amplificacion de los genes umZRT1 y umZRT2.

Después de la sintesis de oligonucledtidos se procedid a realizar la extraccion

de DNA gendmico de la cepa de U. maydis FB,, para utilizarlo como molde en la

amplificacion de los genes de interés (Fig. 21).

Figura 21. Electroforesis de DNA genémico de la cepa FB,. Electroforesis de
DNA genémico de la cepa FB,;, se muestran bandas de alto peso molecular
caracteristicas, se cargaron 5 ul por muestra. a) Marcador de peso molecular 1 Kb
DNA ladder (Promega); b) muestra 1 (300ng/ul); c¢) muestra 2 (280ng/ul), muestra 3
(80ng/ul).

Una vez realizada la extraccion de DNA gendmico (Sambrook and Rusel,
2001), se procedié a amplificar por duplicado, mediante PCR, los genes umZRT1 y
umZRT?2 flanqueados por las regiones H5y H3". Los elementos, las cantidades y las
condiciones utilizadas en cada reaccion se muestran en las tablas 3 y 4, bajo una Tm
de 50.6 °C para todas las reacciones. Tal como se muestra en la tabla 9, los tamafos

esperados tras la amplificacién de cada gen flanqueado con las secuencias de
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homologia, son de 1237pb para umZRT1 y 1623 pb para umZRT2, en la figura 22 se

observan las bandas obtenidas correspondientes a dichos pesos moleculares.

1237 pb

Figura 22. Electroforesis de fragmentos correspondientes a los genes umZRT1 y
umZRT2 flanqueados por las secuencias HS" y H3". a) 1 Kb DNA ladder
(Promega); b. Reaccion 1; umZRTla (1237pb); c. Reaccion 2 gen umZRTI1b
(1237pb); c. Reaccion 1 gen umZRT2a (1623pb); d. reacciéon 2 gen umZRT2b
(1623pb).

6.3.1.2. Clonacion en el plasmido pDR195.

6.3.1.2.1. linealizacion:

Se digiri6 el plasmido pDR195 con la enzima Notl para su linealizacién y
posterior uso para la recombinacion inserto-vector, ya que es capaz de cortar
secuencias localizadas entre las dos secuencias de homologia HS5’y H3’
(GC'GGCC GC - CG CCGGLCQ). La reaccién llevada a cabo se muestra en la
tabla 18, se realiz6 por duplicado y fue incubada durante 16 horas a 37°C, para
asegurar la mayor cantidad de pldsmido cortado.
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Tabla 18. Componentes de reaccion de restriccion para linealizacion del

plasmido pDR195 con enzima Notl.

Componente Cantidad
Agua mili-Q estéril Sl
Buffer D 10X 2 ul
BSA 10X 2ul

DNA pDR195 (109ng/ul) 10 ul
Enzima NotlI (10 u/pl) Tul

Después de llevar a cabo la restriccion del plasmido, se procedié a realizar
una electroforesis para asegurar que el corte se hubiese realizado correctamente,

esperando un patrén de bandeo correspondiente a 6317 pb (Fig. 23)

M 0317 pb

Figura 23. Electroforesis de la restriccion de pDR195 con la enzima Notl. Se
obtuvieron las bandas correspondientes a 6317 pb del pldsmido linealizado: a. 1 Kb
DNA ladder (Promega); b. restriccién no.1 de pDR195; c. reaccién de restriccion no.

2 del pldsmido.
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6.3.1.2.2. Recombinacion de umZRT1 y umZRT2 con
pDR195.

Después de obtener los elementos necesarios para la recombinacion
homdloga de los mismos, se crecid a la cepa de S. cerevisiae BY4743 en medio
YPD, y se llevd a cabo el protocolo de transformaciéon con acetato de litio

(modificado de Gietz et al., 1995).

Como control negativo se transform6é a la cepa BY4743 tnicamente
agregando ssDNA; ademads se agregd un control en el cual se adicioné el plasmido
linealizado sin los insertos durante la transformacion con el objetivo de averiguar si
existia plasmido cerrado después de la digestion, y de ser asi, saber que grado de
confiabilidad tenia la seleccion de colonias; por otro lado se procedi6 a transformar a
la levadura con los fragmentos amplificados por PCR (por duplicado), umZRT]1 y
umZRT2 flanqueados por las regiones H5y H3” (por separado), y el plasmido
linealizado, para lograr dentro de la levadura, una recombinacién homologa,
obteniendo como resultado la clonacién de los genes de U. maydis dentro del vector,
logrando de esa manera, la construccién in vivo de los pldsmidos de expresion
pDR195umZRTla, pDR195umZRTI1b, pDR195umZRT2a y pDRI195umZRT?2b.
Una vez llevado a cabo el proceso de transformacion, se inocul6 en placas elaboradas
con medio SD con los aminodcidos histidina y leucina, siendo el uracilo el marcador
de seleccion. El proceso para la construccion de los plasmidos de expresion in vivo se

resume en la figura 8.

Después de haberse incubado las transformantes durante 2 dias, en la placa
donde se inocul6 el control negativo (transformado solo con ssDNA) no se presentd
crecimiento (Fig. 24a), en donde fue sembrada la transformacién con el pldsmido
linealizado unicamente, se obtuvieron pocas colonias (Fig. 24b), en comparacion con

las transformadas con pDR195umZRT1 y pDR195umZRT2 (Fig. 24 c, d, e, 1), lo
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que indicaba que a pesar de quedar poco plasmido cerrado, era factible la selecciéon

de transformantes y que el procedimiento fue exitoso.

Figura 24. Resultado de transformacion de la cepa BY4743 con los controles y
pDR195umZRT1 y pDR195umZRT?2. a) Control negativo: correspondiente a la

transformaciéon de la levadura con ssDNA; b) control con plasmido pDR195
linealizado; ¢ y d) colonias con pldsmido pDR195umZRTla y pDR195umZRT1b
respectivamente; € y f) colonias correspondientes a la cepa BY4743 transformada

con pDR195umZRT2a y pDR195umZRT2b.

6.3.1.3. Extraccion de material genético de la cepa BY4743
transformada con pDR195umZRT1 y pDR195umZRT2.

Para la liberacion de los pldsmidos pDR195umZRT1 (a y b) vy
pDR195umZRT?2 (a y b), fueron seleccionadas 4 colonias por transformacién y se les
realiz6 extraccion de todo el material genético; DNA gendmico, plasmidico y RNA,
mediante la técnica de extraccion de DNA gendémico (Sambrook and Rusel, 2001),

después de haberlas crecido en medio SD mas la adicién de los aminodcidos histidina
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y leucina. Las colonias correspondientes a pDR195umZRT1a fueron identificadas
como 96*, 96, 96" y 96**; las de pDR195umZRT1b: 96", 96", 96" y 96™;
pDR195umZRT2a: 10*, 10*, 10® y 10*; por iltimo las correspondientes a
pDR195umZRT2b fueron nombradas con: 10b1, 10b2, 10% y 10°*. Los resultados de

la extraccién se muestran en la fig. 25.

DNA Gendmico

DNAFlz=mizico

"RNA

Figura 25. Gel comprobatorio de extracciéon de los plasmidos pDR195umZRT1
(ay b) y pDR195SumZRT2 (a y b). a) Marcador de peso molecular I Kb DNA
ladder (Promega); Se muestra el material genético extraido a partir de las 4 colonias
seleccionadas de la cepa BY4743 transformada con las construcciones de expresion
generadas in vivo, en el siguiente orden: b, c, d, e) transformantes 96*', 96*, 96* y
96" f, g, h, i) 96", 96", 96" y 96™; j, k, 1, m) 10", 10, 10 y 10**; n, o, p, q) 10",
10", 10”y 10™.
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6.3.1.4. Obtencion de DNA plasmidico correspondiente a las

construcciones pDR195SumZRT1 (a y b) y pDR195SumZRT?2 (a
y b).

Con la intencién de lograr obtener unicamente el DNA plasmidico, se
procedid a electroporar a la cepa DHS5a de E. coli segin se describe en materiales y
métodos, con el material genético extraido de las colonias seleccionadas, dejando
crecer en placas de LB con ampicilina durante 16 horas a 37°C después de la
transformacidén, seleccionando finalmente 1 colonia por placa. Posteriormente se
realiz6 la extraccion de los plasmidos por medio del kit Wizard® Plus SV Minipreps

kit (Promega) (Fig. 26).

a. b c d.wem £ g h. i

DNA
plasmidico

Figura 26. Electroforesis de DNA plasmidico extraido de la cepa DH5a de E. coli
previamente transformada con material genético de las colonias seleccionadas
de las reacciones pDR195umZRT1 (a y b) y pDR195SumZRT2 (a y b). Se corri6
en un gel de agarosa al 1% con buffer TAE 1X a 100 V. a) 1 Kb DNA ladder
(Promega). b, ¢ y d) corresponden al plasmido de la colonia 96 *', 96 “y 96 "'
respectivamente; f, g corresponden a los plasmidos de las colonias 10*', y 10*;

mientras que h e i) a 10> y 10",
89



6.3.1.5. Caracterizacion de construcciones por restriccion
enzimatica.

Una vez obtenido el DNA plasmidico correspondiente a las construcciones
pDR195umZRTI1 (a y b) y pDR195umZRT2 (a y b), se procedié a realizar la
caracterizacion por medio de enzimas, las cuales fueron seleccionadas de manera
estratégica, cortando una en pDR195 y otra en umZRT1 o umZRT2, pero no en
ambos insertos. Se colocd siempre un control, adicionando las mismas enzimas al
plasmido pDR195 vacio (sin los insertos), esperando como resultado en la
electroforesis solo una banda correspondiente a la linealizacién del mismo. Las
enzimas seleccionadas para las construcciones de pDR195umZRT1 fueron Sall y
EcoRV (Promega) esperando fragmentos de 3475 y 3985 pb (Fig. 27a). Por otra
parte se utilizaron las enzimas Ndel y EcoRI (Promega) para los pldsmidos
pDR195umZRT2, generando fragmentos de 3337 y 4509 pb (Fig. 27b), en la tabla
19 se describen las reacciones realizadas, las cuales fueron incubadas a 37°C durante
2 horas y posteriormente las enzimas fueron inactivadas tal como se describe en

materiales y métodos.
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PDR195SumZRT1
7460 bp

(4057) EcoRV

EcoRl (207)

PDR195umZRT2
7846 bp

Figura 27. Mapas de restriccion de los plasmidos pDR195umZRT1 y
pDR195umZRT2. a) Representaciéon de la restriccion de pDR195umZRT1 con

enzimas Sall y EcoRV, con fragmentos esperados de 3475 y 3985 pb; b) corte

enzimatico de pDR195umZRT2 con las enzimas EcoRI y Ndel, generando

fragmentos de 3337 y 4509 pb.

Tabla 19. Componentes de las reacciones de restriccion para la caracterizacion
de construcciones pDR195umZRT1 (a y b) y pDR195umZRT?2 (a y b).
Caracterizacion pDR195umZRT?2

Caracterizacion pDR195umZRT1

Componente Cantidad
Agua mili-Q estéril 9 ul
Buffer 10X 2ul

BSA 10X 2ul

DNA Sul
Enzima Sall (Promega) 1 ul
Enzima EcoRV 1l
(Promega)

Reaccion total 20 pl

Componente

Agua mili-Q estéril
Buffer 10X

BSA 10X

DNA

Enzima Ndel (Promega)

Enzima EcoR1 (Promega)

Reaccion total

Cantidad
9 ul
2ul
2 ul
Sul
1 ul
1 pl

20 pl
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Después de realizar las restricciones se procedio a realizar electroforesis, y de
esa manera se determiné que todos los pldsmidos extraidos y sometidos a
caracterizacion, contenian los insertos correspondientes a los genes umZRTI1 y
umZRT?2, ya que se observaron los patrones de bandeo esperados, tanto para las
construcciones realizadas como para los controles, dichos resultados se muestran en

las figuras 28 y 29.

Nt
et A A A B A

Fig. 28. Electroforesis de la caracterizacion de los plasmidos pDR195umZRT1
(ay b). Todos los plasmidos fueron digeridos con las enzimas Sall y EcoRV. a) 1
Kb DNA ladder (Promega); b. restriccion de pDR195 sin insertos (6317pb); los
incisos ¢, d, e, f, g, h, i y j corresponden a los plasmidos 96 *', 96 %, 96 *, 96 ** y 96
b], 96 bz, 96 b3, 96 > respectivamente (3475 y 3985pb).
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Fig. 29. Electroforesis de la caracterizacion de construccion pDR195umZRT?2 (a
y b). Los pldsmidos fueron digeridos con las enzimas Ndel y EcoRI. a) Marcador de
peso molecular 1 Kb DNA ladder (Promega); b) corte enzimético de pDR195 vacio
(6317pb); incisos ¢, d, f, gy h corresponden a las construcciones pDR195umZRT2;
10, 10™, 10, 10™, 10°" y 10 respectivamente (3337 y 4509pb).

6.3.1.6. Secuenciacion de construcciones pDR195umZRT1 (ay b) y
pDR195umZRT2 (a y b).

Posterior a la caracterizacion enzimatica de las construcciones obtenidas,
fueron elegidas 2 clonas por cada gen para su secuenciacién: 96*' y 96" para
umZRT1; 10 y 10*' para umZRT2, con el objetivo de comprobar que no existiera
alguna mutacién. Los oligonucledtidos utilizados para dicho procedimiento se
muestran en la tabla 10, las reacciones de secuenciacién con la enzima Big Dye™,
asi como las condiciones bajo las cuales se llevaron a cabo, se muestran en la seccién

5.11 de materiales y métodos.
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Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacién, estos fueron editados
mediante el programa ApE plasmid editor

(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) y posteriormente se realizaron

alineamientos de las secuencias con los marcos de lectura abierto de cada uno de los
genes, con ayuda del programa BioEdit (Hall, 1999) y la herramienta BLAST,
obteniéndose secuencias completas y sin mutacién alguna en sus marcos de lectura,

con un porcentaje de identidad de 100% en todos los casos (Fig. 30 y 31).

OrFumsex __ | BTEEETORELED TTEE
Secuenciazion 962l A&GC% ACG A,“-‘% e AR TTT e
Secuencizsion 553 CI e T o L L T ARIGGGC A

ORFUm@Ns GLCCACGGCCL G LARICCCHALCGIRIACACGLICGLIA CGCO ACUCCCALCAACCACE AAGC LS LARIGCC AAALAC
Sezuencizzion 33l yeady ool Iy T - ARRICCCHALCOIRIACACELICALIA COCGACUCIICCACAACCACGAAGC 08 LBRIBCCAAAYAC
Sscuanciacicn 9583 GUCCACGGCC G ERBICCCHACGIAIACACGLICA A LB CCACE AC CA AACCGCGAAGC RS ERBKCCAAAIAC
ORFumesds RACGGLS GUGLIC ALRIAPCGCCACHGCIRRIC AUCC APCHCIRIAGC ACCGCCACE AGLIG A LG ABG AGCICGG AICGCC AG IC 1
Secuenciacion 3631 T elele gawwn APCGCCACPUGCIRRIC APCCALCHCIRIAGC ACCGCCAECE AGLEG A AGG-‘.GC"CGGAchCCA“ﬁuc 2
Sacusnciscisn 953 TN G ALRIAVCGCCACLHIGCIARIC ALICC A AGC ACCUGCCGCE AGIO ALIG AGG AGCHICGG ALICGCC A ;

ORFumdass AGCO ALARICCAGAAC A JCCC TT LAIGCCALG AICGCC A LA ARG IICALICE AGGLGBCLICGCC IR/ CCGGG LA
Secusnciacicn 35l PYRSE T T cncucﬂnﬁcc j TT T cc:%n%accn% TIT gcgamamcg‘c‘:acc CGGGLAd
R EERR- ] AGCG ARG ICC AG AACHALICCC TT ERIGCCAYG AICGCC ALG TIT GUCG AGGHIGCIICGCC CGGG)

ORFumdss G AAGCCAALACGCC A ALfAAGCLICGCC{ACE ACLICCC APGCLIGGRIBGLIC ACC ALC ACGCC A GG AGC ABGCGEGC A ACCCC A ACCLICGT
EERREE LR LL 4G G A AGCC A A{ACGCC A AL{A AGCLICGCCIACE ACLICCC A BCLIBGGGIC ACC AJIC ACGCC ALBG AGC ABGCGGC AACCCC AACCLICAC)
FEREEEEER GG A AGCC A AJACGCC A ALIA AGCUCGCCHACE ACUICCC ALGCUGGIBGLIC ACC ALIC ACGCC ALIGE AGC ALIGECGBC A ACCCC A ACCLICGC 1
OR Fum#i935¢ AAGAAGAACAGCACAACCACAACGCAAICAAGUCAGLICIICIRICGGACG ACG AAAACGCLGC CLG CGGLIGCCGACHCAGCC|
NP LD C A AG A AG AACAGC ACAACCACAACGC AALIC AAGLIC AGLICLICIRICGE ACG ACG AﬂAACGCmC%Cm CLGGLIGCCE ACIC AGCC
T P ITYC A AG AAGAACAGCACAACCACAACGC AALICAAGUCAG RICGG ACG ACGIAIG A A AACGCIBCHGCLGIRICCLIGGLGCCE ACLIC AGCC

ORFum #6935 CCGAGGCCAAAAUGGLICGCLG ACLICE AGLRIC A ACCGCRICI{ACCAAAC ALCLIC AC){ACCC A AGC AJICYIG A A ALICCICGGCOLIC A G
Secvenciacién 9631 cccaccccunumcgccm.\cu:cnc BICAACCGCIAICIIACC AAACYE nucgacunccc“ccAuctsnnnuccmcccchpam
PRI CCG AGGCCAAAALGGUCOCLIG ACHCG A AACCGC ACCAAAC A ACLACCCAAGC A AAAMCCLCGGCERIC ALK

ORFumass APCCLAG AG TTEE G CALRICG A C A A TH ACCCUCGGCACCACCICCG AC TTREES Cc 770 G A
Secuenziazion 25:l My SE TR T T Gcc$a$ CA cAuc‘a$numcocﬂnllﬁnccchpuccnccaccmccAc T ACCQ%CIF 0 n$c$4$
Smcuenciszion 2583 QTS TR ORIAT T SO T = RICC A CAPUCANC ACOGUANC ACCCLUCGGCACCACCICCOACIRARIACCEIICC TTOTS A

ORFum#ses TT CACC&AAm GAGGGUCHICGOLUC GGG ACCCOLICCGC A LCCLCUCAGC A nABLFGmQA CAACACLIGGE A
e L A LA ICC ACC AR ALGIRICE AGGG LICHCEGLICLBGG L ACCCALCICEC A cucuccccn&tucmauuon RICCAACACLGGE A
A GC A C

POIPURENETE P L & 4 ICC ACC A A A G AGGG] GG GAGLIACCCOLE GGCALG A AGLICGLIGE ALRICC A AC ACLIBGG A
Secusncocon Sl Cu‘ﬁ°$u“¢“°$uﬁc%ﬁ-‘cmcc ALCGAUAPCECIA
CLA C ACGG ICGI AC CCA GOLA GCLA

ORFumesss BCLALCCLICLIACGG GRIC ACLCCC ALICGGLIACGC A

GGCLCAGLIGYACHLIC AC ACIRIAC A ACGGCE ACLLBGCC ACCACCACT
GALICUCOGLBACALIC ACACIRIAC A ACGECE ACPCEBCC ACCACCACT
Secuenciacion 9583 a GOUGHACG ACACIBIACAACGGCGAC GGCCACCGCCGCC
ORFumi0036 ACGLIC ACCGOLIALCLARIG ACLCGOLCLICAGCAGGL{APCCLICCUCIIAC ACGGOLIACLBLRIG A ACUGCIAIBC ACACG AG
B Rl ACGLC ACCOG A LCIRRIG ACCGGICICEGCABE(ACCHCCLCI(ACACGGGL(ACLGIRIG AACGCIRBCACACE AG ;
E e R LR (ACGLIC ACCGGUIALICIRR G ACLICGG GGCGGGUANCCICCUCIIACACGGGIACLGIRIG A ACLIGCIAIGC ACACG AG :

ORFuUm00036 G ACAAGALGCGC AACGCGCCLICLIC A AG A AGGLRIGLIC AJC AGC ALRICLICG AG AGCLIC ACCGGCECLBGLICLC AUBGCECUGCLICGE ACE A
PRI L0 AC A AG AGCGC A ACGCACCCHIC A AG A AGG L mn%mcn : uccAcAmcucAcccccacmoucﬁnmccacgcucacncoA
POPRSREREBPPIING AC A AG A LIGCGC AACGCGCC AAGAAGGLEGAIC ALIC AGC A (CG AG ALBCLIC ACCGGCACLGE ALGGCGCLIGCICGG ACE A

ORFumd00se GGCALG A
Secuenciacion 38 a1 o1 )
Secuenciacion 95 &3 FOdder)

Figura 30. Alineamiento de los nucledtidos obtenidos por secuenciacion, de las
construcciones pDR195umZRT1 (96al y 96b3) con el marco de lectura abierto de

um00096 (umZRT1).
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Secuenciacion 102l
Secuenciacion 1051

ORFumII 10 ACCACCECCOLC ACCOLIO A ALGGC ACLICCG ACACC ACGOLG ALLE
Secuenciacion 1031 ACCACCGCCGUCACCOLG AAGGCACIICCGACHACCACGGLG ALRR
Secusnciazion 108l Clelef{elefclefels] ACCG AAHGGCACHICCGACHACCACGGIG AL A&

GCC AYCLICCC ACGGGLICE AGGCJACLIGCG A A
GCCAPCCCCACOGELCE AGGCACLIBCG A A
GCC A CC ACGGGLICE AGGCHAC ;

AGGCGEGCHLICBGCCC A AGLGGLIGC ACLIGCGLICBCECCE AGLIALICC AGCCAICACCEOG
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Secuenciacion 10al -uc%cu Acﬁiﬁ a%ca ACGCOLE

Secuenciacion 10 &l ST Lt~ APCCG ACGCGLE
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e o~ . we o e e e e
o

Secuenciacian 103l
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Secuenciacion 1061 RICCAAPCCLGG

CUACACGGCA

_ORFum@ 0 GGGGCAACCCGCAGAACAAAAGAGGCCE AUGGGC AG ACG AGGLGY
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Secuenciacion 1081 A ACLHACUCGAACGAGUGLIAIAIGG AGAGC AAGLIACGAAGCUACIIGCACCGGC

P - . e e o - - e
ORFumds 19 APCGCE A GG CCG GC G THITTY
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Fig. 31. Alineamiento del marco de lectura abierto del gen um03110 (umZRT2)

con los nucledtidos obtenidos por secuenciacion a partir de las construcciones

pDR195umZRT2 (10*' y 10"").
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6.3.2. Complentacion de mutantes de Saccharomyces cerevisiae
deficientes de los genes ZRT1 y ZRT2 con las construcciones

pDR195umZRT1 y pDR195SumZRT2.

Al haber logrado la correcta construccion de los pldsmidos de expresiéon con
los genes de U. maydis umZRT1 y umZRT?2, se procedid a transformar a la cepa de
S. cerevisiae mutante de los genes ZRT1 y ZRT2 (ZHY3), con el objetivo de
determinar si dichos genes eran ort6logos a los existentes en la levadura S.
cerevisiae. Dicho proceso se llevé a cabo mediante el protocolo de transformacion
con acetato de litio (modificado de Gietz et al., 1995), las levaduras transformantes
fueron inoculadas en placas con medio SD tras la adicion de los aminoacidos
histidina, leucina, triptéfano y la base adenina, fungiendo como marcador de
seleccion el uracilo. En el experimento se incluyeron dos controles negativos, para
descartar contaminacidon, que corresponden a la realizacién del procedimiento
transformando unicamente con ssDNA (Fig. 32a y b); otro control negativo que se
utiliz6, fue el obtenido después de transformar con el plasmido pDR195 vacio (sin
insertos) (Fig. 32d); por otra parte se agregé un control positivo, al cual nos
referiremos como ZHY3/pMCS5, el cual se realizé al transformar con dicho vector
que contiene al gen ZRT1 (ver seccién de plasmidos en materiales y métodos) (Fig.
32c); por tultimo se procedid a transformar a la cepa ZHY3 con las construcciones
previamente generadas: pDR195umZRT1: 96, 96%, 96!, 96™ (Fig. 32e-h) y
pDR195umZRT2: 10, 10*, 10, 10", siendo nombradas AMP96 y RRMI0

respectivamente las cepas resultantes tras la correcta transformacion (Fig. 32i-1).
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Fig. 32. Resultados obtenidos de complementacion de la cepa ZHY3 con
construcciones pDR195umZRT1 (a y b) y pDR195SumZRT2 (a y b). a.-b.

Controles negativos producto de la transformacion con ssDNA; c. Control positivo,
cepa ZHY3/pMCS5; d. Control negativo (ZHY3/pDR195); e.-h. Colonias de cepa
AMP96: 96*!, 96*, 96", 96" respectivamente; i.-l. Cepa RRM10: 10", 10*, 10,
10”.

6.3.3. Caracterizacion de las cepas complementantes.

Con el objetivo de determinar las funciones de los genes umZRTI1 y
umZRT2, asi como de identificar si son homdlogos a los genes ZRT1 y ZRT2 en S.
cerevisiae, se realizaron curvas de crecimiento, por triplicado de las colonias
AMP96: 96", 96" y RRMI10: 10", 10" (construcciones caracterizadas por
restricciéon y secuenciadas), partiendo de un indculo de DOgp=0.01 en LZM
adicionado con leucina, histidina, triptéfano y adenina, con concentraciones de:

1uM, 10uM, 100uM y 1000uM de ZnCl,, durante 15 horas, en agitacién y a una
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temperatura de 30°C y posteriormente se procedié a medir su absorbancia. Tal como
se aprecia en la fig. 33, las levaduras AMP96: 96*', 96™ (Fig. 33 color dorado y
morado), presentaron absorbancias muy similares a las del control positivo
ZHY3/pMC5 (Fig. 33 verde); por otra parte las correspondientes a RRM10: 10",
10°! (Fig. 33 amarillo y rojo), presentaron un crecimiento similar al control negativo
(pDR195) (Fig. 33 color azul) en las concentraciones 1-10uM de ZnCl,,
presentandose un cambio dréstico a partir de la concentracion 100uM aumentando su

crecimiento hasta la concentraciéon de 1000uM, diferencidndose del control negativo.

Medias marginales estimadas de Absor

Tratamiento

—— control neg
control positivo
96 al

— 96 b3

10 al
—— 10 b1

b1

0.3000

Medias marginales estimadas

T T T
1 10 100 1000

Concentracién uM Zncl2
Figura 33. Curva de crecimiento de las cepas AMP96: 96", 96", RRM10: 10!,
10"' y controles ZHY3/pMC5 y ZHY3/pDR195 en LZM adicionado con 1puM,
10pM, 100uM y 1000uM de ZnCl,. En color azul se representa al control negativo
producto de la transformacién de la levadura con el vector pDR195; en color verde
se muestra el control positivo obtenido de la transformacion con el plasmido pMCS;
en color dorado y morado se presentan las absorbancias de la cepa AMP96: 96,

96"; en amarillo y rojo se muestran las correspondientes a RRM10: 10!, 10"

Ademas de crecer a las transformantes en LZM liquido, se procedi6 a realizar
en LZM sélido bajo las mismas concentraciones de ZnCl, 1, 10, 100 y 1000uM, para

la apreciacion visual de los resultados, en esta ocasion se utilizé al control negativo
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(ZHY3/pDR195), el control positivo (ZHY3/pMCS5), y solo una contruccién
correspondiente a cada gen (levaduras AMP96 y RRM10), dichas células fueron
lavadas con agua mili-Q estéril y diluidas en la misma, a través de su conteo en
cdmara de neubauer, siendo inoculadas por gota 1x10°, 1x10%, 1x10° y 1x10” células
de cada transformante. Los resultados obtenidos coincidieron con los presentados en
medio liquido; en todas las concentraciones, la cepa AMP96, presentd crecimiento
similar al control positivo (ZHY3/pMCS5), mientras que la cepa RRM10 present6 un
crecimiento similar al control negativo en las concentraciones 1 y 10 uM de ZnCl,,
en contraste con las concentraciones de 100 y 1000 puM donde mostraron

diferencias, ya que se observé mayor crecimiento levaduriforme (Fig. 34).
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Figura 34. Crecimiento de las cepas AMP96, RRM10 y controles ZHY3/pMCS y
ZHY3/pDR195 en LZM soélido, en diferentes concentraciones de ZnCl,. Las
levaduras transformantes fueron inoculadas por gota en diluciones correspondientes a
1x10° , 1x104, 1x10° y 1x10% células. Las imégenes a, b, ¢ y d corresponden a LZM
1, 10, 100, 1000 uM de ZnCl,. En todos los casos: el numero 1 corresponde al
control negativo (ZHY3/pDR195); 2. Control positivo (ZHY3/pMCS5); 3. Diluciones
de levaduras correspondientes a AMP96; 4. RRM10.
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6.3.4. Analisis estadistico de resultados de complementaciones.

Para validar los resultados obtenidos de las complementaciones en la cepa de
Saccharomyces cerevisiae ZHY3 con las construcciones realizadas y los controles, se
determinaron los estadisticos descriptivos de las absorbancias en base a cada

tratamiento (pldsmido con el que se transformd) y concentracion de ZnCl, (Ver tabla

20).

Tabla 20. Estadisticos descriptivos de absorbancias en base a cada tratamiento y

concentracion de ZnCl,,

variable dependiente: Absorbanciz

Tratamiento Concentracion Mediz Desvizcion N
[uM Zn) tipica

Control negativo 1 0.02ESET 00072342 3

10 0.035533 0.01305132 3

100 0.0352657 0.0120554 3

1000 0073533 0.0115304 3

Tota 00438 0.020550E 12

Control positivo 1 0.044533 0.01256523 3

10 0.165333 00411015 3

100 0.42E 0.D4E1352 3

1000 0.535 00451774 3

Tota 0.284482 0.207E348 12

umZRTL (96 al) 1 0.0832 00111772 3

10 0.174 0.D0S1E52 3

100 00155348 3

1000 0.0353555 3

Tota 0.15204E2 12

umZRT1 (36 b3} 1 0.103333 0.O0ZEEEE 3

10 0.238 0.DOESA 3

100 0.4 0.D1S0TEE 3

1000 o 0.044ESD 3

Tota 0.3 0.1520302 12

umZRT2 (10 a1} 1 0.D53 0.01RE237 3

10 0.0117ESE 3

100 0. 0010116 3

1000 0.331333 00115036 3

Tota 0.122B0E 0.1264552 12

umZRT2 [10 b1} 1 0.03E3 3

o 0.048533 3

il 0.0453 0. 3

1000 0.405 0. 3

Tota 0.13455E 0.1635241 12

Total 1 0052067 00300452 1B

10 i 0.0E15225 iE

100 0.2051582 18

1000 0.155508E 18

Tota 020116 0.1B3S20E 72
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Por otra parte se aplic6 un ANOVA de dos factores: tratamiento y
concentracion, con el fin de determinar la diferencia de medias de la absorbancia
debido a los factores, obteniendo los resultados mostrados en la tabla 21,
obteniéndose un F elevada, por lo que se rechazé la hipétesis nula de igualdad de

medias.

Tabla 21. Pruebas de los efectos inter-sujetos. Siendo la variable dependiente, la

absorbancia; a. R cuadrado = .989 (R cuadrado corregida = .984).

_ 2.376° 23 0.103 193.09 0
_ 2.913 1 2913 5445.677 0
_ 0.791 5  0.158 295576 0
_ 1.085 3 0.362 675.751 0
- 0.501 15 0.033 62396 0
_ 0.026 48 0.001
_ 5.315 72

_ 2.402 71

Posteriormente se usé la prueba de Tukey para determinar entre que niveles
de los factores se encuentran diferencias significativas entre las medias de las
absorbancias, también se graficaron dichas medias en base a los factores tal como se
muestra en la tabla 20. Dentro de los resultados obtenidos se encontré diferencia del
control negativo (pDR195) con el resto de los tratamientos; el control positivo
mostré una similitud altamente significativa con aquellos correspondientes a las

cepas complementadas con pDR195umZRT1: 96*' y 96", mientras que se encontré
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diferente al control negativo y a los tratamientos pDR195umZRT2: 10* y 10"'; por
otra parte ambos correspondientes a 10*' y 10°' se mostraron significativamente
similares, pero diferentes tanto al control positivo (pMC5) como al negativo

(pDR195) y a los tratamientos 96*' y 96° (Tabla. 22).

Tabla 22. Comparaciones multiples, DHS (honest significant difference) de
Tukey. Ensayo realizado en base a las medias observadas. El término de error es la

media cuadratica (Error) = .001 *. La diferencia de medias es significativa al nivel
.05.

([} Tratamients (I Tratamients Diferencia d=  Error tip. Zig. Limite Limite
mediaz {I-J} inferior TUperior
contral mEE  conirol pasitiva - 250692+ 008sszR [} 0278717 0222666
{pDE175) nmfRT1 {946 al) -263583* 10084222 a -12814508 02355358
nmFRT1 {86 b3) -260117* Q008228 0 -0.288142 0232081
nmFRT2 {10 al) -078008*

0 4107036 -0.050983

nmFRT2 {10 b1} - 080758 0 -1.118784 01062733
control  pozitive conmol nez 2506492* 10082228 a 0222666 0278717
{pMCE) nmFRTI {86 al) -0012882 Q008228 0747 0040917 0015134

umZRTI (96b3)  -0.00942 0916  -.037451 0.018601
unZRT2(10al) 171683 0 1.143658 0198708
umZRT2(10b1) 159933 0 0.131908 0187959
control neg 263583 0 1235558 0291409

0.012892 0747 0015134 0.040817

umZET1 {94
al})

nmfRTI (B663) 0003467 0998 | 0024339 0031402

nmZRT2 {10 al) 184575+ 00094429 a 0.155548 0212601
nmZRT2 {10b1) 172825+ 0002428 0 0122722 0200851
contral nes 260117+ 00092429 0 0232091 0288142
contral positiva 0002425 00082422 0215 0018501 0037451

umZRTL {94

nmFRTI {86 al) 0003467 10084422 J@se 0031482 0024

B3) nmFRT2 {10 al) 181108* Q0082228 0 0.153083 0202134
nmFRT2 {10 b1} 159358* 10084422 a 0141333
control nes O79008* Q008228 0 0050983 0107034
contral pasitiva - 171683+ 10082428 a -118eT08 -0.1436358

mZRT? {10

: nmZRT1 {86 al) - 184575* 0 0212601 0158548
]
) ) - 181108* 0 -0.202134 -0.153083

001175 0813 0039778 0015276
0 0062733 0118784

0 -0.187858 0131908

contral pasitiva - 158833+
umIETI {10

o nmZRT1 {86 al) - 172825+ a 0200851 0124728
) um7RTI {246 b3) - 169358+ 0 -0.187384 -0.141333
nmZRT2 {10 al) 001175 00094429 0813 0016276 0032775
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Por otra parte en base a las medias observadas, fueron agrupados los
tratamientos en subconjuntos homogéneos, donde se aprecia de mejor manera las
diferencias o similitudes entre ellos tal como se mencioné anteriormente (Tabla 23 y

Fig. 35).

Tabla 23. DHS de Tukey. Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos. Prueba basada en las medias observadas. El término de error es la
media cuadratica (Error) = .001. a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =

12.000. b. Alfa = .05.

Subconjunto

Tratamiento N 1 2 3

control negativo 12 0.0438

umZRT2 (10 12 0.122808

al)

umZRT2 (10 12 0.134558

b1)

control positivo 12 0.294492
umZRT1 (96 12 0.303917
b3)

umZRT1 (96 12 0.307383
al)

Sig. 1 0.813 0.747
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Figura 35. Grafica de medias observadas de los grupos de subconjuntos

homogéneos mas/menos una desviacion estandar.
6.4. Analisis de expresion.
6.4.1. Estandarizacion de condiciones.

Con el prop6sito de definir los niveles de expresion de los genes umZRT1 y
umZRT?2 y si dicho proceso era regulado por los factores de transcripciéon Rim101p
y/o Nrglp ante variaciones de pH y bajas concentraciones de zinc, se procedié a
definir las condiciones bajo las cuales se realizarian las extracciones del RNA, para
dicho fin, fueron disenados 3 diferentes medios, usando como base el medio LZM,
mediante el programa MAXCHELATOR software (ChrisPatton, Stanford

University) tal como se describié en materiales y métodos, utilizando los agentes
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quelantes EDTA, EGTA y NTA, para los pH 4.0, 7.0 y 9.0 respectivamente,

logrando una concentracién libre de zinc en todos los casos de 1x10™>uM de ZnCl,.

Una vez disefiados y elaborados los medios, se procedié a evaluar el
crecimiento de las cepas de U. maydis FB, y BMA2 en los mismos, para ello fueron
crecidas, por triplicado, en medio SD después de ser activadas en MC,
posteriormente las células fueron lavadas con agua mili-Q estéril e inoculadas en los
medios LZM4, 7 y 9, partiendo de una DOggp= .01, y después de 15 horas se midi6 la
absorbancia, obteniendo los resultados mostrados en la figura 33; tanto FB, como
BMAZ2 lograron crecer en LZM4 presentando absorbancias un poco mayores la cepa
BMA2, en LZM7 FB; mostr6 mayor crecimiento que BMA?2, pero ambas cepas
mostraron complicaciones para crecer en LZM9, presentando absorbancias similares

muy bajas (Fig. 36).

0.16 A
0.14
0.12 A

0.1 -

ABS

0.08 A mFB2

0.06 A m BMA
0.04 A

0.02 A

LZM4 LZM7 LZM9
TRATAMIENTO

Figura 36. Crecimiento de las cepas FB, y BMA2 en LZM4, 7 y 9. Las cepas

fueron inoculadas partiendo de una DOggo= .01 durante 15 horas.

Debido al pobre crecimiento de ambas cepas en LZM9, se supusé que el
quelante NTA, presentaba mayor afinidad por zinc de la calculada en el programa
antes mencionado, por lo que se procedié a realizar un experimento en el cual se

adicionaron 10 veces mads la cantidad de zinc a los 3 tipos de medios, y se crecieron
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tanto BMA?2 como FB,, obteniendo después de 15 horas los resultados mostrados en
la fig. 37, se presentaron resultados muy similares al experimento anterior, mayor
crecimiento de la cepa BMA2 que FB, en LZM4, en LZM7 un ligero crecimiento
mayor por parte de FB, con respecto a BMA2 y en LZM9 se obtuvieron
absorvancias muy bajas, lo que sugiere que el NTA presenta alta afinidad por otros
metales esenciales para el desarrollo del hongo, aunado al alto pH que propicia, la

baja disponibilidad de metales.

0.25 -
0.2

v

2 0.15 1 M FB2

01 - H BMA

0.05 -

LZM4 LZM7 LZMS
TRATAMIENTO

Figura 37. Crecimiento de cepas FB, y BMA2 en LZM4, 7 y 9 adicionados con
10X de ZnCl,, Se realiz6 la medicion después de 15 horas, partiendo de una DOggp=

.01.

Debido a los resultados obtenidos, se procedié a realizar un nuevo
experimento, para la estandarizacion del LZM9, para lo cual se adicionaron
diferentes concentraciones de MnSO, y FeCl3 y de la solucién de metales (descrita
en materiales y métodos para elaboracion de LZM) tal como se describe en la figura
38, al igual que en los experimentos anteriores, las células fueron crecidas
primeramente en medio SD y posteriormente lavadas con agua mili-Q, siendo

inoculadas bajo las diferentes condiciones, partiendo de una DOggo= .01, obteniendo
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altas absorbancias a partir de los tratamientos 2, 6 y 7, pero al medir el pH, tanto

inicial como el final en dichos tratamientos, se observé variaciéon de pH,

descendiendo hasta un pH 7, por lo que se decidié solo medir los niveles de

expresion en los LZM4 y 7.

0.7 4

0.6 -

05 A

0.4 A

ABS

0.3

0.2 A

0.1 A

Tl

T2

T3

T4 T5
TRATAMIENTOS

T6

7

T8

HFB2
HBMA

Tratamiento

L T T

100 M MnS04Y FeCl3

10004M Mn304y FeCl3

100 1M MnSO4Y FeCl + 3ul metales
100 UM MnSO4Y FeCl3 + 30ul metalzs

100 UV MnS04 Y FeCl3+ 300 1
metales

1000uM Mn50dy FeCl3 +3 ul metales
1000uM MnS0dy FeCl3 +30ul
metales

1000uM MnS0dy FeCl3 +300)
metales

Figura 38. Estandarizacion del crecimiento de FB, y BMA2 en LZM9, ante

diferentes tratamientos de metales.

relacionados.

6.4.2. Analisis de expresion de los genes umZRT1, umZRT2 y genes

Una vez estandarizadas las condiciones bajo las cuales se realizaria la

extraccion de RNA, se procedi6 a cultivar tanto a FB, como BMA2 en medios SD y

las células fueron lavadas con agua mili-Q estéril, e inoculadas en los medios LZM4

y 7 partiendo de una DOgpo= .01 (por triplicado), se incubaron durante 15 horas en

agitacion a 28°C y se procedid a realizar las extracciones de RNA (Ver materiales y
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métodos). En la fig. 39 se muestra la electroforesis correspondiente a algunas de las

muestras extraidas.

a b e d &2 T BB %

Incise Cepa Medio

a FB2 LZM14
b BMA  LZMA
[= FB2 LM
d BMA  LZM7T
e FB2 LZM14
f BMA  LZMA
B FB2 LM T
h BMA  LZM7T
i FB2Z LZM14

Figura 39. Electroforesis de RNA de las cepas FB2 y BMA2 de U. maydis
crecidas en LZM4 y 7. Fue realizada en un gel de agarosa al 2% con formaldehido.
En la tabla adjunta se indican las muestras correspondientes a cada cepa y medio en

que fueron crecidas.

Para llevar a cabo el andlisis de expresion, mediante RT-PCR punto final, se
procedio a disefiar oligonucle6tidos correspondientes a los genes de Ustilago maydis
umZRT1 y umZRT?2, y se utilizaron otros previamente disefiados, correspondientes

al gen de actina, utilizando como control, RIM101 y NRG1 (Tabla 20).

Se desarrollaron reacciones a partir de los RNA extraidos en las condiciones
correspondientes a los medios LZM4 y LZM7 tanto de la cepa FB, como de BMA2,
con los oligonucledtidos enlistados en la tabla 9. Se colocé un control negativo y uno

positivo por cada muestra de RNA utilizada, donde se utilizaron oligonucleétidos
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para la amplificacion del gen de Actina, cuya expresion es constitutiva. Por otra parte
se realizaron reacciones con los oligonucledtidos para la amplificacién de los genes
que codifican para los factores de transcripcion Rim101p y Nrglp, y los genes
umZRT1 y umZRT2. Todas las reacciones de RT-PCR punto final, asi como sus
condiciones, fueron llevadas a cabo tal como se describe en materiales y métodos,

con una Tm de 53°C y una concentracién de 2.5mM de MgCl, final.

6.4.2.1. Niveles de expresion en ambientes acidos.

A partir de las muestras de RNA extraidas tanto de la cepa silvestre (FB,)
como de la cepa mutante de RIM101 (BMAZ2) de U. maydis, se obtuvo la expresion
correspondiente al gen de actina (control positivo), y no se observé amplificacién en
el control negativo, lo que indica que las muestras no se encontraban contaminadas o
con residuos de DNA genomico. En las reacciones correspondientes a la cepa FB;, se
observé la amplificacion de los genes NRG1 y RIMIOI, por otra parte el gen
umZRT]1 presenté una mayor expresion que el gen umZRT2, ya que en este ultimo
se observd muy poca expresion. En lo concerniente a las muestras de BMA2, se
observo la expresion de NRG1, y en la electroforesis llevada a cabo, se presentaron
algunas bandas de diferentes tamafios, en el carril de RIM101, lo que indica que
fueron amplificados otros dedos de zinc, diferentes a la banda esperada de 98 pb
correspondiente a RIM101. Los genes umZRT1 y umZRT?2 presentaron niveles de

expresion muy similares bajo estas condiciones (Fig. 40).

6.4.2.2. Niveles de Expresion en ambientes neutros.

El andlisis de la expresion bajo condiciones neutras, se llevo a cabo a partir de
RNA extraido de las cepas FB, y BMA2 crecidas en LZM7. Al igual que lo descrito
anteriormente se realizaron reacciones como control negativo y positivo con
oligonucledtidos de actina, por cada muestra de RNA utilizada. Obteniendo los

resultados esperados. En lo correspondiente a FB, se obtuvo la expresion de NRG1 y
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RIMI101. El gen umZRT1 presenté mayor expresion que umZRT?2, a la vez que este
dltimo aument6 sus niveles de expresion presentados en pH 4cido. Por otra parte las
muestras pertenecientes a BMA?2 mostraron los mismos patrones que en pH 4cido en
las reacciones de NRG1 y RIM101, mientras que umZRT1 permaneci6 con niveles
de expresion similares que FB,, umZRT2 presenté una menor expresion que la

observada en la cepa silvestre (Fig. 40).

FB, LZM4 BEMALZMA

{(" Acting Actinz 101 umZRTL ;.'1-23-2\{ {-} Actina acting Nrzi \

BEMA LZMA FB; LZM7

101 umZRTL omIZRT2 {-} Actins Acting Nrgi o UMmZRTL umZRT2

BMA LZM7

‘
> 2
e’

R
Actinz Acting Nrgi UMZRTL UMmZRT2

Figura 40. Electroforesis de RT-PCR punto final mostrando la expresion de
genes de FB, y BMA2, en LZM4 y 7. Las reacciones de los controles negativo y
positivo fueron realizadas con oligonucleotidos para la amplificacion del gen
constitutivo de actina (242pb), por otra parte se midieron los niveles de expresion de
NRGI1 (212pb), RIM101 (98pb), umZRT1 (212pb) y umZRT2 (244pb).
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6.5. Elaboracion de construcciones de delecion por el método DelsGate.

Para realizar construcciones de delecion, para llevar acabo la interrupcién de los
genes umZRT1 y umZRT?2 se utiliz6 el método DelsGate (ver materiales y métodos).
Se procedi6 a disefiar los oligonucledtidos necesarios para la amplificacién de
aproximadamente 1000pb rio arriba y rio abajo de cada marco de lectura abierto de
los genes antes mencionados, sitio donde se localizan tanto el promotor como el
terminador, adicionando secuencias correspondientes a las regiones de
recombinacién attB y las secuencias de corte de la enzima I-Scel, ademds se
disefiaron y sintetizaron los oligonucledtidos de deteccion, para la caracterizacion y

ubicacion de los insertos dentro de las construcciones (Tabla 10).

6.5.1. Amplificacion de regiones promotoras y terminadoras de

umZRT1 y umZRT?2.

Se realiz6 la estandarizacion de las condiciones mediante las cuales se
amplificaron los segmentos de interés, las reacciones se llevaron a cabo con la
enzima BIOLASE™ DNA Polymerase (Bioline), tal como se muestra en materiales
y métodos; se probaron las temperaturas de 52°C, 53°C y 54°C, obteniendo mejores

resultados con una concentracion de MgCl, de 2.5 mM a una Tm de 53°C (Fig. 41).
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Inciso  muestra Temp. amplicén

S esperado

a Lambda-

Pstl
b Ctrl 53 1000pb

positivo
c Ctrl 53 1000pk

positivo
d Ctrl 53 Opb

negativo
e P.umZRT1 52 987pb
f T. umZRT1 == 1032pb
g P.umzZRT1 53 987pb
h T. umZRT1 53 1032pb
i P.umZRT1 54 987pb
i T. umZRT1 54 1032pb
k Lambda-

Pstl
1 P.umZRT2 5 1012pb
m T.umZRT2 e 980pb
n P.umZRT2 53 1012pb
o T.umZRT2 53 980pb
P P.umZRT2 54 1012pb
q T.umZRT2 54 980pb

Figura 41. Electroforesis de las reacciones correspondientes a la estandarizacion
de la amplificacion de los promotores y terminadores de umZRT1 y umZRT2.
En la tabla adjunta se describe la informacién de cada muestra en los carriles, la letra
“"P” se refiere a promotor y la letra "T" a terminador. Se describe el tamafio de

amplicon esperado, aunque en el inciso p. no se obtuvo amplificacion.

6.5.2. Recombinacion de genes umZRT1 y umZRT2 con el plasmido
pDONR-Hyg-Lyase.

Una vez amplificados los fragmentos correspondientes a promotor y
terminador de cada gen, estos fueron purificados a partir de gel de agarosa al 1%,
segun se describe en materiales y métodos. Posteriormente se realizo la reaccion de
recombinacion utilizando el plasmido pPDONR-Hyg- Lyase, el cual contiene los sitios
attP, la enzima BP clonase ™ II y los insertos purificados (ver materiales y métodos),
en la figura 9 se describe la manera en que se lleva a cabo el proceso de

recombinacion mediante la técnica DelsGate (Garcia-Pedrajas et al., 2008).
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Posterior a la recombinacién in vitro, se procedié a transformar a la cepa
quimiocompetente de E. coli DH5a, con las reacciones procesadas (ver materiales y
métodos). Se realizé extraccion de DNA plasmidico de las transformantes obtenidas
en placas con kanamicina, obteniendo varias construcciones que probablemente
contienen los insertos (Fig 42). El siguiente paso es la caracterizacién de dichas

construcciones, pero no fue realizado dentro de este estudio.

Inciso mueastra

Lamb da-Pstl
pDOMNR-Hyg-Lyase vacio
umZRT1-1

um ZRT1-2

um ZRT1-3

umZET1-4

umZRT1-5S

umZET1-6

umZRT1-7

um ZRT1-3

Lamb da-Pstl
pDOMNR-Hyg-Lyase vacio
umZRT2-1

umZRT2-2

um ZRT2-3

umZET2-4

umZET25

umZRT 25

umZRT2-7

um ZRT2-8

'l.n'uu:g—r‘--':-m-hmn_nu-u

+

Figura 42. Electroforesis de DNA plasmidico obtenido mediante recombinacién
de insertos (Promotor y terminador) con el plasmido pDONR-Hyg-Lyase con la
técnica DelsGate. En la tabla adjunta se enlistan las muestras corridas por carril, se
identifican como umZRT]1 las construcciones de interrupcién de dicho gen y

umZRT?2 las correspondientes a él mismo.
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7. DISCUSION:

En el presente estudio se demostré que Ustilago maydis posee diferentes
estrategias de adaptacion a las variaciones del pH, entre alguna de estas, observamos
que es capaz de modificar el pH externo, tendiendo a neutralizarlo a partir de medios
acidos (pH 4.0) y alcalinos (pH 9.0), mientras que las condiciones neutras de los
medios cuyo pH inicial fue 7.0 se mantuvieron estables, durante doce horas. Esta
capacidad se conserva tanto en la cepa silvestre, FB2 y la mutante de RIM101,
BMA?2, se obtuvieron resultados muy similares, lo cual indica que el factor de
transcripcion, no se ve involucrado en este mecanismo de adaptacion en particular.
Mas bien, pudieran estar relacionados con el metabolismo de los nutrientes, este
fendmeno se ha reportado ya en otros hongos como Candida albicans, donde la
neutralizacion del medio externo se ve influenciado por la falta de fuentes de
carbono, como la glucosa, por el consecuente metabolismo de aminoacidos o por la
adicion de nitratos como fuente de nitrégeno a los medios; al excretarse el grupo
amino como amonio, incrementando asi el pH del entorno (Vylkova et al., 2011), por
otra parte se ha descrito que algunos hongos capaces de formar asociaciones
simbidticas con plantas y que se ven inmersos en ambientes alcalinos, como el hongo
formador de ectomicorrizas Piloderma, incrementan la produccién y liberacién de
acidos organicos, como el oxdlico y citrico, disminuyendo asi el pH lo cual genera
una mayor disponibilidad de minerales (Ahonen-Jonnarth et al., 2000; van Hees et

al., 2000; Rosling and Rosenstock, 2008).

La homeostasis de las concentraciones intracelulares de iones es fundamental
para la fisiologia de las células vivientes, por lo que los organismos presentan
diferentes tipos de estrategias para lograrla, una de ellas es la expresion de
transportadores de diferentes metales a través de los cuales son llevados al

citoplasma, a organelos o al espacio extracelular. Mediante andlisis bioinforméticos
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llevados a cabo por nosotros, fueron identificados por busqueda de similitud con
otros transportadores reportados, 2 sistemas de toma de Zn** en U. maydis
correspondientes a los marcos de lectura abierto um00096 (umZRT1) y um03110
(umZRT?2). Su similitud con otros transportadores de zinc de la familia ZIP (Zrt-, Irt-
like Proteins), como lo son Zrtlp y Zrt2p, se comprobd tras diversos andlisis
mediante los cuales se observo la presencia de dominios ZIP en ambas proteinas y se
determin6 mediante andlisis de estructuras in silico, que al igual que dichos
transportadores, los identificados en U. maydis contienen 8 dominios
transmembranales presentes en la membrana plasmatica, mediante los cuales se lleva

a cabo el transporte de zinc y/o hierro en diversos organismos (Eide, 2009).

Nuestros andlisis demostraron que el gen umZRT1 es ortélogo a ZRT1 de
Saccharomyces cerevisiae, ya que codifica para un transportador de alta afinidad a
Zn*2. Dicho gen fue capaz de restablecer el transporte del metal en la cepa mutante
de los genes ZRT1 y ZRT2 de S. cerevisiae ZHY3, presentando un crecimiento
similar al de ZHY3/pMCS5, que contiene una copia de libreria del gen ZRT1, en LZM
con diferentes concentraciones de ZnCl, (1, 10, 100 y 1000 uM). Mediante el
andlisis estadistico, realizado a través de la prueba de Tukey se confirmé la similitud
funcional del gen umZRT1 con ZRT1 de S. cerevisiae, con un nivel de significancia
a=.05. Por otro lado se encontré que el gen umZRT?2 codifica para un transportador
con una afinidad menor por Zn** y se sugiere que es capaz de transportar otro metal,
ya que al transformar a la cepa ZHY3 con pDR195umZRT?2, se presentaron niveles
de crecimiento un poco mayores al control negativo (ZHY3/pDR195) en las
concentraciones 1 y 10 uM de ZnCl,, elevandose su taza de crecimiento solo en los
medios con una concentraciéon de 100 y 1000 uM del compuesto. Al parecer el otro
metal al cual es capaz de transportar, pudiera competir por los sitios de unién contra
el zinc inhibiendo su crecimiento, elevandose el mismo, hasta que fueron
incrementadas las concentraciones de zinc, de esa manera, el metal fue capaz de
ganar los sitios de unidn a través de los cuales se lleva a cabo su transporte hacia el

interior de la célula. Por lo que puede ser un transportador tipo Zrt2p, capaz de
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transportar Zn*? y otro metal. Tras un andlisis estadistico con la prueba de Tukey, se
demostré con un 0=.05, que la funcion de umZRT2 es significativamente diferente a

la de umZRT1 y se observé una marcada disimilitud con el crecimiento de la cepa

ZHY3/pDR195.

Los transportadores de tipo Zrtlp y Zrt2p han sido descritos en organismos
pertenecientes a toda division (Gaither and Eide, 2001; Eide, 2005), pero su estudio
es limitado en hongos basidiomicetos, siendo dichos transportadores estudiados
principalmente en ascomicetos (Wilson ef al., 2012). Por medio del andlisis de
secuencias aminoacidicas de transportadores de zinc correspondientes a la familia
ZIP, principalmente de Zrtlp y Zrt2, previamente caracterizadas en otros
organismos, y de las proteinas umZrtlp y umZrt2p mediante los métodos Neighbor-
Joining (NJ) y de médxima verosimilitud (ML) fueron creados drboles filogenéticos a
partir de los cuales se observo que la proteina umZrtlp parece estar mas relacionada
evolutivamente con los hongos ascomicetos, mientras que umZrt2p es mds similar y
evolutivamente cercana a organismos correspondientes a basidiomicetos de la
familia Ustilaginaceae dentro de la cual es clasificado U. maydis, por otra parte,

segun el andlisis, comparten cenancestro con los transportadores de plantas.

Se ha descrito que la expresion de ZRTI1 es altamente regulada por la
cantidad de zinc, expresdndose ante concentraciones bajas del metal, mientras que la
de ZRT?2 no es tan regulada por el nivel del ion en Saccharomyces cerevisiae (Zhao
and Eide, 1996a, b). En el presente estudio se identific6 mediante RT-PCR punto
final que umZRT1 es expresado invariablemente ante bajas concentraciones de zinc,
independientemente del pH del medio, tanto en la cepa silvestre de Ustilago maydis
FB, como en la mutante de RIM101 (BMAZ2), en contraste con umZRT2 cuya
expresion se ve influenciada por el pH, ya que se presentaron varaciones de su
expresion dependiendo del mencionado factor. Si bien, era esperado que umZRT?2
presentara una menor expresion que umZRT1 ante bajas concentraciones de zinc en

ambientes dcidos, debido a que Zrtlp es el sistema primario para la adquisicién de
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Zn*? ante bajas concentraciones del metal, donde ha sido reportado que su expresion
se eleva aproximadamente 100 veces (Zhao and Eide, 1996b) y Zrt2p al ser de baja
afinidad, decrece a niveles bajos ante severa deficiencia de zinc (Bird et al., 2004),
llam6 nuestra atencién que umZRT2 en pH 4 presenté una menor expresion que
umZRTI1 en la cepa FB,, mientras que en BMA2, mutante de RIM101, se obtuvo
igual nivel de expresion que en umZRT1 bajo las mismas condiciones. Rim101
regula la expresion genética en ambientes alcalinos (Tilburn et al., 1995) y se ha
reportado la funcién de este en ambientes dcidos, de manera indirecta al reprimir la
expresion de NRG1, el cual es descrito a su vez como represor, siendo responsable
de la activacion de genes en pH dacido, en S. cerevisiae (Lamb and Mitchel, 2003;
Pefialva et al., 2008). En este estudio el gen RIM101 fue expresado en todas las
condiciones en FB2, mientras NRG1 fue expresado tanto en FB, como en BMA2
independientemente de la condicién ensayada. Lo que indica que el gen umZRT?2 es
reprimido por el factor de transcripcion RimlOlp en pH 4.0 ante bajas
concentraciones de zinc en la cepa silvestre de U. maydis, independientemente de
Nrglp, lo cual resulta interesante ya que en numerosos estudios se ha descrito la
funcion de RimlOlp solo ante pH alcalino, debido a los cortes proteoliticos
necesarios para llegar a la forma activa del factor de transcripcion (Orejas et al.,
1995; Tilburn et al., 1995, Mingot et al., 1999, Diez et al., 2002; You & Chung,
2007; Pefialva et al., 2008). Contrario a ello, nuestros resultados muestran que de
alguna manera Rim101p puede ser funcional a pH 4cido, reprimiendo ya sea directa
o indirectamente la expresion de umZRT2, lo que coincide con lo reportado en
algunos estudios con el paso del tiempo (Tilburn et al., 1995; Lamb et al., 2001;
Nobile et al., 2003; Aréchiga and Ruiz, 2005) y recientemente se reportd la probable
actividad de Rim101p en condiciones 4cidas en el hongo Trichoderma viridens
(Trushina et al., 2013). Por otra parte a pH 7 se observd la sobreexpresion de
umZRT2 por influencia de Rim101p en la cepa FB2, ya que en la cepa mutante
BMAZ2 se present6 represion del mismo, si se comparan dichos resultados con los

obtenidos en pH 4.0, la variaciones podrian explicarse por la probable funcién de
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. . , . . 27 .
rim101°” como represor en ambientes acidos y rim101°" como activador en neutros,

tal como se ha reportado en Saccharomyces cerevisiae (Lamb and Mitchel, 2003).

El zinc es un metal fundamental para la fisiologia celular, y con las presentes
aportaciones se muestran algunas estrategias de Ustilago maydis para su adquisicion,
logrando la homeostasis del metal dentro de la célula, permitiendo su adaptacién ante

variaciones de pH asi como de zinc a las que se enfrenta.
Al existir pocos estudios en hongos basidiomicetos, los resultados aqui

presentados son un aporte importante, que puede ser extrapolado a los demds

integrantes del filo.
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8. CONCLUSIONES:

. Los genes umZRTIl y umZRT2 de Ustilago maydis codifican para
transportadores de zinc de la familia ZIP; umZRT1 es un transportador de
alta afinidad a Zn** mientras que umZRT?2 es capaz de transportar al ion con
menor afinidad y probablemente con mayor a otro metal aun no identificado.

. El andlisis filogenético demostr6 que umZRT1 es evolutivamente mas
relacionado con hongos ascomicetos, mientras que umZRT2 lo es con
basidiomicetos, compartiendo ambos como cenancestro transportadores de
zinc en plantas.

. El gen umZRTl se expresa ante concentraciones bajas de zinc,
independientemente del pH 4cido o neutro del medio.

. El gen umZRT?2 se reprime en ambientes con pH 4cido y se sobreexpresa en
ambientes con pH neutro.

. El gen umZRTI1 no es regulado por Rim101lp en pH 4cido y en neutro,
mientras que umZRT?2 es regulado directa o indirectamente por el factor de
transcripcion ante dichas condiciones, lo que indica la probable existencia de
una forma activa de Rim101p en ambientes 4cidos, ya que la expresion de
NRGI no participa en la regulacion de estos transportadores.

. En U. maydis el factor de transcripciéon Rim101p no regula el mecanismo de

adaptacién de excrecion de dcidos y amonio para lograr variaciones externas
de pH.
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10. ANEXOS
10.1. Secuencias de genes umZRT1 y umZRT2.
10.1.1. Marco de lectura abierto gen Um00096 (umZRT1).

e Secuencia nucleotidica:

ATGGCTGACGAAATTCAGTGCACTGGTCCCGTCGACAACGGCAGTGG
ATCGATCGGTCTGCGTATCGGTGCCATCTTTATCATTTGGGCATCGTC
CACGGCCTTGACCCTTTTCCCTATCGTTACACGTCGTATTCCGCGACTC
TCCATCAACCGCGAAGCTTTCGATTTTGCCAAATACTTCGGTTCTGGT
GTCATTATCGCCACTGCTTTCATCCATCTCTTAGCACCTGCCGCGAGT
GATGAGGAGCTCGGATCGCCATGTCTTAGCAGCGATTTCCAGAACTAT
CCCTTCGCTTTTGCATTTGCCATGATCGCCATGTTCGCTGTTTTTGTCG
TCGAGGTGCTCGCCTTCCGGGTTGGAAGCCAATACGCCAATAAGCTC
GCCTACGACTCCCATGCTGGTGGTCACCATCACGCCATGGAGCATGGC
GGCAACCCCAACCTCGCTCAAGAAGAACAGCACAACCACAACGCAAT
CAAGTCAGTCTCTTCGGACGACGTTGAAAACGCTGCTGCTGTTCCTGG
TGCCGACTCAGCCGCCGAGGCCAAAATGGTCGCTGACTCGAGTTCAA
CCGCTTCTACCAAACTTGATCTCACTACCCAAGCATCTGAAATCCTCG
GCGTCATGATCCTAGAGTTTGGCGTCGTGTTCCATTCGATCATCATCG
GTATCACCCTCGGCACCACCTCCGACTTTACCGTCCTCTTTATCGTCAT
CATTTTCCACCAAATGTTCGAGGGTCTCGGTCTGGGTACCCGTCTCGC
ATTCCTTCCTCTCGGCATGAAGTCGTGGATTCCAACACTGGGAGCTAT
CCTCTACGGTCTCGTCACTCCCATCGGTATCGCTATTGGTCTCGGTGTA
CGTCACACTTACAACGGCGACTCGGCCACCGCCGCCTACGTCACCGGT
ATCTTTGACTCGGTCTCGGCGGGTATCCTCCTCTACACGGGTACTGTT
GAACTGCTTGCACACGAGTTCATCTTCAACGACAAGATGCGCAACGC
GCCTCTCAAGAAGGTTGTCATCAGCATTCTCGAGATGCTCACCGGCGC
TGGTCTCATGGCGCTGCTCGGACGATGGGCATGA

e Secuencia aminoacidica:

MADEIQCTGP VDNGSGSIGL RIGAIFIIWA SSTALTLFPI VTRRIPRLSI
NREAFDFAKY FGSGVIIATA FIHLLAPAAS DEELGSPCLSSDFQNYPFAF
AFAMIAMFAV  FVVEVLAFRV  GSQYANKLAY DSHAGGHHHA
MEHGGNPNLA QEEQHNHNALI KSVSSDDVEN
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AAAVPGADSAAEAKMVADSS STASTKLDLT TQASEILGVM
ILEFGVVFHS IIGITLGTT SDFTVLFIVI IFHQMFEGLG LGTRLAFLPL
GMKSWIPTLGAILYGLVTPI GIAIGLGVRH TYNGDSATAA YVTGIFDSVS
AGILLYTGTV ELLAHEFIFN DKMRNAPLKK VVISILEMLT
GAGLMALLGRWA

10.1.2. Marco de lectura abierto gen Um03110 (umZRT?2).

e Secuencia nucleotidica:

ATGTTGGGGATCAATGTTAAGAGCAAGCCAGCGAAAGCAGCCGCTCT
GCTGCTTCTCGCTGGAGCACCGCTTGTAGCCTCGCAATCGATCACCAC
CGCCGTCACCGTGAATGGCACTCCGACTACCACGGTGATTTCGCCATC
TCCCACGGGTCGAGGCTACTGCGAATTCTTCATCGACCACTGGGACTG
TGATCCGACGCGTTCTGAGGCGGCGTCTGGCCCAAGTGGTGCATCTGC
GTCTGCGCCGAGTATCCAGCCTTCGCCGGTGGGTCAGAGCTGCACGTT
GCATGGCGATCACTACCACTGCGATGGTCCTACTACAGCAACCGCGG
CGGCAGCGGCTGCACAGGCCAGCCCTACCGGACAGGGCGAGTGTGTT
TTCCACATCAACCACTGGGATTGCGAAGGCGGAGACCACTCAGACCA
CGACCACTCAGGCCACGACCATTCGGGACATTCGCACGCCGGCCATT
CGCACGCCGGTCATAGCCACGGACCCTCGGAACTGTACGGCTGCGGT
CTGGCGCCGCTCGAAGATTACAATCTGCCACTTCACATTGGCACAGTC
TTTATTCTGCTCGTCTCGTCGGCTATTGGTGCGTTCCTTCCAATCCTGG
TCTACACGGCAGGTGGTGCAACCTCGCAGAACAAAAGAGGCCGATGG
GCAGACGAGGTGTTCTTCATTTGCCGACACTTTGGTACTGGTGTGCTA
ATCAGTACTGCTTTTGTGCACTTGCTGAGCCACGCGATGATGTACTAC
TCGAACGAGTGTATTGGAGAGCTCAAGTACGAAGCTACTGCACCGGC
TATCGCGATGGGTGCCGTGTGGCTGGTGTTCATTGTCGACTTCTTCCT
GCTTCGTGCGTTGAGGAAGAAGAGTTCGCAGCAGATGCTACAGGCAC
ACGAGAGCCACCACGATGTGCACGGCGTCACGAAACGCGAATCGAGC
TCGACACTTGATCGCACCCACTCGCCTGCCACGGAAGAGGATGCAGC
AACCGGAATGTACGGCGGTCTCACCTACGCCCAAGCCAAAGTCGCCG
AATGGGACGTGTTCGCCGTCGAAGCAGGTATCATCTTCCACTCGATCC
TCATTGGCGTCACACTCGGCGTCGCCACAGGTTCCGGCTTCGTAGCGC
TGCTCATCGCCATTCTCTTCCACCAGCTCTTCGAAGGTCTCGCTCTCGG
CTCGCGTCTCTCCCTGCTAAGGTGGAAGAGCACCGCGTACAAGATGCT
CATGGCCTCCGCGTTCGTCCTTACCACCCCGATCGGCGTAGCTATCGG
TATCGGTGTCAGGAAGAGCTTCAACGGAAACAGCTCGGGTACGCTGA
TCACTTTGGGAACGTTCCACGCTCTCAGCGCCGGTATCCTGCTCTACA
CGGCGCTCGTCGAACTGCTCAGTGGTGACTTCATTCACAACAGGCAG
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ATGCAGAAGAGCTCCTTGATCAGAGCCATCGCTGCTGTAGCCGCGTTG
ACCGTAGGTATCATGGCTATGTCCGTGCTCGCTCTGTGGGCCTAA

e Secuencia aminoacidica um03110 (umZRT2):

MLGINVKSKPAKAAALLLLAGAPLVASQSITTAVTVNGTPTTTVISPSPTG
RGYCEFFIDHWDCDPTRSEAASGPSGASASAPSIQPSPVGQSCTLHGDHY
HCDGPTTATAAAAAAQASPTGQGECVFHINHWDCEGGDHSDHDHSGHD
HSGHSHAGHSHAGHSHGPSELYGCGLAPLEDYNLPLHIGTVFILLVSSAIG
AFLPILVYTAGGATSQNKRGRWADEVFFICRHFGTGVLISTAFVHLLSHA
MMY YSNECIGELKYEATAPAIAMGAVWLVFIVDFFLLRALRKKSSQQML
QAHESHHDVHGVTKRESSSTLDRTHSPATEEDAATGMYGGLTYAQAKV
AEWDVFAVEAGIIFHSILIGVTLGVATGSGFVALLIAILFHQLFEGLALGSR
LSLLRWKSTAYKMLMASAFVLTTPIGVAIGIGVRKSENGNSSGTLITLGTF
HALSAGILLYTALVELLSGDFIHNRQMQKSSLIRATAAVAALTVGIMAMS
VLALWA

10.2. Secuencias de Plasmidos.

10.2.1. pDR195.
e Secuencia:

cccagcectecgageggecgegeggatccagctttggacttcttcgeccagaggtttggtcaagtctccaatcaaggttgt
cggcttgtctaccttgccagaaatttacgaaaagatggaaaagggtcaaatcgtiggtagatacgttgttgacacttct
aaataagcgaatttcttatgatttatgatttttattattaaataagttataaaaaaaataagtgtatacaaattttaaagtgact
cttaggttttaaaacgaaattcttattcttgagtaactctttcctgtaggtcaggttgctttctcaggtatagcatgaggtcg
ctcttattgaccacacctctaccggceatgccaattcactggecgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctgge
gttacccaacttaatcgccttgcagcacatceeectttcgecagetggegtaatagecgaagaggeccgeaccgatcg
cccttcccaacagttgegeagectgaatggcgaatggegectgatgeggtattttctecttacgeatctgtgcggtattt
cacaccgcataatcggatcgtacttgttacccatcattgaattttgaacatccgaacctgggagttttccctgaaacaga
tagtatatttgaacctgtataataatatatagtctagcgctttacggaagacaatgtatgtatttcggttcctggagaaact
attgcatctattgcataggtaatcttgcacgtcgcatccccggttcattttctgegtttccatcttgecacttcaatagcatat
ctttgttaacgaagcatctgtgcttcattttgtagaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaagaatc
tgagctgcatttttacagaacagaaatgcaacgcgaaagcgctattttaccaacgaagaatctgtgcttcatttttgtaa
aacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaagaatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaacg
cgagagcgctattttaccaacaaagaatctatacttcttttttgttctacaaaaatgcatcccgagagegctatttttctaa
caaagcatcttagattactttttttctcctttgtgegetctataatgecagtctcttgataactttttgcactgtaggtecgttaa
ggttagaagaaggctactttggtgtctattttctcttccataaaaaaagectgactccacttcccgegtttactgattacta
gcgaagctgcgggtgcattttttcaagataaaggcatccccgattatattctataccgatgtggattgcgeatactttgt
gaacagaaagtgatagcgttgatgattcttcattggtcagaaaattatgaacggtttctictattttgtctctatatactacg
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tataggaaatgtttacattttcgtattgttttcgattcactctatgaatagttcttactacaatttttttgtctaaagagtaatact
agagataaacataaaaaatgtagaggtcgagtttagatgcaagttcaaggagcgaaaggtggatgggtaggttatat
agggatatagcacagagatatatagcaaagagatacttttgagcaatgtttgtggaagcggtattcgcaatattttagta
gctcgttacagtcecggtgegtttttggttttttgaaagtgcgtcticagagegettttggtittcaaaagegetctgaagtt
cctatactttctagctagagaataggaacttcggaataggaacttcaaagcgtttccgaaaacgagcgcttccgaaaa
tgcaacgcgagetgegeacatacagcetcactgttcacgtcgeacctatatctgegtgttgcctgtatatatatatacatg
agaagaacggcatagtgcgtgtttatgcttaaatgcgtacttatatgcgtctatttatgtaggatgaaaggtagtctagta
cctectgtgatattatcccattccatgeggggtatcgtatgcttecttcageactaccctttagetgttctatatgetgeca
ctcctcaattggattagtctcatccttcaatgctatcatttectttgatattggatcgatccgatgataagetgtcaaacatg
agaattgggtaataactgatataattaaattgaagctctaatttgtgagtttagtatacatgcatttacttataatacagttttt
tagttttgctggecgcatcttctcaaatatgcttcccagectgcettttctgtaacgttcaccctctaccttagecatcecttee
ctttgcaaatagtcctcttccaacaataataatgtcagatcctgtagagaccacatcatccacggttctatactgttgacc
caatgcgtctcecttgtcatctaaacccacaccgggtgtcataatcaaccaatcgtaaccttcatctcttccaccecatgt
ctctttgagcaataaagccgataacaaaatctttgtcgetettcgcaatgtcaacagtacccttagtatattctccagtag
atagggagcccttgcatgacaattctgctaacatcaaaaggectctaggttectttgttacttcttctgecgectgcttca
aaccgctaacaatacctgggeccaccacaccgtgtgeattcgtaatgtctgeccattctgetattetgtatacaccege
agagtactgcaatttgactgtattaccaatgtcagcaaattttctgtcttcgaagagtaaaaaattgtacttggcggataa
tgcctttagcggcettaactgtgecctccatggaaaaatcagtcaagatatccacatgtgtttttagtaaacaaattttggg
acctaatgcttcaactaactccagtaattccttggtggtacgaacatccaatgaagcacacaagtttgtttgcttttcgtg
catgatattaaatagcttggcagcaacaggactaggatgagtagcagcacgttccttatatgtagctttcgacatgattt
atcttcgtttcctgeatgtttttgtictgtgcagttgggttaagaatactgggcaatttcatgtttcttcaacactacatatgce
gtatatataccaatctaagtctgtgctccttecttcgttcticctictgttcggagattaccgaatcaaaaaaatttcaagga
aaccgaaatcaaaaaaaagaataaaaaaaaaatgatgaattgaaaagctaattcttgaagacgaaagggectcgtg
atacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggeacttttcggggaaatgtgcgc
ggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaata
atattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttatteecttttttgcggceattttgecttectgtttt
tgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagtigggtgcacgagtgggttacatcgaactg
gatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctget
atgtggcgcggtattatcccgtattgacgecgggcaagagceaactcggtcgecgceatacactattctcagaatgactt
ggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataa
ccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcac
aacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtg
acaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagettcccgge
aacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegcteggcccttccggetggetggttt
attgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgecageactggggccagatggtaageectc
ccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggt
gcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaattta
aaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtgagttttcgticcactgagegtcag
accccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaacca
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ccgctaccageggtggtttgtitgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcettcagcagageg
cagataccaaatactgttcttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatace
tcgctctgctaatcctgttaccagtggetgctgecagtggcgataagtcgtgtcttaccgggtiggactcaagacgata

gttaccggataaggcgcageggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagecgaacgacct
acaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgecacgcticccgaagggagaaaggcggacag

gtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagegeacgagggageticcagggggaaacgectggtatcttt
atagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagegtegatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagectatggaa
aaacgccagcaacgcggcectttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttetttcctgegttatceect
gattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetcgecgecagecgaacgaccgagegcageg
agtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgcaaaccgectetecececgegegttggecgattcattaat
gcagctggceacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagetcactca
ttaggcaccccaggctttacactttatgcticcggctcgtatgtigtgtggaattgtgagecggataacaatttcacacag
gaaacagctatgaccatgattacgccaagcttcctgaaacggagaaacataaacaggcattgctgggatcacccat
acatcactctgttttgcctgaccttttccggtaatttgaaaacaaacccggtctcgaageggagatccggegataatta
ccgcagaaataaacccatacacgagacgtagaaccagecgeacatggecggagaaactectgecgagaatttcgta
aactcgcgegcattgcatctgtatttcctaatgcggeacttccaggectcgatcgagaccgtttatccattgettttttgtt
gtctttttcectegtticacagaaagtctgaagaagctatagtagaactatgagetttttttgtitctgttttcettetteeetteet
acctctgtggaaattgttactctcacactctttagttcgtttgtttgttttgtttattccaattatgaccggtgacgaaacgtg
gtcgatggtgggtaccgcttatgctceccctecattagtttcgattatataaaaaggccaaatattgtattattttcaaatgte
ctatcattatcgtctaacatctaatttctcttaaattttttctctttctttcctataacaccaatagtgaaaatctttttttcttctat
atctacaaaaactttttttttctatcaacctcgttgataaattttttctttaacaatcgttaataattaattaattggaaaataac
cattttttctctcttttatacacacattcaaaagaaagaaaaaaaatataccccagcectcga
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10.2.1.1. Mapa del plasmido pDR195.

pDR195
7460 bp

10.2.2. Plasmido pDONR-HYG-LYASE.
e Secuencia:

ctttcctgegttatcecectgattctgtggataaccgtattaccgetageccaggaagagtttgtagaaacgcaaaaaggce
catccgtcaggatggccttctgettagtitgatgecctggceagtttatggecgggcgtectgececgecacectcegggece
gttgcttcacaacgttcaaatccgctcccggeggatttgtcctactcaggagagcegttcaccgacaaacaacagataa
aacgaaaggcccagtcttccgactgagcectttcgttttatttgatgectggcagttccctactctcgegttaacgetage
atggatctcgggccccaaataatgattttattttgactgatagtgacctgttcgttgcaacaaattgatgagcaatgetttt
ttataatgccaactttgtacaaaaaagctgaacgagaaacgtaaaatgatataaatatcaatatattaaattagattttgc
ataaaaaacagactacataatactgtaaaacacaacatatccagtcactatgaatcaactacttagatggtattagtgac
ctgtagtcgaccgacagccttccaaatgttcttcgggtgatgctgecaacttagtcgaccgacagecttccaaatgttc
ttctcaaacggaatcgtcgtatccagectactcgcetattgtcctcaatgecgtattaaatcataaaaagaaataagaaaa
agaggtgcgagcctcttttttgtgtgacaaaataaaaacatctacctattcatatacgctagtgtcatagtcctgaaaatc
atctgcatcaagaacaatttcacaactcttatacttttctcttacaagtcgttcggcettcatctggattttcagectctatact
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tactaaacgtgataaagtttctgtaatttctactgtatcgacctgcagactggetgtgtataagggagectgacatttatat
tccccagaacatcaggttaatggegtttttgatgtcattttcgeggtggctgagatcagecacttcticcccgataacgg
agaccggcacactggccatatcggtggtcatcatgcgccagctttcatccccgatatgcaccaccgggtaaagttca
cgggagactttatctgacagcagacgtgcactggeccagggggatcaccatccgtegeeccgggcgtgtcaataatat
cactctgtacatccacaaacagacgataacggctctctcttttataggtgtaaaccttaaactgcatttcaccagtcecct
gttctcgtcagcaaaagagcecgttcatttcaataaaccgggcegacctcagecateccttectgattttcegetttccage
gttcggcacgcagacgacgggcttcattctgcatggttgtgcttaccagaccggagatattgacatcatatatgecttg
agcaactgatagctgtcgctgtcaactgtcactgtaatacgctgcttcatagcacacctctttttgacatacttcgggtat
acatatcagtatatattcttataccgcaaaaatcagcgcgcaaatacgcatactgttatctggcttttagtaagccggatc
cacgcgattacgccccgecctgecactcatcgeagtactgttgtaattcattaageattctgecgacatggaagecat
cacagacggcatgatgaacctgaatcgccagcggcatcageaccttgtcgecttgegtataatatttgeccatggtga
aaacgggggocgaagaagtigtccatattggccacgtitaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctga
gacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgccacatcttgcgaatat
atgtgtagaaactgccggaaatcgtcgtggtatticactccagagcgatgaaaacgtttcagtttgctcatggaaaacg
gtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagetcaccgtetttcattgecatacggaattccggatgagceattca
tcaggcgggcaagaatgtgaataaaggecggataaaacttgtgcttatttttctttacggtctttaaaaaggecgtaata
tccagcetgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgectcaaaatgttctttacgatgccattggg
atatatcaacggtggtatatccagtgatttttttctccattttagettecttagetectgaaaatctcgataactcaaaaaata
cgeceggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgecgatcaacgtctcattttcgccaaaagt
tggcecagggcttccecggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgecgaagtgatcttccgtcacaggtatttat
tcggcgcaaagtgegtcgggteatgctgccaacttagtcgactacaggtcactaataccatctaagtagttgattcata
gtgactggatatgttgtgtittacagtattatgtagtctgtttittatgcaaaatctaatttaatatattgatatttatatcatttta
cgtttctcgttcagctttcttgtacaaagttggcattataagaaagcattgettatcaatttgttgcaacgaacaggtcact
atcagtcaaaataaaatcattatttgccatccagctgcagcetctggeccgtgtctcaaaatctetgatgttacattgecaca
agataaaaatatatcatcatgaacaataaaactgtctgcttacataaacagtaatacaaggggtgttatgagccatattc
aacgggaaacgtcgaggccgcgattaaattccaacatggatgetgatttatatgggtataaatgggctcgcgataatg
tcgggcaatcaggtgcgacaatctatcgettgtatgggaageccgatgegecagagttgtitctgaaacatggcaaa
ggtagcgttgccaatgatgttacagatgagatggtcagactaaactggctgacggaatttatgcctcttccgaccatca
agcattttatccgtactcctgatgatgcatggttactcaccactgcgatccccggaaaaacagcattccaggtattaga
agaatatcctgattcaggtgaaaatattgttgatgcgctggceagtgttcctgegecggttgcattcgattectgtttgtaa
ttgtccttttaacagcgatcgegtatttcgtctcgetcaggegecaatcacgaatgaataacggtttggttgatgcgagtg
attttgatgacgagcgtaatggctggcctgttgaacaagtctggaaagaaatgcataaacttttgecattctcaccgga
ttcagtcgtcactcatggtgatttctcacttgataaccttatttttgacgaggggaaattaataggttgtattgatgttggac
gagtcggaatcgcagaccgataccaggatcttgecatcctatggaactgectcggtgagttttctecttcattacagaa
acggctttttcaaaaatatggtattgataatcctgatatgaataaattgcagtttcatttgatgcgctggccttttgctcact
cgatgagtttttctaatcagaattggttaattggttgtaacactggcagagcattacgctgacttgacgggacggcgea
agctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatctt
cttgagatcctttttttctgegegtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtitgccg
gatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcegcagataccaaatactgtecttctagtgt
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agccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgetctgetaatcetgttaccagtgg
ctgctgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgecageggte
gggctgaacggggggticgtgcacacageccagcetiggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacage
gtgagctatgagaaagcgccacgcettcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeagggtcgg
aacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatctitatagtectgtcgggtttcgecacctcet
gacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgccagcaacgcggecttttta
cggttectggecttttgetggecttttgctcacatgtagatctcgagtggcggeagatgtgagtegtgtgctacaaaac
gtgaatcgacacgcegeagggcggaaccaaaaaaaacccccaccecgetgtcaagttgacaaatcaacacatttgtt
ccaagttcaaatcgggaaaatcaaaaattagggccagatcagcgatcaggaaatggtaatcgggtaacagaggtc
gcaaaatcgtctagaaaatggaagaagaacgtggtaactaccagcgagtictgcaaacttcaaaaaaaaaatctgg
gcacgatgaaaagttgagctaacgtgacgctcacaaatggegtggctaaaggaagecgagacaatcggaaaattgtt
ctctcgggcaccacaaagctgttgttagtcgctgaagaacaattccaactgattccgecgecttectattgegtcagec
ttgtacctaagctgccgagtaacgtcactcaacctetettttcagactgcetttgctccgegaatacttttcttctatgeget
caagaaaatgacacagcacaccaagctctgcaaactttcttcgctaatctgacgcgaaatgtgagecatttcttctcge
ctgcaatggcaatgcgtctgtgcggegatgagaatcacgatgcggaatgggtggctggaagttcatagagatgctg
agttgttggagcgacatggtacataagcatgagtctgtectgattttccacccteecgtettttcatcaacttttctegtet
gaccctttcegttgecagatcccggggggcaatgagatatgaaaaagectgaactcaccgegacgtetgtcgagaa
gtttctgatcgaaaagttcgacagegtctccgacctgatgeagetctcggagggcgaagaatetegtgetttcagett
cgatgtaggagggcgtggatatgtcctgcgggtaaatagetgegecgatggtttctacaaagatcgttatgtttatcgg
cactttgcatcggecgcegceteccgattccggaagtgcttgacattggggaattcagcgagagectgacctattgeate
tccegecgtgecacagggtgtcacgttgcaagacctgectgaaaccgaactgeecgetgttctgecageeggtegegg
aggccatggatgcgatcgetgeggecgatcttageccagacgagegggttcggeccattcggaccgcaaggaatc
ggtcaatacactacatggcgtgatttcatatgcgegattgetgatccccatgtgtatcactggcaaactgtgatggacg
acaccgtcagtgcegtcecgtcgegeaggetctcgatgagetgatgctttgggccgaggactgecccgaagteegge
acctcgtgcacgceggatttcggctccaacaatgtectgacggacaatggecgeataacageggteattgactggag
cgaggcgatgttcggggattcccaatacgaggtcgecaacatcttettctggaggccgtggttggettgtatggage
agcagacgcgctacttcgagcggaggcatccggagettgcaggatcgecgeggceteccgggegtatatgetecge
attggtcttgaccaactctatcagagcttggttgacggcaatttcgatgatgcagettggecgecagggtegatgecgac
gcaatcgtccgatccggagecgggactgtcgggcgtacacaaatcgeccgeagaagegeggcecgtetggaccg
atggctgtgtagaagtactcgccgatagtggaaaccgacgecccageactcgtccgagggcaaaggaatagagta
gatgccgaccgggatctgggcagecaccaagacacggaaacttcaacagtcgtgagttaggtggtgatctgcatgte
caaatcgtgaaacgtgaaatcacgaaaccacgaaatcgtgaaatagccactttgcgcgaaaatcactgaaatgccg
ccaaaccgacgcgacgcegagttgegtgaagtattcgtgattcacattcacgattgacgattgtgagttggtcgacgac
attcgctagccagaccaacactcacgaactttttgaagagegttgcaggctgagccaactttctecctcactetttgctt
tcttcteccatcacgctcattecttttaagtgttcatccggtatcattagecactatatcatagtgaaactcgcacaacccggt
cttcgtcgcgaaagcaaccctecatcgetgetgectettgecagtgaaaccgecaccatgecagtctacgcagtcgaag
accctacacgtccagttcgtccattctggtcctacacattgtatccacgcacccaagtctgecaacgtggagtaagtg
aacctttttttgtcctgtcgaggctcaacgtagatcacaggctgatcatccacactcttctaccttttgacattacgcagtc
gactttttacaggaggagatgactacctcgtccgaatcttacccaccctgectctctccgacgtagagecgeagcettat
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Ccgaagacgccactgaagcggtgacctcgetcgatgctgacggecgctttcctegtcaccgcetttccgaagatggcetc
tgtacgcctctaccgacaccacccaatcgacgcggaaggcaacccagceatcaccaactgtgcttcaatcgetgctg
cgecgegaagcettggetgcaggtcgacggatctacatg

10.2.2.1. Mapa de pDONR-Hyg-Lyase.

-4
=]
[=]
=]
=
—

pDONR-Hyg-Lyase
7196 bp

10.2.3. Plasmido pDR195umZRT1.

e Secuencia:

gaaagaaaaaaaatataccccagcctcgacccagectcgagATGGCTGACGAAATTCAGTGC
ACTGGTCCCGTCGACAACGGCAGTGGATCGATCGGTCTGCGTATCGGT
GCCATCTTTATCATTTGGGCATCGTCCACGGCCTTGACCCTTTTCCCTA
TCGTTACACGTCGTATTCCGCGACTCTCCATCAACCGCGAAGCTTTCG
ATTTTGCCAAATACTTCGGTTCTGGTGTCATTATCGCCACTGCTTTCAT
CCATCTCTTAGCACCTGCCGCGAGTGATGAGGAGCTCGGATCGCCATG
TCTTAGCAGCGATTTCCAGAACTATCCCTTCGCTTTTGCATTTGCCATG
ATCGCCATGTTCGCTGTTTTTGTCGTCGAGGTGCTCGCCTTCCGGGTTG
GAAGCCAATACGCCAATAAGCTCGCCTACGACTCCCATGCTGGTGGT
CACCATCACGCCATGGAGCATGGCGGCAACCCCAACCTCGCTCAAGA
AGAACAGCACAACCACAACGCAATCAAGTCAGTCTCTTCGGACGACG
TTGAAAACGCTGCTGCTGTTCCTGGTGCCGACTCAGCCGCCGAGGCCA
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AAATGGTCGCTGACTCGAGTTCAACCGCTTCTACCAAACTTGATCTCA
CTACCCAAGCATCTGAAATCCTCGGCGTCATGATCCTAGAGTTTGGCG
TCGTGTTCCATTCGATCATCATCGGTATCACCCTCGGCACCACCTCCG
ACTTTACCGTCCTCTTTATCGTCATCATTTTCCACCAAATGTTCGAGGG
TCTCGGTCTGGGTACCCGTCTCGCATTCCTTCCTCTCGGCATGAAGTC
GTGGATTCCAACACTGGGAGCTATCCTCTACGGTCTCGTCACTCCCAT
CGGTATCGCTATTGGTCTCGGTGTACGTCACACTTACAACGGCGACTC
GGCCACCGCCGCCTACGTCACCGGTATCTTTGACTCGGTCTCGGCGGG
TATCCTCCTCTACACGGGTACTGTTGAACTGCTTGCACACGAGTTCAT
CTTCAACGACAAGATGCGCAACGCGCCTCTCAAGAAGGTTGTCATCA
GCATTCTCGAGATGCTCACCGGCGCTGGTCTCATGGCGCTGCTCGGAC
GATGGGCATGAGCGTTTTCTTTCTGTCTTTCTGCTTCGCCCTCGCTTCG
GACCTCGATTCTTTCCTCTCTACAGggatccagctttggacttcticgccagaggtttggtcaa
gtctccaatcaaggttgtcggcttgtctaccttgccagaaatttacgaaaagatggaaaagggtcaaatcgttggtaga
tacgttgttgacacttctaaataagcgaatttcttatgatttatgatttttattattaaataagttataaaaaaaataagtgtat
acaaattttaaagtgactcttaggttttaaaacgaaattcttattcttgagtaactctttcctgtaggtcaggttgctttctca
ggtatagcatgaggtcgctcttattgaccacacctctaccggeatgccaattcactggecgtegttttacaacgtegtg
actgggaaaaccctggegttacccaacttaatcgecttgcagcacatccccctttcgecagetggegtaatagegaa
gaggcccgeaccgatcgeccttcccaacagttgegecagectgaatggegaatggegectgatgeggtattttctect
tacgcatctgtgcggtatttcacaccgcataatcggatcgtacttgttacccatcattgaattttgaacatccgaacctgg
gagttttccctgaaacagatagtatatttgaacctgtataataatatatagtctagcgctttacggaagacaatgtatgtat
ttcggttcctggagaaactattgcatctattgcataggtaatcttgcacgtcgcatccecggttcattttctgegtttccat
cttgcacttcaatagcatatctttgttaacgaagcatctgtgcttcattttgtagaacaaaaatgcaacgcgagagegct
aatttttcaaacaaagaatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaacgcgaaagcgctattttaccaacgaaga
atctgtgcttcatttttgtaaaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaagaatctgagcetgceattttta
cagaacagaaatgcaacgcgagagcgctattttaccaacaaagaatctatacttcttttttgttctacaaaaatgcatcc
cgagagcgctatttttctaacaaagcatcttagattactttttttctcctttgtgegetctataatgcagtctcttgataactttt
tgcactgtaggtccgttaaggttagaagaaggctactttggtgtctattttctcttccataaaaaaagectgactccactt
ccegegtttactgattactagcgaagetgegggtgcattttttcaagataaaggcatccccgattatattctataccgat
gtggattgcgcatactttgtgaacagaaagtgatagcgttgatgattcttcattggtcagaaaattatgaacggtttcttct
attttgtctctatatactacgtataggaaatgtttacattttcgtattgttttcgattcactctatgaatagttcttactacaatttt
tttgtctaaagagtaatactagagataaacataaaaaatgtagaggtcgagtttagatgcaagttcaaggagcgaaag
gtggatgggtaggttatatagggatatagcacagagatatatagcaaagagatacttttgagcaatgtttgtggaage
ggtattcgcaatattttagtagctcgttacagtccggtgegtttttggttttttgaaagtgcgtcttcagagegcettttggttt
tcaaaagcgctctgaagttcctatactttctagctagagaataggaacttcggaataggaacttcaaagegtttccgaa
aacgagcgcttccgaaaatgcaacgcgagcetgegceacatacagetcactgticacgtcgcacctatatctgegtgtt
gcctgtatatatatatacatgagaagaacggcatagtgegtgtttatgcttaaatgcgtacttatatgegtctatttatgta
ggatgaaaggtagtctagtacctcctgtgatattatcccattccatgeggggtatcgtatgettccttcagecactaccctt
tagctgttctatatgctgccactcctcaattggattagtctcatccttcaatgctatcatttectttgatattggatcgatecg
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atgataagctgtcaaacatgagaattgggtaataactgatataattaaattgaagctctaatttgtgagtttagtatacatg
catttacttataatacagttttttagttttgctggccgceatcttctcaaatatgcttcccagectgcttttctgtaacgttcace
ctctaccttagcatccctteectttgcaaatagtectcttccaacaataataatgtcagatcctgtagagaccacatcatc
cacggttctatactgttgacccaatgegtctcecttgtcatctaaacccacaccgggtgtcataatcaaccaatcgtaac
cttcatctcttccacccatgtctctitgagcaataaagccgataacaaaatctttgtcgetcttcgcaatgtcaacagtac
ccttagtatattctccagtagatagggagcccttgeatgacaattctgctaacatcaaaaggectctaggttectttgtta
cttcttctgecgectgettcaaaccgetaacaatacctgggeccaccacaccgtgtgeattcgtaatgtctgeccattct
gctattctgtatacacccgcagagtactgcaatttgactgtattaccaatgtcagcaaattttctgtcttcgaagagtaaa
aaattgtacttggcggataatgcctttagcggcttaactgtgecctccatggaaaaatcagtcaagatatccacatgtgt
ttttagtaaacaaattttgggacctaatgcttcaactaactccagtaattccttggtggtacgaacatccaatgaagceaca
caagtttgtttgcttttcgtgcatgatattaaatagcttggcagcaacaggactaggatgagtagcagcacgttccttata
tgtagctttcgacatgatttatcttcgtttcctgecatgtttttgtictgtgecagttgggttaagaatactgggcaatttcatgtt
tcttcaacactacatatgcgtatatataccaatctaagtctgtgctecttecttcgttcticctictgttcggagattaccga
atcaaaaaaatttcaaggaaaccgaaatcaaaaaaaagaataaaaaaaaaatgatgaattgaaaagctaattcttgaa
gacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcactt
ttcggggaaatgtgcgcggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataacc
ctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttatteccttttttgeg
gcattttgccttectgtttttgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtacacgag
tgggttacatcgaactggatctcaacagecggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttticcaatgatgag
cacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgecgggcaagagcaactcggtcgecgeataca
ctattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaatta
tgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggage
taaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagecatac
caaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactact
tactctagcttcccggeaacaattaatagactggatggaggceggataaagttgecaggaccacttctgegeteggeee
ttccggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgcggtatcattgecageactgggec
cagatggtaagccctccegtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagaca
gatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgattta
aaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttc
gttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgcgegtaatetgetgett
gcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtitgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaac
tggcttcagcagagcegceagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaagaactctgta
gcaccgcctacatacctcgetctgctaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggt
tggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggctgaacggggggticgtgcacacageccage
ttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcetatgagaaagegecacgetticccgaaggg
agaaaggcggacaggtatccggtaagecggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagetticcagggeg
aaacgcctggtatctttatagtcctgtegggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcagggg
ggcggagectatggaaaaacgccagceaacgeggcctttttacggttectggecttttgetggecttttgctcacatgtt
ctttcctgegttatccectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetcgecgeagecgaa
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cgaccgagcgceagcgagtcagtgagcgaggaagecggaagagcgeccaatacgcaaaccgecteteeecgege

gttggccgattcattaatgcagetggecacgacaggttticccgactggaaagegggeagtgagegcaacgcaattaa
tgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgtigtgtggaattgtgagegg
ataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagcttcctgaaacggagaaacataaacaggcat
tgctgggatcacccatacatcactctgttttgectgaccttttccggtaatttgaaaacaaaccecggtctcgaagegga

gatccggcgataattaccgcagaaataaacccatacacgagacgtagaaccagecgeacatggecggagaaactc
ctgcgagaatttcgtaaactcgegegceattgeatctgtatttcctaatgeggeacttccaggectcgatcgagaccgttt
atccattgcttttttgttgtctttttccctcgttcacagaaagtctgaagaagctatagtagaactatgagctttttttgtttctg
ttttecttttttetttttttacctctgtggaaattgttactctcacactetttagttcgtttgtetgttttgtttattccaattatgaccg
gtgacgaaacgtggtcgatggtgggtaccgettatgetccectecattagtttcgattatataaaaaggecaaatattgt
attattttcaaatgtcctatcattatcgtctaacatctaatttctcttaaattttttctctttctttcctataacaccaatagtgaaa
atctttttttcttctatatctacaaaaactttttttttctatcaacctcgttgataaattttttctttaacaatcgttaataattaatta

attggaaaataaccattttttctctcttttatacacacattcaaaa

10.2.3.1. Mapa de plasmido pDR195umZRT1.

pPUMZRT1
7460 bp

pDR195umZRT1
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10.2.4. pDR195SumZRT2.

gaaagaaaaaaaatataccccagcctcgacccagectcgagATGTTGGGGATCAATGTTAAGAG
CAAGCCAGCGAAAGCAGCCGCTCTGCTGCTTCTCGCTGGAGCACCGCTTG
TAGCCTCGCAATCGATCACCACCGCCGTCACCGTGAATGGCACTCCGACT
ACCACGGTGATTTCGCCATCTCCCACGGGTCGAGGCTACTGCGAATTCTT
CATCGACCACTGGGACTGTGATCCGACGCGTTCTGAGGCGGCGTCTGGCC
CAAGTGGTGCATCTGCGTCTGCGCCGAGTATCCAGCCTTCGCCGGTGGGT
CAGAGCTGCACGTTGCATGGCGATCACTACCACTGCGATGGTCCTACTAC
AGCAACCGCGGCGGCAGCGGCTGCACAGGCCAGCCCTACCGGACAGGGC
GAGTGTGTTTTCCACATCAACCACTGGGATTGCGAAGGCGGAGACCACTC
AGACCACGACCACTCAGGCCACGACCATTCGGGACATTCGCACGCCGGC
CATTCGCACGCCGGTCATAGCCACGGACCCTCGGAACTGTACGGCTGCGG
TCTGGCGCCGCTCGAAGATTACAATCTGCCACTTCACATTGGCACAGTCT
TTATTCTGCTCGTCTCGTCGGCTATTGGTGCGTTCCTTCCAATCCTGGTCT
ACACGGCAGGTGGTGCAACCTCGCAGAACAAAAGAGGCCGATGGGCAG
ACGAGGTGTTCTTCATTTGCCGACACTTTGGTACTGGTGTGCTAATCAGT
ACTGCTTTTGTGCACTTGCTGAGCCACGCGATGATGTACTACTCGAACGA
GTGTATTGGAGAGCTCAAGTACGAAGCTACTGCACCGGCTATCGCGATG
GGTGCCGTGTGGCTGGTGTTCATTGTCGACTTCTTCCTGCTTCGTGCGTTG
AGGAAGAAGAGTTCGCAGCAGATGCTACAGGCACACGAGAGCCACCACG
ATGTGCACGGCGTCACGAAACGCGAATCGAGCTCGACACTTGATCGCAC
CCACTCGCCTGCCACGGAAGAGGATGCAGCAACCGGAATGTACGGCGGT
CTCACCTACGCCCAAGCCAAAGTCGCCGAATGGGACGTGTTCGCCGTCGA
AGCAGGTATCATCTTCCACTCGATCCTCATTGGCGTCACACTCGGCGTCG
CCACAGGTTCCGGCTTCGTAGCGCTGCTCATCGCCATTCTCTTCCACCAGC
TCTTCGAAGGTCTCGCTCTCGGCTCGCGTCTCTCCCTGCTAAGGTGGAAG
AGCACCGCGTACAAGATGCTCATGGCCTCCGCGTTCGTCCTTACCACCCC
GATCGGCGTAGCTATCGGTATCGGTGTCAGGAAGAGCTTCAACGGAAAC
AGCTCGGGTACGCTGATCACTTTGGGAACGTTCCACGCTCTCAGCGCCGG
TATCCTGCTCTACACGGCGCTCGTCGAACTGCTCAGTGGTGACTTCATTC
ACAACAGGCAGATGCAGAAGAGCTCCTTGATCAGAGCCATCGCTGCTGT
AGCCGCGTTGACCGTAGGTATCATGGCTATGTCCGTGCTCGCTCTGTGGG
CCTAAGGTCTGGCATAGCAACCggatccagctttggacttcttcgccagaggtttggtcaagtctcca
atcaaggttgtcggcttgtctaccttgeccagaaatttacgaaaagatggaaaagggtcaaatcgttggtagatacgttgttga
cacttctaaataagcgaatttcttatgatttatgatttttattattaaataagttataaaaaaaataagtgtatacaaattttaaagtg
actcttaggttttaaaacgaaattcttattcttgagtaactctttcctgtaggtcaggttgctttctcaggtatagecatgaggtege
tcttattgaccacacctctaccggeatgcecaattcactggecgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggegttac
ccaacttaatcgecttgcageacatceecctttcgecagetggegtaatagegaagaggeccgeaccgatcgecctteece

aacagttgcgcagectgaatggegaatggegectgatgeggtattttctcettacgeatctgtgeggtatttcacaccgeata
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atcggatcgtacttgttacccatcattgaattttgaacatccgaacctgggagttttccctgaaacagatagtatatttgaacct
gtataataatatatagtctagcgctttacggaagacaatgtatgtatticggticctggagaaactattgcatctattgcataggt
aatcttgcacgtcgcatccccggttcattttctgegtttccatcttgecacttcaatagcatatctttgttaacgaagcatctgtgct
tcattttgtagaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaagaatctgagetgcatttttacagaacagaaat
gcaacgcgaaagcgctattttaccaacgaagaatctgtgcttcatttttgtaaaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatt
tttcaaacaaagaatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaacgcgagagcgctattttaccaacaaagaatctatac
ttettttttgttctacaaaaatgcatcccgagagegctatttttctaacaaagcatcttagattactttttttctectttgtgcgetcta
taatgcagtctcttgataactttttgcactgtaggtccgttaaggttagaagaaggctactttggtgtctattttctcttccataaa
aaaagcctgactccacttcccgegtttactgattactagegaagetgegggtgcattttttcaagataaaggcatccccgatt
atattctataccgatgtggattgcgcatactttgtgaacagaaagtgatagegttgatgattcttcattggtcagaaaattatga
acggtttcttctattttgtctctatatactacgtataggaaatgtttacattttcgtattgttttcgattcactctatgaatagttcttact
acaatttttttgtctaaagagtaatactagagataaacataaaaaatgtagaggtcgagtttagatgcaagticaaggagega
aaggtggatgggtaggttatatagggatatagcacagagatatatagcaaagagatacttttgagcaatgtttgtggaageg
gtattcgcaatattttagtagctcgttacagtccggtgcgtttitggttttttgaaagtgcgtcttcagagegcettttggttttcaaa
agcgctctgaagttcctatactttctagctagagaataggaacttcggaataggaacttcaaagegtttccgaaaacgageg
cttccgaaaatgcaacgcegagcetgegeacatacagcetcactgticacgtcgeacctatatctgegtgttgcctgtatatatat
atacatgagaagaacggcatagtgcgtgtttatgcttaaatgcgtacttatatgegtctatttatgtaggatgaaaggtagtct
agtacctcctgtgatattatcccattccatgeggggtatcgtatgettecttcageactacectttagetgttctatatgetgeca
ctcctcaattggattagtctcatccttcaatgctatcatttcctttgatattggatcgatccgatgataagetgtcaaacatgaga
attgggtaataactgatataattaaattgaagctctaatttgtgagtttagtatacatgcatttacttataatacagttttttagttttg
ctggccgceatcttctcaaatatgettcccagectgcttttctgtaacgttcaccctctaccttagecatcccttecctttgcaaata
gtcctcttccaacaataataatgtcagatcctgtagagaccacatcatccacggttctatactgttgacccaatgegtctcect
tgtcatctaaacccacaccgggtgtcataatcaaccaatcgtaaccttcatctettccacccatgtctctttgagcaataaage
cgataacaaaatctttgtcgctcttcgcaatgtcaacagtacccttagtatattctccagtagatagggagececttgeatgaca
attctgctaacatcaaaaggcctctaggttcctttgttacttettctgecgectgettcaaaccgcetaacaatacctgggecca
ccacaccgtgtgcattcgtaatgtctgcccattctgctattctgtatacacccgcagagtactgcaatttgactgtattaccaat
gtcagcaaattttctgtcttcgaagagtaaaaaattgtacttggcggataatgectttagcggcttaactgtgeectccatgga
aaaatcagtcaagatatccacatgtgtttttagtaaacaaattttgggacctaatgcttcaactaactccagtaattccttggtg
gtacgaacatccaatgaagcacacaagtttgtttgcttttcgtgcatgatattaaatagcttggcagcaacaggactaggatg
agtagcagcacgttccttatatgtagctttcgacatgatttatcttcgtttcctgeatgtttttgtictgtgcagttgggttaagaat
actgggcaatttcatgtttcttcaacactacatatgcgtatatataccaatctaagtctgtgctccttccttegttcttecttctgtte
ggagattaccgaatcaaaaaaatttcaaggaaaccgaaatcaaaaaaaagaataaaaaaaaaatgatgaattgaaaagct
aattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtg
gcacttttcggggaaatgtgcgeggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataa
ccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttatteccttttttgcgge
attttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggtt
acatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaa
gttetgetatgtggegeggtattatcecgtattgacgecgggceaagagceaactcggtcgecgeatacactattctcagaatg
acttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgecataa
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ccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcettttttgcacaaca
tgggggatcatgtaactcgecttgatcgtigggaaccggagetgaatgaagcecataccaaacgacgagegtgacaccac
gatgcctgtagcaatggcaacaacgtigcgcaaactattaactggcgaactacttactctagettcccggcaacaattaata
gactggatggaggcggataaagtigcaggaccacttctgcgetcggecctticcggetggcetggtttattgctgataaatctg
gagccggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagecactggggccagatggtaageccteccgtatcgtagttatctac
acgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggta
actgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttg
ataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagacccegtagaaaagatcaaaggatcttct
tgagatcctttttttctgcgcgtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgecggatcaa
gagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagtt
aggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgetctgctaatcetgttaccagtggetgctgccagtggce
gataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgecageggtcgggctgaacggggggtt
cgtgcacacageccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagegeea
cgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaageggecagggtcggaacaggagagegeacgagggage
ttccagggggaaacgectggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgctegte
aggggeoecggagectatggaaaaacgecageaacgeggcctttttacggttectggecttttgetggecttttgetcacat
gttetttcctgegttatceectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegecgeagecgaac
gaccgagcgcagcegagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgeccaatacgcaaaccgecteteceegegegttgg
ccgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagegggcagtgagegcaacgcaattaatgtgagtta
gctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgtigtgtggaattgtgageggataacaatttca
cacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagcttcctgaaacggagaaacataaacaggceattgctgggatcaccc
atacatcactctgttttgcctgaccttttccggtaatttgaaaacaaacccggtctcgaageggagatccggcgataattace
gcagaaataaacccatacacgagacgtagaaccagccgcacatggecggagaaactcctgecgagaatttcgtaaactcg
cgcgcattgeatctgtatttcctaatgeggeacttccaggcectcgatcgagaccgtttatccattgcttttttgttgtetttttcect
cgttcacagaaagtctgaagaagctatagtagaactatgagctttttttgtttctgtttteettetttttttttttacctctgtg gaaatt
gttactctcacactctttagttcgtttgtttgtettgtttattccaattatgaccggtgacgaaacgtggtcgatggtgggtaccgc
ttatgctcccctecattagtttcgattatataaaaaggccaaatattgtattattttcaaatgtcctatcattatcgtctaacatctaa
tttctcttaaattttttctetttctttcctataacaccaatagtgaaaatctttttttcttctatatctacaaaaactttttttttctatcaac
ctcgttgataaattttttctttaacaatcgttaataattaattaattggaaaataaccattttttctctcttttatacacacattcaaaa
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10.2.4.1. Mapa de plasmido pDR195umZRT?2.

pDR195umZRT2
7846 hbp
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