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RESUMEN 

Con el objetivo de construir una cepa sobreproductora de 

\-galactosidasa de .K_. fragilis se construyó un plásmido (pffG 2l, el 

cual se caracteriza por estar constltu(do por el Yip 5, el gen neo 

del Tn 5 y el gen LAC 4 de K.. ~. 

( El Ylp 5 es un plás•ido lntegratlvo de levadura constttutda del 

p8R~22 <un plásmido bacterialj y el gen URA 3, el cual codifica para 

~ 
una enzima de la vta biosintética del uracilo. A este plásmido se le 

clonó el gen neo porque no se tiene una cepa auxótrofa de URA 3 y por 

lo tanto no se puede usar este gen como marcador. Debido a que el gen 

neo da resistencia a las bacterias hacia la kanamlcina <Kml y a las 

levaduras hacia el G418, puede ser usado como un marcador . 

La clonación del fragmento de ADN que contiene el gen neo <1.8 

Kbi se hizo entre los sitios Hlnd lll Bam Hl del YIP 5 (pffG 1 J. La 

clonación del gen LAC 4 6.2 <Kbl, gen estructural de la 

\-galactos1dasa de ..IL ~se hizo en el sitio Bam Hl del plás•ldo 

pffG l. 

RESUHEH

Con el obietivo de construir una cepa sobreproductora de

§~galactosidasa de E; fragilis se construyó un Plásmido ipflfi 21, el

cual se caracteriza Por estar constituido Por el Ylp 5, el gen neo

del Tn 5 y el gen LflC 4 de K, 111111.

3.

El Ylp 5 es un Plásmido integrativo de levadura constituido del

pBR322 tun piasmido bacteriali r el gen Ufia 3, el cual codifica para

una enzima de la via biosintetica del uracilo. ñ este Plásmido se le

clonó el gen neo porque no se tiene una cepa aunåtrofa de Ukà 3 v por

lo tanto no se puede usar este gen como marcador. Debido a que el gen

neo da resistencia a las bacterias hacia la kanamicina (Km) y a las

levaduras hacia el 6418. puede ser usado como un marcador.

La clonación del fragmento de eDH que contiene el gen neo tl.B

Kb; se hizo entre los sitios Hind ill I Bam Hi del Tip 5 tpHG ii. La

clonación del gen LHC 4 ó.2 iïbl, gen estructural de la

Q-galactosidasa de Kg Laciij se hizo en el sitio Bam Hi del plasmido

PHG l.



INTRODUCCION 

En 1973 con el descubri•iento de las enzi•as de restricción se 

inicia una etapa en el desarrollo de la biolog1a molecular: nace la 

lngenier1a Genética. 

Las técnicas de ADN Recocabinante <nolllbre que tallbién se le da a 

la ingenier1a genética> consisten en la unión covalente in vitro de 

un fraginento ADN de origen diverso con el ADN de un vehiculo 

110lecular capaz de replicarse autón0111a•ente o de integrarse al 

cr01110so•a cuando se introduce a un huésped. 

La principal contribución de la ingenierla genética a la 

biol09la 110lecular es el aisla•iento y el an~lisis estructural 

detallado de un gran nú11ero de genes con lo cual se ha logrado un 

gran avance en el entendimiento de la organización, regulación y 

expresión genética tanto de procariotes co•o de eucariotes. 

<Churchward G. y Chandler ft. 1985). 

La lngenierla genética es una herramienta útil para l i 

adquisición de infor•ación b4sica pero ademas tiene un gran potencial 

industrial debido a que puede lograr el mejoramiento genético de 

cepas que producen algún metabolito por fermentación, Incluso puede 

disenar cepas que hagan nuevos IMll~bolitos <HOPwoood D. A. 1981l. 

En j_. ~. por eje11Plo se ha logrado la producción de varias 

protelnas e•tranas a la bacteria. Estos co111Puestos van desde 

enzi•as útiles a la biol09la molecular como la ligasa de ADN. la 

endonucleasa Pst I , hasta protelnas con aplicaciones terapeúticas 

l 

IHTRDDUCCIDH

En l9?3 con el descubrimiento de las enzimas de restricción se

inicia una etapa en el desarrollo de la biologia molecular: nace la

Ingenieria Genetica.

Las tecnicas de eDH Recombinante tnombre gue tambien se le da a

la ingenieria geneticai consisten en la unión covalente in vitro de

un fragmento HD! de origen diverso con el àDH de un vehiculo

molecular capaz de replicarse autónomamente o de integrarse al

cromosoma cuando se introduce a un huesped.

La principal contribución de la ingenieria genetica a la

biologia molecular es el aislamiento r el analisis estructural

detallado de un gran número de genes con lo cual se ha logrado un

gran avance en el entendimiento de la organización, regulación r

expresión genetica tanto de procariotes como de eucariotes.

tfihurchuard G. r Chandler H. i?E5J.

La ingenieria genetica es una herramienta útil para la

adquisición de información basica Pero ademas tiene un gran potencial

industrial debido a gue puede lograr el meioramiento genetico de

cepas gue producen algun metaboltto por fermentación, incluso puede

disenar cepas gue hagan nuevos metabolitos tflopuoood D. H. l9BiJ.

En _§. coli, por eiemplo se ha logrado la producción de varias

Proteinas entrañas a la bacteria- Estos comuestos van desde

enzimas utiles a la biologia molecular como la ligasa de HDN. la

endonucleasa Pst i. hasta proteinas con aplicaciones terapeúiicas

1



colllO es el caso de hormonas hu111anas, ln11Unoglobullnas, enz1•as 

Involucradas en la coagulación sangutnea y en la producción de 

anttgenos de virus, bacterias y par~s1tos. 

Una de las protetnas de 1nter•s actual es la~-galactosidasa 

<lactasal tanto de hongos collO de levaduras, la cual se utiliza para 

la hidrólisis de la lactosa en la leche y en subproductos de leche, 

principalmente suero. Las razones de este inter•s son b~sica .. nte 

nutricionales e industriales . 

Se sabe que la leche (por su alto contenido de lactosa; 4.8 X> 

no puede ser consumida por cierto grupo de personas debido a que les 

ocasiona trastornos digestivos. Esto es consecuencia de que no 

sintetizan~-galactosidasa, enzi•a intestinal que hldroliza la lactosa 

en sus 110nÓIM!ros glucosa y galactosa para que •stos puedan ser 

asi111i lados. 

Por otra parte, en el ¡rea industrial los proble111as ocasionados 

por la lactosa est¡n relacionados a la utilización del suero de leche 

y a la 111anufactura de productos de leche. 

El suero de leche nor111almente es un subproducto en la 

manufactura de quesos que se desperdicia. En K•xico por eJeMPlo, se 

producen alrededor de un •illón de toneladas de suero al ano, que al 

vertirse a las canertas provoca graves proble111as de conta111inación por 

su alto valor de DBO. <Castillo R. E. 1986>. El principal obsUculo 

de su utilización es el contenido relativamente alto de lactosa <4-5 

/.l comparado al de proteína <.6 a .8 /.l . 

En la manufactura de productos lacteos concentrados, el 

principal proble111a es la cristalización de la lactosa, lo cual le da 

2 

como es el caso de hormonas humanas. inmunoglobulinas, enzimas

involucradas en la coagulación sanguínea y en la producción de

antígenos de virus. bacterias r parásitos.

Una de las proteinas de interes actual es latrgalactosidasa

tlactasal tanto de hongos como de levaduras, la cual se utiliza para

la hidrólisis de la lactosa en la leche y en subproductos de leche,

principalmente suero. Las razones de este interes son basicamente

nutricionales e industriales.

Se sabe gue la leche ipor su alto contenido de lactosa: 4.8 Il

no puede ser consumida por cierto grupo de personas debido a gue les

oeasiona trastornos digestivos. Esto es consecuencia de que no

sintetizanfi-galactosidasa, enzima intestinal gue hidroliza la lactosa

en sus monómeros glucosa r galactosa para que estos puedan ser

asimilados.

Por otra parte. Ifl el area industrial los problemas ocasionados

por la lactosa estan relacionados a la utilización del suero de leche

y a la manufactura de productos de leche.

El suero de leche normalmente es un subproducto en la

manufactura de ouesos gue se desperdtcia. En Herico por eiemplo, se

producen alrededor de un millón de toneladas de suero al ano, que al

vertirse a las canarias provoca graves problemas de contaminación por

su alto valor de DBD. (Castillo R. E. 19861. El principal obstáculo

de su utilización es el contenido relativamente alto de lactosa te-5

Il comparado al de proteina t.ó a .8 1).

En la manufactura de productos lacteos concentrados. el

principal problema es la cristalización de la lactosa, lo cual le da

2



una textura desagradable a dichos productos . La crlstalizaclón se 

debe a la baja solubilidad y al alto contenido del dlsacArldo. 

Existen varios métodos físicos, químicos y biológicos para 

reducir el contenido de lactosa en leche y productos de· leche, uno de 

los mis pr0111etedores es la hidrólisis enzi•itica CGekas V. & 

López-Leiva K. 1985> . 

Con la hidrólisis de la lactosa se logra una mayor accesibilidad 

a la leche de personas intolerantes a la lactosa, un mayor poder 

edulcorante de los productos de leche hidrolizados y una reducción de 

la arenosldad de helados y otros productos, puesto que se prevee la 

cristalización de la lactosa. 

Actualmente en el Depto. de Biotecnologla del Centro de 

Ingeniería Genética y Biotecnología se esta trabaJando en la 

elaboración de un catalizador con la enzima ~-galactosidasa de !_. 

fragilis. EL objetivo central del proyecto es el de obtener un 

producto que hidrolize a la lactosa presente en la leche y en el 

suero dulce de leche. 

En este proyecto se han explorado varias estrategias para la 

elaboración de l producto como : la utilización de c4lulas COlllPletas de 

levadura secas y per1111abilizadas con actividad de~galactosidasa, la 

utilización de un extracto enzimitico semipurificado y la utilización 

de células inmovilizadas en acetato de celulosa. lndependi1nte111ente 

del mecanismo que lleve al objetivo, existen ciertos par&llM!!tros y/o 

procesos que son fundamentales para el éxito del proyecto . 

Uno de estos procesos es la obtención de una gran cantidad de 

células para hacer el catalizador, es decir la obtención de biomasa. 
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una textura desagradable a dichos productos. La cristalización se

debe a la bala solubilidad r al alto contenido del disacarido.

Existen varios metodos fisicos. guimicos r biológicos para

reducir el contenido de lactosa en leche y productos de leche, uno de

los mas prometedores es la hidrólisis enzimaiica iüekas U. t

López-Leiva H. 1981.

Con la hidrólisis de la lactosa se logra una maror accesibilidad

a la leche de personas intolerantes a la lactosa, un maror poder

edulcorante de los productos de leche hidrolizados r una reducción de

la arenosidad de helados r otros Productos, puesto gue se prevea la

cristalización de la lactosa.

actualmente en el Depto. de Biotecnologia del Centro de

Ingenieria Genetica r Biotecnologia se esta trabaiando en la

elaboración de un catalizador con la enzima Q-galactosidasa de 5,

frggiiis. EL obietivo central del proyecto es el de obtener un

producto gue hidrolize a la lactosa presente en la leche r en el

suero dulce de leche.

En este proyecto se han explorado varias estrategias para la

elaboracion del producto como: la utilización de celulas completas de

levadura secas r permeabilizadas con actividad de!-galaciosidasa, la

utilización de un extracto enzimatico semipurificado r la utilización

de celulas inmovilizadas en acetato de celulosa. Independientemente

del mecanismo que lleve al obietivo, existen ciertos parametros rfo

procesos gue son fundamentales para el exito del proyecto.

Uno de estos procesos es la obtención de una gran cantidad de

celulas para hacer el catalizador, es decir la obtención de biomasa.
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Para cubrir este punto es necesario que las condiciones de 

fermentación <PH, temperatura, cOMPos1ción del medio otras> sean 

las óptimas . Sin elllbargo no basta con obtener una gran biomasa slno 

que ade•ás las células produzcan una buena cantidad de enzima . 

La for•a en que este trabajo conte11Pla apoyar al proyecto es 

inlciando nuevos estudlos ; cuyo objetivo general es la obtención de 

una cepa sobreproductora de•-galactosidasa por llM!dio de la ingeniería 

genética. 

El pri111er paso para lograr este objetlvo es disenar y construir 

el plásmldo con el cual se va a transformar la cepa de levadura de 

nuestro interés : Ji.. fragilis , obJeto de estudio del presente trabaJo 

de tesis . 

Una segunda parte del proyecto sera la transformación de !_. 

fragilis y la caracterizaclón de las transformantes que 

sobreprcduzcan la enzima . 

En la sección siguiente se dá un resumen de las Principales 

técnicas de ingenieria genética con el objetlvo de que el lector 

tenga una idea general de la misma, seguido de un panora•a del estado 

actual de la ingenierla genética en j. cerevis1ae, porque es la 

levadura en donde se ha desarrollado más, para posteriormente abordar 

temas más enfocados a la presente tesis C090 son : el estado actual de 

la transformación en Klurver0111rces, gen4ticos 

relacionados a la asimilación de lactosa y algunas transfor•aciones 

realizadas en levadura con el gen que codifica para laf-galactosidasa 

de Ji.. lactis <gen LAC 4 l. 

4 

Para cubrir este punto es necesario que las condiciones de

fermentacion infl, temperatura, composicion del eedio r otrasi sean

1;; ¢pi¡m¡;_ sin aauargo no hasta con obtener una gran biomasa sino

que ademas las celulas nroduacan una buena cantidad de enzima.

La forea en que este trabaio contenela anorar al Prorecto es

iniciando nuevos estudios, cuyo obietivo general es la obtención de

una cepa sooreproductora de!-oalactosidasa por medio de la ingenieria

genetica.

El primer Paso Para lograr este obiettvo es disenar 1 construir

el nlasnido con el cual se va a transformar la cepa de levadura de

nuestro interes: g, fragilis, obieto de estudio del Presente trabalo

de tesis.

Una segunda Parte del proyecto sera la transformacion de E,

fragtlis r la caracterización de las transfornantes eue

sobrenroduacan la enaiea.

En la sección siguiente se dá un resumen de las nrinclPales

tecnicas de ineenieria genetica con el obíettvo de que el lector

tenga una idea general de la eisea, seguido de un panoraea del estado

actual de la ineenierta genetica en _§. gerevisiae. Porque es la

levadura en donde se ha desarrollado nas. Para Posteriormente abordar

temas mas enfocados a la Presente tesis cono son: el estado actual de

la transformacidn en fl]g¡vgron¡§e§, conocimientos geneticos

relacionados a la asiotlacion de lactosa r algunas transformaciones

realizadas en levadura con el den que codifica nara la!~galaetosidasa

de ¿__ _L-.Liï caen Lai: ai.
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Con estas herramientas se plantea el proyecto de : 'Construcción 

de una cepa sobreproductora de '-galactosidasa• y se analizan sus 

posibles ventajas y desventajas en cuanto a la estrategia ta.ada . Por 

últilllO se presenta el dlseno eKperi•ental para la construcción del 

plAsMido. 

5 

Con estas herramientas se Plantea el prcïlcto de: 'Construcción

de una cena sobreflroductora de Q-daiactosidasa' 1 se analiaan sus

Posibles ventaias r desventaias en cuanto a la estrateeta tomada. Por

últilo se Presenta el diseno eaPertmental Para la construccion del

Plasmido.

5



KETODOLOGlAS DE LA INGENIERIA GENETICA 

Las metodologlas que requiere la ingenierla genética para lograr 

su objetivo estan orientadas a: <figura 2 . ll 

2.1.- La obtención del fragmento de ADN a clonar. 

2.2.- El establecimiento del enlace covalente de los ADNs. 

2.3.- La construcción de vehlculos moleculares. 

2.4.- La introducción de la molécula híbrida hacia el húesped 

deseado . 

2.5 . - La detección y caracterización del fragmento clonado. 

2.1 .- GENERAC!ON DE FRAGMENTOS DE ADN. 

El primer paso en la obtención de un gen es la separacion de 

éste del resto del genoma. La fragmentación del ADN con endonucleasas 

de restricción, la síntesis de cADN apartir de un mARN utilizando la 

enzima transcriptasa inversa, la slntesis qulmica de ADN y los 

fragmentación mecánica son métodos con l os cuales se puede real i zar 

este paso. 

La elección del método a utilizar depende en gran parte del 

obJet1vo del trabajo, por ejemplo el cADN es adecuado para aislar 

genes de eucariotes porque a menudo estos tienen intrones los cua les 

Impiden su expresión en bacterias , por lo tanto no es posible un 

aislamiento directo de dichos genes. El ADN sintet iz ado qu1 mi camente 

es usado en el a i slamient o de genes espec1flcos en la mutagénesis 
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HETDDOLOGIHS DE Là INGENIERIA GENETICA

Las metodologías que requiere la ingeniería genética Para lograr

su obietivo estan orientadas a: (figura 2.1)

2.1.- La obtencion del fragmento de ABN a clonar.

2.2.- El establecimiento del enlace covalente de los nflls.

2.3.- La construccion de vehiculos moleculares.

2.4.- La introduccion de la molécula híbrida hacia el húesPed

deseado.

2.5.- La deteccion y caracterización del fragmento clonado.

2.1.- GEHERACIUH DE FRåGHEHTOS DE ABR.

El Primer Paso en la obtención de un gen es la senaracion de

este del resto del genoma. La fragmentacion del ADN con endonucleasas

de restricción, la sintesis de càflfl aPartir de un mñfifl utilizando la

enzima transcrietasa inversa, la sintesis quimica de HDN r los

fraementacion mecanica son metodos con los cuales se Puede realiaar

este Paso.

La eleccion del metodo a utìliaar dePende en eran Parte del

obietivo del trabaio. Por eiemnlo el cñüfl es adecuado Para aislar

QEHES GE Eufiãflfltfifi Pflfeue a menudo estos tienen intrones los cuales

imniden su ernresion en bacterias, Por lo tanto no es Posible un

aislamiento directo de dichos genes. El nDN sintetizado guimicamente

es usado en el aislamiento de genes esPecificos en la mutadenesis

*Ci



-J 

F r agmentos 
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de 
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Ex tremo s 
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Transfec c ión 
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Inmunoqu!mica 
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Empacamiento in vitre 
hacia la cabeza del -
fago; tránsducción con 
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Hibridizaci6n de 
acidos nucleicos 

Figura 2 .1. Es::¡uana que ruestra las diferentes rretod::>log1as involucradas 

en la ingenier1a geretica (Old R. W. & Primiose s. B. 1982). 
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sitio espec ifica, en la const r ucción de genes de d ! fl c ll aislamiento, 

etc . <Lomeli B. H. 1984> 

Pero la forma más común de generar los fragmentos de ADN es por 

medio de endonucleasas de restricción. Estas enzimas se caracterizan 

porque reconocen diferentes secuencias de 4, 5 & 6 pares de bases Y 

corlan al azar después de dicha secuencia <enzimas de tipo I> o bién 

dentro de la secuencia for•ando eKtre110s definidos <enzimas del tipo 

Ill <figura 2.2J. 

Una característica de las secuencias de reconocl•lento es que 

son pal!ndro•es, es decir que la secuencia nucleotídica de las dos 

cadenas es la •isma, cuando cada una se lee en el sentido 5 ' a 3 ' . En 

base a la for•a que corte la enzima con respecto a l eje de si11etr!a 

de la secuencia palíndrome se obtienen fragmentos cohesivos 5 ' , 3 ' o 

extremos rasos (figura 2.3> <Kaniatis T. !..! . ~ · 1982 1. 

2.2.- ENLACE COVALENTE DE FRAGMENTOS DE ADN . 

En la construcción de moléculas recomblnantes, un paso 

Importante es la unión covalente del vector y el ADN que se quiere 

clonar. Para unir los fragmentos de ADN con extremos cohesivos, estos 

se incuban con la enzima ADN !!gasa del fago T4 o de ..§.. col!, las 

cuales forman un enlace fosfodlester entre los extremos 5 ' fosfato y 

3 ' hidroxilo. Los fragmentos de ADN que tienen extremos rasurados 

sól o pueden ser unidos con la ADN ligasa de T4. 

Un procedimiento muy versátil para unir frag•entos con eKtremos 

rasurados es emplear un conector slntétizado química111ente . La unión 

de dos fragmentos de ADN por medio de dicho conector crea sitios para 

enz imas de r estricc ión a cada lado del ADN extrano faci l itando que 
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sitio especifica. en la construccion de eenes de dificil aislamiento,

etc. iLomeli B. H. 1984)

Pero la forma mas común de generar los fragmentos de ADN es Por

medio de endonucleasas de restricción. Estas enzimas se caracterizan

Porgue reconocen diferentes secuencias de 4, 5 5 6 Pares de bases r

cortan al azar despues de dicha secuencia tenzimas de tiPo ll o bien

dentro de la secuencia formando extremos definidos (enzimas del tiPo

Ill (figura 2.21.

Una caracteristica de las secuencias de reconocimiento es que

son Palindromes, es decir que la secuencia nucleotidica de las dos

cadenas es la misma, cuando cada una se lee en el sentido 5' a 3'. En

base a la forma gue corte la enzima con resnecto al eie de simetria

de la secuencia Palindrome se obtienen fragmentos cohesivos 5”, 3' o

extremos rasos ifigura 2.31 iflaniatis T. et. al. 1982).

2.2.- EHLHEE CÚUHLEHTE DE FRnGHEHTÚ5 HE àDH.

En la construcción de moleculas recombinantes, un Paso

imnortante es la unión covalente del vector x el nüfl que se quiere

clonar. Para unir los fragmentos de ADN con extremos cohesivos, estos

Ñ Ú I-I ¡-1-se incuban con la enzima ADN ligasa del fago T4 o de §, las

cuales forman un enlace fosfodiester entre los extremos 5' fosfato r

3' hidroxilo. Los fragmentos de ADN que tienen extremos rasurados

sólo Pueden ser unidos con la HHH ligasa de T4.

Un Procedimiento muy versátil para unir fradmentos con extremos

rasurados es emniear un conector sintetizado guimicamente. La unión

de dos fragmentos de HDN por medio de dicho conector crea sitios Para

enzimas de restricción a cada lado del aflfl extrano facilitando gue

B
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Tetranucle6tido Pentanucle6tido tlexanucle6tido 

Alul AG•CT Eco R 11 ~CC(~)GG Aval c•PiCGPuG 

Haell 1 cc•cc Baml r.•GATCC 
R'hal ccc•c I& i 11 A•GATCT 
~11 c•ccc a I TGG+CCA 

ol •GATC EcoRI G•AATTC 
Tagl r•ccA lH)hl GGTGA- 8p . b. FITñdlll A•AGCTT 

l 1 GAAGA _... 8p. b. ~I GTT•AAC 
stl CTGCA+G 

Hinfl c•ANTC Xmal c•cCGGG 

Dpnl •GATC Hael c~)ac•ccc!> 
cuando está 

PuGCGC•Pi modificado Haell 
FITñcII GTPi• PuAC 

Figura 2.2. Endonucleasas especificas y las secuencia s que reconocen 

(Roberts, R. 1976) . 
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Figura 2. 3. <.:lasificaci6n general del tipo de extrem:is 

generacbs por las encbnucleasas de restricción 
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dicha molécula pueda ser cortada y recuperada después de la clonación 

y amplificación del gen deseado. 

Los ADN recombinantes también pueden ser construidos in vitro 

usando la enzima terminal deoxlnucleotldll transferasa. Esta enzlea 

adiciona repetidamente nucleótidos al extrelllO 3-0H, formando extre110s 

homapolimérlcos cuando se incuban con un solo deoxinucleót Ido 

trifosfato. De esta forma extrelllOs de residuos deoxladenilato y 

deoxltlmidllato (alternativamente deoxiguanocina y deoxicitocinal son 

adicionados a los ADNs que se desean unir covalente111ente. 

moléculas diferentes pueden entonces ser anilladas 

Las dos 

se 11 adas 

covalentemente por la i'.cción de exonucleasa I I I, ADN pol lmerasa y 

ADN llgasa o simplemente anillada e introducida directaeente a la 

bacteria. Debido a que la molécula vector no puede reformar un 

círculo sin la presencia del frag111ento del ADN extrano con extremos 

homopolimérlcos coeplementarios, este procedimiento da una producción 

alta de círculos de ADN recomblnante In vitro. Una desventaJa de esta 

técnica es que una vez que un gen ha sido clonado, no puede ser 

separada dlrecta~ente para la transferencia a otro vector (Qld R. U. 

8. Primiose S. B. 1982>. 

2.3.- CONSTRUCCION DE VEHICULOS MOLECULARES. 

La elección del vector es una consideración importante en las 

estrategias del diseno experimental para clonación. Existe una gran 

variedad de vectores disponibles con diferentes características pero 

en general los vectores de clonación deben ser replicones autónomos 

relativamente pequenos, estar blén caracterizados física y 

genéticamente, llevar un marcador genético fácilmente seleccionable y 

ser f ác i lmer.te purificados en grandes cantidades. COlllO 
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dicha molécula pueda ser cortada r recuperada despues de la clonación

r amplificación del gen deseado.

Los ADN recomhinantes tambien Pueden ser construidos in vitro

usando la enzima terminal deoxinucleotidil transferasa. Esta enzima

adiciona repetidamente nucleótidos al extremo 3-0H, formando extremos

homonolimericos cuando se incuban con un solo deoxinucleótido

trifosfato. De esta forma extremos de residuos deoxiadenilato Y

deoxitimidilato ¡alternativamente deoxtguanocina y deoxicitocinal son

adicionados a los nflfls que se desean unir covalentemente. Las dos

moleculas diferentes Pueden entonces ser anilladas y selladas

covalentemente por la acción de exonucleasa III, HHH polimerasa 1 y

ADN ligasa o simplemente anillada e introducida directamente a la

bacteria. Debido a que la molecuta vector no Puede reformar un

circulo sin la Presencia del fragmento del HHH extrano con extremos

homoPo1imericos complementarios, este Procedimiento da una Produccion

alta de circulos de ADN recombinante in vitro. Una desventaia de esta

tecnica es gue una vez gue un gen ha sido clonado, no Puede ser

separada directamente Para la transferencia a otro vector t0ld R. U.

& Primiose S. B. l982i.

2.3.- CONSTRUCCION DE UEHICULDS HULECULàRES.

La elección del vector es una consideración importante en las

estrategias del diseno exeerlmental Para clonación. Existe una gran

variedad de vectores disponibles con diferentes caracteristicas pero

en general los vectores de clonación deben ser replicones autónomos

relativamente pequenos, estar bien caracterizados fisica y

genéticamente, llevar un marcador genético facilmente seleccionable v

ser facilmente purificados en grandes cantidades. Como

ll



c aracte rí sticas adi c ionales deseables pero no ne cesari as podemo s 

menci onar la presencia de sitios únicos de restriccion, l a 

disponibilidad de un medio para identificar las moléculas 

recomb1nantes y la presencia de Promotores asoc iados adecuados con el 

vector en casos donde el promotor endógeno no es reconocido por el 

huésped o donde ha sido separado del gen clonado . 

Los p\ásmidos y los fagos son las clases de moléculas vector que 

han sido usadas como vehículos para el aislamiento 

genes . 

Los plásmidos son elementos genéticos eMtracromosomales que 

normalme nte e xis ten como moléculas de ADN circular que confieren 

a lg una caracterlstlca espec ial a su huésped . La resistencia a un 

antib iótico, a metale s pesados, la producción de un antibiótico, de 

enter o toxinas , de ác i do sulfhídrico, de bacterlocina son algunos 

eJemplos de l as c ar ac terísticas que puede conferir un plismldo . 

Los plásm l dos más ampliamente usados en!_. col! son derivados de 

plá smidos pequenos , multicopia coino: pK89, p!SA y Col El, pero 

también son usad os los plásmidos de control restringido <baJo número 

de copias l coll\O e l pSC 101 . Esta última clase de plásmldos son utiles 

en el caso donde el producto del gen deseado es perJudlc1al para la 

cé l ul a huésped . 

Los fagos son elementos genéticos constituidos por un n~c\eo de 

ADN o ARN <dpendiendo de la clase de fago i por una cubierta de 

protelnas , en algunas ocasiones también presenta una cola, son 

incapaces de replicarse autónomamente por lo que infect an a cél u l as 

pa r a pode rse perpetuar . Dent ro de los f ago s más ampliamente usados 
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caracteristicas adicionales deseables Pero no necesarias Podemos

mencionar ia Presencia de sitios unicos de restricción, la

disponibilidad de un medio Para identificar las moleculas

recombinantes r la Presencia de promotores asociados adecuados con El

vector en casos donde el promotor endógeno no es reconocido Por el

nuesped o donde ha sido separado del gen clonado,

Los plasmidos i los fagos son las clases de moleculas vectnr gue

han sido usadas como vehiculos Para el aislamiento v expresion de

senes.

Los Plasmidos son elementos genéticos extracromosomales que

normalmente existen como moléculas de ADN circular r que confieren

alguna caracteristica especial a su huésped. La resistencia a un

antibiótico, a metales Pesados, la Producción de un antibiótico, de

enterotoxinas. de acido sulfhidrico, de bacterlocina son algunos

eiemplos de las caracteristicas que Puede conferir un plasmido.

Los Plísmidos mas ampliamente usados en_§. coli son derivados de

plasmidos pequenos, muiticoeia como: PHB9, PISA y Col El, Pero

tambien son usados los Plasmidos de control restringido tbaio numero

de copias) como el PSC tol. Esta última clase de Plasmidos son utiles

en el caso donde el producto del gen deseado es neriudicial Para la

celula hoesped.

Los fagos son elementos genéticos constituidos Por un ndcleo de

ADN o ARN idnendiendo de la clase de fagoi 1 por una cubierta de

proteinas. en algunas ocasiones también presenta una cola, son

incanaces de replicarse autónomamente por lo gue infectan a celulas

Para Poderse Perpetuar. Dentro de los fagos mas ampliamente usados

12



como veh !culos moleculares encontramos a~y sus derlvados. 

La u tll l zación de los fagos como vehículos moleculares resulta 

atract i va porque se pueden clonar fragmentos grandes de ADN, adem~s 

las parttculas del fago reconstituidas pueden ser preparadas 

eficientemente ln vitro y una vez for~adas l as 110léculas 

recombinantes, estas pueden ser prapagadas eficiente1M1nte in vitro 

<Churchward G. y Chandler H. 198S l . 

Los vectores de inserción y los vectores de ree1M>lazo son las 

dos clases de vectores que se han desarrollado con los fagos . Los 

prime r os llevan una deleción en el genoma del fago permitiendo l a 

inserción de ADN extrano en un sitio único de re str icc ión s in 

concomitante elimlnación del ADN del fago , mient r as que en los de 

reemplazo una región no esencial del genoma del fago puede ser 

reemplazada por el ADN extrano <Churchward G. y Chandler H. 1985 ). 

2 . 4.- INTRODUCCION DE LA MOLECULA HIBRIDA AL HUESPED DESEADO . 

Después de la ligación, las moléculas hibrldas deben de se r 

purificadas de la mezcla de ligación propagadas. Esto se logra 

introduciendo el ADN ligado hacia un huésped adecuado . Debido a que 

la introducción y el mantenimiento de una molécula determinada en un 

huésped r equiere que ésta sea capaz de replicarse, únicamente 

aquellas moléculas que contienen el vector pueden ser aisladas. 

La forma de introducir el ADN ligado hacia un huésped puede ser 

utilizando Jos mecanismos naturales de intercambio genético (de 

bac t eri as ) es decir por transformación transducción o bién por 

empac am ie nto in vitro del ADN hacia virus maduros para posteriormente 

i nf ect ar a la célula huésped <Churchward G. y Chandler H. 1985). 
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como vehiculos moleculares encontramos air sus derivados.

La utiltaaclon de los fagos como vehiculos moleculares resulta

atractiva porque se pueden clonar fragmentos grandes de ñflfl. ademas

las Particulas del faso reconstituidas pueden ser preparadas

eficientemente in vitro y una ve: formadas las liiculas

recominantes. estas pueden ser nronaoadas eficientemente in vitro

ifihurchuard G. r Chandler H. 1985).

Los vectores de insercion 1 los vectores de reemnlaao son las

dos clases de vectores que se han desarrollado con los faeos. Los

primeros llevan una delecion en el genoma del fago Dermitiendo la

insercion de HDN extraño en un sitio único de restriccion sin

concomitante eliminacion del AUN del fago. mientras que en los de

reemplazo una región no esencial del genoma del fago puede ser

reemplazada Por el ABR extraño lfihurchuard G. r Chandler H. l985J.

2.4.- INTRODUCCION DE LA HULECULH HIBRIDà ãL HUESPED BE5EfiDü.

Despues de la ligacion, las moleculas htbrldas deben de ser

Purlficadas de la meecla de lisacton y prooagadas. Esto se logra

introduciendo el fiDN ligado hacia un huésped adecuado. Debido a Que

la introduccion r el mantenimiento de una molécula determinada en un

hueseed requiere que esta sea capaz de replicarse, únicamente

aquellas moleculas que contienen el vector nueden ser aisladas.

La forma de introducir el àflfl ligado hacia un huesped puede ser

utiliaando los mecanismos naturales de intercambio Qenetico ide

bacterias) es decir por transformacion r transduccion o bien por

empacamiento in vitro del AUN hacia virus maduros Para Posteriormente

infectar a la celula huesfled iühurchuard G. y Chandler H. 19851.
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La transformación es un fenómeno que ocurre naturalmente, es 

decir no es fenómeno restringido al laboratorio. La liberación de 

fragmentos de ADN que acampana la muerte y lisis de una célula, dá 

una fuente de material genético para la recombinación durante el 

c r ecimi ento de microorganismos en el medio ambiente natural. Este 

fenómeno ha sido observado en una gran variedad de bacterias como 

Streptococus pneumoniae, Bacllus subtil!s, JL stearothermophilus, 

Haemophilus !nfluenzae y Acinetobacter ~· <Rodríguez R. L. y Tart R. 

e. 1983> . 

Una gran variedad de protocolos han sido desarrollados par a 

inducir la transformación en microorganismos que no la experimentan 

na turalmente pero que tienen importancia genética. El me canismo 

ge ne r al con s i st e en for mar pro \ oplast os del huésped deseado para 

después mezclarlos con el ADN deseado y que se 

transformación . 

efectué la 

El método para formar los protoplastos asl como los métodos para 

foment a r la i ncorPor ac ión del ADN var í an dep e nd i e ndo del tipo de 

microorganismo usado , así por e jemplo para bacterias Gram negativas 

el mét odo para formar protoplastos es utilizando cloruro de calcio. 

En levaduras el acetato de litio y el cloruro de cesio tienen un 

papel simil~r al del cloruro de calcio en bacterias. En cambio para 

bacterias gr am positivas, hongos y plantas los protoplastos o 

esferoplastos son formados con enzimas tales como lisozima, zimolasa 

o he 1 icas-. . 

La producci ón de transformantes de_§_. coq es incrementada con 

un pulso corto de calor, en ciertos casos la adición de cloruro de 

rubidio tiene el mismo efecto. Para bacterias Gram positivas, hongos 
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La transformacion es un fenomeno que ocurre naturalmente, es

decir no es fenomeno restringido al laboratorio. La liberacion de

fragmentos de ADN que acompaña la muerte y lisis de una celula, da

una fuente de material eenetico Para la recombinacion durante el

crecimiento de microorganismos en el medio ambiente natural. Este

Fenomeno ha sido observado en una gran variedad de bacterias como

§1reptgcocus_ pneumoniae. Qacilus subtilts, B. stearothermopgijus,

Haemophilus Lnflueniag r ecinetggacter gg; ¡Rodriguez R. L. r Tart R-

E. l9B3i+
*I

Una gran variedad de protocolos han sido desarrollados para

inducir la transformacion en microorganismos que no la experimentan

naturalmente pero que tienen importancia genetica. El mecanismo

general consiste en formar protoplastos del huésped deseado para

deseues mezclarlos con el ADN deseado y nue se efectue la

transformacion.

El metodo Para formar los protoplastos asi como los metodos para

fomentar la incorporacion del ADN varían dependiendo del tipo de

microorganismo usado, asi por eiemplo para bacterias Gram negativas

el metodo para formar protoplastos es utiliaando cloruro de calcio.

En levaduras el acetato de litio r el cloruro de cesto tienen un

papel similar al del cloruro de calcio en bacterias. En cambio Para

bacterias gram positivas, hongos y plantas los protoplastos o

esferoplasios son formados con enitmas tales como lisoaima, iinoiasa

o helicasa.

La Produccion de transformantes de É, coli es incrementada con

un pulso corto de calor, en ciertos casos la adición de cloruro de

rubidio tiene el mismo efecto. Para bacterias Gram positivas, hongos

lá



pl antas la exposición de las células a PEG promueve la toma del 

ADN . de aquí que el tiempo de exposición, concentración peso 

molecular del PEG sean criticas para optimizar las frecuencias de 

t rans form ac i ón Co t ransfe cc i on ) CHopwood D. ll. 198 1 ), Para las 

células de t é jido de mamífero el Dextr an-DEttE estimula la toma del 

ADN <Churchward G. y Chand ler H. !985i. 

Un método alt erna tivo para i ntroducir ADN extrano hacia células, 

ha sido desarrollado en base a la capacidad de un bacteriófago para 

in ye c t ar eficienteme nte ADN hacia una célula bacteria!. Los 

precursores de la cabeza del fago son llenados con el ADN extrano y 

conver tidos a cabezas de fago funcionales. Estas partí cu las son 

entonce s c apaces de inyectar su contenido a través de los sitios 

recept ore s sobr e la bacter ia recep t ora con al t a eficiencia (Rodríguez 

R. L.&. Tad R. C. !983J. 

El procedimient o para in troducir ADN ext rano a un huésped por 

empacamie nt o i n vitro est á fund ame ntado en el usos de cós midos 

vehiculos basados sobre el bacterló f ago. Es t e proced i miento consiste 

en cubrir el ADN reccmblnan t e con la cubierta del fago, permitiendo 

introducirse hacia la bac teria huésped por el proceso normal de 

infecc ión del fag o. Para esto el ADN r ecomblnante ~s mezclado con una 

concentración alta de prec ur sores de cabeza de fago y co l as de fago. 

2 .5.- DETECCION Y CARACTER!ZAC!ON DEL GEN CLONADO. 

La detecc ión y caracterización de la mol éc ula híbrida en la 

poblaci ón de células transformadas o transfectadas es la última etapa 

a e n realizar un experime nto de clonación. 

1 5 

r plantas la exposicion de las celulas a FEB promueve la toma del

ADH. de aqui que el tiempo de exposicion, concentracion r peso

molecular del FEB sean criticos para optimizar las frecuencias de

transformacion io transfeccionl iflopvood D. e. l§Sll. Para las

celulas de teiido de mamífero el üextran-DEnE estimula la toma del

ADN iflhurchuard E. 1 Chandler H. 19851.

Un metodo alternativo para introducir nDH extrano hacia celulas.

ha sido desarrollado en base a la capacidad de un bactertofaso para

inrectar eficientemente eflfl hacia una celula bacterial. Los

precursores de la cabeza del fago son llenados con el HDN extrano 3

convertidos a cabezas de fago funcionales. Estas particulas son

entonces capaces de inrectar su contenido a traves de los sitios

receptores sobre la bacteria receptora con alta eficiencia [Rodriguez

R. L. L Tart R. E. 19831.

El procedimiento para introducir eDH extrano a un huésped por

empacamienio in vitro está fundamentado en el usos de cosmidos y

vehiculos basados sobre el bacleriofago. Este procedimiento consiste

en cubrir el nflfl recomoinante con la cubierta del faeo. permitiendo

introducirse hacia la bacteria huesped por el proceso normal de

infeccion del fago. Para esto el àUH recombinante es mezclado con una

concentracion alta de precursores de cabeza de fago y colas de fago.

2.5.- DETECEIÚH Y CHRACTERIZHCIÚH DEL GEN ELÚHÉDD.

La deteccion r caracterizacion de la molecula hibrida en la

poblacion de celulas transformadas o transfectadas es la última etapa

a en realizar un erperimento de clonacion.
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Esta detección puede ser realizada por selecc1on o proyección de 

los c lones , ya sea por métodos ftsicos , qutm1cos y/o biológicos . La 

forma más simple de identificar una clona es por selección directa, 

la cual debe estar fundamentada en alguna propiedad que le confiera 

el vector o la secuencia insertada a la célula huésped, como pudiera 

ser complementación a una auxotrofta o resistencia a un antibiótico. 

La detección intnunoqutmica de clones que sintetizan una protetna 

extrana es otro método útil para casos donde el gen clonado se 

e•Presa pero no confiere alguna propiedad selectiva a la célula 

huésped . 

Cuando la secuencia clonada no se e•presa, la vta más adecuada 

para aislar la clona de interés es por una prueba de hibridización 

utilizando una sonda radioac tiva de ADN específica. 

La caracterizaci ón del ADN de la clona obtenida es adecuada para 

conf i rmar que el ADN reque ri do ha s ido verdaderamente clonado. El 

paso i nicial mas imp ortante para la caracterizac ión es la obtención 

de un mapa de rest r icción del ' ragmento cl onado, ésto dá las bases 

para un anál is is poste ri or. El map a puede ser obtenido cortando el 

ADN con enzimas de e pares de bases (sitios de corte poco frecuentes) 

para gen erar fragmentos relati vamente grandes , y después cortar cada 

subfragmento con enzimas de 4 pares de bases (Si tios más comunesl . La 

principal di fi cultad de este procedimient o es el error en determinar 

exáctamen t e el tamano de cada subfragmento . 

El mapa de restricción también puede ser suplementado por el uso 

de l a t é~ nica de hibr1d1zación , en la cual los fragment os del ADN 

f r accion ados sobr e un gel de 

l ó 

agarosa o acrilamida son 

Esta deteccion puede ser realizada por seleccion p prprecciüfl U!

los clones. ra sea por metodos fisicos, quimicos rio biológicos. La

forma mas simple de identificar una clona es por seleccion directa.

la cual debe estar fundamentada en alguna propiedad gue le confiera

el vector o la secuencia insertada a la celula huésped. como pudiera

ser complementación a una auxotrofla o resistencia a un antibiótico.

La deteccion ineunoguimica de clones gue sintetizan una proteina

astrana es otro metodo útil para casos donde el gen clonado se

expresa pero no confiere alguna propiedad selectiva a la celula

huesped.

Cuando la secuencia clonada no se expresa, la via mas adecuada

para aislar la ciona de interes es por una prueba de hibridtzacion

utilizando una sonda radioactiva de AUN especifica.

La caracterizacion del aDN de la clona obtenida es adecuada para

confirmar gue el aflfl requerido ha sido verdaderamente clonado. El

paso inicial mas importante para la caracterizacion es la obtencion

de un mapa de restriccion del fragmento clonado. esto da las bases

para un analisis posterior. El mapa puede ser obtenido cortando el

HDN con enzimas de s pares de bases isitios de corte poco frecuentesi

para generar fragmentos relativamente grandes. r despues cortar cada

subfragmento con enrimas de 4 pares de bases isitios mas comunesi. La

principal dificultad de este procedimiento es el error en determinar

exactamente el tamano de cada subfragmento.

El mapa de restricción tambien puede ser suplementado por el uso

de la tecnica de hibridizacion. en la cual los fragmentos del eDH

fraccionados sobre un gel de agarosa o acrilamida son

lo



desnaturalizados y transferidos directamente a un filtro de 

nitrocelulosa e hibridizados con fragmentos individuales marcados que 

han sido generarlos por una segunda enzima de restricción. 

La última meta para la caracterización f(sica es obtener su 

secuencia polinucleot(dica, debido a que ésta d~ información 

indispensable acerca de la organización del gen relacionada a 

posibles reglones control COllO operadores y senales de terminación e 

inicio para la transcrición y traducción. También se obtiene la 

posible secuencia de aminoacidos del producto g4nico, si es que este 

es traducido a protetna. 
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desneturalizades r traniferidcs directamente e un filtre de

nitrccelulesa e hibridiaadcs con fragnentcs individuales marcado! Que

han side generadas por una segunda enaina de restricción.

La última meta Para la caracterización fisica es obtener su

secuencia eclinucleotidica, debido a que esta dá información

indiifleneable acerca de la craanlzación del gen relactnnada a

Pesibles regiones control como operadcres 1 señales de terminación e

Inicio para la transcricidn y traducción. También te obtiene la

posible secuencia de amineacidos del Producto génica, si es que este

ee traducido a proteina.
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PANORAKA DE LA INGENIERIA GENETICA EN LEVADURAS 

CARACTERISTICAS DEL SISTEKA DE TRANSFORKACION DE LEVADURAS: 

Las estrategias para 

ADN en - .§.. coli empleando 

la clonación y eMpresión de segmentos de 

pl~smidos o bacteriófagos estan bién 

establecidas y han sido usadas para aislar secuencias de ADN de 

procariotes y eucariotes. 

Sin embargo los sistemas de procariotes no siempre son adecuados 

para el estudio de los genes eucariotes puesto que &Misten secuencias 

involucradas en la regulación que solo pueden ser estudiadas 

adecuadamente en el mismo sistema genético o porque muchos genes 

eucariotes no tienen equivalencia en bacterias y por lo tanto no 

pueden ser aislados por una complementación de una deficiencia 

bacterial. Además de que no todos los genes eucarlotes son expresados 

eficientemente en un sistema bacteriano. 

Sin duda estos problemas han influido enormemente en el 

desarrollo de los sistemas de eucariotes modificados por la 

ingeniería genética. Dentro de los eucariotes, el organismo pionero 

en la expresión de genes rué j. cerevisiae y en la actualidad es uno 

de los sistemas meJor conocidos . 

Las ventajas que presenta el trabajar con este sistema son : 

La levadura puede ser manipulada fác i lmente (como los 

procariotes ) por el tamano pequeno de su genoma <4 veces el de§_, 

colil y su tiempo de generación corto. 
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PHHURAHA BE Lñ IHGEHiERIñ GEHETICfi EN LEUQDURHS

EåRàETERISTICüS DEL SISTEHH DE TRñHSFORHfiCIOH DE LEVñDURñSi

Las estrategias para la clonacidn y expresión de segmentos de

àflfl en _§. coli empleando plasmidos o bacteriófagos estan bien

establecidas y han sido usadas para aislar secuencias de HDN de

procariotes y eucariotes.

Sin embargo los sistemas de procariotes no siempre son adecuados

para el estudio de los genes eucariotes puesto que existen secuencias

involucradas en la resulación que solo pueden ser estudiadas

adecuadamente en el mismo sistema genetico o porque muchos genes

eucariotes no tienen equivalencia en bacterias v por lo tanto no

Pueden ser aislados por una complementación de una deficiencia

bacterial. àdemas de que no todos los genes eucariotes son expresados

eficientemente en un sistema bacteriano.

Sin duda estos problemas han influido enormemente en el

desarrollo de los sistemas de eucariotes modificados por la

ingenieria genetica. Dentro de los eucariotes. el organismo pionero

en la expresion de genes fue'§. gerevisiag v en la actualidad es uno

de los sistemas meìor conocidos.

Las ventaias que presenta el trabaiar con este sistema son:

- La levadura puede ser manipulada fácilmente icomo los

procariotes) por el tamano pequeno de su genoma (4 veces el de §,

coiii r su tiempo de seneracion corto.

15



- En las levaduras se pueden usar las técnicas desarrolladas 

para sistemas bacterianos por las similitudes bioquímicas y 

fisiológicas que tiene ésta con respecto a las bacte r ias. 

- La bioqu!mica y genética de levaduras ha sido estudiada 

extensamente . Se han obtenido mutantes en diferentes requerimientos 

nutriclonales, cruzamiento, división celular, sensibilidad a 

radiación y otras caracter!stlcas útiles y deseables. 

Se pueden estudiar fenómenos extremadamente compleJos 

específicos de eucariotes como: estructura de cromosomas, división 

celular mitótica y meiótlca etc. 

Debido a que se mantienen en estado haplolde o diploide, la 

complementación entre marcadores genéticos puede ser f~cllmente 

probada en cepas haploides que se entrecruzan, !cada una de las 

cuales lleva un marcador>, lo cual simplifica grandemente el análisis 

de enlace y recombinación. 

- Otra ventaja de usar la levadura como un huésped de clonación 

es que la secreción de sustancias sigue el mismo sistema general que 

el involucrado en células animales. En los eucariotes superiores la 

secreción involucra la participación del compleJo de Golgl, donde la 

modificación post-traducional ocurre. Aunque actualmente un aparato 

de Golgi no ha sido detectado en levaduras, se han detectado 

organelos de secreción envueltos en membrana en mutantes de secreción 

de prote!nas de levaduras (Qld R. U. & Prlmtose S. B. 1982 ). 

- Desde el punto de vista comercial las levaduras también 

presentan ventaja sobre las bacterias entéricas porque pueden ser 

usadas como un huésped para la producción de prote!nas 
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- En las levaduras se pueden usar las tecnicas desarrolladas

para sistemas bacterianos por las similitudes bioquímicas r

fisiológicas que tiene esta con respecto a las bacterias.

- La bioquímica r eenetica de levaduras ha sido estudiada

extensamente. Se han obtenido mutantes en diferentes renuerimientos

nutricionales, cruaamiento, division celular, sensibilidad a

radiación r otras caracteristicas útiles r deseables.

- Se pueden estudiar fenómenos extremadamente compleios

especificos de eucariotes como: estructura de cromosomas, división

celular mitótica r meiótica etc.

- Debido a nue se mantienen en estado haptoide o diploide, la

complementación entre marcadores genéticos puede ser facilmente

probada en cepas haploides gue se entrecruaan, tcada una de las

cuales lleva un marcador), lo cual simplifica grandemente el analisis

de enlace 1 recombtnacion.

- Otra ventaia de usar la levadura como un huesped de clonación

es gue la secreción de sustancias sigue el mismo sistema general que

el involucrado en celulas animales. En los eucariotes superiores la

secreción involucra la participacion del compleio de Golgi, donde la

modificacion post-traducionai ocurre. aunque actualmente un aparato

de Golgi no ha sido detectado en levaduras, se han detectado

organelos de secreción envueltos en membrana en mutantes de secreción

de proteinas de levaduras iüld R. U. L Primiose S. B. l9B2i.

- Desde el punto de vista comercial las levaduras tambien

presentan ventaia sobre las bacterias entéricas Porque Pueden ser

usadas como un huésped para la produccion de proteinas
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farmacológicamente importantes ya que no son patógenas baJo ninguna 

circunstancia conocida y por ser eucariotes probablemente podran 

expresar mas eficientemente los genes eucariotes. <Hinnen A.~· al . 

1978 ) . 

HISTORIA : 

El inicio del desarrollo del sistema de transformación de 

levaduras co111enzó con los estudios de Hinnen A. ( 1978 ). El logró 

obtene r trans formantes incubando esferoPlastos <obtenidos por 

dige stión enzimá tica ) con ADN, en la presencia de i ones de calcio y 

PEG seg uido por la re generación de los mismos en medio selectivo . El 

pl ásm l do que usó Hlnnen A. fue el pYeleu 10, el cual es tá compuesto 

por un un plás mido de E. coli <Col El> y por un segmento de ADN de 

levadura <L EU 2 ) . De esta mane ra los esferoplastos de una cepa 

au xótrof a estable eran transformados a protótrofos con una frecuencia 

de 10-t. El an.ilisls de las tr ansformantes obtenidas, Indicó que la 

transformación solo ocurrla cua~do el ADN se integraba a una región 

homóloga cromosóml c a . 

Por otro lado , en el mlslllO ano Begg J . D. <1978 > construyó 

plásmidos recomblnantes que contienen el plasmldo de 2 ~m de levadura 

(plásm1do ne función desconocida, que ocurre naturalmente en~· 

cer~v1 s1ae > , fragmentos de ADH nuclear y el vector pHB 9 de É· coli . 

Estos plásm i dos fueron capaces de replicarse tanto en.§_. coli como en 

la levadura , adem.is de que transformaron a las mismas a una 

frecuenc i a más alta . 
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farmacológicamente importantes ra nue no son patóeenas baio ninguna

circunstancia conocida r por ser eucariotes probablemente podran

expresar mas eficientemente los genes eucariotes. iflinnen e. gi. al.

1978:.

HISTURIH:

El inicio del desarrollo del sistema de transformacion de

levaduras comento con los estudios de Hinnen n. il9?Bi. Él logró

obtener transformantes incubando esferoplastos (obtenidos por

digestión enzimatical con ehh, en la presencia de iones de calcio i

PEG seguido por la reeeneracion de los mismos en medio selectivo. El

plasmido que uso Hinnen n. fue el pïeleu 10, el cual está compuesto

por un un plasmido de E. coli iEol Eli 1 por un segmento de nflfl de

levadura (LEB 2›. De esta manera los esferoplastos de una cepa

auxotrofa estable eran transformados a prototrofos con una frecuencia

de idú. El analisis de las transformantes obtenidas, indicó nue la

transformacion solo ocurria cuando el eflfl se integraba a una region

homólogo cromosomica.

Por otro lado, en el mismo ano Eegg J. D. il9?fll construyo

plasmidos recombinanies nue contienen el plasmido de 2 um de levadura

tplasmioo de funcion desconocida. nue ocurre naturalmente en §,

cerevisiaei, fragmentos de eDH nuclear v el vector pHB 9 de_§. coli.

Estos piasmidos fueron capaces de replicarse tanto en É, coli como en

la levadura. ademas de nue transformaron a las mismas a una

frecuencia mas alta.
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Pronto, otra forma de replicación autónoma fue descubier ta 

cuando los genes de TRP l y ARG 4 fueron usados en experimentos de 

transformación. El análisis del TRP 1110stró que era una sola 

secuencia de ADN vecina y no el gen TRP l en sí, el que confería al 

plásmido la prQPiedad de autoreplicarse. Actualmente 111Uchas 

secuencias de replicación <ARS> han sido establecidas <Old R. U. L 

Primiose S.B . 1982>. 

CLASES DE PLASftIDOS DE LEVADURAS : 

Los plás111idos de levadura generalniente presen tan un origen de 

repl ic ación bacteria!, sit ios de restricción que ocurren uno o dos 

ve ces dentro del plás111ido <lo cual facilita la clonac ión de ADN 

ex trano l, marcadores de resistenci a a un antibiótico que pueden ser 

selecci onados en _f. col! y marcadores de auxotrofía como LEU 2, HIS 

3, URA 3 y TRP 

transformadas. 

para la selecc ión de las célul as de levadur a 

La principal diferencia que existe entre las clases de plásmidos 

está relacionada a la foyma en que se mantienen estos dentro de la 

célula, y es en base a esta característica que Botsteln D. L Davles 

R. U. < 1982> los clasificaron en : 

Y!p. <pUs111ldo integratlvo de levadura> : Estos pUs111 idos se 

caracterizan porque no tienen un origen de replicación de levadura 

por lo que sólo pueden estar dentro de la c~lula cuando se Integran 

hacia una región homóloga del cro1110soma. La frecuencia de 

transformación es baJa y las transformantes obtenidas so n mu y 

estables en comparación a las transformantes de YRP o YEp. La tasa de 
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Pronto, otra forma de replicación autonoma fue descubierta

cuando los genes de TRP 1 Y ARG 4 fueron usados en experimentos de

transformación. El analisis del TR? l mostro nue era una sola

secuencia de HHH vecina y no el gen TRP l en si, el que conferia al

plåsmido la propiedad de autoreplicarse. Actualmente muchas

secuencias de replicación iàlãl han sido establecidas iüld I. H. L

Primiose 5.B. 1982).

CLHSES DE FLñSHIDüS DE LEUfiDUEflS:

Los plasmidos de levadura generalmente presentan un origen de

replicación bacterial, sitios de restricción que ocurren uno o dos

veces dentro del Plasmido iio cual facilita la clonación de HHH

extrano), marcadores de resistencia a un antibiótico nue pueden ser

seleccionados en_§, 5911 r marcadores de auxotrofia como LEU 2. HIS

3, Ukn 3 r TR? l para la selección de las celulas de levadura

transformadas.

La principal diferencia gue existe entre las clases de plasmidos

esta relacionada a la forma en que se mantienen estos dentro de la

celula, r es en base a esta caracteristica nue Botstein D. L Davies

R. U. i 19821 los clasificaron en:

Ylp. iplasmtdo intesrativo de levadura): Estos plasmidos se

caracteriaan poreue no tienen un origen de replicación de levadura

por lo que sólo pueden estar dentro de la celula cuando se inteeran

hacia una region homóloga del cromosoa. La frecuencia de

transformación es bala y las transformantes obtenidas son muy

estables en comparación a las transformantes de ïkp o YEp. La tasa de
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seg• egacion normalmente es menor al l % por generación en un medi o no 

selectivo. 

YEp. !plásmido episomal de levadura): La principal diferencia de 

ésta y la~ ot r as dos c la ses de plas ml do con r ~~pe• · t o a l Ylp e s que se 

mantienen dentro de la célula porque contiene ciertas secuencias de 

ADH que les permite autoreplicarse en levadura. 

La secuencia de ADH que le permite autoreplicarse al pJásmido 
1 

episomal es un segmento del plásmldo de 2 µ,m. Las ventaJas que tiene 

esta clase de plásmldo es que tienen una frecuencia alta de 

transformación <10 000 veces mayor que Ylp l, las transformantes son 

relativamente estables <la segregación ocurre en aproximadamente un 1 

% por generac i ón en un medio no selectivol y el número de copias es 

relativamente alto . 

YRp . (plásmido replicativo de levadura! : Estos plásmldos son 

mantenidos dentro de la célula porque contienen un ARS <secuencia de 

replicac ión autónoma ), la cual ha sido aislada de plásmidos 

endógeneos de levadu r a o de l cromosoma de ésta. Ellos transforman a 

la levadura eficien t emente pero las transformante s son bastantes 

inestables , la tasa de segregación es mayor de % en medio no 

select i vo . Los YRp tienen la ventaja de que ocaslonalemente se 

integran a regiones homólogas además de que ofrecen una alta 

frecuencia de transformación . 

YCp. (plásmido con centrómerol: Plásmldos que se caracterizan 

por contener además de una secuencia ARS, un ADH centromérico 

funcional . Esta secuencia estabiliza el número de copias, limita la 

r eplicación y regula r iza la segregación de los plásmldos. 
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segregación normalmente es menor al l E por generación en un medio no

selectivo.

ïEp. iplasmido episomal de levadurai; La principal diferencia de

esta y las otras dos clases de nlasmidu con respe-to al ïlp es que se

mantienen dentro de la celula porque contiene ciertas secuencias de

ADN nue les permite autoreplicarse en levadura.

La secuencia de eflfl que le permite autoreplicarse al plasmido

episomal es un segmento del plasmido de 2 gm. Las ventaias nue tiene

esta clase de plasmido es nue tienen una frecuencia alta de

transformacion ilü óóó veces mayor gue Tip i, las iransformantes son

relativamente estables iia segregación ocurre en aproximadamente un i

E por generación en un medio no selectivol y el número de copias es

relativamente alto.

ïRp. iplásmido replicativo de levadurai: Estos plasmidos son

mantenidos dentro de la celula porque contienen un ARS isecuencia de

replicación autónomai, la cual ha sido aislada de plásmidós

endógeneós de levadura o del cromosoma de esta. Ellos transforman a

la levadura eficientemente pero las iransformantes son bastantes

inestables. la tasa de segregación es mayor de l 1 en medio no

selectivo. Los Yfip tienen la ventaàa de nue ocasionalemente se

integran a regiones homólogas ademas de que ofrecen una alta

frecuencia de transformacion.

ftp. iplasmido con centrómeroii Plasmidos que se caracterizan

por contener ademas de una secuencia ARS, un nflfl centromertco

funcional. Esta secuencia estabiliza ei numero de copias. limita le

replicación y regulariza la segregación de los plasmidos.
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MARCADORES USADOS EN LEVADURA 

Una característica importante de la transformaci ón de levaduras 

es que el mecanismo de selección más usado es por complementación a 

alguna auxotrofia, mientras que en procarlotes el mecanismo de 

selección es por resistencia a un antibiótico. 

Esto es consecuencia de la falta de un antibiótico efectivo 

contra eucariotes. Como ejemplo se puede citar el caso especifico de 

levaduras, en el cual Hollenberg C. P. <1979J mostró que S. 

cerevisiae expresa el gen bacteria! de resistencia a Amp, K• y Cm, 

pero debido a que esta levadura es insensible a antibióticos 

relacionados a la penicilina y es moderadamente sensible a Km y Cm 

dichos antibióticos no son útiles en 

transformantes de levadura 

la selección de las 

El hecho de que el G418, un antibiótico relacionado 

estructuralmente a la gentamlcina y kanamicina, tenga una actividad 

inhibitoria hacia una gran variedad de procariotes y eucarlotes, ha 

abierto la posibilidad de desarrollar diferentes sistemas de 

transformación por selección a la resistencia de dicho antibiótico. 

Hasta ahora existen varios trabajos de Investigación enfocados a este 

punto. Jimenez A. y Davies J. <1980) lograron establecer un sistema 

de selección para 1_. cerevisiae , ya que mostraron que dicha levadura 

podia expresar el gen neo de TnS Cgen que da resistencia a las 

le vaduras hacia el G418 y a las bacterias hacia Kml, además de que 

mostraron su sensibilidad hacia el G4!8. 

El uso de este sistema de selección se propagó r ápidamente hacia 

otras células eucarlotes como células L de ratón cSante rr e F. R. ~· 
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HHRCABDRES USàHüS EH LEUADURA

Una caracteristica importante de la transformación de levaduras

es que el mecanismo de selección mas usado es por complementación a

alguna auxotrofia, mientras que en procariotes el mecanismo de

selección es por resistencia a un antibiótico.

Esto es consecuencia de la falta de un antibiótico efectivo

contra eucariotes. Como eiemplo se puede citar el caso especifico de

levaduras, en el cual Hollenberg C. P. (1979) mostró que §,

cerevisiae expresa el gen bacterial de resistencia a amp, Rm y Cm,

pero debido a que esta levadura es insensible a antibióticos

relacionados a la penicilina r es moderadamente sensible a Km y Cm

dichos antibióticos no son útiles en la selección de las

iransformantes de levadura

El hecho de nue el 6418, un antibiótico relacionado

estructuralmente a la gentamicina y kanamicina, tenga una actividad

inhibitoria hacia una gran variedad de procariotes r eucariotes, ha

abierto la posibilidad de desarrollar diferentes sistemas de

transformación por selección a la resistencia de dicho antibiótico.

Hasta ahora existen varios trabaios de investigación enfocados a este

punto. Jimenez e. y Davies J. tl980l lograron establecer un sistema

de selección para §, cerevisiae, ya que mostraron que dicha levadura

podia expresar el gen neo de Tn5 igen que da resistencia a las

levaduras hacia el E418 y a las bacterias hacia Km), ademas de que

mostraron su sensibilidad hacia el 6418.

El uso de este sistema de selección se propagó rapidamente hacia

otras celulas eucariotes como celulas L de ratón ifianterre F. R. _gL
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_!!. 1984l y otras lineas celulares de mamtferos COllK> roedores, simios 

e Incluso humanos <Colbere-Garapin F. et. al. 1981l. 

APLICACIONES DE LA TRANSFOR"ACION. 

La ingeniería genética de levaduras ha proporcionado nuevas 

herramientas para el anilisis genético detallado de las •ls•as. En 

base a las caracterlsticas presentadas por los diferentes s1ste•as de 

transformación se han planteado metodologlas experimentales que 

favorecen la •anlpulación especifica del genot1a del huésped. C0110 

eje111Plo de estas 111etodologlas pode1110s citar a la expulsión . Y 

sustitución de genes mutantes y la inactivación lnserclonal de un 

gen. 

Expulsión y sustitución de genes mutantes en levadura: 

La expulsión es usada para analizar los cambios que ha 

experimentado la secuencia del ADN de un gen mutado por métodos 

clásicos. El método se caracteriza por ser rápido y exacto y por 

esquivar la necesidad de preparar un banco de la cepa mutante, 

eli•inando la posibilidad de clonar alguna secuencia diferente a la 

del gen mutado <figura 3.ll. 

La sustitución permite que una sola copia de un gen (previamente 

1110dlflcadol sea integrado hacia el genoma de levadura en su 

localización cromosoma!, re111>lazando completamente la copla de la 

cepa silvestre. Esto dá una situacion ideal para observar In vivo los 

efectos de la alteración (in vitrol de las secuencias de ADN (figura 

3.2J. 
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al, 19841 y otras lineas celulares de mamíferos como roedores, simios

e incluso humanos ttolbere-Garapin F. Et. al. 1981).

&PLICaCIOHE$ DE La TlaH5FüIHaEiflH.

La ingenieria genetica de levaduras ha proporcionado nuevas

herramientas para el analisis genetico detallado de las mismas. En

base a las caracteristicas presentadas por los diferentes sistemas de

transformación se han planteado metodologías experimentales que

favorecen la manipulacion especifica del genoma del huesped. Como

eiemplo de estas metodologías podemos citar a la expulsión y

sustitución de genes mutantes y la inactivacion insercional de un

gen.

Expulsión y sustitución de genes mutantes en levadura:

La expulsión es usada para analizar los cambios que ha

experimentado la secuencia del eflfl de un gen mutado por metodos

clasicos. El metodo se caracteriza por ser rapido y exacto y por

esquivar ia necesidad de preparar un banco de la cepa mutante,

eliminando la posibilidad de clonar alguna secuencia diferente a la

del gen mutado ¡figura 3.1).

La sustitución permite gue una sola copia de un gen (previamente

modificadol sea integrado hacia el genoma de levadura en su

localización cromosomal, remplazando completamente la copia de la

cepa silvestre. Esto da una situacion ideal para observar in vivo los

efectos de la alteración tin vitrol de las secuencias de âflfl (figura

3.2.1.
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Figura 3 .1. Expulsi6n de un segnento de ADN del crarosana. Un plásni.do que 

contiene una detenninada secuencia cranosanal (A B C D) es int~ 

grado hacia el cranosana de levadura después de un único evento 

de recanbinaci6n, dando una duplicaci6n no al azar del segmento • A BCD. 

Para la expulsi6n de un se<piento de Arn del cranosana el ADN de 

la cepa transfonnada es digerido can una enzima de restricci6n -

que corte los sitios 1 y 2 ( 6 3 y 4). Los fra<Jllentos lineales 

generados son ligados para fo:rmar los plásni.dos correspondien­

tes. Los plásnidos asi obtenidos llevarán secuencias que origi­

nalmente estaban en la secuencia crarosanal a b (6 c d) y ade­

más una pe:JUefui regi6n adyacente (3 6 4). Por esta fil.tima car~ 

teristica a la expulsi6n se le considera caro un método adecua­

do para "caminar" a lo largo del cranosana. (Winston F. et al., 

1983). 

Figura 3.1

+ °"I I; -0.
' Pïãsmidu dunadnr

--a1 21:'-1. by; 1.4455 _ Crümeãflmã de 'levadura

-L
 "' " 1*” - P1af.m1au integrada

H il

cup1a1 copia:

“U0 1 -.min asma 4 fiitifl 2
¿ 1» ¿ i_ ¿|_ga¡-~5nE.Z¿E@.±n=¢|4¡§

H' Q-¡

-_ __, "†.«-_*-f-'

EI:-:¡_:u].sif5n de un seque-.ntc de ADN del crcmcscma. Un plãsnido que
ccntiene una determinada secuencia crclmscmel. [A B C DI es intg
gmdc hacia el crcmcscma de levadura después de un fínicc eventc
de reccršut:-insci{5|1, dende una duplicación nc al aser del segnentc
A B C D.
Parelae›:¦;nlsiü11dem1%t1entcdeAEfldelcrurns:JTee1AEHde
le cepa trensfcmfida es digeridc ccn une. ensima. the restricción -
que ccrte les sitics 1 y 2 { 6 3 y 4]. Lcs fragmentos lineales
generados scn ligados para formar lcs plãsmidcs ccrrespcndiaì-
tes. Les plãsmidas así cbtenidcs llevarán secuencias que erigi-
na1:nenteestabe.nenlasecuenciacrcm:scmeleb[ócd}yade-
mäs una pequeña región adyacente (3 6 4]. Per esta última car-ag
terïstica e la expulsión se le considere ccmc un método adecua-
do para "caminar" e lc largo del crcmcr-scms.. I.'Winstcn F. et al.,
19831.
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Figura 3.2. &lstituci6n de un gen (o un segmento de AI:tl) de levadura. 

La recx:rnbinad6n entre oos oopias del segmento de AOO 

reduce el ntínero de ropias a uno y se pierde el plásnioo 

que seh.3b!a integrad:> (WinstonF. et. al. 1983). 

ori

+11 MAmr
d

C.AB

El

aflcd_--.-fi I ----_

Figure 3.2. eistimcien de un qeu tu un sa9nene:› de Ann de levadura.
La recrrnflbinación entre :bs copias del segnentc de ABN -
reduce el niìmrc de copias a unc y se pierde el plãsnidc
que se había integrada (W:i_nston F. et. al. 1983).
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La expulsión y sustitución de genes mutantes depende de las 

pr()f)ledades de la transfor•ación tntegrativa en levaduras. 

Aunque los métodos para expulsión y sustitución de genes mutados 

son concebidos Junto con la genética -.olecular de levaduras, las 

técnicas podrla ser aplicada a algún slste•a donde la transfor•aclón 

integrativa ocurre. Nor•almente estas técnicas son ll•ltadas a 

levaduras y bacterias. La transfor•aclón lntegrativa en célula1 

superiores no parece depender de la ho1110logla de secuencias de ADN, 

por lo tanto es dlficil i•aginar la aplicación directa de estas 

técnicas a otros slste•as eucariotes para los cuales los siste•as de 

transformación existen. 

lnactivactón lnsercional de un gen de levadura: 

Este método es usado para deter•lnar si un fragmento clonado 

contiene un gen especifico, si un gen clonado es esencial y para 

alterar o deletar C011Pleta111ente una reglón especifica. El método se 

basa en que durante la transformación de levaduras los extre1110s 

libres facilitan la recombinación, porque lnteractuan dlrecta111ente 

con secuencias homólogas en el genoma <figura 3.3J. 
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La expulsión r sustitución de genes mutantes depende de las

propiedades de la transformación tntegrativa en levaduras.

nunnue los metodos para expulsión y sustitución de genes nutados

son concebidos Junto con la genética notecular de levaduras, las

tecnicas Podria ser aplicada a algún sistema donde la transformación

inteqrativa ocurre. Normalmente estas tecnicas son linitadas a

levaduras y bacterias. La transformación tnteqrativa en celulas

superiores no Parece depender de la homoloeia de secuencias de nfll,

por lo tanto es dificil imaginar la aplicación directa de estas

tecnicas a otros sistemas eucariotes para los cuales los sistemas de

transformación existen.

Inactivación tnsercional de un gen de levadura:

Este metodo es usado para determinar si un fragmento clonado

contiene un gen especifico, si un gen clonado es esencial r para

alterar o deletar completamente una región especifica. El metodo se

basa en que durante la transformación de levaduras los entramos

libres facilitan la reconbinactón, porque interactuan directamente

con secuencias honóloeas en el genoma (figura 3.3).

E?



~-
zz z zzzz qzz 1 

gen Z 

-azzzm lllllllh-

Figura 3.3. Inactivaci6n insercionaL (ranpimiento de \.ll1 gen en \.ll1 solo paoo). 

El fragnento clonado que contiene el gen z+ es digerido con una 

enzima de restricci6n que corte dentro de su secuencia. Un frag­

mento que contiene un gen de levadura seleccionable (ejemplo -

His 3+ es clonado dentro del gen z+. El fragnento que contiene 

el gen His 3+ on secuencias del gen z+ a ambos laoos, es li.ber~ 
oo de las secuencias del plásnido. I.a transfonnaci6n de las cé­

lulas de levadura oon este fragmento lineal es realizada para 

que haya una sustituci6n del fragmento lineal por las secuencias 

del crarosana (Ibthstein R. J. 1983). 
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genZ

His 3+

sns 3+

_mí<L
genfl

-- _---
sus 3*

Figura 3.3. Inactivación insercionai (ranpimiento de un gen en un solo paso)
El fragnentc clonadc que contiene el gen 3+ es digerido con una
enzima de restricción que corte dattro de su smuaicia. Un frag-
mento que ccni-.tene un gen de levadura seleccionable tejfanplo -
His 3+ es clcnado dentro del gen 2+. El fragnento que contiaie
el gen His 3+ on secuencias del gen 2+ a anloc:-s lados, es libera
do de las secuencias del plásnido. La transforrnación de las cé-
lulas de levadura con este fragmento lineal es realizada para
que haya una sustitución del fragmento lineal por las secuencias
del cronoscina [Rothstein R. J. 1983).
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TRANSFORKAC!ON DE KLUYVEROKYCES 

El desarrollo de sistemas de transformación en diferentes 

especies de levadura es de Importancia pr~ctlca debido a su potencial 

COllO huéspedes para la clonación y expresión de genes extranos y 

nativos <Das Sunil 1984). Sin embargo el desconoci•iento de las 

condiciones de transfor•ación para cada levadura, la falta de 

vectores adecuados la falta de Marcadores auxótrofos han 

obstaculizado las transformaciones de levaduras Industriales. 

Estos problemas fuerón detectados en el desarrollo del slste•a 

de transformación de!· lactls, cuando se trató de traslapar el 

sistema de ~- cerevlsiae a dicha levadura. 

Algunas de las diferencias encontradas en relación a las 

condiciones de transformación han sido reportadas por Das Sunll & 

Hollenberg P. C. <1982J por Sreekr i sma K. !J . !.] . < 1984 >. Los 

prl11eros autores reportan que~- lactls es 10 veces menos eficiente 

que j_. cerevislae en la regeneración de protoPlastos ~n condiciones 

similares. Ellos comprobaron que el estabilizador osmótico usado 

<sorbltoll estaba Influyendo en este paso de la transformación, 

puesto que al cambiarlo por KCl la eficiencia de regeneración de 

protoplastos se mejoró por un factor de 3 . 

Sreekdshna K . .!_t._!J, <1984), en sus estudios de transfon11acl6n 

de!_: lactls estableclerón que las condiciones para la regeneraclon 

de protOPlastos eran diferentes para§_. cere vi siae y _!t. lacti s . La 

concentración ade cuada de sorbilol y KCl para~ cerev islae es de 1.2 

11 0.6 11 respectivamente mientras que para K. l act i~ la 
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TRàHSFORHñCIOI DE KLUYUEROHYCES

El desarrollo de sistemas de transformación en diferentes

especies de levadura es de importancia practica debido a su potencial

como huespedes para la clonación y erpresión de genes eetraflos r

nativos iflas Sunil 1984). Sin embargo el desconocimiento de las

condiciones de transformación para cada levadura, la falta de

vectores adecuados r la falta de marcadores aueótrofos han

obstaculiaado las transformaciones de levaduras industriales.

Estos problemas fuerón detectados en el desarrollo del sistema

de transformación de_§. lactis, cuando se trató de traslapar el

sistema de §, cerevisige a dicha levadura.

àleunas de las diferencias encontradas en relación a las

condiciones de transformación han sido reportadas por Has Sunil t

Holienberg P. C. il982l y por Srmekrisma H._gj. gl. il984l. Los

primeros autores reportan nue 5, lagtig es 10 veces menos eficiente

que _§. cerevisiae en la reeeneración de protoplastos sn condiciones

similares. Ellos comprobaron que el estabilizador osmtico usado

isorbitoli estaba influrendo en este paso de la transformación.

puesto nue al cambiarlo por REI la eficiencia de regeneración de

protoplastos se meioró por un factor de 3.

Sreekrishna K. gju¿j.il9B4l, en sus estudios de transformación

de §¿ lagtis establecieron que las condiciones para la regeneración

de protoplastos eran diferentes para §, cerevisiae y_§¿ lactis. La

concentración adecuada de sorbitol r KCI para §¿_c51e1isiag es de l.2

H r ü.o H respectivamente mientras que para §. iactis la
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concentración de estos reactivos es de 1.5 K para sorbltol Y 0.7 H 

para KCI. 

Otra diferencia entre estas dos levaduras <Sreekrishna K. et. al. 

1984) es la for•aclón de esferaplastos. En i., cerevisiae normal111ente 

se efectua este paso con una digestión de la pared celular con 

glucanasas en calllblo para .!_. lactls (excepto la cepa Yll18l es 

necesario un pretrata•lento de las células con un agente reductor 

COllO 2-111ercaptoetanol, L-cistelna o DTT para reducir enlaces 

glicos1dicos. 

Un trabajo que nos de.uestra •As claramente las diferencias en 

cuanto a las condiciones de transfor•ación de estas dos levaduras, 

con un •lsllO método es el reportado por Garc1a H. H. ~· !]. < 1985l. 

Aqu1 se trató de acoplar 'la transformación con cationes 

alcalinos• , un tllétodo establecido para 1 · cerevisiae, a!: lactls por 

lo que el an~lisls estuvo enfocado a aquellos factores deter•lnantes 

en la transfor•acion de~. cerevisiae. Los resultados que obtuvieron 

1M.1estran que mientras para~ cerevislae las sales de litio son 

necesarias y el 2-11M1rcaptoetanol esti•ula la transfor•ación de dicha 

levadura, para .K.: lactis las sales de litio son dispensables y el 

2-111ercaptoetanol tiene un efecto contrario al observado en 1_. 

cerevlsiae. Ta•b ién se observó que el PEG 4000 y el shock térmico 

juegan un PdPel Indispensable en la transformación de!..: lactt,. 

El otro aspecto importante en el desarrollo del sistema de 

transformación de K· lactis como se mencionó anter i ormente es la 

disponibilidad de vectores adecuados . 
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concentracion de estos reaciivos es de 1.5 H para sorbitol r 0.? H

para RCI.

Gira diferencia entre estas dos levaduras iäreekrishna K. et. aL

1984) es la formacion de esferoplastos. En §¿ cerevtsiae normalmente

se efectua este paso con una digestion de la pared celular con

olucanasas en cambio para 5, lactis ievcepto la cepa ïlilfll es

necesario un pretratamiento de las celulas con un agente reductor

como 2-mercaptoetanol, L-cisteina o BTT para reducir enlaces

glicosidicos.

Un trabaio nue nos demuestra las clarauente las diferencias en

cuanto a las condiciones de transformacion de estas dos levaduras.

con un mislo ndtodo es el rePortado Por Garcia H. H. ej.a1.il9B5J.

Aqui se trato de acoplar 'la transformacion con cationes

alcalinos', un eetodo establecido para §. cerevisiae, a E; 155113 Por

lo que el analisis estuvo enfocado a aquellos factores determinantes

en la transformacion de §, cerevisiae. Los resultados que obtuvieron

euestran que mientras para §; cerevisiae las sales de litio son

necesarias r el 2-mercaptoetanol estimula la transformacion de dicha

levadura. Para L; lactls las sales de litio son dispensahles r el

2¬nerciptoetano1 tiene un efecto contrario al observado en §¿

cerevisiae. Tambien se observo que el PEG 4000 v el shock termico

Juegan un papel indispensable en la transformacion de §¿ lactig.

El otro aspecto importante en el desarrollo del sistema de

transformacion de_§. lactis como se menciono anteriormente es la

disponibilidad de vectores adecuados.
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Das Sunll L Hollenberg P. C. <1982), fueron los primeros que 

usaron vectores de j_. cerevisiae para transformar ..!L_ lactls. Ellos 

usaron en sus experimentos dos plásmldos replicativos el pTY75-LAC 4 

y el pL 4. El primero es un plásmldo que contiene el ADH de 2 ~m de 

j_. cerevislae, el gen de resistencia a Km de Tn903 y el gen LAC4 

Mientras que el pL 4 esta formado por el YRP 7 <ARS ll y un fragmento 

limitado por sitios de la enzima Xho 1 que lleva el LAC 4 . 

Ambos plhmldos presentaron una baJa frecuencia de 

transfor•ación en relación a la presentada por~ cerevislae bajo las 

mismas c~ndiciones. Con el pTY75 obtuvieron 40 a 50 transformantes 

por .ug de ADH en j_. cerevisiae, mientras que con!_. laclis obtuvieron 

4 transformantes por J."9 de ADH. Un análisis mas profundo de las 

transformantes mostró que ambos plásmldos presentan un comportamiento 

diferente en las dos levaduras. El pL4 por ejemplo no se encuentra en 

el citoplasma celular, sino que se integra al cromosoma de K..: lac tls , 

lo que indica que el ARS probablemente no funciona en dicha 

levadura. El pTY75, aunque no se integró al cromosoma de su huésped, 

la baja frecuencia de transformación y el más bajo número de coplas 

pueden reflejar la ineficiente replicación y/o transmisión del origen 

de replicación del plásmldo de 2 4111. 

Además de usar plásmldos especlflcos de i· cerevlslae para la 

transformación de!_. fragilis , se optó por aislar secuencias ARS 

de Kluyveromyces. Das Sun i 1 L Hol lenberg C. P. < 1982 > mejoraron 1 a 

efic i encia de transformación cuando construyeron plásmldos que 

conten l an fragmentos de ADN del genoma de .K_. lactis . Ellos supusieron 

que los segmentos de ADN 

( 1984 ). aisl ó varios 

eran 

KARS 

ARS . También Sreekrisma !<. !,!. !.l. 

con los cuales se Incrementaba la 
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Bas Sunil l Hollenberq P. C. (1982), fueron los primeros que

usaron vectores de_§. cerevisiae para transformar _§¿_ Lagtis. Ellos

usaron en sus experimentos dos plasmtdos replicativos el pTï75-Let á

r el PL 4. El primero es un plasmido que contiene el ab! de 2 um de

5. cerevisiae, el een de resistencia a Km de Tn903 r el gen Lâüd

mientras nue el pL 4 esta formado por el Tip 7 (ARS ii r un fragmento

limitado por sitios de la enzima Xho l que lleva el Let 4.

ambos plasmidos presentaron una baia frecuencia de

transformacion en relacion a la presentada por_§; cerevisiae baio las

mismas condiciones. Con el pTY?5 obtuvieron 40 a 50 iransformantes

por ug de ADN en 5. cerevisiae, mientras que con 5, Lagtij obtuvieron

4 iransformantes por ug de ebfl. Un analisis mas profundo de las

iransformantes mostró que ambos plasmidos presentan un comportamiento

diferente en las dos levaduras. El PL4 por eiemplo no se encuentra en

el citoplasma celular, sino que se integra al cromosoma de E; iggtig,

lo que indica que el ARS I probablemente no funciona en dicha

levadura. El pTT75. aunque no se integro al cromosoma de su huésped.

la baia frecuencia de transformacion r el mas baso numero de copias

pueden refleiar la ineficiente repltcacion vio transmision del origen

de replicacion del plasmido de 2 um.

ademas de usar plasmidos especificos de §, cerevisiae para la

transformacion de_§, fragilis. se opto por aislar secuencias àRS

de Klugveromgces. Das Sunil L Hollenberg C. P. il9B2) meioraron la

eficiencia de transformacion cuando construyeron plasmidos que

contenían fragmentos de HDN del genoma de 5, lactis. Ellos supusieron

eue los segmentos de ABN eran ARS. Tambien Sreekrisma H. et, ai,
ímí

ii9H4i. aisio varios KARS con los cuales se incrementada la
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eficiencia de transformación. 

Otra manera de desarrollar un sistema de transformación de 

Klurverot1yces es construir vehlculos pero con plás•ldos nativos de 

esta levadura, la posibilidad que esta siendo explorada es la de usar 

los plás•ldos killer, <Kl y K2l. Estos son dos plásmidos lineales 

a la célula huésped la endógeneos de Klurver0111rces que confieren 

capacidad de matar células sensibles, debido a que producen una 

toxina difusible. Hasta ahora se han hecho varios estudios acerca del 

funciona•iento de cada plásmido, del cOt11portamiento de allbos 

plás•idos klller en otras levaduras como i., cerevisiae y ~ 

pseudotroplcalis, de la secuencia de los plás•idos y de la 

purificación y caracterización de la toxina por lo que la posibilidad 

de poder usar estos plásmidos co.o vectores en la transformación de 

Kluyver011yces esta siendo apoyada, Incluso Louvencourt L . ..cj.Jl.1983 

reporta la transformación de!· lactis usando el KI como vector. 

GEHETICA DE LA ASIKILACIOH DE LACTOSA EN KLUYVEROKYCES 

El conocimiento que existe acerca de la genética involucrada en 

la asimilación de la lactosa en.!: lactls ha sido el resultado de 

investigaciones hechas para entender el mecanismo molecular de este 

proceso, la mayor la de las cuales han sido realizadas por el grupo de 

Dlckson. Ellos han abordado el proble•a desde varios puntos, usando 

tanto técnicas bloqulmlcas como genéticas <ADN recOlllblnante y 

genética clásicaJ . 

Dlckson R. C. y Harkln J. S. <1978J aislaron el gen que codifica 
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eficiencia de transformacion.

Otra manera de desarrollar un sistema de transformacion de

Klugveromgces es construir vehiculos pero con plasmidos nativos de

esta levadura, la posibilidad que esta siendo explorada es la de usar

los plasmidos killer, ifll r R2). Estos son dos plasmidos lineales

endogeneos de Rlugveromgcgg que confieren a la celula huésped la

capacidad de matar celulas sensibles, debido a nue producen una

toxina difusible. Hasta ahora se han hecho varios estudios acerca del

funcionamiento de cada plasmido, del comportamiento de amoos

plasmidos killer en otras levaduras como §. _5erevjsiae y _§¿

gjeudoirgpicajis, de la secuencia de los plasmidos r de la

purificación 1 caracterización de la toxina por lo que la Posibilidad

de poder usar estos plasmidos como vectores en la transformacion de

Klu¡verom¡ces esta siendo apoyada. incluso Louvencourt L. g1.11_l983

reporta la transformacion de_§. lagtlg usando el Hi como vector.

üEHETlCe DE Lñ ñSlHILñCl0H DE LnCT05å EH HLUTUERDHTÉES

El conocimiento que existe acerca de la genetica involucrada en

la asimilacion de la lactosa en 5; lagtis ha sido el resultado de

investigaciones hechas para entender el mecanismo molecular de este

proceso, la maroria de las cuales han sido realtaadas por el grupo de

Dickson. Ellos han abordado el problema desde varios puntos, usando

tanto tecnicas bioquímicas como genéticas iàflfl recombinante y

genetica clasica).

Bickson R. C. r Harkin J. 5. il9?Bi aislaron el gen que codifica
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para la '-galactosidasa de X· lactis <LAC 4) usando técnicas de ADN 

reco111binante. Posteriormente Lacy L. R. L Dickson R. C. <1981), 

determinaron que el mecanisnio molecular de inducción era 

transcrlpcional. Esto fué posible debido a que el gen estructural fue 

usado como una sonda de hibridización para 111edir niveles de •RNA 

t-galactosldasa antes y después de la inducción de la enzima. 

Por otra parte en un intento para elucidar el 111ecanis1110 

molecular para la regulación de síntesis det-galactosidasa Sheetz R. 

H. & Dickson R. C. <1980J aislaron y caracterizaron parcialemente 51 

mutantes de Jl. lactls que no crecían en lactosa. En base a pruebas de 

complementación y estudios de mapas genéticos, ellos definieron 7 

genes <LAC 3, 4, 5, 6, 8 y 9l , uno de los cuales codifica para la 

~-galac tosidasa <Sheet R. H. y Dickson R. C. 1981 J. A diferencia de 

las bacterias en donde los genes involucrados en una v!a metabóli c a 

estan agrupados en un operón, los genes que controlan el 111etabolis1110 

en~· ~no est~n contiguos eKcepto lac 4 y 5. 

Posteriormente Dlckson R. C. , Sheet R. H. & Lacy L. R. ( 1981 l 

descubrieron un gen adicional, lac !Oc que gobierna la actividad 

transcripcional de~-galactosldasa, las mutaciones en este gen causan 

la síntesis constitutiva de la enzima. 

TRANSFORHACIONES DE LEVADURA CON EL GEN LAC 4 

Con el gen LAC 4 se han reportado cuatro transformaciones en 

levadura, de las cuales tres han sido en .?_. cerevisiae y una en K. 

1 act is. 

JJ 

para laä-galactostdasa de _I-§_. _l__a_i;__i_i_§_ iLfiE el usando tecnicas de filllt

recombinante. Posteriormente Lacr L. R. t Bickson R. C. (1991),

determinaron que el mecanismo molecular de inducción era

transcripcional. Esto fue posible debido a que el gen estructural fue

usado como una sonda de hibridizacion para medir niveles de IRHA

E-galactostdasa antes r despues de la inducción de la enzima.

Por otra parte en un intento para elucidar el mecanismo

molecular para la regulacion de sintesis dei-galactosidasa Sheet: R.

H. E Dickson R. C. iläflüi aislaron r caracteriaaron parcialemente Si

mutantes de §, lagtis gue no crecian en lactosa. En base a pruebas de

complementacion y estudios de mapas geneticos, ellos definieron 7

genes (Let 3. 4, 5, 6, 8 r 91, uno de los cuales codifica para la

Q-galactosidasa (Sheet R. H. r Dickson R. C. 19811. ñ diferencia de

las bacterias en donde los genes involucrados en una via metabólica

estan agrupados en un operon, los genes que controlan el metabolismo

en R. lactis no estan contiguos excepto lac 4 1 5.
í 

Posteriormente Dickson R. C., Sheet R. H. L Lacy L. R. ii9Bl›

descubrieron un gen adicional, lac lüc gue gobierna la actividad

transcripcional defirgalactosidasa, las mutaciones en este gen causan

la sintesis constitutiva de la encima.

TRåNSFORHåClflHE5 DE LEUHDURÉ CUH EL GEN LAC 4

Con el gen LAC 4 se han reportado cuatro transformaciones en

levadura. de las cuales tres han sido en_§, cerevisiae Y una en K.

lactis.
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Dickson R. C. <1980> construyó tres plAsmldos que llevan el gen 

LAC 4: Ylplac 4, YRplac 4 y YEplac 4 los cuales difieren por la 

forma en que se •antlenen dentro de la célula. Los resultados que 

obtuvo fué que todas las transfor•antes eMpresaban el gen de la 

~-galactosldasa, pero el nivel de la actividad enzlm4tlca dependla del 

tipo de pl4s•ldo usado, siendo •As alta en pl4s•ldo MUiticopia 

<citopl4s•atlcosl y 11enor en plAs•ldos integratlvos, lo que refleJa 

que la actividad enzi•Atica probable111ente depende de la dosis del 

gen. La clase de pl4s•ldo tallbién influye en la estabilidad del LAC 

4. El principal problema que encontró Dlckson R. C. es que las 

transforaantes no crecían en lactosa por la falta de la proteína 

per11easa . 

Posterior11ente Sreekrlshna K. L Dickson R. C. Cl985l lograron 

obtener una cepa de ~· cerevislae que crecía en lactosa, cuando 

clonaron junto con el gen LAC 4 un fragmento de ADN de JL ~ que 

se encuentra entre 2 a 8 .6 Kb arriba del extremo 5' de dicho gen . Al 

parecer este fragmento de ADN contiene el gen de la per•easa <LAC 

12l. Por experimentos con hlbrldización encontraron que el vector se 

integraba de 15 a 25 veces al azar al genoma de la levadura. 

A las conclusiones que llegaron es que el fenotipo LAC 4 sólo 

se integra 

sola11ente cuando lo realizaba en ciertos 

al genoma 

lugares . 

del 

Al 

huésped 

parecer la 

integración fue necesaria para la expresión del gen de la permeasa. 

La explicación dada a esto es que la integración probablemente sirva 

para activar la transcripción del gen de la per11easa fus i onándolo a 

un promotor del huésped o separándolo de ciertas secuencias que 

i111Pidan la transcripción y traducción . 

Uickson R. t. il9B0i construyo tres plasmidos que llevan el gen

Let 4: Tlplac 4, ïkplac 4 r ïãplac 4 los cuales difieren por la

forma en que se mantienen dentro de la celula. Los resultados que

obtuvo fue que todas las iransformantes expresaban el gen de la

Q-galactosidasa. pero el nivel de la actividad enzimática dependia del

tipo de plasmido usado, siendo mas alta en plasmido multicopia

icitoplasmaticosi 1 menor en plasmidos integrativos, lo que refleia

gue la actividad enzimática probablemente depende de la dosis del

gen. La clase de plasmido tambien influye en la estabilidad del Let

4. El principal problema que encontro üickson R. t. es que las

iransformantes no crecian en lactosa por la falta de la proteina

permeasa.

Posteriormente Sreexrishna K. I Dickson R. t. ii985i lograron

obtener una cepa de 5. cgrevisiae que crecia en lactosa, cuando

clonaron iunto con el gen Let 4 un fragmento de nfll de_K; 135115 que

se encuentra entre 2 a 8.6 Kb arriba del extremo 5' de dicho gen. el

parecer este fragmento de eflfl contiene el gen de la permeasa iLàt

121. Por experimentos con htbridizacion encontraron que el vector se

integraba de 15 a 25 veces al azar al genoma de la levadura.

A las conclusiones que llegaron es que el fenotipo Let 4 solo

ocurre cuando el plasmido se integra al genoma del huesped r

solamente cuando lo realizaba en ciertos lugares. el parecer la

integracion fue necesaria para la expresion del gen de la permeasa.

La explicacion dada a esto es que la integracion probablemente sirva

para activar la transcripcion del gen de la permeasa fusionandolo a

un promotor del huesped o separandolo de ciertas secuencias gue

impidan la transcripcion y traduccion.
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En cont r adicción con lo que Dl c kson R. C. 1980 suponta, el 

fenotipo lac no depende de la dosis del gen integrado, ya que ellos 

obtuvieron dos transf or mantes de la misma cepa que tenlan de 15 a 25 

copia s del ge n int egradas (pnr hi br !d !1 ac !On l pero una e r a l ac • , la 

otra lac - . Ellos también e ncont r ar on que e l fe no t ip o l ac e • alt ame nte 

inestable, lo cual no sucede con el fenotipo G418R. 

Recientemente Vellati-Bellin i A . ~- !J. <19861 construyeron un 

plásmldo que tiene fusionado el gen LAC 4 de _K. lactis a un promotor 

inducible de~- cerevisia~: Gal 10, con lo cual lograron obtener una 

cepa de _L. cerevisiae con altos niveles de ~-galactosidasa. El 

r esult ado es que el gen LAC 4 esta ahora baJo el control de un 

sistema de expresión induclble, además de que la producción de la 

enzima depende también de las condiciones de crecimiento. 

En ..K_. ~ el gen LAC 4 ha sido usado como marcador para 

montar el sistema de transformación de esta levadura <Das S. & 

Ho llenberg C. P. 1982 ! . 
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En contradiccion con lo que Dickson R. E. i98ü suponia, el

fenotipo lac no depende de la dosis del gen integrado, ya que ellos

obtuvieron dos iransformantes de la misma cepa que tenian de 15 a 25

copias del gen integradas ipor hibridiracioni pero una era lac + ; la

otra tac". Ellos tambien encontraron gue el fenotipo lac es altamente

inestable, lo cual no sucede con el fenotipo G4iBR.

Recientemente Vellati~Bellini e. gt. gl. il9Bo) construyeron un

plasmido que tiene fusionado el gen Let 4 de 5, lactis a un promotor

inducible de S. cerevisiae; Gal io, con lo cual lograron obtener una

cepa de _§, cerevisiae con altos niveles de Q~galactosidasa. El

resultado es que el gen Let 4 esta ahora baio el control de un

sistema de expresion inducible, ademas de que la produccion de la

enzima depende tambien de las condiciones de crecimiento.

En _§, lactis el gen Let 4 ha sido usado como marcador para

montar el sistema de transformacion de esta levadura iflas 5. L

Hollenberg C. F. 19821.
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SELECCION DEL SISTEKA DE TRANSFORKACION 

COlllO se 111encionó anterior111ente este trabaJo de tesis forma parte 

de un proyecto cuyo obJetivo general es construir un cepa 

sobreproductora def-galactosldasa. 

La principal razón por la cual se desea tener una cepa con esta 

caracterlstica es porque esta representa una alternativa para 

incrementar la producción de la enzi•a lo cual favorecerla al 

proyecto Elaboración de un biocatallzador con actividad de 

~alactosidasa'. Este proyecto se realiza actual111ente en el depto. de 

Biotecnologla en el Centro de Investigación sobre lngenierla Genética 

y Biotecnolog!a. 

Las alternativas que eMisten para la obtención de una cepa 

sobreproductora de cualquier .. tabolito son por genética clasica o 

por ingenier!a genética. La diferencia entre ellas radica basicamente 

en que el mecanismo e11Pleado por la genética clasica, es 100 X al 

azar porque la modificación que pueda experimentar la cepa no es 

predeterminada, en callbio en la lngenierla genética <en base al 

conoci•lento que se tengal, se puede dlsenar la forma de alterar el 

111ecanlsmo nor•al de producción del metabolito, siendo la obtención de 

la cepa menos fortuita. 

Una de las posibles formas de aumentar la producción de un 

11etabolito por medio de la ingenierla genética es aumentando la dosis 

del gen, para lo cual se puede usar un plasmido con un alto número de 

copias o bién propiciar las condiciones para que el gen estruc tural 

se integre al cr0tn0soma dos o mas veces <especialmen(e en levaduras ). 

SELECCION DEL SISTEHà DE TRfiHSFDEHptIDH

tomo se menciono anteriormente este trabado de tesis forma parte

de un proyecto cuyo obietivo general es construir un cepa

sooreproductora del-galactosidasa.

La principal razon por la cual se desea tener una cepa con esta

caracteristica es porque esta representa una alternativa para

incrementar la produccion de la enzima lo cual favoreceria al

proyecto ' Elaboracion de un biocatalizador con actividad de

Q-galactosidasa'. Este proyecto se realiza actualmente en el depto. de

Biotecnología en el Centro de Investigacion sobre Inspflipfíâ Gfifléìici

y Biotecnología.

Las alternativas que existen para la obtencion de una cepa

sobreproductora de cualquier metabolito son por genetica clasica o

por ingenieria genetica. La diferencia entre ellas radica basicamente

en que el mecanismo empleado por la genetica clasica, es 100 2 al

aaar porque la modificacion que pueda experimentar la cepa no es

predeterminada, en cambio en la ingenieria genetica ien base al

conocimiento que se tenga), se puede diseñar la forma de alterar el

mecanismo normal de produccion del metaooiito, siendo la obtencion de

la cepa menos fortuita.

Una de las posibles formas de aumentar la produccion de un

metabolito por medio de la ingenieria genetica es aumentando la dosis

del gen, para lo cual se puede usar un plasmido con un alto numero de

copias o bien propiciar las condiciones para que el gen estructural

se integre al cromosoma dos o mas veces iespecialmenie en levaduras).
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ot.-a forma es clonando al gen estructural un promotor constitutivo o 

induclble. 

Como se puede ver existen varias formas potenciales de alcanzar 

el objetivo antes planteado, pero nosotros decidimos tomar COllO 

primera estrategia la transformación de .K.: fragllls con un plis•ldo 

integrativo. 

Esta estrategia presenta varias ventaJas y deventaJas sobre todo 

en la elección del sistema de transformación es decir en la elección 

del microorganismo a transformar: Kluyveromrces o SaccharQflyces. A 

continuación se presenta estas. 

Al . Las ventaJas de trabajar con §_. cerevlsiae son: 

- ~· cerevlslae es la levadura meJor estudiada en relación a su 

transformación, los vehiculos construidos han sido un tanto 

especlf lcos para esta, además su blologla a nivel molecular es meJor 

conocid~. 

Ha sido reportado que _i. cerevlslae puede expresar el gen de 

t-galactosidasa de !_ . .l!s.l!..i· 

Bl. DesventaJas: 

- El trabajar con j_, cerevisiae implicarla clonar el gen de la 

permeasa además del gen de la~-galactosidasa, ya que esta levadura no 

tiene ninguna información genética para incorporar la lactosa . Este 

sistema ya fue probado y no es satisfactorio <Dickson R. 1980) . 

- La Introducción de un sistema totalmente nuevo dentro de la 

part e bi otecnológlca ya establecida y en optimización. 
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Gira forma es clonando al gen estructural un promotor constitutivo o

inducible.

Como se Puede ver existen varias formas potenciales de alcanzar

el obietivo antes planteado. pero nosotros decidimos tomar como

primera estrategia la transformacion de_§, fragilis con un plasmido

integratiro.

Esta estrateeia Presenta varias ventaias r deventaias sobre todo

en la eleccion del sistema de transformacion es decir en la eleccion

del microorganismo a transformar: Klugveromgces o Sacchgfgmgcgs. A

continuacion se Presenta estas.

ái. Las ventaias de trabaiar con §, cerevisiae son:

- §, cerevisiae es la levadura maior estudiada en relacion a su

transformacion, los vehiculos construidos han sido un tanto

especificos para esta, ademas su bioloeia a nivel molecular es neJor

conocida.

- Ha sido reportado eue_ì. ggrgvigiae puede expresar el gen de

Q-Qalactosidasa de H; lactis.

Bi. Desuentalas:

- El trahaiar con j; gergvigiae implicaría clonar el sen de la

permeasa ademas del sen de iabrsalactosidasa, ra que esta levadura no

tiene ninguna informacion genetica Para incorporar la lactosa. Este

sistema ya fue probado r no es satisfactorio iflickson E. 1980).

- La introduccion de un sistema totalmente nuevo dentro de la

parte biotecnologica ya establecida y en optimiaacion.
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Las principales ventajas y desventaJas que presenta trabaJar cun 

Kluyveromyces son las siguientes : 

Cl . VentaJas: 

Kluxveromyces es una levadura que tienen la información 

genética para realizar la hidrólisis de la lactosa por lo que 

clonando el gen de ~-galactosidasa es factible obtener la cepa 

sobreproductora. 

- Sería más fácil acoplar al proyecto una cepa sobreproductora 

de !_. fragills que una de_i.. cerevlsiae, porque las condiciones de 

crecimiento y producción son conocidas. 

Dl. Desventajas: 

El principal inconveniente de utilizar Kluyveromyces es que el 

sistema de transformación de esta levadura esta poco estudiado, por 

lo que no hay un gran adelanto en la construcción de vectores 

especlf icos . Sin embargo los informes encontrados nos indican que se 

ha podido transformar KluyverOftlyces, aunque con una baja frecuencia. 

En el presente proyecto se decidió abordar el problema usando 

una cepa de Kluyveromyces porque en el laboratorio se está trabaJando 

con esta levadura en proyectos colaterales lo que trae COlllO ventaJa 

que una vez obtenida una cepa con una elevada actividad enzimática, 

ésta pueda ser más fácilmente acoplada a la obtención de un producto 

con actividad de lactasa, baJo las condiciones que se 

establecido. 

Jil 

hayan 

Las principales ventaias r desventaias que presenta trabaiar con

Rlugveromgces son las siüuientesi

Ci. Uentaias:

- K1u¡verom¡ces es una levadura que tienen la informacion

genetica para realizar la hidrolisis de la lactosa por lo que

clonando el een de Q-qalactosidasa es factible obtener la cepa

sobreproductora.

- Seria mas facil acoplar al proyecto una cepa sobreproductora

de E, fragilis que una de 5. cerevisiae, porque las condiciones de

crecimiento y produccion son conocidas.

Hi. Desventaias:

El principal inconveniente de utilizar Klugveromyces es que el

sistema de transformacion de esta levadura esta poco estudiado, por

lo nue no nar un gran adelanto en la construccion de vectores

especificos. Sin embargo los informes encontrados nos indican que se

ha podido transformar Klugveromyces. aunque con una baia frecuencia.

En el presente proyecto se decidio abordar el problema usando

una cepa de Rlugveromgces porque en el laboratorio se esta trabaiando

con esta levadura en proyectos colaterales lo que trae como ventaia

que una vez obtenida una cepa con una elevada actividad enaimatica,

esta pueda ser mas facilmente acoplada a la obtencion de un producto

con actividad de lactasa, baio las condiciones que se haran

establecido.

EJ



OBJETIVO GENERAL : 

Disenar construir un plásmido con el gen de~galactosidasa 

para la transformación de K. fragilis. 

DISENO DEL PLASKIDO 

Lo que influyó en la elección de un plásmido lntegratlvo fue el 

hecho de que para mantener un gen clonado dentro de un huésped 

generalmente se requiere de presión selectiva para un proceso 

fermentativo a gran escala esta implicarla un fuerte gasto. Como los 

plásmidos integrativos son más estables que los Plásmidos 

replicativos sin presión selectiva se creyó que éste podrla ser un 

buen comienzo para eliminar la necesidad de mantener una presión 

selectiva. 

En base a estas caracterlsticas y un poco a los recursos se 

decidió trabajar con e Ylp 5. Este es un vehtculo de clonación usado 

para construcciones estables en el cromosoma de .§._. cerevistae . El 

plásmido puede replicar en.§.. coli y lleva los genes de resistencia a 

ampicilina lAmpJ y tetraciclina CTcl del p8R322 para usarlos catno 

marcadores de selección en.§_. coli. No se replica en levadura, la 

única forma de mantenerse es por recombinación con el cro1110soma. El 

gen URA 3 de~- cerevisiae se usa como marcador en cepas de levadura 

auxótrofas en este gen. En algunas aplicaciones el gen URA 3 puede 

también ser usado como una región de homologla para la recombinación 

en el cromosoma. Las construcciones una vez in troducidas a la 
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OBJETIUÚ GEHERHL:

Bisenar r construir un plasmido con el gen deìrgalactosidasa

para la transformacion de E: fragilis.

DISENO DEL PLHSHIHD

Lo que influyo en la eleccion de un plasmido integrativo fue el

hecho de gue para mantener un gen clonado dentro de un huésped

generalmente se reguiere de presion selectiva r para un proceso

fermentativo a gran escala esta implicaria un fuerte gasto. Como los

piasmidos inteerativos son mas estables gue los plasmidos

replicativos sin presion selectiva se crero que este podria ser un

buen comienzo para eliminar la necesidad de mantener una presion

selectiva.

En base a estas caracteristicas r un poco a los recursos se

decidio trabaiar con e ïlp 5. Este es un vehiculo de clonacion usado

para construcciones estables en el cromosoma de 5. cerevisiae, El

plasmido puede replicar en §, ggli Y lleva los genes de resistencia a

ampicilina iñmpi r tetraciciina (Tc) del pBR322 para usarlos como

marcadores de seleccion en E, coli. No se replica en levadura, la

unica forma de mantenerse es por recombinacton con el cromosoma. El

gen DRA 3 de §, ggrevisiae se usa como marcador en cepas de levadura

ausotrofas en este gen. En algunas aplicaciones ei gen Uta 3 puede

tambien ser usado como una region de homologia para la recombinacion

en el cromosoma. Las construcciones una vez introducidas a la

39



levadura se segregan con el ADN cromosoma! y están presentes ¿n e l 

Mismo número de copias colllO cualquier secuencia cromosomal no 

repetitiva. 

La secuencia del Ylp 5 ha sido deducida de las secuencias del 

p8R322 y del gen URA 3. Aqu! se asume la presencia de 10 residuos C 

de 10 residuos G entre los pb 1428-1437 y entre 2601 y 2610. La 

secuencia de estas posiciones ha sido considerada provisional . <Ver 

figura ~-1 J 

Las dos modificaciones fundamentales que se le harán al plás•ido 

Ylp 5 , para que pueda ser utilizado como un vehtculo en la 

transformación de !_. fr ag i 1 is son : 

1.- La clonación del gen LAC 4. 

2 . - La clonación del gen neo 

La clonación del gen neo tiene por obJeto el Introducir un 

•arcador a la célula ya que esta cepa no presenta auxotrof ta para 

uracilo, as! se planteó clonar en el veh!culo un gen que diera 

resistencia a la levadura hacia algún antibiótico y de esta for•a 

seleccionar a las células transfor•adas. 

Las razones espectf lcas por las cuales se decidió c lonar el gen 

neo a nuestro veh!culo son: 

1.- El gen neo se ha utilizado como marcador en la 

transformacion de j_. cerevisiae <Uebster T. D. L Dickson R. C. 

1983>. de X· lactis <Sreekrlshma K. !J. ~ · 1984J y de _! . fragills 

<Das Sunl l !J. al . 1984 >. 
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levadura se segregan con el ABN cromosomal y estan presentes en el

mismo número de copias como cualquier secuencia cromosomal no

repetitiva.

La secuencia del TIP 5 ha sido deducida de las secuencias del

PER322 r del sen Uke 3. neui se asume la presencia de 10 residuos C

1 de IG residuos G entre los pb 1428-1437 1 entre 2oOl y 2510. La

secuencia de estas posiciones ha sido considerada provisional. iver

flflura ìell

Las dos modificaciones fundamentales gue se le haran al plasaido

TIP 5. para que pueda ser utilizado como un vehiculo en la

transformacion de L, fragilis son:

I.- La clonacion del een LAC 4.

2.- La clonacion del gen neo

La clonacion del gen neo tiene por obieto el introducir un

marcador a la celula ra que esta cepa no presenta auvotrofia para

uracilo. asi se planteo clonar en el vehiculo un een que diera

resistencia a la levadura hacia algun antibiotico v de esta forma

seleccionar a las celulas transformadas.

Las razones especificas por las cuales se decidio clonar el gen

neo a nuestro vehiculo son:

1.- El gen neo se ha utilizado como marcador en la

transformacion de _§. cerevisiae tüebster T. D. & Dickson R. E.

19831, de_§. lactis iåreekrishma K. Ej. al. l984i y de _§. fragilis

iflas Sunil et. al. l9Bl›.__ __
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2. - Este gen da r es is t enc ia a la levaduras para e l ant i biótico 

G4!8 , y a las bacterias a la kanamic l na , lo que fac ilita su 

manipulación en E. col! cuando se construye un vehículo . 

3 . - Aunque no se t i ene el gen neo de Tn 903 , se t i ene la mayor 

parte del transposón Tn 5 . Un gen del mislllO es r~sponsable de 

inactivar d i ferentes antibióticos 2- deoxrstreplamina a•inoglucosidos 

como kanamicina y G418. 

OBJETIVOS PARCIALES : 

l. - Clonar el gen neo, el cua l nos va a servir COMO ~arcador, a 

un pl~smido integrativo de levadur a: Ylp 5 . <Cons t rucción del PKG 

ll . 

2 . - Clonar el gen LAC 4, el cual codifica para la~-galactosldasa 

de K. lactis al pKG l. <Construcción del pKG 2l . 

COHSTRUCCION DEL PLASKIDO : 

El procedimiento a seguir en la construcción del pl1smido es el 

siguiente: 

I: Obtencion del pKG 1 

11 : Obtenclon del pKG 2. 

1: Obtencion del pKG l. 

El primer paso en la construcción del vehículo molecular es la 

clonación del gen neo. Este gen se tiene actualmente clonado en el 

s i tio Hind 111 del p8R322 como un inserto de 3.4 Kb del transposón Tn 
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2.- Este gen da resistencia a la levaduras para el antibiotico

Geiâ, r a las bacterias a la kanamicina, lo gue facilita su

manipulacion en E. coli cuando se construye un vehiculo.

3.- aunque no se tiene el gen neo de Tn 903. se tiene la mayor

Parte del transposdn Tn 5. Un gen del mismo es responsable de

inactivar diferentes antibióticos 2-deoarstreptamina aminoglucosidos

como kanamicina r 5418.

ÚHJETIUDS PàRCIñLE5i

i.- Elonar el gen neo, el cual nos va a servir como marcador, a

un piasmido integrativo de levadura: ïlp 5. (Construccion del PHG

li.

2.- Clonar el gen Let 4, el cual codifica Para laì-galaciosidasa

de E, lactis al PHG i. (Construccion del PHG 21.

CBRSTRUCEIUN DEL PLASHIDÚ:

El Procedimiento a seguir en la construccion del plasmido es el

siguiente:

I: Dbtencion del PHG l

Il: flbtencion del PNG 2.

I: Dbtencion del PHG i.

El primer Paso en la construccion del vehiculo molecular es la

clonacion del gen neo. Este gen se tiene actualmente clonado en el

sitio Hind III del pBR322 como un inserto de 3.4 Kb del transposon Tn

¿É



5 , con lo cual se forma un plásmido de 7.7 Kb : el pffJ05. ( figu r a 

5.2). 

La forma mas conveniente de extr~er el gen neo es la de r educir 

al mln i mo el tamano del fragmento a clonar, para una mayor 

estab i lidad del plásmido construido . En base a los mapas de 

restricción y a la secuencia reportada por Beck E. et._!l. (1982) y 

Genilloud O. g!.-ª..l.<1984) se analizó l a estrateg i a más conveniente a 

segui r : (ver figura 5 . 3 l. 

Del extremo 5 ' terminal , la enzima más adecuada para e xtraer el 

gen neo es Hind III porque Bgl II divide al promotor de dicho gen, 

además de que no existe este sitio en el Ylp 5 . 

El extremo 3' term i nal es el extremo en donde se puede reduc ir 

el fragmento a clon?r . Las enzimas con las qUP. se que se pudiera 

efectuar este paso , por ser estos sitios únicos o poco frecuentes en 

el Tn 5 son: Ava 1, Bam Hl, Bgl ll, Sal 1, Sma 1 Xho 1. 

La posibilidad de usar Bgl II y Xho 1 no es favorecida porque no 

existen estos sitios en el Ylp 5, además de que Bgl ll inact iva al 

promotor. Si se usara Ava o Sma 1 el problema radicarla al 

digerir el Y!p 5 con Hind !II I Ava 1 o Hind III I Sma porque el 

fragmento que se eliminarla <2 .5 Kbl incluirla el gen Ura 3. ~l 

parecer las enzimas más adecuadas a usar son Bam Hl y Sal l . Nosotros 

decidimos extraer el ge~ neo con una digestión Hind III / Bam Hl por 

var ias razones : 

1.- La digestión del pHJ05 con estas enzimas nos dá un fragmento 

de 1.8 Kb <el cu~l cont i ene el gen neo completo) . 
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5. con lo cual se forma un Plasmido de 7.7 Kb: el PHJü5. (fisura

5.21.

La forma mas conveniente de extraer el gen neo es la de reducir

al minimo el tamano del fragmento a clonar, para una mayor

estabilidad del plasmido construido. En base a los mapas de

restriccion y a la secuencia reportada por Beck E. 5¿_a¿.ti9B2i r

Genilloud U. gt.g¿.il984J se analizo la estrategia mas conveniente a

seguir: iver figura 5.31.

Del extremo 5' terminal, la enzima mas adecuada para extraer el

gen neo es Hind III porque Bgl II divide al promotor de dicho gen,

ademas de que no existe este sitio en el Yip 5.

El extremo 3' terminal es el extremo en donde se puede reducir

el fragmento a clonar. Las enzimas con las que se que se pudiera

efectuar este paso, por ser estos sitios únicos o poco frecuentes en

el Tn 5 son: eva 1, Bam Hi, Bgl ll, Sal I, Sma i y Xho 1.

La posibilidad de usar Bgl II r Xho l no es favorecida porque no

existen estos sitios en el YIP 5, ademas de que Bgl ll inactiva al

Promotor. Si se usara Ava l o Sma l el Problema radicaria al

digerir el TIP 5 con Hind lll I Ava 1 o Hlnd III I Sma l Porque el

fragmento que se eliminaria (2.5 Kb) incluiria el gen Ura 3. el

parecer las enzimas más adecuadas a usar son Bam HI r Sal 1. Nosotros

decidimos extraer el gen neo con una digestión Hind [II I Bam Hi por

varias razones:

1.- La digestion del PHJOS con estas enzimas nos dá un fragmento

de 1.9 Kb tel cual contiene el gen neo completo).
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gen neo 

pMJ05 
7.7 kb 

KmR AmpR TcR 

1.87 Kb 

13afTl ~ 1 

l!lllllllllllllllrn Amp y Te - Segmento de Tn5 

pBR322 

Figura 5.2. Muestra las principales características del pt.JOS. 
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Figura 5.2. Muestra las priJ:x:ipal-es ca.rac1:e.rísticas del pMJ05.
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2.- Estos sitios son únicos en Ylp 5 y el fragmento que se 

eliminada es de unicamente . 346 Kb. Sin embargo como el sitio de 

Bam Hl se encuentra dentro del gen que codifica para la resistencia a 

Te, el plásmido resultante será Tc
5

• 

3.- Otra característica considerada es que después del gen neo, 

se encuentra el ger. de resistencia a bleomicina y streptomicina todos 

controlados por el promotor del primer gen, <Genilloud O. _tl. -ª.J. 

1984l. El gen bleomicina da resistencia a una clase de antibióticos 

estrechamente relacionados a . los antibióticos glicopéptidos, que 

danan e 1 l'IDN y que son producidos por .i_. vert id l lus. Las 

bleomicinas son tóxicas a células de mamíferos as{ como a bacterias 

y son usadas en el tratamiento de cáncer. 

La digestión con Bam H1 deJar!a intacto el gen de bleomicina y 

casi completo el gen de streptomicina, lo que no ocurre con la 

digestión con Sal 1, debido a que divide el gen ble . La ventaJa de 

deJar intacto el gen ble, es que podría ser útil para la 

construcción de vectores de eucariotes, debido a que estos son 

sensibles a las bleomicinas y en particular para microorganismos que 

son espontáneamente resistentes a kanamicina. 

Los pasos planteados para la obtención del pKG 1 fueron: 

- La digestión del pKJ05 con Hind III I Bam H1, con la cual se 

ob.tienen 4 fragmentos de 4. 02, l. 87, 1.51 y • 34 kb. 

El aislamiento de la banda que contiene el gen neo <i.87 Kbl 

por medio de un gel de agarosa. 

- La digestión del Ylp 5 con Hind III I Bam Hl con la 
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2.- Estos sitios son unicos en Ylp 5 r el fragmento que se

eliminaria es de unicamente .346 Kb. Sin embargo como el sitio de

Bam HI se encuentra dentro del gen que codifica para ta resistencia a

Tc, el plasmido resultante sera Tcs.

3.- Otra caracteristica considerada es que despues del gen neo,

se encuentra el gen de resistencia a bleomicina v streptomicina todos

controlados por el promotor del primer gen, tüenilloud D. gt. ai.

1984). El gen bleomicina da resistencia a una clase de antibioticos

estrechamente relacionados a los antibioticos glicopeptidos, que

danan el HHH r que son producidos Por då, verticillus. Las

bieomicinas son ioxicas a celulas de mamíferos asi como a bacterias

r son usadas en el tratamiento de cancer.

La digestion con Bam Hi deiaria intacto el gen de bleomicina v

casi completo el gen de streptomicina, lo que no ocurre con la

digestión con Sal l, debido a que divide el gen ble. La ventaia de

deiar intacto el gen ble, es que Podria ser útil Para la

construccion de vectores de eucariotes, debido a que estos son

sensibles a las bieomicinas r en particular para microorganismos que

son espontáneamente resistentes a kanamlcina.

Los pasos planteados para la obtencion del pHG 1 fueron:

- La digestion del PHJUS con Hind lll J Bam Hi, con la cual se

obtienen 4 fragmentos de 4.02, 1.8?, 1.51 v .34 kb.

- El aislamiento de la banda que contiene el gen neo il.B? Kb)

por medio de un gel de agarosa.

- La digestión del ïlp 5 con Hind lll I Ham Hl con la

db



subsecuente purificación de la banda de 5.2 Kb. 

- La ligación del vehículo Ylp 5 digerido con Hind III I Baa Hl 

y el gen neo. 

La transformación de.§... coli cepa K12 HB101, con dicha mezcla 

de ligación. 

-La selección de las transformantes en caJas de medio Luria con 

Km verificación del fenotipo: Km , Amp y Te a las transformantes 

obtenidas. 

- Kicropreparaciones de ADN del plásmido de las transformantes 

para comprobar que en realidad contienen el plásmido deseado. 

II: Obtención del pKG 2: 

Una vez construido el pKG 1, el siguiente paso es la clonación 

a dicho plásmido del gen LAC 4. 

tl gen LAC 4 se va extraer del pK16. Este es un pBR322 que ti~ne 

i~sertado en el sitio Eco Rl un fragmento de ADN de .K_. lactis el cual 

contiene el gen LAC 4. <Dickson R. C. y Karkin J. S. 1978>. 

En la estrategia planteada para la clonación del LAC 4 al pKG 

es conveniente que ninguna secuencia del p8R322 esté ~n el fragmento 

a clonar porque f avorecer!a la Inestabilidad del plásmido 

resultante. También es importante reducir al m!nimo el fragmento a 

clonar (unicamente LAC 4> para favorecer la estabilidad del plásmido, 

sin embargo la clonación de un fragmento mas grande de ADN de .K_. 

lactis probablemente podría favorecer a la integración del plásmido 
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subsecuente purificacion de la banda de 5.2 Kb.

- La ligacion del vehiculo Ylp 5 dlgerido con Hind III I Bam Hi

r el gen neo.

- La transformacion de §, coli cepa R12 Hfliüi, con dicha mezcla

de ligacion.

-La seleccion de las iransformantes en calas de medio Luria con

Km y verificacion del fenotipo: Rm , Amp r Tc a las iransformantes

obtenidas.

- Hicropreparaciones de nflH del plasmido de las iransformantes

Para comprobar que en realidad contienen el plasmido deseado.

li: übtencion dei PHG 2:

Una vea construido el PHE l, el siguiente paso es la clonacion

a dicho Plasmtdo del gen LHC 4.

El gen LHC 4 se va extraer del pklo. Este es un pEE322 que tiene

insertado en el sitio Eco El un fragmento de àflfl de EL lactis el cual

contiene el gen LHC 4. iflickson R. C. r Harkin J. S. 19781.

En la estrategia planteada para la clonacion del Làfl 4 al PNG 1

es conveniente que ninguna secuencia del pBR322 este en el fragmento

a clonar porque favoreceria la inestabilidad del Plasmido

resultante. Tambien es importante reducir al minimo el fragmento a

clonar tunicamente Lei 41 para favorecer la estabilidad del Plasmido,

sin embargo la clonacion de un fragmento mas grande de HHH de _§¿

lactis Probablemente Podria favorecer a la integracion del plasmido

dl



al genoma de la levadura. De aqut que en la clonación del LAC 4 

unicamente se tendra en cuenta que practica~ente no haya secuencias 

de ADN del p8R322 . 

En el mapa de restricción reportado por Dickson R. C (figura 

5.4) · se nota que el ADN de JL lactis en el PK16 es de 6.2 Kb, de las 

cuales solo 3.8 kb codifican para la~-galactosidasa . Analizando este 

mapa se puede ver que no existen dos sitios únicos a los extremos del 

ADN de!_. lactis, para poder extraer dicho fragmento, lo que nos dice 

que la única forma de hacerla es con una digestión parcial, es decir 

con un2 digestión en la cual la enzima no corte todos sus sitios 

especificas, de tal forma que dé varias bandas de diferente tamano, 

una de las cuales contendra el gen LAC 4 integro . 

Ast la manera en que se planteó extraer el 9en LAC 4 fue con 

una digestión parcial con Eco RI, debido a que la banda que contiene 

el gen LAC 4 no tiene ninguna secuencia del p8R322 ademas de que esta 

es una enzima muy accesible. 

De acuerdo a Dickson R. C. el patrón de restricción esperado 

para una digestión parcial con Eco RI comprende 13 posibles bandas de 

las cuales ~a de 6.2 Kb situada arriba del p8R322 lineal es la que 

contiene el gen LAC 4 integro y por lo tanto es la banda que hay que 

pu~ificar. 

Los pasos planteados para la construcción del pHG 2 fueron: 

1. - La digestión parcial del pKl6 con Eco RI y la separación de 

la banda de interés (6.27 Kb> por medio de un gel de agarosa. 

- La digestión del pHG 1 con Eco RI, lo cual nos lineal Izara el 
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al genoma de la levadura. De aqui que en la clonación del LHC 4

unicamente se tendra en cuenta que practicamente no hara secuencias

de HDN dei pBR322.

En el mapa de restricción reportado por Dickson R. C . ifigura

5.4) se nota que el nüfl de §¿ lactis en el pflió es de e.2 Hb. de las

cuales solo 3.8 kb codifican para la@-Qalactosìdasa. analizando este

mapa se puede ver que no existen dos sitios únicos a los extremos del

HDN de §¿ lactis, Para poder extraer dicho fragmento, lo que nos dice

que la única forma de hacerlo es con una digestión parcial, es decir

con una digestión en la cual la enzima no corte todos sus sitios

especificos, de tai forma que de varias bandas de diferente tamano,

una de las cuales contendra al een LAC 4 integro.

àsi ia manera en que se planteó extraer el qen Låfi 4 fue con

una digestión parcial con Eco R1, debido a que la banda que contiene

el gen LHC 4 no tiene ninguna secuencia del pBR322 ademas de nue esta

es una enzima eur accesible.

De acuerdo a Bickson R. E. el patrón de restricción esperado

para una digestión parcial con Eco R1 comprende 13 posibles bandas de

las cuales la de 5.2 Hb situada arriba del pBR322 lineal es la que

contiene el gen Let 4 integro r por lo tanto es ia banda que hay que

purificar.

Los pasos planteados para la construcción del pflü 2 fueron:

1.- La digestión parcial del pkle con Eco R1 r la separación de

la banda de interés (ó.2? Kbl por medio de un del de eiarosa.

- La digestión del phü 1 con Eco R1, lo cual nos linealiaara el

¿B
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pl~s•ido. 

- La ligación de alllbos fragmentos y la transformación de.§.., ~i 

DG75 <cepa lac z• l con dicha mezcla. 

La selección de las transformantes en caJas de Luria con Km y 

X-gal. El X-gal <5 brolllO, 4 cloro, 3 indol ~-galactosidol es un 

compuesto incoloro que cuando es hidrolizado por la~galactosidasa 

forma una tinta azul indigo insoluble. Otra forma de seleccionar a 

las transformantes es plaqueando en medio m1nimo con lactosa <con 

los requerimientos necesarios para completar otras auxotrof1as de la 

cepa). Las células que crezcan son las que tendrán el gen LAC 4 

eMpresándose. 

La verificación de fenotiPo: colonias azules de X-gal. Km~. 

Amp~y Tc5
• 

- Y la purificación del plásmido obtenido para verificar por 

medio de digestiones con enzimas de restricción que es el plásmido 

deseado. 
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plasmido.

- La iigación de ambos fragmentos r la transformación de §, gol;

DGTS (cepa iac z“) con dicha mezcla.

- La selección de las iransformantes en calas de Luria con Km 1

I-sal. El X-nai (5 bromo, 4 cloro, 3 indol 9~9alactosido) es un

compuesto incoloro que cuando es hidrolizado por laì-ealactosidasa

forma una tinta azul indico insoluhie. ütra forma de seleccionar a

las transformantes es plaqueando en medio minimo con lactosa icon

los requerimientos necesarios para completar otras auxoirofías de la

cepai. Las celulas que crezcan son las que tendran el gen Lñfi 4

expresåndose.

- La verificación de fenotipo: colonias azules de X-sal. Kmk.
Knmp r Tcs.

- Y la purificación del piàsmido obtenido para verificar por

medio de digestiones con enzimas de restricción nue es el pliseido

deseado.
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HATER!ALES Y HETODOS 

6. t GENBkALRS 

6.1 . t J. REACTI VúS . 

Los reactivos usados son de las siguientes casas comerc iales : 

- J. T. Baker, U.S.A.: azui de bromofenol, xilencianol. 

Bio- Rad Laboratori es U.S.A.: agarosa, resina Dowe x 50U-X0, 

dodecil sulfato de sodio <SDSl 

- Difco : agar bact er iológico, casaaminoácidos. 

- Sigma Chem Ca.: acei te mineral, albúmina, bromuro de etldio , 

cloranfenico!, cloruro de cesio, X-Gal <5 bromo,4 cloro,3 lndol~-D 

ga 1 actos ido l. 

- J.T. Bake r: todo lo demá s . 

6.l.2i. CEPAS Y PLASH!DOS. 

Cepas : 

.f: colj HB101: <F , hsd S 20 <re", mili, rec A1 3. ara-14, pro A 2, 

lac Y 1, galK 2, rp s L 20 <Smri, xyl-5, mtl-5, sup E 44,A. 

É.· col! DG75 : <hsd S 1, leu-6, ara-14, gal K 2, xyl-5, mtl-1, 

rps L 20, thi-1, sup E 44 ,lac6z 39 . 
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HeTERIàLES Y HETDHUS

e.i GEH&rnLFS

ó.l.li. REeCTlUdS.

Los reactivos usados son de las siguientes casas comerciales:

+ J. T. Baker, U.5.n.: azul de bromofenol, eileneianol_

- Bio-Rad Laboratories ü.5.fi.¦ agarosa, resina flouee SOU-Xd,

dodecil sulfato de sodio ¡SHS!

~ Hifco: agar bacterioiógico, casaaminoacidos.

- Sigma Chem Co.= aceite mineral, albúmina. bromuro de etidio.

cloranfenicol, cloruro de cesio, 1-Gal 15 bromo.4 cloro,3 lndolh-D

ealactosidoi.

- J.T. Baker: todo lo demás.

a.i.2›. ceras Y PLasHinus.

Éåfiåãi

j; coli HBIOI1 (F-,hsd 5 20 ire: mfifi. rec àlfi. ara~l4, pro A 2,

¡aa i 1, gain 2, fps L 20 csmfi, ss1~s. ati-s, sap E 44,A.

_§. coli HGFS: ihsd S l. leu-ó, ara-14, Qal K 2, ayl-5, mtl-l,

rps L 20. thi~i, sup E 44 ,lacóz 39.

ìì



PUsmidos: 

Ylp 5. Plasmldo de 5 .5 Kb, que tienen como marcadores de 

selección los genes de Amp y Te. Este plasmido es un pBR322 que 

tiene clonado el gen URA 3 de~ cerevlsiae, el cual codifica para 

la órotidina descarboxilasa. <Stewart S. & R.U. Davies 1979 ) . 

Proporcionado por la Dra. A. Gonzalez. UNAll. 

pl!J05. Plasmido de 7.7 Kb, que contiene los genes Km, Amp y Te. 

El pl!J05 es un pBR322, que tiene clonado en el sitio Hlnd !11 la 

mayor parte del transposón Tn 5. Proporcionado por la Dra. C. Gomez & 

J. llartínez UNAll. 

pK16. E;te plasmido es de 10.8 Kb, tiene como marcador los 

genes de Amp y Te. Es un p8R322 que tiene clonado en el sitio Eco Rt, 

un fragmento de ADN de !.: lactis. Este ADN contiene el gen LAC 4, el 

cual codifica para la ~-galactosidasa. Proporcionado por el Dr. J. 

Dlckson. 

6.1.3l. HEDIOS DE CULTIVO. 

Luria <lledio Rico>. 

- Triplona ............................................... 10 gr. 

- Extracto de levadura ................ . ................... 5 gr. 

- Cloruro de sodio ........................................ 10 gr. 

- Agua destilada ......................................... 1 lt. 

Ajuslar a pH 7. Para medio sólido agregar agar al 2 Y.. 

lledio 11-9. tKedio semicompletol. 

- Sales 10 X esteriles 100 111. 
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Flasmidos:

Tip 5. Plasmido de 5.5 Kb, que tienen como marcadores de

selección los genes de emo y Tc. Este plaseido es un pBR322 que

tiene clonado el gen URA 3 de 5. cerevisiae, el cual codifica para

la orotidina descarboxiiasa. iãteuart 5. t R.U. Davies l9?9J.

Proporcionado por la Dra. A. Gonzalez. Uflnfl.

pHJüS. Plasnido de 7.? Kb, que contiene los genes Km, amp y Tc.

El pHJü5 es un pBR322, que tiene clonado en el sitio Hind III la

maror parte del transposón Tn 5. Proeorcionado por ia Dra. C. Gomez L

J. Hartinez Uflàfl.

nfiló. Este plåsmido es de 10.8 Kb, tiene como marcador los

genes de ñmp 1 Tc. Es un pBR322 que tiene clonado en el sitio Eco R1.

un fragmento de AUN de 5; lactis. Este ADN contiene el gen Let 4, el

cual codifica para la Q-gaiactosidasa. Proporcionado por el Dr. J.

flickson.

ó.l.3}. HEDIUS DE CULTIVO.

Luria ifledio Rico).

- Triptona . . . . . ......... . . . . . . . . . . . . . ... . . . . . . . ... . . . . . ..l0 gr.

- Extracto de levadura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 5 gr.

- Cloruro de sodio........... . . . . ..... . ............. ...10 gr.

-'agua aasuiaaa . . . . . . . . . . . ............. 1 lt.

niusiar a pH 7. Para medio sólido agregar agar ai 2 E.

Hedio H-9. ifledio semicompletol.

- Sales 10 X esteriles . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 100 nl.
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- Glucos a 20 i'. • • • • . . • . • • • • • • . • . • • • • • • • • • . . • . . . • • • . • • • . . . . 20 mi . 

- Cloruro de calcio 0.1 H. .. .. . .. .. .. .. .. .. . . .. .. .. . .. .. 10 mi. 

- Sulfato de magnesio 0.1 H. .. .. . .. . .. .. . .. . .. .. .. .. .. . .. 10 ml . 

- Cas u ml noaci dos 20 % .. .. .. • .. .. .. .. .. • .. • .. .. • • .. .. .. .. 20 mi. 

- Agua . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 850 111 l. 

Sales 10 X: 

- Fosfa t o d ibásico de sodio .. . ... . ....................... 70 gr. 

- Fosf ato monobásl co de potasio . . ..... .•. .•.......... . ... 30 gr. 

- Clor uro de sodio .. . .. . . .. .. . . .. . . . • . . .. . . . . .. .. . .. . . . . .. 5 gr. 

- Cl orure de amonio .................... . ....... . .. ....... . 10 gr. 

- Agua . . •..... ... . .. ... . . ....• .. • . • •.. . • . .. .. , •....... .. 1000 mi . 

Par a me dio mín i mo omiti r casaaminoacidos. Otras fuente s de 

carbono pueden susti t u i r la glucosa. 

Hedio empleado en la purifi cac ión del plasmido 

- Cloruro de ca l cio 10 mH 1 mi. 

- Sul fat o de Hagnesto . IH 1 mi. 

- Sales H9 IOX .. . . ... ••... ... . .. . . . . . .... . .... ..... ... .. .. 10 ml . 

- Lur la ........ ..... .. .................... . . . ... .......... 10 mi. 

- Gl ucosa al 25 X 2 mi. 

- Casaaminoácidos al 20X . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ml . 

- Antibiótico Ce! neces ario par a los 100 mil . 

- Agu a .. ..... . . . ...... .........• • .••..•.. . .. ....•. para 100 1111. 

Cajas X-gal: Después de esteri l izar el medio Lur ia, deJar 

enfriar a 60°C aprox i madamente y adicionar d i rectamente . ! mi de una 

solución X-gal en N,N dimetilformamlda (2 mg/m! l por cad a 15 mi de 

medio, 

Glucosa 2o 1 .... . . . . . . . . . . . . _.. _.. .. ... . . . .... 2d el.

Cloruro de calcio ü.l H. .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 10 ml.

Sulfato de magnesio 0.1 H. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. lü ml.

Casaamtnoacidos Éü E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Éü mi.

àgua .... .+..... . . . . . ... . . . . . . ... . . . . . . . ... ... 850 el.

Sales lü K:

Fosfato dtbaslco de sodio .. .. .. . . . . . . . . . . . . . . . . .. TD gr.

Fosfato monobasico de potasio . . . . . . . ... . . . . ... . -._ 30 gr.

Cloruro de sodio . . . . . .. . . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . _. 5 gr.

cloruro de amonio ..... ............. . .. . . . . . . . . . .. to gr.

III! 4 I- I D I I I Iii I I D I Iii-I G I- I ! I ! II I I I I I m I I I ll nl!

Para medio minimo omitir casaaminoacidos. fltras fuentes de

carbono pueden sustituir la glucosa.

Hedto empleado en la purificación del plasmido

- Cloruro de calcio iü mb ....................... ....... I el.

_

'É

-

1

_

Sulfato de Hagnesio .iH . . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 1 ml.

Sales H? lüI......... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 10 ml.

Luria . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. li) ml.

Glucosa al 25 1 ....... . . . . . . ......... ... . . . . . ........ 2 ml.

flasaaminoactdos ai Eül ...... ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. l eli

àntibiótico tel necesario para los ¡OO mil.

I I l I I I l I I I F I -Ili lll ¡il Ú C0 I ¡Gi I I I I I I I C I II -II

Caias X-gal: Despues de esterilizar el medio Luria, deJar

enfriar a 60°C aproximadamente r adicionar directamente .I nl de una

solución X~gal en H,N dimeiiiformaeida E2 mgƒmil por cada 15 mi de

medio,

1-'b

«J



Antibióticos: 

- Ampicilina. Solución concentrada: 5 mg/ml de ampicilina en 

agua. Esterilizar por filtración. Trabajar a una concentración final 

de 200 -49/ml. No usar esta solución por mas de un mes. Almacenar en 

congelación. 

- Tetraciclina. Solución concentrada: 12.5 mg/ml de tetraciclina 

en una mezcla etanol-agua al 50 X vlv. TrabaJar a una concentración 

final de 20 ~g/ml. Guardar en obscuridad por un mes. 

- Kanamicina. Solución concentrada: 1.5 mg/ml de Km en agua. 

Esterilizar por filtración. TrabaJar a una concentración final de 20 

~g/ml guardar en congelación. 

Soluciones usadas en la purificación del plasmido : 

Solución l . Sacaros~ 20 Y., Tris 50 mK pff 8, EDT~ 50 mK pH 8 . 

Solución 11. SOS 1 X y NaOH .2 N. Al usar mezclar un volumen de 

SDS al 2 X con un volumen de NaOH .4 N. 

Solución 111. Acetato de sodio 3K pH 4.8. 

- Fenol hidratado : Al fenol sólido de le adiciona agua hasta que 

se disuelva completamente entoces se deJa en reposo para que se 

separen las dos fases la órganica y la acuosa. El fenol es la fase 

inf eri or . 

Solución concentrana de RNAasa: Disolver RNAasa pancreatica 

a una concentración de 10 mg/ml en Tris.Cl 10 mH CpH 7.5l y NaCl 15 

mH. Calentar a IOOºC durante IS minutos y dejar enfriar a temperatura 

ambiente . Almacenar a - 20°C. 

S4 

antibióticos:

- empicilina. Solución concentrada: 5 mgrml de ampicilina en

agua. Esterilizar por filtración. Trabaiar a una concentración final

de 200.ugfml. Ho usar esta solución por mas de un mes. almacenar en

congelación.

- Tetraciclina. Solución concentrada: 12.5 mgƒml de tetraciclina

en una mezcla etanol-agua al 50 1 viv. Trabaiar a una concentración

final de 2D Hgƒml. Guardar en obscuridad Por un mes.

- Kanamicina. Solución concentrada: 1.5 mgiml de Km en agua.

Esterilizar por filtración. Trabalar a una concentración final de 20

ugfmi guardar en congelación.

Soluciones usadas en la purificación del plásmido:

Solución 1. Sacaros: 20 2, Tris 50 mH pH 8, EBTe 50 mb pH B.

Solución II. SHS i ï 1 Raflfl .2 H. el usar mezclar un volumen de

SUS al 2 I con un volumen de Haüfl .4 N.

Solución Ill. acetato de sodio 3H pH 4.8.

- Fenol hidratado: el fenol sólido de le adiciona agua hasta gue

se disuelve completamente entoces se dela en reposo para que se

separen las dos fases la organica y la acuosa. El fenol es la fase

inferior.

- Solución concentrana de Rflñasa: Disolver Rflflasa pancreática

a una concentración de 10 mgƒml en Tris.Cl 10 mH ¡PH 1.51 y Nati 15

mH. Calentar a iüü'C durante IS minutos y deíar enfriar a temperatura

ambiente. nlmacenar a - 20°C.

äd



6.1.4> . ENZIKAS. 

al.- Endonucleasas de restricción. 

Estas enzimas fuerón adquiridas a Promega Biotech y CEINGEBI. 

Los buf fers de reacción para cada una de las endonucleasas de 

restrición son las siguientes: 

Bam Hl: 150 mK NaCl 

6 mK Tris-HCl (pH 7.9> 

6 mK KgC lt 

100 "4.9/ml de BSA 

Eco Rl : 100 mH Tri s-HC l <P H 7 . :>) 

50 mK NaCI 

50 mK HgC lt 

100 l.l91ml de BSA 

Hind 1 I I: 50 mK NaCl 

50 mK Tris-HCI (pff 8 .0) 

10 mH HgC lt 

100 1.19/ml de BSA 

Pst 1: 100 mK liaC l 

10 mK Trls-HCI <PH 7.5> 

10 mK KgC 11. 

100 ¡.¡_g/ml de BSA 

5S 

ó.i.4).EHIIHnS.

ai.- Endonucleasas de

Estas enzimas fuerón adfluirtdas a Fromegi Biotech r CEIHEEBI

Los bufffifs dc reacción para cada una de las endonucleasas de

restricción.

restrición son las siguientes:

Bam Hi: 150

ó

ó

100

Eco R1: 100

50

50

100

Hind III: 50

50

lü

100

Pst 1: 100

lü

IG

100

mfl Hafil

mfl Tris-HE! tpH 1.91

mfl HgCl¿

Hsƒml de Bãå

mfl Tris-HLL ipH ?.bl

mfl Haül

mfl HgCl¿

ugfml de Båfi

mH Raül

mfl Tris-Hfil IPH 8.0)

mH HgCl¿

ugƒml de ESH

mn Hafll

mfl Tris-HE] tpfl 1.51

mfl HgEl1

ugƒml de Efifi
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bl . - Ligao;a 

Buffer: 50 mM Tris-HCl (pff 7.8l 

10 mM Mg Cli, 

20 mM DTT 

1 mM ATP 

SO M9/ml BSA 

6.2l. TECNICAS 

6.2.ll. PURIFICACION DE PLASMIDOS 

Para la purificación de todos los pUsmidos se utilizó una 

modificación del método reportado por Rodríguez R. L. ~ Tart R. C. 

1983. El procedimiento fué el siguiente: 

Con una colonia de .f., col! que contenía el plásmido deseado se 

inoculaban 5 ml de medio Luria y se incubaban a 37ºC y a 200 r.p.m. 

durante toda la noche. 

Con .4 ml del cultivo anterior se Inoculaban 100 mi de medio 

!ver sección de reactivos y medios) el cual contenía 200 ~g/ml de amp 

o 20 .4g/ml de Km dependiendo del plásmido que se fuera a purificar y 

se dejaba incubando a 37 ºe y 200 r.p.m. hasta que alcanzara una 

densiaaa óptica de 1.0 a 660 nm (aproximadamente 7-8 horas l. 

Una vez alcanzada esta D. O. se adicionaban 2 ml de gluco~a al 

25 7., 0.5 ml de casaaminoácidos al 20 7., 10 ml de medio Luria i ~I 

antibiótico correspondiente, y se dejaba incubando otros 30 min en 

las mismas condiciones. 

. El siguiente paso consistlá en amplificar el plásmldo 

Só 

bl.- Ligasa

Buffer: 50 mfl Tris-HCI ipH 7.8)

iü mH Hg C11

2o mH BTT

i mH ATP

50 ugfml Bãú

ó.2l. TECNICAS

6.2.1). PURIFIEfiEIüH DE PLà5HlDü5

Para la purificación de todos los plasmidos se utilizó una

modificación del metodo reportado por Rodriguez R. L. L Tart R. E.

1983. El procedimiento fue el siguiente:

ton una colonia de §, coli gue contenta el plasmido deseado se

inoculaban 5 ml de medio Luria r se incubaban a 3?'E y a Eüü r.p.m.

durante toda la noche.

Con .4 ml del cultivo anterior se inoculaban tuo mi de medio

(ver sección de reactivos F medios) el cual contenta 2üO ggƒml de amP

o 2ú,ugfml de Km dependiendo del plasmido que se fuera a purificar r

se deiaba incubando a 3? 'C y 20o r.p.m. hasta que alcanzara una

densidad óptica de l.ü a óóü nm (aproximadamente Í-8 horasl.

Una vez alcanzada esta H. 0. se adicionaban 2 ml de glucosa al

25 1, 0.5 ml de casaaminoacidos al 20 ï, 10 mi de medio Luria 1 el

antibiótico correspondiente. r se deàaba incubando otros 3o min en

las mismas condiciones.

El siguiente paso consisiia en amplificar el plasmido
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adicionando 20 1119 de cloranfenicol en polvo e incubando 16 horas a 37° 

e y 200 r.p.m. 

Transcurrido este tiempo se lavaban las células, para lo cual se 

centrifugaba a S 000 r.p . m. durante S minutos, se tiraba el medio de 

cultivo y se resuspendian en 150 ml de NaCl 10 mK y volviendosé a 

centrifugar en las mismas condiciones. La suspención celular se 

dividia en dos partes iguales antes de centrifugar. 

En seguida se resuspendian las células en 2 ml de la solución 1 

<ver sección de reactivos y med!os>, se anadia . 2 ml de RNAasa <10 

mg/ml) Y 4 mg de lizosima, se agitaba el tubo y se dejaba en hielo 

por 45 minutos. 

Después de este tiempo se anadia 4 ml de la solución 11 

(frescal , se mezclaba blén por inversión <sin agitación violenta> y 

se deJaban en hielo otros 15 minutos, por ~ltimo se agregaba 1.5 ml 

de la solución llI y se dejaba en hielo 60 minutos más. 

Después de haber lisado las células, se quitaban los restos 

celulares centrifugando a 17 K.r . p . m. ur.a hora 

sobrenadan te. Al sobrenadante se le anadia 

y se conservaba el 

.l ml de RNAasa <10 

mg/ml> y se deJaba 15 minutos a temperatura ambiente 

El siguiente paso era hacer dos eKtracclones con fenol y 

cloroformo para quitar las protelnas del plásmido. Un volumen de 

sobr en adante <8 ml apro ximadamente> se mezclaba con un volumen de 

fenol hidratado, después se mezclaba con un volumen de clorofor mo y 

se centrifugaba <en rotor de columpio> a 5 000 r. p . m. por 15 

minutos, para separar la fase acuosa de la órganlca . Con la ayuda de 

una micropipeta de l ml se sacaba la fase acuosa <superior), se 
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adicionando 2d mg de cloranfenicol en polvo e incubando lo horas a 37

Í 7 200 r.p.m.

Transcurrido este tiempo se lavaban las celulas, para lo cual se

centrifugaba a 5 Udo r.p.m. durante 5 minutos, se tiraba el medio de

cultivo 1 se resuspendían en 150 ml de Nati lo mH r volviendose a

centrifugar en las mismas condiciones. La suspención celular se

dividia en dos partes iguales antes de centrifugar.

En seguida se resuspendian las celulas en 2 mi de la solución l

iver sección de reactivos r medios), se anadia .2 ml de Eflnasa il0

mgfmll r 4 mg de lizosima, se aeitaba el tubo 1 se deiaba en hielo

por 45 minutos.

Despues de este tiempo se añadía 4 ml de la solución ll

(fresca), se mezclaba bien por inversión (sin agitación violenta) y

se deiaban en hielo otros 15 minutos, por último se agregaba 1.5 ml

de la solución Ill r se deiaba en hielo ó0 minutos mas.

Despues de haber lisado las celulas, se guitaban los restos

celulares centrifugando a 1? K.r.p.m. una hora r se conservaba el

sobrenadante. el sobrenadante se le anadia .i ml de Rflàasa ii0

mgfmli y se deiaba l5 minutos a temperatura ambiente

El siguiente paso era hacer dos extracciones con fenol r

cloroformo para guitar las- proteinas del plasmido. Un volumen de

sobrenadante (8 ml aproximadamente) se mezclaba con un volumen de

fenol hidratado, despues se mezclaba con un volumen de cloroformo r

se centrifugaba ten rotor de columpio) a 5 00o r.p.m. por 15

minutos, para separar la fase acuosa de la organica. con la aruda de

una micropipeta de l ml se sacaba la fase acuosa tsupertorl, se
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mezclaba con un volumen de cloroformo, y se volv(a a centrifugar en 

las misma condiciones para extraer la fase acuosa. 

Una vez realizadas las extracciones fenol/clorotormo se 

precipitaba el ADN, mezclando la fase acuosa recientemente extraída 

con 2.5 volumenes de etanol absoluto trio y deJando dicha mezcla a 

-70 ºC durante hora o bién dejandola en el refrigerador toda la 

noche. Para obtener la temperatura de - 70ºC se manten(a el tubo en 

hielo seco y ocasionalmente se le agragaba etanol al hielo . 

Después de efectuado este paso se centrifugaba la mezcla a a 000 

r . p.m. por 15 minutos, se tiraba la solución y se resuspend(a el ADN 

en .5 ml de buffer T.E. <Tris 10 mH pH 8 y EDTA 1 mH pH 8). 

El siguiente paso en la purificación del Plásmldo era aplicar 

una muestra de la solución de ADN (generalmente 1 O 2 ~¡¡ a un gel de 

agarosa para cuantificar el plásmldo purificado y para ver si estaba 

contaminado con ADN cromosomal o ARN. 

SI se obtenía una buena cantidad de plásmido se procedía a pasar 

este a través de un gradiente de cesio para sep~rar el ADN cromosoma! 

y el plásmldo roto del plásmldo circular, o de lo contrario se volvía 

a purificar más plásmido. 

6.2.2>. CENTRIFUGACION EN CLORURO DE CESIO. 

1.- Se pesaba 2.15 gr de CsCl en los tubos de centrifuga (para 

rotor S.U.50.1, ultra clear Beckmanl, se anadía 1 a 1.5 mi de agua o 

buffer TE y se agitaba para disolver la sal de cesio. 

En seguida se anad(a 1 a .S mi de DNA del plásmldo en solución 
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mezclaba con un volumen de cloroformo, y se volvía a centrtfugar en

las misma condiciones para extraer la fase acuosa.

Una vez realizadas las extracciones fenolƒcloroformo se

precipitaba el nbfl, mezclando la fase acuosa recientemente extraida

con 2.5 volumenes de etanol absoluto frio r delando dicha mezcla a

-70 “C durante l hora o bien deiandola en el refrigerador toda la

noche. Para obtener la temperatura de - ?0'C se mantenía el tubo en

hielo seco y ocasionalmente se le agragaba etanol al hielo.

Despues de efectuado este paso se centrifugaba la mezcla a B 000

r.p.m. por 15 minutos, se tiraba la solución y se resuspendia el ADN

en .S mi de buffer T.E. tTrts 10 mH pH 8 y Ehïe i mfl pH BJ.

El siguiente paso en la purificación del plasmido era aplicar

una muestra de la solución de nDH (generalmente 1 0 2 ul) a un gel de

agarosa para cuantificar el plasmido purificado y para ver si estaba

contaminado con aDH cromosomal o ARN.

Si se obtenía una buena cantidad de plasmido se procedía a pasar

este a traves de un sradiente de cesto para separar el ADN cromosomal

y el plasmido roto del plasmldo circular, o de lo contrario se volvia

a purificar mas plasmido.

ó.2.2l. CEHTRIFUGñClDH EN CLDRURD DE CESIO.

1.- Se pasaba 2.15 gr de Esti en los tubos de centrifuga tpara

rotor S.H.5ü.l, ultra clear Deckmanl, se añadía l a 1.5 ml de agua o

buffer TE r se agttaba para disolver la sal de cesto.

En seguida se anadia I a .S ml de Dfla del plasmtdo en solución
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<no mas de 500 .4g de ADN>, se mezclaba suavemente por Inversión, se 

anadia 150 ~l de solución acuosa de ioduro de propidio <2 mg/ml>, 

después de lo cual se volvía a mezclar el tubo para colocarlo dentro 

de su camisa y protegerlo de la luz. Este paso se tiene que hacer 

ripldamente porque la luz dana el ADN cuando este contiene ioduro de 

propldlo. 

Los tubos que contenían esta mezcla eran llenados con aceite de 

parafina hasta 2-4 mm del borde del tubo y calibrados para ser 

centrifugados durante 20 horas a 38 000 r.p.m. y 20°C . 

Una vez efectuado éste paso la banda superior e interior del 

gradiente se recolectan por separado. La forma en que se realizaba 

~ra picando el tondo d~l tubo con una aguJa caliente para recolectar 

Únicamente la porción del líquido de interés o bién con una Jeringa 

de insulina se succionaban las bandas por la parte superior del 

tubo. 

COtllo el ADN recolectado contenía ioduro y cloruro de cesio los 

siguientes pasos eran para quitar estos compuestos. Para quitar el 

ioduro de propldio del ADN, la mezcla se pasaba a través de una 

columna de intercambio ionico. Se colocaban 2-3 ml de resina Dowex en 

una columna d~ Plistico de 10 ml, se equilibraba la columna con 10 ml 

de buffer Dowex <Tris 50 mK pH 8, EDTA l mK y NaCl lK> por cada ml de 

resina, se colocaba la 11Uestra previa11ente diluida 1:1 con buffer 

Dowex y se lavaba la columna con otro volumen de buffer. 

Para quitar el CsCl, el ADN recolectado de la columna era 

dializado contra 2 1 de buffer TE pH 8 durante 14 horas a 4° C, 

haciendo por lo menos cuatro cambios de buffer. Después de la 
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ino mas de Süü ug de àhfli, se aezclaba suavemente Por inversion, se

anadia i50 ul de solución acuosa de ioduro de nronidio i2 meƒmli.

despues de lo cual se volvia a meaclar el tubo para colocarlo dentro

de su camisa 1 nrotegerto de la luz. Este Paso se tiene nue hacer

rapidamente porque ia luz dana el HDN cuando este contiene ioduro de

Propidio.

Los tubos que contenían esta meacla eran llenados con aceite de

Parafina hasta 2-4 mm del borde del tubo v calibrados para ser
Gcentrifugados durante 20 horas a 38 000 r.p.m. y 20 C.

Una vez efectuado éste Paso la banda superior e inferior del

gradiente se recoiectan por seearado. La forma en que se realizaba

era Picando el fondo del tubo con una aguãa caliente para recolectar

unicamente la porción del liquido de interes o bien con una Jerinea

de insulina se succionaban las bandas Por la Parte sunerior del

tubo.

Como el eh! recolectado contenta ioduro y cloruro de cesio los

siguientes Pasos eran Para quitar estos compuestos. Para quitar el

ioduro de Propidio del ADR, la mezcla se pasaba a traves de una

columna de intercambio ionico. Se colocaban 2-3 ml de resina flouex en

una coiuena de elástico de 10 ml, se equilibrabe la columna con 10 mi

de buffer Douea iïris 50 eh nfl 8, EBTA 1 mI r Iafll ¡Hi Por cada mi de

resina, se colocaba ia muestra Previamente diiuida 1:1 con buffer

Douev v se lavaba la columna con otro volumen de buffer.

Para euitar el Csfll, el ABN recolectado de la columna era

diaiiaado contra 2 I de buffer TE PH 8 durante 14 horas a 4' E,

haciendo por lo eenos cuatro cambios de buffer. Despues de la
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diálisis el ADN era precipitado con etanol y resuspendido en el 

volumen de deseado de buffer TE . 

Por último una muestra <l O 2 Mll eran aplicados a un gel de 

agarosa para cuantificar el ADN y para ver si estaba contaminado con 

ARN . . 

Si el plásmido tenía ARN se · centrifugaba a través de una 

solución de NaC: o se precipitaba con PEG para quitar el ARN. 

6.2.JJ. ELIHINbCION DE ARN CENTRIFUGANDO A TRAVES DE UNA SOLUCION DE 

NaCl. 

Para quitar el ARN a través de una solución de NaCl 

generalmente: 

Se adicionaba RNAasa al plásmido a una concentración final de 10 

J.49/ml y se incubaba una hora a temperatura ambiente. 

Se ponían 4 ml de NaCl lH en un tubo ultraclear Beckman SU50-l, 

se adicionaba ml de plásmido tratado con RNAasa, (si era necesario 

se llenaba el tubo con TE> y se centrifugaba 6 hrs a 40 000 r.p.m. a 

20 ºC en rotor SUS0-1. En este paso el plásmido sedimenta en el fondo 

d~l tubo mientras los ribonucleótido3 permanecen en la solución. 

Por último se tiraba la solución y resuspendla el plá~mido en 

0.5 o 1 ml de buffer TE. 

6.2.4> . PRECIPITACION DEL PLASHIDO CON PEG. 

En esta técnica se resuspendla el ADN en 4 ml de TE, se anadla 

RNAasa <lOOOXl y se incubaba 20 minutos a temperatura ambiente. 
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diálisis el åfifl era precinitado con etanol y resuspendido en el

volumen de deseado de buffer TE.

Por último una muestra ll 0 2 nl) eran aplicados a un gel de

agarosa Para cuantificar el ADN y para ver si estaba contaminado con

neu;

_ Si el plaseido tenia àRH se centrlfueaba a traves de una

solución de Raül o se Precieitaba con FEB Para quitar el ARN.

d.2.3l. ELlHlHñCl0H DE àRH CENTRIFUGflflD0 à TRaUES BE Uflà SULUCIUH DE

Hafil.

Para quitar el àkfl a través de una solucion de Hafll

generalmente:

Se adicionaba Rfleasa al plåsmido a una concentración final de 10

ugƒml r se incubaba una hora a temperatura ambiente.

Se Pcnian 4 mi de Raül ¡H en un tubo ultraclear Beckman S050-i,

se adtcionaba 1 ml de Plasmido tratado con Rflàasa, tsi era necesario

se llenaba el tubo con TE) v se centrifugaba 6 hrs a 40 000 r.p.m. a

20 °E en rotor SU50-I. En este paso el plasmido sedimenta en el fondo

del tubo mientras los ribonucledtidos permanecen en la solucion.

Por ultimo se tiraba la solucion r resusnendta el nlaseido en

0.5 o l ml de buffer TE.

6.2.4). FREEIFITHCIOH DEL PLñSHIDO CDN PEG.

En esta técnica se resuseendia el ADN en 4 ml de TE, se añadía

Rflfiasa ilüüüll y se incubaba 20 minutos a temeeratura ambiente.
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Después se anadía NaCl 5H a una concentración fi nal de .55H, 

polietilenslico l 8000 al 10 l. y se incubaba 2 horas a -20°C o 15 

minutos a -70°C . 

En seguida se centrifugaba 15 mln a 10 000 r . p.m . , se tiraba el 

sobrenadante y se resuspendía el ADN en el volumen deseado de TE . 

6 .2 .5 1. DIGESTIONES DEL ADN 

Cuando se tenía completamente limpio el plásm ido se procedía a 

digerirlo con las enzimas convenientes. Para efectuar un a d i gestión 

se colocaba en un tubo de poliprop ileno C.5 mil la cantidad deseada 

de plásmido que se i ba a digerir, se ad icionaba el buffe r 

correspondient e Cel buffer era 10 Xl, agua para completar el vol ume n 

final y l a enzima correspondiente . En seguida se mezclaba se 

incubaba a 37°C . <excepto Pst 1 la cual se incubaba a 29°Cl. 

Para digestiones totales se de jaba incubando hora o más 

dependiendo de la actividad de la enzima . Para digestiones parci ales 

el tiempo de Incubación era menor, éste era determinado previa 

titulación de la enzima. 

Par a la titulación de la enzima CEco Rl o Bam Hll generalmente 

se colocaba en un tubo 5 ~g de ADN, con el buffer correspondiente y 

41 de la ~nzima . Se incubaba a 37°C y se tomaban muestras cada 10 ó 

15 minutos, a las cuales se les agregaba la mezcla de aplicación iver 

la siguiente técnica> y se refrigeraban. Cuando era tomada la última 

muestra se aplicaban é>las a un gel de aga rosa para determinar el 

tiempo adecuado de la digestión . Cuando la reacción era muy rápida se 

di lu la la enzima con buffer de almacen amiento. 

Despues se anadia Hafil 5! a una concentracion final de .55Hl

nolietiienslicai seco al le 1 v se lncebana 2 haras a -eo": e is
minutos a ~?ü“C.

En seguida se centrlfugaba 15 min a 10 000 r.p.m., se tiraba el

sobrenadante r se resuspendia el ADN en el volumen deseado de TE.

d.2.5l. DIGESTIDHEE DEL àDH

Cuando se tenia completamente limpio el plasmido se procedía a

digerirlo con las enzimas convenientes. Para efectuar una dleestion

se colocaba en un tubo de polipropileno (.S mil la cantidad deseada

de plasmido que se iba a digerir, se adicionaba el buffer

correspondiente tel buffer era 10 Il, agua para completar el volumen

final r la enzima correspondiente. En seguida se mezclaba y se

incubaba a 3?'E. iesceeto Pst 1 la cual se incubaba a 29'EJ.

Para disestiones totales se delaba incubando l hora o mas

dependiendo de la actividad de la enzima. Para dieestiones parciales

el tiempo de incubación era menor, este era determinado previa

titulacion de la enzima.

Para la titulacion de la enzima (Eco R1 o Bam Hll generalmente

se colocaba en un tubo 5 ue de aflfl, con el buffer correspondiente v l

ul de la enzima- Se incubaba e 37°C r se tomaban muestras cada lo d

15 minutos, a las cuales se les aoresaba la mezcla de aplicacion tver

la sigulente tecnica) r se refrigeraban. üuando era tomada la última

muestra se apltcaban estas a un del de agarosa para determinar el

tiempo adecuado de la disestion. Cuando la reaccion era muy rapida se

diluia la enzima con buffer de almacenamiento.
|
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6.2.6l. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA. 

Para la preparación de un gel a 25 mi de buff er TBE <Tris-base 

90 mM , EDTA 2 . 5 mM y Ac. bór ico 90 mM pH S.2J se le a1icionaban 0.25 

gr de agarosa en polvo y se calentaba hasta ebullic!ón, durante 2 6 3 

minutos . Una vez disuelta ést a, se vaciaba en los gele s de vidrio, 

los cuale s habl an sido prev iamente montados con separadores de 1. 5 

mm, se ponla un peine (p ara hacer los c arriles) y se deJaba enfr iar . 

Cu ando se había solidificado el gel se retiraba el peine y se 

colocaba e n la cámara de elec troforesis. En seguida se aplicaban la s 

~uestras <de 5 - 10 µlJ con una solución de ap l icación <6 g urea, 

ml de azul de bromotenol a l . 5 i. y 1 mi de xilenciar.ol al .5 i., a un 

volumen final 10 mll. En base a la migración de esta so lución se 

determina el tiempo que debe correr el gel. 

La electroforesis se llevaba a cabo a 150 o 100 vol ts por 60 

minutos aproximadamente <hasta que el azul de bromofenol se acercaba 

al final del gel . Terminando la electroforesis, los geles se 

sumergían en la solución de bromuro de etidio <4 mg/mll al 

someterlos a luz U.V. se observaba el ADN. 

o.2.71 AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE ELECTRO~ORESIS 

PREPARATIVA . 

Para aislar una banda de ADN, una ve z realizada la digestión, se 

corrla un ge l preparati vo de agarosa y se cortab a el fragmento que 

cont~nla la banda de in t erés. El proced imient o de extracción del ADN 

de la agar osa, dependió del tipo de agarosa usado en el experimen to . 

6.2.51. ELEETRÚFORESIS EN GEL DE àGñROSA.

Para la preparación de un gel a 25 ml de buffer THE iïris-base

9o mH, EDTA 2.5 md y ac. bórico 90 mfl pH 8.21 se le adicionaban 0.25

gr de agarosa en polvo y se calentaba hasta ebullición, durante 2 ó 3

minutos. Una vez disuelta esta, se vaciaba en los geles de vidrio,

los cuales habian sido previamente montados con separadores de 1.5

mm, se ponia un peine ipara hacer los carriles) v se deiaba enfriar.

Cuando se habia soiidificado el gel se retiraba el peine y se

colocaba en la camara de electroforesis. En sesuida se apiicaban las

muestras ide 5 - lü pJl con una solución de aplicacion io 9 urea, 1

ml de azul de bromofenol al .5 1 y l ml de ailenclacol al .S 1, a un

volumen final 10 mll. En base a la migración de esta solución se

determina el tiempo que debe correr el gel.

La electroforesis se llevaba a cabo a 150 o l00 volts por óü

minutos aproximadamente (hasta que el azul de bromofenol se acercaba

al final del gel. Termlnando la electroforesis, los sales se

sumersian en la solucion de bromuro de etidio te mgƒmil v al

someterlos a luz U_U. se observaba el ADN.

o.2.?l HISLAHIEHTU DE FRaBHERTÚ5 DE HDN HEDIHHTE ELECTRDFÚRESIS

PREPeRüTIUà.

Para aislar una banda de ADN, una vez realizada la digestión, se

corria un gel preparativo de agarosa y se cortaba el fragmento que

contenía la banda de interes. El procedimiento de extraccion del ADR

de la agarosa, dependid del tipo de agarosa usado en el experimento.
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Al. Para agarosa normal el procedimiento que se usó fué el 

siguiente: 

En un tubo de proplleno se colocaba la banda de gel que contenía 

el ADN con ayuda de una punta de micropipeta se trituraba. En 

seguida se adicionaba 100 ul de fenol, se agitaba vigorosamente por 

10 segundos, se congelaba a -70 ºC durante 5 a 15 minutos y se 

centrifugaba a 12 000 rpm durante 15 minutos. Una vez formadas las 

dos fases, la fase acuosa era extraída con una mlcroplpeta y colocada 

en un tubo limpio. A esta fase se le hacían dos extracciones con 

fenol , para lo cual se mezclaba la misma con un volumen de fenol 

hidratado y se centrifugaba a 12 000 r.p.m. durante 15 minutos. 

Después de la segunda extracción con fenol, el ADN se 

precipitaba con etanol y se resuspendía en buffer TE . 

ll. ~garosa de baJo punto de fusión. 

Para purificar el ADN de a9arosa de baJo punto de fusión, la 

banda de gel con el ADN se colocaba en un tubo de proplleno y se 

calentaba en bano maría a 6~°C . Cuando la agarosa se fundía, se 

hacia una extracción con fenol y una extracción con fenol y 

cloroformo, después de las cuales el ADN se precipitaba ~on etanol y 

se resµspendta en buffer TE. 

6.2.8> . PREPARACION Y TRANSFORHACION DE CELULAS COMPETENTES. 

La metodología usada fué una combinación de las técnicas 

reportadas por Rodríguez R. L. (1983> y Hanlatls T. <1982> . 

j J 

al. Para agarosa normal el procedimiento que se usó fue el

sisuiente: _

En un tubo de propileno se colocaba la banda de sel que contenía

el ADN r con ayuda de una punta de microplpeta se trituraba. En

seguida se adicionaba lüD,ul de fenol, se aeitaba vieorosamente por

10 sesundos. se coneelaba a -70 'C durante 5 a 15 minutos r se

centrifueaba a 12 bob rpm durante l5 minutos. Una vez formadas las

dos fases, la fase acuosa era extraida con una micropipeta r colocada

en un tubo limpio. a esta fase se le hacian dos extracciones con

fenol, para lo cual se eezclaba la misma con un volumen de fenol

hidratado r se centrifusaba a 12 000 r.p.m. durante i5 minutos.

Despues de la segunda extracción con fenol, el añ! se

precipitaba con etanol r se resuspendia en buffer TE.

ll. agarosa de balo punto de fusión.

Para purificar el ah! de agarosa de halo punto de fusión, la

banda de del con el ñDH se colocaba en un tubo de propileno 7 se

calentaba en bano maria a d5'C . Cuando la aearosa se fundia, se

hacia una extracción con fenol y una extracción con fenol v

cloroformo, despues de las cuales el nn! se precipitaba con etanol r

se resuspendia en buffer TE.

ó.2.8J. PREPeReClDH Y TReHSFORHeCIüN DE EELULaS CDHFETEHTES.

La metodologia usada fue una combinación de las tecnicas

reportadas por Rodrisuez R. L. ti983i r Haniatis T. ilvflal.
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A). Preparación de células competentes: 

Para preparar células competentes se ponla a crecer la cepa en 

20 mi de medio Luria a 37ºC y a 200 r.p.m. y cuando las células 

alcanzaban una D. O. de 0.5 o 0.6 a 550 nm, se deJaban reposar en 

hielo durante 10 minutos para después centrifugarlas a S 000 r.p.m. 

durante 10 minutos. 

El paquete celular era entonces resuspendido en 10 mi de HgClt 

100 mH y vuelto a centrifugar en las mismas condiciones. El paquete 

celular as{ obtenido era resuspendido en 10 ml de CaCl~ 100 mK, 

mantenido en hielo por 30 a 45 minutos y centrifugado. 

El último paso era resuspender las células en 2 mi de CaCl~lOO 

mH y glicerol al 15 7. y almacenar las células competentes en tubos de 

polipropileno <0.6 mi por tubo) a - 70°C. 

Bi. Transformación: 

Para transformar las células, e ! ADN se centrifugaba de a 2 

minutos a 12 000 r.p.m. y se colocaba la cantidad deseada en un tubo 

estéril. A este tubo se le adicionaban 35 ~l de CaCILlOO mH 200 1.1.l 

de células competentes, en condiciones estériles. El tubo era 

entonces mantenido ~n hielo por una hora, para después calentarlo <en 

bano maria> a 42°C durante 90 segundos y deJarlo en hielo otros 5 

minutos. 

En seguida 3 mi de medio Luria eran adicionados, las células 

incubadas a 37ºC de 0.5 a 2 horas antes de ser sembradas en medio 

selectivo <SO A 200 1..1.l por caJal. 
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el. Preparacion de celulas competentes:

Para preparar celulas competentes se ponia a crecer la cepa en

20 ml de medio Luria a 37'C r a 200 r.p.m. v cuando las celulas

alcanzaban una B. U. de 0.5 o 0.6 a S50 nm, se deiaban reposar en

hielo durante lü minutos para despues centrifugarlas a 5 üüü r.p.m.

durante lo minutos.

El paquete celular era entonces resuspendido en lü mi de HQEII

100 mH 3 vuelto a cenlrtfugar en las mismas condiciones. El Paquete

celular asi obtenido era resuspendido en 10 ml de Baúl, 100 mH,

mantenido en hielo por 30 a 45 minutos y centrifugado.

El último paso era resuspender las celulas en 2 ml de CaCl1100

mH r slicerol al 15 2 r almacenar las celulas competentes en tubos de

polipropileno io.e ml por tubo) a - ?O'C.

Bi. Transformación:

Para transformar las celulas, el ADN se centrifugaba de 1 a 2

minutos a 12 üüü r.p.m. 1 se colocaba la cantidad deseada en un tubo

esteril. e este tubo se le adicionaban 35 ul de CaEl¿IDü mH y 200 ul

de celulas competentes, en condiciones esteriles. El tubo era

entonces mantenido en hielo por una hora, para despues calentarlo ten

bano mariel a 42'E durante 90 segundos v deiarlo en hielo otros 5

minutos.

En seguida 3 ml de medio Luria eran adicionados, las celulas

incubadas a 37'C de o.5 a 2 horas antes de ser sembradas en medio

selectivo (50 e EDU uj por caia).
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El medio selectivo para la obtención del pHGl fué Luria con Km 

<20 ~9 /mi l y el medio selectivo para la obtención del pHG 2 fué el 

mismo más X-gal . 

El medio selectivo para la obtención del pHGl fue Luria con Rm

i20 ug I mil v el medio selectivo para la obtención del pHG 2 fue el

mismo más Icgal.
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RESULTADOS 

COHSTRUCCIOH Y CARACTERIZACIOH DEL pKG 1 

El pKG se construyó siguiendo la estrategia Planteada en el 

diseno experimental. El primer paso en la construcción rué la 

purificación de los pl~smidos que se iban a usar: el Yip 5 y el pKJ05 

!ver materiales y métodos) y la comprobación de su patrón de 

restricción. La forma en que se efectuó este paso fue digiriendo el 

Yip 5 con Pst 1, Pst 1 I Eco Rl y Pst 1 / Bam Hl y el pHJ05 con Hlnd 

III / Bam HI. 

Los resultados obtenidos fueron los correctos: la digestión del 

Yip 5 con Pst 1 dió dos bandas de aproximadamente 3.1 y 2.4 Kb, con 

Pst 1/ Eco Rl dió tres bandas de 3.1, 1.6 y .7 Kb y con Pst 1 Bam 

Hl dió tres bandas de 3.1, 1.2 y 1.1 Kb !foto 7.1) y la digestión del 

pHJ05 con Hind III I Bam HI dió cuatro bandas de 4.0, 1.8, 1.5 y 0.3 

Kb !foto 7.2) . 

El siguiente paso fué la digestión de 5 ~g de pKJ05 con Bam HI y 

posteriormente con Hlnd III <ver materiales y métodos). Por otra 

parte se digirió 5 49 de Yip 5 con las mismas enzimas (foto 7.2). 

Cuando las digestiones fueron totales se aplicarón a un gel de 

agarosa de bajo punto de fusión para purificar las fragmentos de ADH 

de nuestro interés. Una vez purificados los fragmentos de la agarosa, 

se incubaron con ligasa <ver materiales y mélodosl a una relación 

molar de inserto/vehículo de 2.5 después con esta mezcla se 
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RESULTADOS

CDRSTRDEEIÚH Y CàRáCTERI2àEIflH DEL pflã l

El pHG 1 se construyó siguiendo la estrategia planteada en el

diseno experimental. El primer paso en la construcción fue' la

purificación de los plasmidos due se iban a usar: el Tlp 5 r el pMJ05

iver materiales v melodosi v la comprobación de su patrón de

restricción. La forma en que se efectuó este paso fue digiriendo el

ïlp 5 con Pst 1, Pst l I Eco El y Pst 1 I Bam Hi v el pHJ05 con Hind

III I Bam Hi.

Los resultados obtenidos fueron los correctos: la digestión del

ïlp 5 con Pst l dió dos bandas de aproximadamente 3.1 v 2.4 Kb, con

Pst ll Eco R1 dió tres bandas de 3.1, 1.6 y .7 Kb r con Pst l f Bam

Hi dió tres bandas de 3.1, 1.2 r 1.1 Kb (foto ?.ll r la digestión del

pHJ05 con Hind lll r Bam HI dió cuatro bandas de 4.ü, i.B, 1.5 r 0.3

Kb (foto 7.21.

El siguiente paso fue la digestión de 5 ug de pHJü5 con Ham Hi v

posteriormente con Hind lll tver materiales r metodosl. Por otra

parte se digirió 5 ug de ïlp S con las mismas enzimas ifoto 7.21.

Cuando las digestiones fueron totales se aplicaron a un gel de

agarosa de baáo punto de fusión para purificar las fragmentos de àDH

de nuestro interes. Una vez purificados los fragmentos de la asarosa,

se incubaron con ligasa iver materiales Y metodos! a una relación

molar de insertofvehiculo de 2.5 y despues con esta mezcla se
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transformó§_. col i HB101. La selección de las tra nsforman tes se hizo 

en cajas de Luria con Km , para lo cual se sembrar on 200 NI de cél u las 

transformadas por caja. Unicamente se sembr aron dos cajas de Km y 

una de Amp . 

El control de la eficiencia de transformac ión de las cé l u la s 

competentes fue pHJ05 superenrrollado. Se adic i onó .1 ~g de pHJ05 a 

una mezcla de ligación <las mismas condiciones que los tubos del 

experimentoJ, con dicha mezcla se transformó el mismo lote de cél u las 

competentes y se sembró una cada de Luria con Km, <200 ~ll. 

Del control, se obtuvierón un gran númer~ de colonias , 

aproximadamente 1500, lo cual nos demostró que las células tenian una 

buena eficiencia de tr ansformación . Del experimento se ~btuvierón 6 

colonias de las dos cajas con Km y 40 colonias de l a caja con Amp . 

El siguiente paso fue comprobar el fen ot ipo espe r ado de las 

transformantes . El fenotipo de las 6 transformantes seleccionadas en 

Km y de tres transformantes seleccionadas en Amp (las demás colonias 

~ fl s 
no fueron analizadas) fue el cor r ec to: Km , Amp y Te . 

A seis de estas colonias se procedió a hacer microensayos de ADN 

para comprobar que se tenía el plásmldo deseado con una digestión de 

Pst ! . El patrón de digestión esperado eran 4 bandas de 

aproximadamente 3.1, de 1.6, de 1.3 y de . 9. 

El resultado de este e xperimento nos dió un a prueba de que l os 6 

pl ás mid os purificados eran e l esperado, debido a que se observó el 

patrón correc to, sin embargo también se observar ón otras bandas qu e 

indicab an una digestión parcial . 

transformó §¿_E3li_HEl0l. La seleccion de las iransformantes se hizo

en ca.ias de Luria con lim, para lo cual se sembraron 200141 de celulas

transformadas por caia. Unicamente se sembraron dos calas de Km r

una de amp.

El control de la eficiencia de transformación de las celulas

competentes fue PHJÚS superenrrollado. Se adiciono .l ug de pHJ05 a

una mezcla de lisacidn ilas mismas condiciones que los tubos del

experimentoi, con dicha mezcla se transformó el mismo lote de celulas

competentes 1 se sembró una cada de Luria con Km, i20Ú gli.

Del control, se obtuvieron un gran número de colonias,

aproximadamente 1509, lo cual nos demostró que las celulas tenian una

buena eficiencia de transformacion. Del experimento se obtuvieron ó

colonias de las dos calas con Km v do colonias de la cala con amp.

El sisuiente paso fue comprobar el fenotipo esperado de las

iransformantes. El fenotipo de las ó iransformantes seleccionadas en

Km y de tres iransformantes seleccionadas en amp ilas demas colonias
_ a R sno fueron analizadas! fue el correcto: Km , amp v Tc .

e seis de estas colonias se procedió a hacer microensayos de aDH

para comprobar que se tenia el piasmido deseado con una disestion de

Pst l. El patron de digestión esperado eran 4 bandas de

aproximadamente 3.1. de l.o. de 1.3 v de .9. '

El resultado de este experimento nos dió una prueba de que los 6

plasmidos purificados eran el esperado, debido a que se observó el

patron correcto, sin embargo también se observaron otras bandas que

indicaban una digestión parcial.

39



Po s t eri or men te se pur i ficó e l pl ásmi do de una de estas colonias 

y se d igirió con Hind ll l I Bam HI y con Pst l. Los resultados son 

mostrados en l a fot o 7 .3 . La digestión con Hind l ll Bam HI no s diÓ 

dos bandas, l a del insert o (!. 8Kb l y la del veh í cu lo (5.2 Kb l. La 

di ge s t i ón de l pl ásmi do con Ps t 1 d ió cuat ro banda s de 3.1 , 1.6, l .~ y 

.9 Kb, lo cua l prueba que e l plásmido purificado es el plásmido 

esp~ r ado. 

CONSTRUCC!ON Y CARACTERIZACION DEL pHG 2 

Una vez construido el pHG 1 y antes de extraer el 9en LAC 4 (del 

pKl6l se procedió a verificar e l plásmido con el que se estaba 

trabajando era el pK!6, para l o cual se digirió con Eco RI, 

encont r ándose que la d igest i ón to t al daba c~atro bandas de 

aproximadament e 4 . 3 , 3 .0 , 2.4 y . 7 Kb las cua les fo r maban el patrón 

de r estricción espe r ado. 

En seguida se hicieron varias digestiones parciales del pK!6 con 

Eco RI para aislar el gen LAC 4, previa titulación de la enzima . Con 

estos experimentos generalmente se obtenla muy poca cantidad de l a 

baPda de interés después de una digestión parcial además de que dicha 

banda no presentaba una clara separación con respecto a las bandas 

superiores ( foto 7.4l. 

Después de varios intentos infructuosos (ver discusión ) so lo se 

obtuvo una transformante que presentaba el fenotip o Km~. Amp 5
, y¿ y 

azu l en X-gal . Aunque est e no er a el fe no t i po e sperado (Km ~ . AmrR, 

Tc5 y azul e n X-ga l ) se procedi ó a aislar el pl ás mido de dicha 

\ ra ns f orma nt e para c ar act eri zar l o pero esto no se logró ya que la 

purifi cac i ón siemp r e fue negati va. Una posible explicación de estos 
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Posteriormente se purificó el plasmido de una de estas colonias

r se digirió con Hind lll I Ham Hi r con Pst l. Los resultados son

mostrados en la foto ?.3. La dteestión con Hind lll I Bam Hi nos did

dos bandas, la del inserto tt.BKbi r la del vehiculo i5.2 Hb). La

digestión del plasmido con Pst l dió cuatro bandas de 3.1, l.ó, 1.3 Y

.9 Kb, lo cual prueba que el plasmido purificado es el plásmido

esperado.

CONSTRUCCION ï EHRHETEEIZÉCIUH DEL PHG 2

Una vea construido el pflü i r antes de extraer el een Let 4 (del

pkiói se procedió a verificar el plasmido con el que se estaba

trabaiando era el pflió. para lo cuai se digirió con Eco R1.

encontrándose que la digestión total daba cuatro bandas de

aproximadamente 4.3, 3.0, 2.4 r .F Hb las cuales formaban el patrón

de restriccion esperado.

En seguida se hicieron varias dieestiones parciales del pkió con

Eco R1 para aislar el gen LHC 4, previa titulación de la enzima. Con

estos experimentos generalmente se obtenia muy poca cantidad de la

banda de interes despues de una digestión parcial ademas de que dicha

banda no presentaba una clara separación con respecto a las bandas

superiores tfoto 7.41.

Después de varios intentos infructuosós tver discusióni solo se

obtuvo una transforeante que presentaba el fenotipo Ema, emps, Té; I

azul en K-sal. àunque este no era el fenotipo esperado iHm*, Ampfl,

Tcsy azul en K-gall se procedió a aislar el plasmido de dicha

transformante para caracterizarlo pero esto no se logró ya que la

purificación siempre fue negativa. Una posible explicación de estos

Ifl



Foto 7.3. Caracterización del ¡:t-G l. Carril A: l'ago digericb 

con BstE II (control ) . Carril B y e ¡;t.G l digericb -

con Hind 111 , Barn Hl y Pst l respectivarrente . 
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digerido parcialm!nte ron Eco Rl, las muestras se 

tanar6n a los 10 , 20, 30 , 40 y 50 minutos. 
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resultados es que el ADN se haya integrado al genoma de_§_, coli, sin 

embargo es necesario efectuar otros e~perimentos que proporcionen 

pruebas más contundentes que apoyen esta hipótesis. 

Ante estos resultados se procedió a cambiar la enzima para 

aislar el LAC 4 del PK16 , la enzima que se uso fue Bam Hl en lugar de 

Eco Rl . Con es t a enzima el patrón de restricción de una digestión 

paycial más probable ~ontiene siete bandas siendo la banda de 6.27 Kb 

la que contiene el gen LAC 4 . Una ca~acterística de esta banda es que 

contiene un fragmento de .345 Kb de ADN del pBR322 que comprende del 

sitio Eco Rl al sitio Bam Hl. La importancia de esta caracter:stica 

radica en que esta secuencia puede complementar el gen d¿ Te que se 

había perdido en la construcción del PHG 1, dependiendo de la forma 

en que se inserte el fragmento, es decir el pHG2 puede adquirir el 

fenotipo de Te~ (figura 7.1). 

Para obtener la digestión parcial del pK16 con Bam Hl se 

digirierón 5 gg de pK16 <volumen final 20 AIJ, tomindose muestra a 

los 15, 30 , 45, 60 y 120 min <4 ~l por muestra) . Estas muestras se 

corrieron en un gel de agarosa .8 l. a 100 volts, hasta 10 minutos 

después de que saliera el colorante. Los controles fueron pKló 

digerido totalmente con Bam Hl y pBR275 digerido con Eco Rl . 

El resultado que el gel nos mostró fué que el plásmido se había 

digerido completamente desde los 15 minutos, por lo tanto se decidió 

diluir la enzima 1: 10 con buffer de almacenamiento, para poder usar 

nie nos canl idad. En esta ocasión se digide rón los mismos J.{9 de ADN 

pero con 2 MI de Bam Hl <volumen f i nal 25 gl ) . Se tomó muestra a los 

10, 20, 30, 40 , y 50 minutos (5 gl por muestra) . 
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resultados es que el eflfl se hara integrado al genoma de E: coli. sin

embareo es necesario efectuar otros experimentos eue proporcionen

pruebas mas contundentes que apoyen esta hipótesis.

Ante estos resultados se procedió a cambiar la enzima para

aislar el Let 4 del pkie, la enzima que se uso fue Bam Hi en luear de

Eco Ri. Con esta enzima el Patrón de restricción de una digestión

Parcial mas probable contiene siete bandas siendo la banda de 6.2? Kb

la que contiene el gen LHC 4. Una caracteristica de esta banda es que

contiene un fragmento de .345 Kb de ADN del pHR322 que comprende del

sitio Eco El al sitio Bam Hi. La importancia de esta caracteristica

radica en que esta secuencia puede complementar el een de Tc que se

habia perdido en la construcción del pflü l, dependiendo de la forma

en que se inserte el fragmento, es decir el pHG2 puede adquirir el

fenotipo de Tc? tfigura ?.ii.

Para obtener la digestión parcial del pkla con Bam Hi se

digirierón 5 ug de pflié (volumen final 20 nll, tomándose muestra a

los 15, 30, 45, óü r 120 min (4 ul por muestral. Estas muestras se

corrieron en un gel de aearosa .B I a 100 volts, hasta ie minutos

despues de que saliera el colorante. Los controles fueron pKló

digerido totalmente con Bam Hi y pEfl275 digerido con Eco R1.

El resultado que el sel nos mostro fue que el piasmido se habia

dieerido completamente desde los 15 minutos, por lo tanto se decidio

diluir la enzima 1:10 con buffer de almacenamiento. para poder usar

menos cantidad. En esta ocasión se dieirierón los mismos ug de ADN

pero con 2 ul de Bam Hi tvolumen final 25 ul). Se tomó muestra a los

tú, 20. 3G, åü. r 50 minutos (5 ul por muestral.
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En el gel se notaban las bandas de una digestión total y las 

bandas de 6.2, 8.0, 9 . 1 y 11.1 Kb, pero también ha~ta una buena 

cantidad de plásmldo sin digerir . 

Debido a los resultados obtenidos, se decidió repe ti r el 

experimento , en condiciones similares, únicamente aumentando la 

cantidad de enzima diluida y por lo tanto el volumen final de l a 

digestión <30 4JJ para ver si se podta obtener una mayor cantidad del 

fragmento deseado <6.2 Kbl sin llegar a una digestión total . 

El resultado de este tercer experimento es mostrado en la foto 

7.5 en donde se observa que en todos los tiempos aparece la banda que 

contienen el gen LAC 4 16.2 Kbl, sin embargo a los 10 20 minutos 

hay bastante plásmldo sin digerir por lo que los tiempos adecuados 

par¡ efectuarla digestión parcial es a los 20, 30 ó 40 minutos. 

Con estos resultados se procedió a correr el gel preparativo, 

para lo cual se duplicó la cantidad de plásmido a digerir y por lo 

tanto también la enzima, las demás condiciones fueron las mismas . La 

única modificación que se le hizo al gel es que se dejo de correr una 

hora después de que saliera el colorante, para que hubiera una mayor 

separ~ción de bandas. 

Después de correr el gel preparativo Cen total 21 en a9~rosa 

normal y de purificar el ADN <ver materiales y métodos> se procedió a 

lig ar di cho fragm~nto con el pHGI lineal izado con Bam HI. 

Para este experimento se colocó en un tubo de propi lena d·e .5 mi 

.! 4g de pHG 1 lineal izado, .3 ug del Inserto, buffer de !!gasa !OX, 

PEG 5X agua, al tubo se le calentó a 65°C durante un minuto en 

seguida se le adicionó DTT 5X, ATP IOX y la enzima ligasa, el 
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En el gel se notaban las bandas de una digestión total r las

bandas de e.2, ã.o, 9.1 r ii.i Kb. pero tambien habia una buena

cantidad de piasmido sin digerir.

Debido a los resultados obtenidos, se decidió repetir el

experimento, en condiciones similares, únicamente aumentando la

cantidad de enzima diiuida r por to tanto el volumen final de la

digestión t3ü ull para ver si se podia obtener una mayor cantidad del

fragmento deseado ió.2 Kbl sin llegar a una digestión total.

El resultado de este tercer experimento es mostrado en la foto

?.5 en donde se observa gue en todos ios tiempos aparece la banda gue

contienen el gen LHC 4 tó.2 Kbi, sin embargo a los lü r EU minutos

har bastante Plasmido sin digerir por io que los tiempos adecuados

para efectuarla digestión Parcial es a los ED, 3D ó 4G minutos.

Con estos resultados se procedió a correr el sel Freparativo,

para lo cual se duplicó la cantidad de plasmldo a digerir r por lo

tanto también la enzima, las demas condiciones fueron las mismas. La

unica modificación gue se le hizo al gel es gue se delo de correr una

nora despues de gue saliera el colorante, para gue hubiera una maror

separación de bandas.

Despues de correr el gel preparativo ten total 21 en agarosa

normal r de purificar el aflfl tver materiales r metodosi se procedió a

ligar dicho fragmento con el pHGl linealizado con Bam Hi.

Para este experimento se colocó en un tubo de propileno de .5 ml

.i ug de pHG l lineaiizado, .3 ng del inserto, buffer de ligasa iüï,

FEB 51 r agua, al tubo se le calentó a 65°C durante un minuto r en

seguida se le adicionó DTT 51, nTF lol r la enzima ligasa, el
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volumen final de reacción fu é de 15 ~l. Esta mezc la de ligación se 

dejó incubando cuatro horas a temperatura ambiente y posteriormente 

con la misma se t ransformó a_§_. s.gli DG75 <ver materiales y métodos . 

El experimento se hizo por duplicado, lo único que variaba uno del 

otro f ue la procedencia del inserto l proven!an de diferentes geles 

preparativos ). 

El pHG 1 superenrrolado y el pHGl lineal izado con y sin ligasa 

fueron los controles usados en este experimento, por lo que se les 

dió el mismo tratamiento. 

La selección de las transformantes se hizo sembrando cuatro 

caja~ de medio Luria y Km con las células recien transformadas !200 

~l/caja ), en dónde se obtuvieron 280 colonias en total. 

El siguienle paso fue probar el fenotipo a todas las colonias 

obtenidas para lo cual se picaror. en cajas de Amp con X-gal, Te y Km. 

Los controles fueron _g_,_ ~i DG75 _§_ . coli HBIOI que contiene el 

pK16 y HBIOI que contiene pHG l. 

El resultado fue que todas las colonias crecierón en Km y Amp 1 

sin embargo no presentaban el fenotipo azul en X-gal. En Te solo 

creció una colonia <sin embargo era blanca en X-gall, por lo que se 

procedió a aislarla para analizarla ma! detalladamente . Las controles 

mostraron los resultados que se esperaban : .§.. coli DG75 no creció en 

nirguna caJa, ~. coli HBlOI que conten!a el pK16 creció en Amp y Te y 

dio colonias azules e n X-gal . pHG 1 creció en Km y Amp pero no en Te. 

Ante estos resultados se procedió a concentrar las células 

transformantes que quedaban en los t ubos y se sembraron ocho caJas de 

Luria que co nten!an Km y X-gal (cuatro caJas por tubo). 
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volumen final de reaccion fué de 15 ul. Esta mezcla de ligación se

deló incubando cuatro horas a temperatura ambiente r posteriormente

con la misma se transformó a §, ¿gli DG75 tver materiales r metodos.

El experimento se hizo por duplicado, lo único que variaba uno del

otro fue la procedencia del inserto (provenían de diferentes geles

preparatlvosi.

' El pHG l superenrrolado y el pHGI linealizado con y sin ligasa

fueron los controles usados en este experimento. por lo que se les

dió el mismo tratamiento.

La selección de las iransformantes se hizo sembrando cuatro

calas de medio Luria r Km con las celulas recien transformadas t2ü0

ulfcalai, en donde se obtuvieron 280 colonias en total.

El siguiente paso fue probar el fenotipo a todas las colonias

obtenidas para lo cual se picaron en calas de amp con X-gal, Tc v Km.

Los controles fueron §¿ coli DG75 y_§. coli HBIOI que contiene el

pKló y Hfllül que contiene pHG l.

El resultado fue que todas las colonias crecieron en Km 1 amp,

sin embargo no presentaban el fenotipo azul en X-gal. En Tc solo

creció una colonia isin embargo era blanca en I-gall, por lo gue se

procedió a aislarla para analizarla mas detalladamente. Los controles

mostraron los resultados gue se esperaban:_§, 5911 0675 no creció en

ninguna caia, §,_5glj Hfllül que contenta el pkla creció en Amp r Tc r

dio colonias azules en X-gal. pHG l creció en Km y Amp pero no en Tc.

ente estos resultados se procedió a concentrar las celulas

iransformantes que quedaban en los tubos y se sembraron ocho calas de

Luria que contenían Km r K-gal icuatro calas por tubo).
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A las 24 horas se observó que hablan c recido alrededor de 500 

colonias en cada caja, sin embargo ninguna presentaba el fenotipo 

azu l, fue hasta las 48 horas que se notó una colonia azul en una caja 

en otra había aproximadamente 12 colonias 

<satélitesJ . 

azules pe quenas 

A estas colonias no se les hizo ningún análisis prof undo porque 

debido a l a forma en que aparecierón parec!an más bién contaminantes, 

únicamente se purificaron y guardaron. La única colonia que se aisló 

y se verificó el fenotipo fué a la que apareció sola, y como este fue 

el fenotipo esperado Km~ , Amp1
\ Tc5 

y azul en X-gal se proced ió a 

purifica.r el p\ásmido para caracterizarlo con digestiones de Bam Hl, 

Eco Rl y Pst l. 

El resultado de este experimento es mostrado en la foto 7 .6 en 

donde se observa que la dige;tión con Bam Hl nos ua tres bandas de 

aproximadamente 7 .0 Kb <veh!culoJ, de 3 . 7 y 2.5 Kb <inserto), la 

digestión con Eco Rl da cuatro bandas de 7 . 7, 2.4, 2.1 y 0.9 ba ndas y 

la dige~.t ión con Pst 1 da 3.1 3.0, 2.1 , 1.3 .9 Kb siendo estos los 

resultados esperados . A este plásmido se le llamó pKG2-A. 

Como la colonia aislada anteriormente no daba el fenotipo azul, 

no se caracterizó el plásmido , únicamente se le hizo un microensayo 

de . ADN sa digirió con Eco Rl, por ser ésta la digestión que nos 

muestra una diferen~ia mas clara de la orientación del inserto en el 

plá smido. El resultado fué que este plásmido s! tiene el inserto en 

or ient ac ión contraria al de l pKG2-A . La s ba ndas obtenidas del pH G2 -A 

con Eco Rl son de 7.7 , 2.4, 2. 17 y 0.9 Kb mientras que las obtenidas 

con el pHG2 -B son de 5 . 5 , 4 . 3 , 2 . 4 y .9 Kb. 
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A las 24 horas se observó gue habian crecido alrededor de 500

colonias en cada caia, sin embargo ninguna presentaba el fenotipo

azul, fue hasta las 48 horas que se notó una colonia azul en una cala

r en otra habia aproximadamente i2 colonias azules peeuenas

tsatelitesl.

A estas colonias no se les hizo ningun analisis profundo porgue

debido a la forma en gue aparecieron parecian mas bien contaminantes,

únicamente se purificaron r euardaron. La única colonia gue se aisló

r se verificó el fenotipo fue a la gue apareció sola, r como este fue

el fenotipo esperado Km'“, empnr Tcsr azul en X-gal se procedió a

purificar el plasmido Para caracierizarlo con digestiones de Bam HI,

Eco El Y Pst l.

El resultado de este experimento es mostrado en la foto 7.o en

donde se observa que la digestión con Bam Hi nos da tres bandas de

aproximadamente ?.0 Kb ivehiculol, de 3.? r 2.5 Kb iinsertol, la

digestión con Eco R1 da cuatro bandas de ?.?, 2.4, 2.1 y 0.9 bandas r

la digestión con Pst l da 3.1 3.G, 2.l, 1.3 r .9 Kb siendo estos los

resultados esperados. A este plasmido se le llamó pH62-ñ.

Como la colonia aislada anteriormente no daba el fenotipo azul,

no se caracterizó el plasmido, únicamente se le hizo un microensaro

de_ HDN r se digirió con Eco El, por ser esta la digestión que nos

muestra una diferencia mas clara de la orientación del inserto en el

plasmido. El resultado fue gue este plásmido si tiene el inserto en

orientación contraria al del pHG2~n. Las bandas obtenidas del pHG2-A

con Eco Rl son de ?.?. 2.4, 2.1? r U.” Kb mientras gue las obtenidas

con el pHG2-B son de 5.5. 4.3, 2.4 r -9 Kb.
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Cabe mencionar que la clona que contiene el pMG 2-B adquiere el 

fenotipo azul en X-gal después de varios dias de incubación. 

ªº 

Cabe mencionar gue la clona gue contiene el pHG2-H adquiere el

fenotipo azul en K-gal despues de varios dias de incubación.
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DISCUSION 

Como parte de un proyecto que tiene como objetivo la 

construcci ón de una cepa de JL fra9i 1 is sob re productora de 

~-galactosidasa a través de la ingenierta genéica, se construyó un 

plásmido el pttG 2, e l cual e~ta constituído por el YIP 5 <un 

plásmido integrativo de levadura>, el gen neo del Tn5 y el gen LAC 4 

( f i gm· a 8. lJ . 

En el diseno del plásmido se eligió un plásmido lntegralivo 

porque la segregaci ón de esta clase de plásmldos en un medio no 

selectivo es menor al 1 % por generac ión, en cambio los Plásmidos 

c it oplasmáticos se segregan a una velocidad mayor (al 1 % por 

gener ación) . Esta caracter l stica e s importante para procesos 

fermentativos, en donde adicionar la presión selectiva al medio de 

cultivo representa un gasto fuerte . 

Al Ylp 5 además de clonarle el gen L/\C 4 de _K_. lacl is se le 

clonó el gen neo del Tn 5, porque no se llene una cepa auxólYof a en 

UR/\ 3 y por lo l. anto el marcador del Ylp 5 (gen UR/\ 3l no puede ser 

usado. El hecho de que el gen neo de resistenc ia a las bacterias 

hacia la Km y a las levaduras hacia el 6416 lo hace propicio para ser 

usado como un marcador . 

La clonación del gen neo se hizo entre los sitios Hind 111 I 

Bam Hl del Ylp 5. Se decidió extraer este gen con dichas enzimas 

poYque fué una forma de reducir el tamano del fragmento a clonar, 

además de que el fragmento contiene el gen ble íntegro junto al gen 

neo el gen bl e puede ser usado como marcador en la transformación 
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DISCUEIÚH

Como parte de un proyecto gue tiene como obletivo la

construcción de una cepa de _§; fragilis sobreproductora de

Q-galactosidasa a traves de la ingenieria genelca. se construyó un

plasmido el pflü 2, el cual esta constituido por el Tip 5 tun

plasmido integrativo de levadura), el gen neo del Tn5 y el gen LAE 4

(figura 3.1:.

En el diseno del plasmido se eligió un plasmido iniegrativo

porgue ia segresacion de esta clase de plasmidos en un medio no

selectivo es menor al l K por generación, en cambio los plasmidos

citoplasmaiicos se segregan a una velocidad mayor tal l K por

generaciónl. Esta caracteristica es importante para procesos

fermentativos, en donde adicionar la presión selectiva al medio de

cultivo representa un gasto fuerte.

el ïlp 5 ademas de clonarle el gen Lnfl 4 de _§, lactis se le

clonó el gen neo del Tn 5, porque no se tiene una cepa auxótrofa en

URA 3 y por lo tanto el marcador del Ylp 5 tgen Uña 31 no puede ser

usado. El hecho de gue el gen neo de resistencia a las bacterias
-x

hacia la Km y a las levaduras hacia el 6418 lo hace propicio para ser

usado como un marcador.

La clonación del gen neo se hizo entre los sitios Hind lll I

Bam Hi del ïlp 5. Se decidió extraer este gen con dichas enzimas

porque fue una forma de reducir el tamano del fragmento a clonar,

ademas de gue el fragmento contiene el gen ble integro Junto al gen

neo y el gen bie puede ser usado como marcador en la transformacion

al
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de células eucariotes. 

La primera estrategia planteada para la extracción del pK16 fué 

con una digestión parcial del pK16 con Eco RI. El hecho de no haber 

logrado la clonación del fragmento LAC 4 como fragmento Eco RI se 

puede explicar si comparamos y analizamos los mapas reportados por 

Dickson R. C. <1980J, y por Breuning C. P.~- !.!.-<1984J. 

En el mapa reportado por Dickson R. C. (figura 5.4) sólo 

existen cuatro sitios de Eco Rl, por lo que una digestión parcial de 

dicho plásmldo con esta enzima nos darla 13 posibles bandas 

<incluyendo el plásmido linealJ de las cuales la de 6.2 Kb es la que 

contiene el gen LAC 4. Esta banda es la banda inmediata super ior de 

la que corresponde al p8R322 lineal de aqu(, que se pensa~á en su 

fácil aislamiento. 

En el mapa reportado por Breuning C. P. 1984 (figura 6.1) 

existen 6 sitios de Eco R1 y ésto da como resultado que en una 

digestión parcial del pK16 con Eco Rl, el número de bandas aumente el 

doble (27J , ademas de que las bandas que contienen el gen LAC 4 (7.0 

y 7.3) se encuentran en medio de un grupo de bandas de lamano similar 

que eslan conslil~!das por el p8R322 y la mayor parle del gen LAC 

4. Estas bandas dan pruebas falsas de la trasformación <azúl en 

X-gal> ya que la mayor parle del gen LAC 4 está clonado, además de 

que por tener el p8R322 los posibles plásmidos formados son altamente 

inestables por sus secuencias repetidas (recuerdese que el Ylp 5 es 

un pBR322 que tiene clonado el gen URA 3J. 

Como la primera estrategia para aislar el gen LAC 4 fue apoyada 

en el mapa de Dickson R. C., la banda que se estaba aislando no era 
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de celulas eucariotes.

La primera estrategia planteada para la extracción del PKI6 fue

con una digestión parcial del pklo con Eco R1. El hecho de no haber

logrado la clonacion del fragmento Let 4 como fragmento Eco R1 se

puede explicar si comparamos r analiaamos los mapas reportados por

Dickson R. E. il9BOJ. F Por Breunine C. P. gt. al,il984J.

En el mapa reportado por Dickson R. C. ifigura 5.4) solo

existen cuatro sitios de Eco El, Por lo que una digestidn Parcial de

dicho plasmido con esta enaima nos daria [3 posibles bandas

iinclurendo el plåsmido lineal! de las cuales la de 6.2 Kb es la eue

contiene el gen LAC 4. Esta banda es la banda inmediata superior de

la que corresponde al pBR322 lineal de aquí, que se pensara en su

fácil aislamiento.

En el mapa reportado por Breuning C. P. 1984 ifigura 6.11

existen 6 sitios de Eco R1 y esto da como resultado que en una

digestión parcial del PKI6 con Eco R1, el número de bandas aumente el

doble i2?J, ademas de que las bandas que contienen el gen Let 4 t?.ü

y ?.3l se encuentran en medio de un grupo de bandas de tamaño similar

eue estan constituidas Por el PBR322 r la maïor Parte del een LBC

4. Estas bandas dan pruebas falsas de la trasformacidn iaaút en

I-gali ya que la mayor parte del gen Làü 4 esta clonado, ademas de

que por tener el pBR322 los posibles plasmidos formados son altamente

inestables por sus secuencias repetidas irecuerdese que el ïlp 5 es

un pB2322 que tiene clonado el gen URA 3).

Como la primera estrategia para aislar el gen LAC 4 fue apoyada

en el mapa de Uickson R. C., la banda que se estaba aislando no era

JI.
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Figura 8.2. pK16. Mapa de: restricci6n del ADN de K. lactis (IAC 4) 

que está clonado en el pBR322 (Breuing K. D. tl_. ilJ., -

1984). 

J4 

E Ep8R322 
Amp 

0 .3 

n
-ua -m -rn -m

:x: cnP§ÉšÉ_2_'E .
T” Las 4

_ g en
-dÍÍ_ J

í'-I_I_ïI-I-I-_--I-_-II'ïI"I'_'-I-'1'|'-I-'

.F'
UI

N

se'-I.:le
@-L-P

¡nl

IN

Fil.- N
N -J

!"'-' UI

."'.-O
_' ro

oi
41

2""
' _*-D |-±I -'_.

..__L_....._

0.9 ¡ 3.6 "p _|_t.|I____ fi_-3¬____,r __L_ T__ _
I 3--2 I 1-Jul

¡o.a¡ of | e.o ¡ ee

Eoofll
Ckfl
BomHl
lflndmi
Kpnl
Sell
Psil
Xbot
He! 11 -
Bgtfl
Acc!
Axel
Hpol
Sphl

.uiEJ"
Ii'

|_.ï|'.

_* _ I .._¬_. _ __-

-9 . :_...i . _..L4_______|_ me | of ¡
__4_,§__r _ | 1.1 | 0.5 _'
¿B _; la . .L5 193

49 __ _ __'

3 B | El I1 .
1 _ T T-' _

L______J
U' liib

Figura 8.2. pl-älfi. Mapa de restricción del A114 de K. lactis (LAC 4]
que está clonado en el pBR322 (Breuing K. D. QE.- BL '

1984] .

E EpBR322
_ I i I 1... ..---

A ¡TI



la deseada, por lo que no se obtuvo el plásmido deseado. 

Con estos experimentos sólo se obtuvo una colonia con el 

fenotipo de Km~, Amp
1

, Tc5 y azul en X-gal. Aunque este fenotipo era 

muy similar al esperado, la cepa no contenía el plásmido deseado. Al 

parecer parte del ADN clonado se integró al genoma d~ ~· coli ya que 

no se logró purificar el plásmido, sin embargo hacen falta otras 

pruebas más contundentes para confirmar esta hipótesis. 

La clonación del gen LAC 4 en el pKG 1, se logró obtener cuando 

se aisló dicho gen con una digestión parcial de Bam Hl del pK16. El 

resultado de este experimento nos dió dos plásmidos que difieren en 

la orientación del segmento clonado. En el plásmido pKG2-A se tiene 

insertado gen LAC 4 de tal forma que su transcripción es en la misma 

dirección que el gen URA 3 y el gen de Te en el pHG2-B la 

orientación es inversa. En este último plásmido la resistencia a Te 

es recuperada debido a que el segmento Hind IlI I Bam Ht que se le 

había deleccionado al Ylp 5 para la clonación del gen neo, ahora es 

proporcionado por el fragmento de ADN que lleva el gen LAC 4 y en el 

pKG2-B el fragmento está clonado de la forma apropiada . 

PERSPECTIVAS 

El siguiente paso para la construcción de la cepa 

sobreproductora de ~-galactosidasa es la tr ansformnacoón de K_. 

fr agi lis de acuerdo con la estrategia planteada . Para efectuar este 

paso es necesario determinar la concentración letal del G418 para 

nuestra cepa y establecer las condiciones de tra nsformación. 

Una vez realizado este paso se puede intentar incrementar la 

la deseada. por lo gue no se obtuvo el plasmido deseado.

Con estos experimentos sólo se obtuvo una colonia con el

fenotipo de Reg, úmps, Tcsx azul en I~gal. Aunque este fenotipo era

muy similar al esperado, la cepa no contenía el plasmido deseado. el

parecer parte del àflfl clonado se integró al genoma de §¿ coli ya que

no se logró purificar el plasmido, sin embargo hacen falta otras

pruebas mas contundentes para confirmar esta hipótesis.

La clonación del gen LQC 4 en el PHG I, se logró obtener cuando

se aislo dicho gen con una digestión parcial de Bam Hi del pKió. El

resultado de este experimento nos dió dos plasmidos gue difieren en

la orientación del segmento clonado. En el plásmido pHG2~e se tiene

insertado gen Let 4 de tal forma gue su transcripcion es en la misma

dirección nue el gen Uke 3 r el gen de Tc r en el pHG2-B la

orientación es inversa. En este último plasmido la resistencia a Tc

es recuperada debido a que el segmento Hind III I Bam Hi que se le

habia deleccionado al Tip 5 para la clonación del gen neo, ahora es

proporcionado por el fragmento de ADN que lleva el gen Let 4 r en el

pHG2-B el fragmento esta clonado de la forma apropiada.

PERSPECTIUHS

El siguiente paso para la construccion de la cepa

sobreproductora de Qrgalactosidasa es ia transformnacoon de §:

fragilis de acuerdo con la estrategia planteada. Para efectuar este

paso es necesario determinar la concentracion letal del E418 para

nuestra cepa r establecer las condiciones de transformacion.

Una vea reaiiaado este paso se puede intentar incrementar ia
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eficiencia de trans formación cortando dentro del ADN de K. lac tis o 

del gen URA 3 o bién deletando una pequena parte de éstos genes. 

Debido a que el gen LAC 4 está c lonado junto al gen neo, se puede 

intentar aumentar la producción enzimática por amplificación génica , 

es decir aumentar el número de copias del qen aumentando 

considerablemente la presión se lec ti va en el inóculo, 

iconcentraciones de G418 muy elevadas ) de tal forma que crezcan 

unicamente aquellas células que tengan el gen neo varias veces 

clonado <Val le F . 1987 l, Otra posibi 1 idad es hacer un banco de K_. 

tr aq i lis (para tener secuencias homólogas que faciliten la 

integración) y seleccionar aquellas clor.as que tengan una mayor 

ac t i v idad enzimática y sean mas es t ables. 

Si esta estrategia no fun c ionara se puede clonar le a! LÁ C 4 un 

promotor fuerte de levadura, sin embar go existe la posibilidad de que 

si se usa uno de2. ce rev isiae este no funcione de la misma manera 

que en su huésped orig inal. 

Otra de las estrategias para obtener la cepa sobreproductora de 

~-galac t osi dasa serla c ambian do de hués ped es decir usar .s... 
cerevisiae en lugar de!,,_ fragilis . Esta estrategia está fuertemente 

ap oyada porque es en esta levadura en donde el sistema de 

tr ansformació n esta meJor desarrollado además de que e ~1ste n . ~ri os 

trabaJos en donde se repor ta que el gen LAC 4 e incluso el gen de la 

per measa se pueden expresar. 

Si se sigue esta estrategia en e l labor at orio, el ge n LA C 4 se 

puede usa r como rastreador del gen que codifi ca para l a permeasa. 

Sreekdshna K. &. Dickson R. C. <1985J, reportan que el ge n de l a 

perme asa se encuentra e ntre 2 a 8 Kb arriba del gen LAC 4 . 
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eficiencia de transformacion cortando dentro del eDN de E. lactis o

del gen URH 3 o bien deletando una peguefla parte de estos genes.

Debido a gue el gen Let 4 esta clonado Junto al gen neo, se puede

intentar aumentar la produccion enzimática por amplificación genica.

es decir aumentar el número de copias del gen aumentando

considerablemente la presión selectiva en el inóculo,

iconcentraciones de G4i8 mur elevadas) de tal forma nue crezcan

unicamente aquellas celulas gue tengan el gen neo varias veces

clonado iflatle F. l98?i.fltra posibilidad es hacer un banco de Kg

fragilig (para tener secuencias homólogas que faciliten la

integracion) r seleccionar anuelias cionas gue tengan una mayor

actividad enzimática r sean mas estables.

Si esta estrategia no funcionara se puede clonarle al Let 4 un

promotor fuerte de levadura, sin embargo existe la posibilidad de gue

si se usa uno de S. cerevisiae este no funcione de ia misma manera

gue en su huésped original.

Utra de las estrategias para obtener la cepa sobreproductora de

ü-galactosidasa seria cambiando de huesped es decir usar 5,

cerevisiae en lugar de §¿ fragilis. Esta estrategia esta fuertemente

aporada porque es en esta levadura en donde el sistema de

transformacion esta meior desarrollado ademas de nue existen varios

trabaios en donde se reporta gue el gen Let 4 e incluso el gen de la

permeasa se pueden expresar.

Si se sigue esta estrategia en el laboratorio, el gen Let 4 se

puede usar como rastreador del gen que codifica para la permeasa.

Sreekrishna K. L. Dickson R. t. (19851, reportan que el gen de la

permeasa se encuentra entre 2 a 8 Hb arriba del een Let 4.
1.
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A pesar de los adelantos y exitos que ha tenido la ingeniería 

genética en la construcción de cepas sobreproductoras de algún 

metábolito , todavía existen una serie de problemas que resolver como 

establecer mecanismos para mantener estables el gen clonado y buscar 

condiciones óptimas de crecimiento para la producción de la enzima . 

u7 

n pesar de los adelantos x exitos gue ha tenido la ingenieria

genetica en la construccion de cepas sobreproductoras de algún
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