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RESUMEN

Con el obletivo de construir una cepa sobreproductora de

%-g9alactosidasa de K.

fragilis se construyd un plidsmido (pHG 2), el
cual se caracteriza por estar constitufdo por el YIp 5, el gen neo

del Tn S y el gen LAC 4 de K. lactis.

El YIp S es un plismido integrativo de levadura constituido del
pBR322 (un pldsmido bacterial) y el gen URA 3, el cual codifica para
una enzima de la via biosintética del uracilo. A este plismido se le
clond el gen neo porque no se tiene una cepa auxdtrofa 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 kanamicina (Km) y a las

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

La clonacién del fragmento de ADN que contiene el gen neo (1.8
Kb, se hizo entre los sitios Hind IIl / Bam H1 del YIp S5 (pHG 1). La
clonacién del gen LAC 4 6.2 (Kb), gen estructural de la

R-g9alactosidasa de K. lactis se hizo en el sitio Bam H! del pldsmido
PHG 1.



INTRODUCCION

En 1973 con el descubrimiento de las enzimas de restriccidén se
inicia una etapa en el desarrollo de la biologia molecular: nace la

Ingenierfa Genética.

Las técnicas de ADN Recombinante (nombre que también se le da a
la ingenieria genética) consisten en la unidén covalente in vitro de
un fragmento ADN de origen diverso con el ADN de un vehiculo
molecular capaz de replicarse autdénomamente o de integrarse al

cromosoma cuando se introduce a un huésped.

La principal contribucién de 1la ingenierfa genética a la
biologfa molecular es el aislamiento y el andlisis estructural
detallado de wun gran numero de genes con lo cual se ha logrado un
gran avance en el entendimiento de la organizacién, regulacién y
expresion  genética tanto de procariotes como de eucariotes.

(Churchward G. y Chandler H. 1985).

La ingenieria genética es wuna herramienta util para la
adquisicién de informacién basica pero ademds tiene un gran potencial
industrial debido a que puede lograr el meioramiento genético de
cepas que producen algun metabolito por fermentacién, incluso puede

disefar cepas que hagan nuevos metdbolitos (Hopwoood D. A. 1981).

En E. coli, por eijemplo se ha logrado la produccién de varias
protefnas extranas a la bacteria. Estos compuestos van desde
enzimas wutiles a la biologfa molecular como la ligasa de ADN, la

endonucleasa Pst 1, hasta proteinas con aplicaciones terapeuticas



como es el caso de hormonas humanas, {nmunoglobulinas, enzimas
involucradas en la coagulacién sanguifnea y en la produccidén de

antfgenos de virus, bacterias y pardsitos.

Una de las proteifnas de interés actual es laQ-galactosidasa
(lactasa) tanto de hongos como de levaduras, la cual se utiliza para
la hidrélisis de la lactosa en la leche y en subproductos de leche,
principalmente suero. Las razones de este 1interés son bdsicamente

nutricionales e industriales.

Se sabe que la leche (por su alto contenido de lactosa; 4.8 %)
no puede ser consumida por cierto grupo de personas debido a que les
ocasiona trastornos digestivos. Esto es consecuencia de que no
sintetizanf-galactosidasa, enzima intestinal que hidroliza la lactosa
en sus mondmeros glucosa y 9galactosa para que éstos puedan ser

asimilados.

Por otra parte, en el &rea industrial los problemas ocasionados
por la lactosa estdén relacionados a la utilizacién del suero de leche

y a la manufactura de productos de leche.

El suero de leche normalmente es un subproducto en la
manufactura de quesos que se desperdicia. En Héxico por eiemplo, se
producen alrededor de un millén de toneladas de suero al ano, que al
vertirse a las caflerfas provoca graves problemas de contaminacién por
su alto valor de DBO. (Castillo R. E. 1986). El principal obsticulo

de su utilizacidén es el contenido relativamente alto de lactosa (4-5

%) comparado al de protefna (.6 a .8 %).

En la manufactura de productos lacteos concentrados, el

principal problema es la cristalizacién de la lactosa, lo cual le da
2



una textura desagradable a dichos productos. La cristalizacién se

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

Existen varios métodos fisicos, quimicos y biolégicos para
reducir el contenido de lactosa en leche y productos de leche, uno de
los mis prometedores es la hidrélisis enzimdtica (Gekas V. &

Lopez-Leiva H. 1985).

Con la hidrélisis 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 reduccién de
la arenosidad de helados y olros productos, puesto que se prevee la

cristalizacién de la lactosa.

Actualmente en el Depto. de Biotecnologia del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologfa se esta trabajando en la
elaboracién de un catalizador con la enzima &-galaclosidasa de K.
fragilis. EL obJjetivo 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
elaboracidn del producto como: la utilizacién de células completas de
levadura secas y permeabilizadas con actividad deb-galactosidasa, la
utilizacién de un extracto enzimitico semipurificado y la utilizacién
de células inmovilizadas en acetato de celulosa. Independientemente
del mecanismo que lleve al objetivo, existen clertos pardmetros y/o

procesos que son fundamentales para el éxito del proyecto.

Uno de estos procesos es la obtencién de una gran cantidad de
células para hacer el catalizador, es decir la obtencién de biomasa.
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Para cubrir este punto es necesario que las condiciones de
fermentacion (pH, temperatura, composicion del medio y otras) sean
las o6ptimas. Sin embargo no basta con obtener una gran biomasa sino

que ademds las células produzcan una buena cantidad de enzima.

La forma en que este trabaijo contempla apoyar al proyecto es
iniciando nuevos estudios, cuyo obietivo general es la obtencidn de
una cepa sobreproductora def-galactosidasa por medio de la ingenierfa

genética.

El primer paso para lograr este objetivo es disefar y construilr
el plismido con el cual se va a transformar la cepa de levadura de
nuestro interés: K. fragilis, obieto de estudio del presente trabaio

de tesis.

Una segunda parte del proyecto sera la transformacidn de K.

fragilis y la caracterizacién de las transformantes que

sobreprcoduzcan la enzima.

En la seccién siguiente se dd un resumen de las principales
técnicas de ingenierfa genética con el obijetivo de que el lector
tenga una idea general de la misma, seguido de un panorama del estado
actual de la ingenierfa genética en §. cerevisiae, porque es la
levadura en donde se ha desarrollado mas, para posteriormente abordar
temas mds enfocados a la presente tesis como son: el estado actual de
la transformacién en Kluyveromyces, conocimientos genéticos
relacionados a la asimilacidén de lactosa y algunas transformaciones

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

de K. lactis (gen LAC 4).



Con estas herramientas se plantea el proyecto de: “"Construccién
de wuna cepa sobreproductora de Y-galactosidasa® y se analizan sus
posibles ventajas y desventaias en cuanto a la estrategia tomada. Por
dltimo se presenta el diseno experimental para 1la construccién del

plasmido.



METODOLOGIAS DE LA INGENIERIA GENETICA

Las metodologfas que requiere la ingenierfa genética para lograr

su objetivo estan orientadas a: (figura 2.1)

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

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

2.3.- La construccién de vehiculos moleculares.

2.4.- La introduccién de la molécula hibrida hacia el hdesped

deseado.

2.5.- La deteccidén y caracterizacidén del fragmento clonado.

2.1.- GENERACION DE FRAGHENTO0S DE ADN.

El primer paso en la oblencién de un gen es la separacion de
éste del resto del genoma. La fragmentacidén del ADN con endonucleasas
de restriccién, la sintesis de cADN apartir de un mARN utilizande 1la
enzima transcriptasa inversa, la sintesis quimica de ADN y los
fragmentacion mecdnica son métodos con los cuales se puede realizar

este paso.

La eleccion del método a wutilizar depende en gran parte del
obietivo del trabaio, por eiemplo el cADN es adecuado para aislar
genes de eucariotes porque a menudo estos tienen intrones los cuales
impiden su expresidn en bacterias, por lo tanto no es posible un
aislamiento directo de dichos genes. El ADN sintetizado quimicamente
es usado en el aislamientu de genes especificos en la mutagénesis

&



Fragmentos Endonucleasas Mecdnicamente Sintesis Sintesis
de ADN de restriccién de cADN quimica

Unidn de Extremos Extremos Extremos Linkers
vectores homopoliméricos cohesivos rasos

-~

L/

Introduccidn Transfeccidn Transformacidn Empacamiento in vitro
hacia 1la hacia la cabeza del -
élula huésped fago; trdnsduccién con

fago o c8mido.
- § -,
A
== e, ]
Genetica Inmunoquimica Hibridizacién de

acidos nucleicos

Figura 2.1. Esquema que muestra las diferentes metodologfas involucradas
en la ingenierfa genética (0ld R. W. & Primiose S. B. 1982).



sitio especifica, en la construccién de genes de dificil aislamiento,

etc. (Lomeli B. H. 1984)

Pero la forma mds comin de generar los fragmentos de ADN es por
medio de endonucleasas de restriccién. Estas enzimas se caracterizan
porque reconocen diferentes secuencias de 4, 5 & 6 pares de bases y
cortan al azar después de dicha secuencia (enzimas de tipo [) o bién
dentro de la secuencia formando extremos definidos (enzimas del tipo

I1) (figura 2.2).

Una caracterfstica 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 37. En
base a la forma que corte la enzima con respecto al eje de simetria
de la secuencia palindrome se obtienen fraagmentos cohesivos 57, 3° o

extremos rasos (figura 2.3) (Maniatis T. et. al. 1982).

2.2.- ENLACE COVALENTE DE FRAGMENTOS DE ADN.

En la construccién de moléculas recombinantes, un  paso
importante es 1la wunidén 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 ligasa del fago T4 o de E. coli, las
cuales forman un enlace fosfodiester entre los extremos 5° fosfato y
3° hidroxilo. Los fragmentos de ADN que tienen extremos rasurados

sélo pueden ser unidos con la ADN ligasa de T4.

Un procedimiento muy vers&til para unir fragmentos con extremos
rasurados es emplear un conector sintétizado quimicamente. La wunién
de dos fragmentos de ADN por medio de dicho conector crea sitios para

enzimas de vrestriccién a cada lado del ADN extrano facilitando que



Tetranuclebtido Pentanuclebtido Hexanuclebtido

Alul AGCT Eco RII ‘CC(?)GG Aval CéPiCGPuG
HaellII GG*CC Baml G4 GATCC
Ahal GCG*C BglI1  A®GATCT
Hpall c*CGG all TGG¥CCA
ol $GATC FcoRI  GYAATTC
Taql TYCGA Hphl GGTGA-8p.b. HindIII A%AGCTT
gﬁ§11 GAAGA - 8p.b. gﬁgr GTT YAAC
stl CTGCAYG
Hinfl  GPANTC Xmal C¥CCGGG
Dpnl  4GATC Hael  (H)ae¥cc(})
cuando esti
modificado HaeIl  PuGCGC*Pi

HincII GTPi¢PuAC

Figura 2.2. Lndonucleasas especificas y las secuencias que reconocen
(Roberts, R. 1976) .
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seglin la forma de corte (Lameli Buyoli H. M. -

1984) .



dicha molécula pueda ser cortada y recuperada después de la clonacién

y amplificacién del gen deseado.

Los ADN recombinantes también pueden ser construfdos in vitro
usando la enzima terminal deoxinucleotidil transferasa. Esta enzima
adiciona repetidamente nucleétidos al extremo 3-0H, formando extremos
homopoliméricos cuando se incuban con un solo deoxinucledlido
trifosfato. De esta forma extremos de residuos deoxiadenilato y
deoxitimidilato (alternativamente deoxiguanocina y deoxicitocina) son
adicionados a los ADNs que se desean unir covalentemente. Las dos
moléculas diferentes pueden entonces ser anilladas y selladas
covalentemente por la accién de exonucleasa [II, ADN polimerasa 1 vy
ADN ligasa o simplemente anillada e introducida directamente a la
bacteria. Debido a que la molécula vector no puede reformar wun
circulo sin la presencia del fragmento del ADN extrafio con extremos
homopol iméricos complementarios, este procedimiento da una produccién
alta de circulos de ADN recombinante in vitro. Una desventala de esta
técnica es que una vez que un gen ha sido clonado, no puede ser
separada directamente para la transferencia a otro vector (0ld R. W.

& Primiose S. B. 1982).

2.3.- CONSTRUCCION DE VEHICULOS MOLECULARES.

La eleccidén del vector es una consideracidn importante en las
estrategias del diseno experimental para clonacién. Existe una gran
variedad de vectores disponibles con diferentes caracteristicas pero
en general los vectores de clonacién deben ser replicones auténomos
relativamente pequenos, estar bién caracterizados fisica ¥
genéticamente, llevar un marcador genético facilmente seleccionable y
ser facilmente purificados en grandes cantidades. Como

11



caracter{sticas adicionales deseables pero no necesarias podemos
mencionar la presencia de sitios unicos de restriccion, la
disponibilidad de un medio  para identificar las maléculas
recombinantes y la presencia de promotores asociados adecuados con el
vector en casos donde el promotor enddgeno no es reconocido por el

huésped o donde ha sido separado del gen clonado.

Los plasmidos y los fagos son las clases de moléculas vector que
han sido usadas como vehfculos para el aislamiento y expresién de

genes.

Los plésmidos son elementos genéticos extracromosomales que
normalmente existen como moléculas de ADN circular y que confieren
alauna caractertistica especial a su huésped. La resistencia a un
antibiotico, a melales pesados, la produccién de un antibidtico, de
enterotoxinas, de dcido sulfhidrico, de bacteriocina son algunos

esemplos de las caracteristicas que puede conferir un plasmido.

Los pldsmidos mis ampliamente usados en E. coli son derivados de

plasmidos pequenos, mullicopia como: pHB9, pI1SA y Col El, pero
tambi1en son usados los plasmidos de control restringido (baJo numero
de copias) como el p3C 101. Esta ultima clase de plasmidos son utiles
en el caso donde el producto del gen deseado es periudicial para la

célula huésped.

Los fagos son elementos genéticos constitufdos por un nucleo de
ADN o ARN (dpendiendo de la clase de fago, y por wuna cubilerta de
proteinas, en algunas ocasiones también presenta una cola, son
incapaces de replicarse autédnomamente por lo que infectan a células
para poderse perpetuar. Denlro de los fagos mids ampliamente usados

12



como vehiculos moleculares encontramos aAy sus derivados,

La utilizacion de los fagos como vehiculos moleculares resulta
atractiva porque se pueden clonar fragmentos grandes de ADN, ademas
las particulas del fago reconslituidas pueden ser preparadas
eficientemente in  vitro y una vez formadas las moléculas
recombinantes, estas pueden ser propagadas eficientemente in vitro

(Churchward G. y Chandler H. 1985).

Los wvectores de insercién y los vectores de reemplazo son las
dos clases de vectores que se han desarrollado con los fagos. Los
primeros llevan wuna delecién en el genoma del fago permitiendo la
insercidn de ADN extrafio en wun sitio dnico de restriccién sin
concomitante eliminacién del ADN del fago, mientras que en los de
reemplazo una regidén no esencial del genoma del fago puede ser

reemplazada por el ADN extrafio (Churchward G. y Chandler M. 1985).

2.4.- INTRODUCCION DE LA MOLECULA HIBRIDA AL HUESPED DESEADG.

Después de la ligacién, las moléculas hibridas deben de ser
purificadas de la mezcla de ligacion y propagadas. Esto se loagra
introduciendo el ADN ligado hacia un huésped adecuado. Debido a que
la introduccidén y el mantenimiento de una molécula determinada en wn
huésped requiere que ésta sea capaz de replicarse, unicamente

aquellas moléculas que contienen el vector pueden ser aisladas.

La forma de introducir el ADN ligado hacia un huésped puede ser
utilizando los mecanismos naturales de intercambio genético (de
bacteri1as) es decir por transformacidén y transduccién o bién por
empacamiento in vitro del ADN hacia virus maduros para posteriormente

infectar a la célula huédsped (Churchward G. y Chandler H. 1985).
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La transformacién es un fendmeno que ocurre naturalmente, es
decir no es fendmeno restringido al laboratorio. La liberacién de
fragmentos de ADN que acompafia la muerte y lisis de una célula, d4
una fuente de material genético para la recombinacién durante el
crecimiento de microorganismos en el medio ambienle natural. Este
fenémenc ha sido observado en una gran variedad de bacterias como

Streptococus pneumoniae, Bacilus subtilis, B. stearothermophilus,

Haemophilus {nfluenzae y inet cter sp. (Rodrfguez R. L. y Tart R.

C. 1983).

Una gran variedad de protocolos han sido desarrollados para
inducir la transformacidén en microorganismos que no la experimentan
naturalmente pero que tienen .importanc{a genética., El mecanismo
general consiste en formar protoplastos del hudsped deseado para
después mezclarlos con el ADN deseado y que se efectué la

transformacidn.

El método para formar los protoplastos asi como los métodos para
fomentar la incorporacidén del ADN wvarfan dependiendo del tipo de
microorganismc usado, asi por ejemplo para bacterias Gram negativas
el mélodo para formar protoplastos es utilizando cloruro de calcio.
En levaduras el acetato de litio y el cloruro de cesio tienen wun
papel similar al del cloruro de calcio en bacterias. En cambio para
bacterias gram positivas, hongos y plantas los protoplastes o
esferoplastos son formados con enzimas tales como lisozima, zimolasa

o helicasa.

La produccién de transformantes de E. coli es incrementada con

un pulso corto de calor, en ciertos casos la adicién de cloruro de
rubidio tiene el mismo efecto. Para bacterias Gram positivas, hongos
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y plantas la exposicidn de las células a PEG promueve la toma del
ADN, de aqui que el Ltiempo de exposicién, concentracidn y peso
molecular del PEG sean criticos para oeptimizar las frecuencias de
transformacidén (o transfeccien) (Hopwood D. 4. 1981). Para las
células de téiido de mam{fero el Dextran-DEAE estimula la toma del

ADN (Churchward G. y Chandler K. 1985).

Un método alternativo para introducir ADN extrano hacia células,
ha sido desarrollade en base a la capacidad de un bacteriéfago para
inyectar eficientemente ADN  hacia wuna célula bacterial. Los
precursores de la cabeza del fago son llenados con el ADN extrafio vy
convertidos a cabezas de fago funcionales. Estas particulas son
entonces capaces de inyectar su contenido a través de los sitios
receplores sobre la bacleria receplora con alta eficlencia (Rodriguez

R. L. & Tart R. C. 1983).

El procedimiento para introducir ADN extrafoc a un huédsped por
empacamiento in vitro estd fundamentado en el wusos de cdédsmidos vy
vehiculos basados sobre el bacleriéfago. Este procedimiento consiste
en cubrir el ADN reccmbinante con la cubierta del fago, permitiendo
introducirse hacia la bacteria huésped por el proceso normal de
infeccion del fago. Fara esto el ADN recombinante ¢3 mezclado con una

concentracidn alta de precursores de cabeza de fago y colas de faga.

2.5.- DETECCION Y CARACTERTZACION DEL GEN CLONADO.

La detecciédn y caracterizacién de la molédcula hibrida en la
poblacién de células transformadas o transfectadas es la ultima etapa

a en realizar un experimento de clonacién.



Esta deteccidn puede ser realizada por selecclon o proyeccion de
los clones, ya sea por métodos fisicos, quimicos y/o biolégicos. La
forma mds simple de identificar una clona es por seleccion 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 complementacién a una auxotroffa o resistencla a un antibiético.

La deteccién inmunoquimica de clones que sintetizan una protefna
extrana es otro método util para casos donde el gen clonado se
expresa pero no confiere alguna propiedad selectiva a la célula

huésped.

Cuando la secuencla clonada no se expresa, la via mids adecuada
para aislar la clona de interés es por una prueba de hibridizacién

utilizando una sonda radiocactiva de ADN especifica.

La caracterizacion del ADN de la clona obtenida es adecuada para
confirmar que el ADN requerido ha sido verdaderamente clonado. El
paso inicial mas importante para la caracterizacidén es la obtencidn
de wun mapa de restricciéon del fragmento clonado, ésto d& las bases
para un andlisis posterior. El mapa puede ser obtenido cortando el
ADN con enzimas de »~ pares de bases (sitios de corte poco frecuentes)
para generar fragmentos relativamente grandes, y después cortar cada
subfragmento con enzimas de 4 pares de bases (sitios mds comunes). La
principal dificultad de este procedimiento es el error en determinar

exdctamente el tamafo de cada subfragmento.

El mapa de restriccién también puede ser suplementado por el uso
de la técnica de hibridizacién, en la cual los fragmentos del ADN

fraccionades sobre un gel de agarosa o acrilamida son
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desnaturalizados y transferidos directamente a wun filtro de
nitrocelulosa e hibridizados con fragmentos individuales marcados que

han sido generados por una segunda enzima de restriccién.

La aultima meta para la caracterizacién ffsica es obtener su
secuencia polinucleotidica, debido a que ésta d& informacién
indispensable acerca de la organizacién del gen relacionada a
posibles regiones control como operadores y seflales de terminacién e
inicio para la transcricidn y traduccién., También se obtiene la
posible secuencia de aminodcidos del producto génico, si es que este

es traducido a proteina.
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PANORAMA DE LA INGENIERIA GENETICA EN LEVADURAS

CARACTERISTICAS DEL SISTEMA DE TRANSFORMACION DE LEVADURAS:

Las estrategias para la clonacién y expresidn de segmentos de
ADN en” E. coli empleando pldsmidos o bacteriéfagos estan bién
establecidas y han sido wusadas 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 existen secuencias
involucradas en 1la regulacién 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 complementacién de una deficiencia
bacte(ial. Ademds de que no todos los genes eucariotes son expresados

eficientemente en un sistema bacteriano.

Sin duda estos problemas han influfdo enormemente en el
desarrollo de los sistemas de eucariotes modificados por 1la
ingenierfa genética. Dentro de los eucariotes, el organismo pilonero
en la expresién de genes fue S. cerevisiae y en la actualidad es uno

de los sistemas melor conocidos.
Las ventajas que presenta el trabajar con este sistema son:

- La levadura puede ser manipulada fécilmente (como los
procariotes) por el tamafic pequefio de su genoma (4 veces el de E.

coli) y su tiempo de generacidn corto.
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- En las levaduras se pueden usar las técnicas desarrolladas
para sistemas bacterianos por las similitudes bioquimicas vy

fisiolégicas que tiene ésta con respecto a las bacterias.

- La bioguimica y genédtica de levaduras ha sido estudiada
extensamente. Se han obtenido mutantes en diferentes requerimientos
nutricionales, cruzamiento, divisién celular, sensibilidad a

radiacién y otras caracter{sticas Gtiles y deseables.

- Se pueden estudiar fendmenos extremadamente complelos

especificos de eucariotes como: estructura de cromosomas, divisién

celular mitédtica y meidtica etc.

- Debido a que se mantienen en estado haploide o diploide, la
complementacién entre marcadores genéticos puede ser ficilmente
probada en cepas haploides que se entrecruzan, (cada una de las
cuales lleva un marcador), lo cual simplifica grandemente el andlisis

de enlace y recombinacién.

- Otra ventaia de usar la levadura como un huésped de clonaclién
es que la secrecién de sustancias sigue el mismo sistema general que
el involucrado en células animales. En los eucariotes superiores la
secrecidén involucra la participacién del compleio de Golgi, donde la
modificacién post-traducional ocurre. Aunque actualmente un aparato
de Golgi no ha sido detectado en levaduras, se han detectado
organelos de secrecién envueltos en membrana en mutantes de secrecidn

de protefnas de levaduras (0ld R. W. & Primiose S. B. 1982),

- Desde el punto de wvista comercial las levaduras también
presentan wventaja sobre las bacterias entéricas porque pueden ser
usadas como  un huésped para la produccién de proteinas
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farmacolégicamente importantes ya que no son patdgenas baJo ninguna
circunstancia conocida y por ser eucariotes probablemente podran
expresar mds eficientemente los genes eucariotes. (Hinnen A. et. al.

1978).

HISTORIA:

El inicio del desarrollo del sistema de transformacién de
levaduras comenzé con los estudios de Hinnen A. (1978). £l logré
obtener transformantes 1ncubando esferoplastos {obtenidos por
digestion enzimatica) con ADN, en la presencia de iones de calclo y
PEG seguido por la regeneracidn de los mismos en medio selectivo. El
plasmido que wusé Hinnen A. fue el pYeleu 10, el cual estd compuesto
por un un plasmido de E. coli (Col El) y por un segmento de ADN de
levadura (LEU 2). De esta manera los esferoplastos de una cepa
auxdtrofa estable eran transformados a protétrofos con una frecuencia
de 167, E1 analists de las transformantes obtenidas, indicé que 1la
transformacidén solo ocurria cuando el ADN se integraba a una regién

homéloga cromosdmica.

Por otro lado, en el mismo afo Begg J. D. (1978) construyd
plasmidos recombinantes que contienen el pldsmido de 2 um de levadura
(plasmido de funcidén desconocida, que ocurre naturalmente en §S.
ceravisiae), fragmentos de ADN nuclear y el vector pHB 9 de E. coli.

Estos plasmidos fueron capaces de replicarse tanto en E. coli como en

la levadura, ademis de que transformaron a las mismas a wuna

frecuencia mas alta.
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Pronto, otra forma de replicacién auténoma fue descubierta
cuando los genes de TRP 1 y ARG 4 fueron usados en experimentos de
transformacién. El andlisis del TRP 1 mostré que era una sola
secuencia de ADN vecina y no el gen TRP 1 en sf, el que conferfa al
pldsmido la propiedad de autoreplicarse. Actualmente  muchas
secuencias de replicacién (ARS) han sido establecidas (0ld R. U. &

Primiose S.B. 1982).

CLASES DE PLASHIDOS DE LEVADURAS:

Los pldsmidos de levadura generalmente presentan wun origen de
replicacién bacterial, sitios de restriccién que ocurren uno o dos
veces dentro del plasmido (lo cual facilita 1la clonacién de ADN
extrafio), marcadores de resistencia a un antibiético que pueden ser
seleccionados en E. coli y marcadores de auxotroffa como LEU 2, HIS
3, URA 3 y TRP 1 para la seleccidn de las células de levadura

transformadas.

La principal diferencia que existe entre las clases de plasmidos
estd relacionada a la forma en que se mantienen estos dentro de la

célula, y es en base a esta caracteristica que Botstein D. & Davies

R. U. ( 1982) los clasificaron en:

Ylp. (pldsmido integrativo de levadura): Estos plasmidos se
caracterizan porque no tienen un origen de replicacidn de levadura
por lo que sélo pueden estar dentro de la célula cuando se integran
hacia una regidn homéloga del cromosoma. La frecuencia de
transformacién es bada y las transformantes obtenidas son muy

estables en comparacién a las transformantes de YRp o YEp. La tasa de
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segreaacion normalmente es menor al | % por generacidn en un medio no

selectivo.

YEp. (plismido episomal de levadura): La principal diferencia de
ésta y las otras dos clases de pl&smido con ruspecto al Yie e« que se
mantienen dentro de la célula porque contiene ciertas secuencias de

ADN que les permite autoreplicarse en levadura.

La secuencia de ADN que le permite autoreplicarse al plasmido
episomal es un segmento del plasmido de 2 ym. Las ventalas que tiene
esta clase de plismido es que tienen wuna frecusncla alta de
transformacion (10 000 veces mayor que Ylp ), las transformantes son
relativamente estables (la segregacidn ocurre en aproximadamente un 1
% por generacidén en un medio no selectivo) y el nimero de coplas es

relativamente alto.

YRe. (pldsmido replicativo de levadura): Estos plasmidos son
mantenidos dentro de la célula porque contienen un ARS (secuencia de
replicacion  autdnomal, la cual ha sido aislada de plasmidos
endégeneos de levadura o del cromosoma de ésta. Ellos transforman a
la levadura eficientemente pero las transformantes son bastantes
inestables, la tasa de segregacidn es mayor de 1| % en medio no
selectivo. Los YRe tienen la wventaja de que ocaslonalemente se
integran a regiones homélogas ademds de que ofrecen una alta

frecuencia de transformacidn.

YCp. (pldsmido con centrémero): Plasmidos que se caracterizan
por contener ademds de una secuencia ARS, wun ADN centromérico
funcional. Esta secuencia estabiliza el numero de copias, limita la

replicacion y regulariza la segregacidn de los plasmidos.
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HARCADORES USADOS EN LEVADURA

Una caracterfstica importante de la transformacidén de levaduras
es que el mecanismo de seleccidn mds usado es por complementacidn a
alguna auxotroffa, mientras que en procariotes el mecanismo de

seleccidn es por resistencia a un antibidtico.

Esto es consecuencia de la falta de un antibidtico efectivo
contra eucariotes. Como eijemplo se puede citar el caso especifico de
levaduras, en el cual Hollenberg C. P. (1979) mostréd que §.
cerevisiae expresa el gen bacterial de resistencia a Amp, Km y Cm,
pero debido a que esta levadura es insensible a antibidticos
relacionados a la penicilina y es moderadamente sensible a Km y Cm
dichos antibidéticos no son utiles en la seleccién de las

transformantes de levadura

El hecho de que el G418, wun antibiético relacionado
estructuralmente a la gentamicina y kanamicina, tenga wuna actividad
inhibitoria hacia wuna gran variedad de procariotes y eucariotes, ha
abierto la posibilidad de desarrollar diferentes sistemas de
transformacién por seleccidén a la resistencia de dicho antibiético.
Hasta ahora existen varios trabaios de investigacidén enfocados a este
punto. Jimenez A. y Davies J. (1980) lograron establecer un sistema
de seleccidn para S. cerevisiae, ya que mostraron que dicha levadura
podia expresar el gen neo de TnS (gen que da resistencia a las
levaduras hacia el G418 y a las bacterias hacia Km), ademds de que

mostraron su sensibilidad hacia el G418.

El uso de este sistema de seleccidn se propagd rapidamente hacia
otras células eucartotes como cdlulas L de raton (Santerra F. R. et
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al, 1984) y otras lineas celulares de mamiferos como roedores, simios

e incluso humanos (Colbere-Garapin F. et. al. 1981).

APLICACIONES DE LA TRANSFORMACION.

La ingenierfa genética de levaduras ha proporcionado nuevas
herramientas para el andlisis genético detallado de las mismas. En
base a las caracterfsticas presentadas por los diferentes sistemas de
transformacién se han planteado metodologfas experimentales que
favorecen la manipulacién especifica del genoma del huésped. Como
eiemplo de estas metodologfas podemos citar a la expulsidén y
sustitucion de genes mutantes y la inactivacién insercional de un

gen.
Expulsién y sustitucién de genes mutantes en levadura:

La expulsién es wusada para analizar los cambios que ha
experimentado la secuencia del ADN de un gen mutado por métodos
cldsicos. El método se caracteriza por ser rdpido y exacto y por
esquivar la 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 sustitucion permite que una sola copia de un gen (previamente
modificado) sea integrado hacia el genoma de levadura en su
localizacién cromosomal, remplazando completamente la copia de la
cepa silvestre. Esto d& una situacion ideal para observar in vivo los
efectos de la alteracidédn (in vitro) de las secuencias de ADN (figura

3.2,
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Pldsmido donador

LLEA X A56 cromosoma de levadura
abcd
123 avco ABco ,456 plgsmido integrado
u* 1
—— o —_—
copian copiaz

sitio 1 sitio 3sitio 4 sitio 2

Figura 3.1. Expulsifn de un segmento de ADN del cramosama. Un pldsmido que
contiene una determinada secuencia cramosamal (A B C D) es inte
grado hacia el cramosama de levadura despufs de un GGnico evento
de reccr.rbinaciﬁn, dando una duplicaci®n no al azar del segmento
ABCD.

Para la expulsif6n de un segmento de ADN del cromosama el ADN de
la cepa transformada es digerido con una enzima de restricci6n -
que corte los sitios 1y 2 ( 6 3 y 4). Los fragmentos lineales
generados son ligados para formar los pldsmidos correspondien-
tes. Los plismidos asi obtenidos llevardn secuencias que origi-
nalmente estaban en la secuencia cramosamal a b (6 ¢ d) y ade—
mds una pequena regifn adyacente (3 6 4). Por esta filtima carac
teristica a la expulsifn se le considera camo un método adecua-
do para "caminar" a lo largo del cramosama. (Winston F. et al.,
1983).



ori

Figura 3.2. Sustitucifn de un gen (o un segmento de AIl) de levadura.
La recambinacién entre dos copias del segmento de ADN -
reduce el nfimero de copias a uno y se pierde el pldsmido
que se habia integrado (Winston F. et. al. 1983).



La expulsién y sustitucion de genes mutantes depende de las

propiedades de la transformacién integrativa en levaduras.

Aunque los métodos para expulsién y sustitucidén de genes mutados
son concebidos Jjunto con la genética molecular de levaduras, las
técnicas podrfa ser aplicada a algun sistema donde la transformacién
integrativa ocurre. HNormalmente estas técnicas son limitadas a
levaduras y bacterias. La transformacién integrativa en células
superiores no parece depender de la homologfa de secuencias de ADN,
por lo tanto es dificil imaginar la aplicacién directa de estas
técnicas a otros sistemas eucariotes para los cuales los sistemas de

transformacién existen.

Inactivacién insercional de un gen de levadura:

Este método es usado para determinar si un fragmento clonado
contiene wun gen especifico, si wun gen clonado es esencial y para
alterar o deletar completamente una regién especifica. El método se
basa en que durante la transformacién de levaduras los extremos
libres facilitan la recombinacién, porque interactuan directamente

con secuencias homélogas en el genoma (figura 3.3).



Figura 3.3.

His 3

Inactivacifn insercional (rampimiento de un gen en un solo paso).
El fragmento clonado que contiene el gen 7t es digerido con una
enzima de restriccifn que corte dentro de su secuencia. Un frag-
mento gue contiene un gen de levadura seleccionable (ejemplo -
His 3% es clonado dentro del gen z'. B fragmento que contiene
el gen His 3% on secuencias del gen zt a ambos lados, es libera
do de las secuencias del pldsmido. La transformacifn de las cé&-
lulas de levadura con este fragmento lineal es realizada para
que haya una sustitucifn del fragmento lineal por las secuencias
del cramoscma (Rothstein R. J. 1983).



TRANSFORHACION DE KLUYVEROMYCES

El desarrollo de sistemas de transformacién en diferentes
especies de levadura es de importancia practica debido a su potencial
como huéspedes para la clonacién y expresién de genes extrafos vy
nativos (Das Sunil 1984). Sin embargo el desconocimiento de las
condiciones de transformacién para cada levadura, la falta de
vectores  adecuados y la falta de marcadores auxdtrofos han

obstaculizado las transformaciones de levaduras industriales.

Estos problemas fuerdn detectados en el desarrollo del sistema

de transformacién de K. lactis, cuando se traté de traslapar el

sistema de S. cerevisiae a dicha levadura.

fAlgunas de las diferencias encontradas en relacidén a las
condiciones de transformacién han sido reportadas por Das Sunil &
Hollenberg P. C. (1982) y por Sreekrisma K. et. al. (1984). Los

primeros autores reportan que K. lactis es 10 veces menos eficiente

que S. cerevisiae en la regeneracidn de protoplastos 2n condiciones
similares. Ellos comprobaron que el estabilizador osmético wusado
(sorbitol) estaba influyendo en este paso de la transformacidn,
puesto que al cambiarlo por KC1 la eficiencia de regeneracién de

protoplastos se meiord por un factor de 3.

Sreekrishna K. et. al, (1984), en sus estudios de transformacién

de K. lactis establecierdn que las condiciones para la regeneracion

de protoplastos eran diferentes para §. cerevisiae y K. lactis. La

concentracién adecuada de sorbitol y KCl para S. cerevisiae es de 1.2

H y 0.6 H respectivamente mientras que para K. lactis la



concentracion de estos vreactivos es de 1.5 M para sorbitol y 0.7 K

para KCl.

Otra diferencia entre estas dos levaduras (Sreekrishna K. et. al.
1984) es la formacién de esferoplastos. En 5. cerevisiae normalmente
se efectua este paso con una digestién de 1la pared celular con
glucanasas en cambio para K. lactis (excepto 1la cepa Y1118) es
necesario un pretratamiento de las células con un agente reductor
como 2-mercaptoetanol, L-cisteina o DTT para reducir enlaces

glicosi{dicos.

Un trabaio que nos demuestra mds claramente las diferencias en
cuanto a las condiciones de transformacién de estas dos levaduras,

con un mismo método es el reportado por Garcia H. H. et al. (1985).

Aqui se traté de acoplar *la transformacién con cationes
alcalinos®, un mélodo establecido para 5. cerevisiae, a K. lactis por
lo que el andlisis estuvo enfocado a aquellos factores determinantes
en la transformacion de S. cerevisiae. Los resultados que obtuvieron
muestran que mientras para §. cerevisiae las sales de litio son
necesarias y el 2-mercaptoetanol estimula la transformacién de dicha
levadura, para K. lactis las sales de litio son dispensables y el
2-mercaptoetanol tiene un efecto contrario al observado en §.

cerevisiae. También se observé que el PEG 4000 y el shock térmico

iuegan un papel indispensable en la transformacién de K. lactis.

El otro aspecto importante en el desarrollo del sistema de
transformacién de K. lactis como se menciond anteriormente es la

disponibilidad de vectores adecuados.
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Das Sunil & Hollenberg P. C. (1982), fueron los primeros que
usaron vectores de S. cerevisiae para transformar K. lactis. Ellos
usaron en sus experimentos dos pldsmidos replicativos el pTY75-LAC 4
y el pL 4. El primero es un plidsmido que contiene el ADN de 2 uym de
S. cerevisiae, el gen de resistencia a Km de Tn903 y el gen LACA
mientras que el pL 4 esta formado por el YRp 7 (ARS 1) y un fragmento

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

Ambos pldsmidos presentaron una bala frecuencia de
transformacion en relacién a la presentada por S. cerevisiae baio las
mismas condiciones. Con el pTY7S obtuvieron 40 a 50 transformantes
por ug de ADN en S. cerevisiae, mientras que con K. lactis obtuvieron
4 transformantes por ug de ADN. Un andlisis mas profundo de las
transformantes mostré que ambos plasmidos presentan un comportamiento
diferente en las dos levaduras. El pL4 por eijemplo no se encuentira en

el citoplasma celular, sino que se integra al cromosoma de K. lactis,

lo que indica que el ARS 1 probablemente nc funciona en dicha
levadura. El pTY7S, aunque no se inlegrd al cromosoma de su huésped,
la baia frecuencia de transformacién y el mds baJjo numero de copias
pueden reflejar la ineficiente replicacién y/o transmisién del origen

de replicacidn del plasmido de 2 ym.

Ademds de usar pldsmidos espec{ficos de §. cerevisiae para la
transformacién de K. fragilis, se optd por aislar secuencias ARS
de Kluyveromyces. Das Sunil & Hollenberg C. P. (1982) melioraron la
eficiencia de transformacién cuando construyeron plasmides que
contenian fragmentos de ADN del genoma de K. lactis. Ellos supusieron
que los segmentos de ADN eran ARS. También Sreekrisma K. t, al,

(1984), aislé wvarios KARS con los cuales se incrementaba 1la
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eficiencia de transformacidn.

Otra manera de desarrollar un sistema de transformacién de
Kluyveromyces es construir vehiculos pero con plasmidos nativos de
esta levadura, la posibilidad que esta siendo explorada es la de usar
los pldsmidos killer, (K1 y K2). Estos son dos pldsmidos lineales
endégeneos de Kluyveromyces que confieren a la célula huésped la
capacidad de matar células sensibles, debido a que producen una
toxina difusible. Hasta ahora se han hecho varios estudios acerca del
funcionamiento de cada plasmido, del comportamiento de ambos
pldsmidos killer en otras levaduras como §. cerevisiae y C.
pseudotropicalis, de la secuencia de 1los pliasmidos y de la
purificacidén y caracterizacién de la toxina por lo que la posibilidad
de poder usar estos plismidos como vectores en la transformacién de
Kluyveromyces esta siendo apoyada, incluso Louvencourt L. gi, 31,1983

reporta la transformacién de K. lactis usando el K1 como vector.

GENETICA DE LA ASINILACION DE LACTOSA EN KLUYVEROMYCES

El conocimiento que existe acerca de la genética involucrada en

la asimilacién de la lactosa en K. lactis ha sido el resultado de

investigaciones hechas para entender el mecanismo molecular de este
proceso, la mayor{a de las cuales han sido realizadas por el grupo de
Dickson. Ellos han abordado el problema desde varios puntos, usando
tanto técnicas bioquimicas como genéticas (ADN recombinante y

gendtica cldsica)l.

Dickson R. C. y Markin J. S. (1978) aislaron el gen que codifica

Lad
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para la Y -galactosidasa de K. lactis (LAC 4) usando técnicas de ADN
recombinante. Posteriormente Lacy L. R. & Dicksen R. (. (1981),
determinaron que el mecanismo molecular de induccién era
transcripcional. Esto fué posible debido a que el gen estructural fue
usado como una sonda de hibridizacién para medir niveles de mRNA

f-galactosidasa antes y después de la induccién de la enzima.

Por otra parte en un intento para elucidar el mecanismo
molecular para la regulacién de sintesis de®-galactosidasa Sheetz R.
H. & Dickson R. C. (1980) aislaron y caracterizaron parcialemente Sl
mutantes de K. lactis que no crecfan en lactosa. En base a pruebas de
complementacion y estudios de mapas genéticos, ellos definieron 7
genes (LAC 3, 4, S, 6, 8 y 9), uno de los cuales codifica para la

®-galactosidasa (Sheet R. H. y Dickson R. C. 1981). A diferencia de
las bacterias en donde los genes involucrados en una via metabdlica
estan agrupados en un operédn, los genes que controlan el metabolismo

en K. lactis no estdn contiguos excepto lac 4 y S.

Posteriormente Dickson R. C., Sheet R. M. & Lacy L. R. (1981)
descubrieron un gen adicional, lac 10c que gobierna la actividad
transcripcional de®-galactosidasa, las mutaciones en este gen causan

la si{ntesis 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.

lactis.



Dickson R. C. (1980) construyé tres plismidos que llevan el gen

LAC 4: Ylplac 4, YRplac 4 y YEplac 4 los cuales difieren por la
forma en que se mantienen dentro de la célula. Los resultados que
obtuvo fué que todas las transformantes expresaban el gen de la
Y-g9alactosidasa, pero el nivel de la actividad enzimitica dependia del
tiro de plismido usado, siendo mias alta en pldsmido multicopia
(citopldsmaticos) y menor en pldsmidos integrativos, lo que reflela
que la actividad enzimitica probablemente depende de la dosis del
gen. La clase de pldasmido también influye en la estabilidad del LAC
4. El principal problema que encontré Dickson R. C. es que las
transformantes no crecfan en lactosa por la falta de la proteina

Permeasa.

Posteriormente Sreekrishna K. & Dickson R. C. (1985) lograron
obtener wuna cepa de S. cerevisiae que crecfa en lactosa, cuando
clonaron Jjunto con el gen LAC 4 un fragmento de ADN de K. lactis 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 1la permeasa (LAC
12). Por experimentos con hibridizacidén 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 sdlo
ocurre cuando el plasmido se integra al genoma del huésped y
solamente cuando lo realizaba en ciertos lugares. Al parecer la
integracién fue necesaria para la expresidén del gen de la permeasa.
La explicacién dada a esto es que la integracién probablemente sirva
para activar la transcripcién del gen de la permeasa fusiondndolo a
un promotor del huésped o separiandolo de ciertas secuencias que

impidan la transcripcién y traduccién.



En contradiccién con le que Dickson R. C. 1980 suponia, el
fenotipo lac no depende de la dosis del gen integrado, ya que ellos
obtuvieron dos transformantes de la misma cepa que tentan de 15 a 25
coptas de2l gen integradas (por hibridizacidn) pero una era lac + y la
otra lac . Ellos también encontraron que el fenolipu lac es altamente

. R
inestable, lo cual no sucede con el fenotipo G418 .

Recientemente Vellati-Bellini A. =t. al. (1986) construyeron un
pldsmido que tiene fusionado el gen LAC 4 de K. lactls a un promotor
inducible de §. cerevisiae: Gal 10, con lo cual lograron obtener una
cepa de S. cerevisiae con altos niveles de @-galactosidasa. El
resultado es que el gen LAC 4 esta ahora baio el control de un
sistema de expresidn inducible, ademis de que la produccién de la

enzima depende también de las condiciones de crecimiento.

En K. lactis el gen LAC 4 ha sido usado como marcador para
montar el sistema de transformacién de esta levadura (Das S. &

Hollenberg C. P. 1982).



SELECCION DEL SISTEMA DE TRANSFORHACION

Como se menciond anteriormente este trabalo de tesis forma parte
de un proyecto cuyo obijetivo general es construlr un cepa

sobreproductora def-galactosidasa.

La principal razén por la cual se desea tener una cepa con esta
caracterfstica es porque esta representa una alternativa para
incrementar la produccién de la enzima lo cual favorecerfa al
proyecto " Elaboracién de wun biocatalizador con actividad de

f-galactosidasa®. Este proyecto se realiza actualmente en el depto. de
Biotecnologfa en el Centro de Investigacidn sobre Ingenierfa Genética

y Biotecnologia.

Las alternativas que existen para la obtencién de una cepa
sobreproductora de cualguier metabolito son por genética clésica o
por ingenieria genética. La diferenclia entre ellas radica basicamente
en que el mecanismo empleado por la genética clasica, es 100 % al
azar porque la modificacién que pueda experimentar la cepa no es
predeterminada, en cambio en la ingenierfa genédtica (en base al
conocimiento que se tenga), se puede diseflar la forma de alterar el
mecanismo normal de produccién del metabolito, siendo la obtencidn de

la cepa menos fortuita.

Una de las posibles formas de aumentar la produccidn de un
metabolito por medio de la ingenierfa genética es aumentando la dosis
del gen, para lo cual se puede usar un plismido con un alto numero de
copias o bién propiciar las condiciones para que el gen estructural

se integre al cromcsoma dos o mds veces (especlalmenie en levaduras).
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Otra forma es clonando al gen estructural un promotor constitutive o

inducible.

Como se puede ver existen varias formas potenciales de alcanzar
el objetivo antes planteado, pero nosotros decidimos tomar como
primera estrategia la transformacién de K. fragilis con un pldsmido

integrativo.

Esta estrategia presenta varias ventajas y deventalas sobre todo
en la eleccién del sistema de transformaciédn es decir en la elecciédn

del microorganismo a transformar: Kluyveromyces o Saccharomyces. A

continuacién se presenta estas.

A). Las ventalas de trabaiar con §. cerevisiae son:

- §. cerevisiae es la levadura melor estudiada en relacién a su
transformacidn, los vehiculos construfdos han sido wun tanto
especificos para esta, ademds su biologia a nivel molecular es melor

conocida.

- Ha sido reportado que §. cerevisiae puede expresar el gen de

R-galactosidasa de K. lactis.

B). Desventaias:

- El trabajar con §. cerevisiae implicarfa clonar el gen de 1la
permeasa ademds del gen de lak-galactosidasa, ya que esta levadura no
tiene ninguna informacién genética para incorporar la lactosa. Este

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

- La introduccién de un sistema totalmente nuevo dentro de la

parte biotecnolédgica ya establecida y en optimizacion.
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Las principales ventaias y desventalas que presenta trabalar con

Kluyveromyces son las siguientes:
C). Ventalas:

- Kluyveromyces es wuna levadura que tienen la informacién
genética para realizar la hidrélisis de la lactosa por lo que
clonando el gen de b-galactosidasa es factible obtener 1la cepa

sobreproductora.

- Serfa mds facil acoplar al proyecto una cepa sobreproductora
de K. fragilis que una de S. cerevisiae, porque las condiciones de

crecimiento y produccién son conocidas.

D). Desventaias:

El principal inconveniente de utilizar Kluyveromyces es que el
sistema de transformacidn de esta levadura esta poco estudiado, por
lo que no hay un gran adelanto en la construccién de vectores
especificos. Sin embargo los informes encontrados nos indican que se

ha podido transformar Kluyveromyces, aunque con una baja frecuencia.

En al presente proyecto se decidié abordar el problema usando
una cepa de Kluyveromyces porque en el laboratorio se estd trabalando
con esta levadura en proyectos colaterales lo que trae como ventala
que una vez obtenida una cepa con una elevada actividad enzimdtica,
ésta pueda ser mds fiacilmente acoplada a la obtencién de un producto

con actividad de lactasa, balo las condiciones que se hayan

establecido.
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[ =¥]



OBJETIVO GENERAL:

Disefar y construir un plédsmido con el gen de%galactosidasa

para la transformacidn de K. fragilis.

DISENO DEL PLASHIDO

Lo que influyé en la eleccién de un plasmido integrativo fue el
hecho de que para mantener un gen clonado dentro de un huésped
generalmente se requiere de presién selectiva y para un proceso
fermentativo a gran escala esta implicarfa un fuerte gasto. Como los
plidsmidos integrativos son mds estables que los plasmidos
replicativos sin presién selectiva se creyd que éste podrfa ser un
buen comienzo para eliminar la necesidad de mantener una presién

selectiva.

En base a estas caracterfsticas y un poco a los recursos se
decidié trabaJjar con e YIp S. Este es un vehiculo de clonacién usado
para construcciones estables en el cromosoma de §. cerevistae. EIl
plasmido puede replicar en E. coli y lleva los genes de resistencia a
ampicilina (Amp) y tetraciclina (Tc) del pBR322 para usarlos como

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

unica forma de mantenerse es por recombinacién con el cromosoma. El
gen URA 3 de §S. cerevisiae se usa como marcador en cepas de levadura
auxétrofas en este gen. En algunas aplicaciones el gen URA 3 puede
también ser usado como una regién de homologfa para la recombinacidén

en el cromosoma. Las construcciones wuna vez introducidas a la
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levadura se segregan con el ADN cromosomal y estan presentes en el
mismo numero de copias como cualquier secuencia cromosomal no

repetitiva.

La secuencia del YIp 5 ha sido deducida de las secuencias del
PBR322 y del gen URA 3. Aquf se asume la presencia de 10 residuos C
y de 10 vresiduos G entre los pb 1428-1437 y entre 2601 y 2610. La
secuencia de estas posiciones ha sido considerada provisional. (Ver

figura 5-1)

Las dos modificaciones fundamentales que se le hardn al plédsmido
YIp S, para que pueda ser utilizado como un vehfculo en la

transformacién de K. fragilis son:
1.- La clonacién del gen LAC 4.

2.- La clonacién del gen neo

La clonacién del gen neo tiene por obijeto el (introducir un
marcador a la célula ya que esta cepa no presenta auxotrofia para
uracilo, as{ se planted clonar en el vehfculo un gen que diera

resistencia a la levadura hacia algin antibidtico y de esta forma

seleccionar a las células transformadas.

Las razones especiflicas por las cuales se decidid clonar 2l gen

neo a nuestro vehiculo son:

1.~ El gen neo se ha wutilizado como marcador en la
transformacion de S. cerevisiae (Uebster T. D. & Dickson R. C.
1983), de K. lactis (Sreekrishma K. et. al. 1984) y de K. fragilis

(Das Sunil et. al. 1984).
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2.- Este gen da resistencia a la levaduras para el antibidtico
G418, y a las bacterias a la kanamicina, 1lo que facilita su

manipulacidén 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 S. Un gen del mismo es responsable de
inactivar diferentes antibiéticos 2-deoxystreptamina aminoglucosidos

como kanamicina y G418.

OBJETIVOS PARCIALES:

1.- Clonar el gen neo, el cual nos va a servir como marcador, a
un plasmido integrativo de levadura: YIp S. (Construccién del pHG

1).

2.- Clonar el gen LAC 4, el cual codifica para la%-galactostdasa

de K. lactis al pHG 1. (Construccién del pHG 2).

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO:

El procedimiento a seguir en la construccidn del pliasmido as el

siguiente:

1: Obtencion del pHG 1

I1: Obtencion del pHG 2.

I: Obtencion del pHG 1.

El primer paso en la construccidn del vehfculo molecular es la
clonacién del gen neo. Este gen se tiene actualmente clonado en el

sitio Hind 111 del pBR322 como un inserto de 3.4 Kb del transposdén Tn
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S, con lo cual se forma un plidsmido de 7.7 Kb: el pHJOS. (figura

5.2).

La forma mas conveniente de extraer el gen neo es la de reducir
al mfnimo el tamano del fragmento a clonar, para una mayor
estabilidad del pldsmido construido. En base a los mapas de
restriccién y a 1la secuencia reportada por Beck E. et.al (1982) y
Genilloud 0. et al, (1984) se analizé la estrategia mis conveniente a

seguir: (ver figura 5.3).

Del extremo 5 terminal, la enzima mis adecuada para axtrasr al
gen neo es Hind I[II porque Bgl Il divide al promotor de dicho gen,

ademds 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 clonzr. Las enzimas con las que se que se pudiera
efectuar este paso, por ser estos sitios unicos o poco frecuentes en

el Tn 5 son: Ava 1, Bam Hl, Bgl II, Sal 1, Sma | y Xho 1.

La posibilidad de usar Bgl II y Xho 1 no es favorecida porque no
existen estos sitios en el YIp 5, ademds de que Bgl [l inactiva al
promotor. Si se wusara Ava 1 o Sma |l el problema radicarfa al
digerir el YIp 5 con Hind fII / Ava 1 o Hind III / Sma 1 porque el
fragmento que se eliminaria (2.5 Kb) incluirfa el gen Ura 3. &l
parecer las enzimas mis adecuadas a usar son Bam Hl y Sal 1. Nosotros
decidimos extraer el gen neo con una digestién Hind III / Bam H1 por

varias razones:

1.- La digestién del pHJOS con estas enzimas nos d4 un fragmento

de 1.8 Kb (el cual contiene el gen neo completo).
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2.- Estos sitios son unicos en YIp S y el fragmento que se
eliminar{a es de unicamente .346 Kb. Sin embargo como el sitio de
Bam H1 se encuentra dentro del gen que codifica para la resistencia a

Tc, el pldsmido resultante serd Tcs‘

3.- Otra caracter{stica considerada es que después del gen neo,
se encuentra el gen de resistencia a bleomicina y streptomicina todos
controlados por el promotor del primer gen, (Genilloud 0. et. al.
1984). El gen bleomicina da resistencia a una clase de antibidticos
estrechamente relacionados a los antibiéticos glicopéptidos, que
danan el ADN ¥y que son producidos por S. verticil . Las

bleomicinas son i6xicas a células de mamfferos asf como a bacterias

y son usadas 2n el tratamiento de cdncer.

La digestién con Bam H1 delarfa intacto el gen de bleomicina vy
casi completo el gen de streptomicina, lo que no ocurre con la
digestidn con Sal 1, debido a que divide el gen ble. La ventala de
dejar intacto el gen ble, es que podria ser 1til para la
construccién de vectores de eucariotes, debido a que estos son
sensibles a las bleomicinas y en particular para microorganismos que

son espontineamente resistentes a kanamicina.
Los pasos planteados para la obtencién del pMG 1 fueron:

- La digestién del pMJOS con Hind IIT / Bam H1, con la cual se

obtienen 4 fragmentos de 4.02, 1.87, 1.51 y .34 kb.

- El aislamiento de la banda que contiene el gen neo (i.87 Kb)

por medio de un gel de agarosa.

- La digestién del Ylp S con Hind III / Bam H1 con la
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subsecuente purificacidén de la banda de 5.2 Kb.

- La ligacién del vehifculo YIp S digerido con Hind III / Bam Hl

y el gen neo.

- La transformacidén de E. coli cepa K12 HB101, con dicha mezcla

de ligacién.

-La seleccidn de las transformantes en calas de medio Luria con
Km y verificacién del fenotipo: Km , Amp y Tc a las transformantes

obtenidas.

- Micropreparaciones de ADN del pliasmido de las transformantes

para comprobar que en realidad contienen el pldsmido deseado.

II: Obtencién del pHG 2:

Una wvez construfdo el pHG 1, el siguiente paso es la clonacién

a dicho plismido del gen LAC 4.

El gen LAC 4 se va extraer del pKlé. Este es un pBR322 que tiene
insertado en el sitio Eco Rl un fragmento de ADN de K. lactis el cual

contiene el gen LAC 4. (Dickson R. C. y Markin J. S. 1978).

En la estrategia planteada para la clonacién del LAC 4 al pHG 1
es conveniente que ninguna secuencia del pBR322 esté en el fragmento
a clonar porque favorecerfa la inestabilidad del pldsmido
resultante. También es importante reducir al mi{nimo el fragmento a
clonar (unicamente LAC 4) para favorecer la estabilidad del pldsmido,
sin embargo la clonacién de un fragmento mas grande de ADN de K.

lactis probablemente podrfa favorecer a la integracidn del pldsmido
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al genoma de la levadura. De aquf que en la clonacién del LAC 4
unicamente se tendrd en cuenta que practicamente no haya secuencias

de ADN del pBR322.

En el mapa de restriccidn reportado por Dickson R. C . (figura
S5.4) se nota que el ADN de K. lactis en el pK1é es de 6.2 Kb, de las
cuales solo 3.8 kb codifican para laR-galactosidasa. Analizando este
mapa se puede ver que no existen dos sitios unicos a los extremos del

ADN de K. lactis, para poder extraer dicho fragmento, lo que nos dice

que la unica forma de hacerla es con una digestién parcial, es decir
con una digestién en la cual la enzima no corte todos sus sitios
especificos, de tal forma que dé varias bandas de diferente tamafo,

una de las cuales contendrd el gen LAC 4 integro.

Asf la manera en que se planted extraer el gen LAC 4 fue con
una digestién parcial con Eco R1, debido a que la banda que contiene
el gen LAC 4 no tiene ninguna secuencia del pBR322 ademds de que esta

es una enzima muy accesible.

De acuerdo a Dickson R. C. el patrdén de restriccién esperado
para una digestidén parcial con Eco Rl comprende 13 posibles bandas de
las cuales :a de 6.2 Kb situada arriba del pBR322 lineal es la que
contiene el gen LAC 4 integro y por lo tanto es la banda que hay que

purificar.
Los pasos planteados para la construccién del pHG 2 fueron:

1.- La digestién parcial del pKlé con Eco Rl y la separacidn de

la banda de interés (6.27 Kb) por medio de un gel de agarosa.

- La digestidn del pHG 1 con Eco Rl, lo cual nos linealizard el
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pldasmido.

- La ligacién de ambos fragmentos y la transformacién de E, coli

DG7S (cepa lac z°) con dicha mezcla.

- La seleccidén de las transformantes en calas de Luria con Km y
X-gal. El X-gal (5 bromo, 4 cloro, 3 indol @-galactosido) es un
compuesto 1incoloro que cuando es hidrolizado por lag-galactosidasa
forma una tinta azul indigo insoluble. Otra forma de seleccicnar a
las transformantes es plaquedndo en medio minimo con lactosa (con
los requerimientos necesarios para completar otras auxotroffas de la
cepa). Las células que crezcan son las que tendrdn el gen LAC 4

expresdndose.
- La verificacién de fenotipo: colonias azules de X-gal, Kn&.
L3 s '
Amp y Tc .

- Y la purificacién del pliasmido obtenido para verificar por
medio de digestiones con enzimas de restriccién que es el plasmido

deseado.



HATERIALES Y HETODOS

&.1 GENERALFS
6.1.1). REACTIVOS.
Los reactivos usados son de las sigquientes casas comercial=s:
= J. T. Baker, U.S.A.: azul de bromofenol, xilencianol.

- Bio-Rad Laboratories U.S5.A.: agarosa, resina Dowex SOU-X8,

dodecil sulfato de sodio (SDS)
~ Difco: agar bacterioldgico, casaaminodcidos.

- Sigma Chem Co.: aceite mineral, albimina, bromuro de etidio,
cloranfenicol, cloruro de cesio, X-Gal (5 bromo,d cloro,3 Indolb-D

galactosidol.

- J.T. Baker: todo lo demds.

6.1.2). CEPAS Y PLASHIDOS.
Cepas:

E. coli HBIO!: (F ,hsd § 20 (r8,, m#), rec Al3, ara-14, pro A 2,

lac Y 1, 9alk 2, rps L 20 (Sm"s, xyl1=S, mt1-5, sup E 44, A.

E. ¢onli DG675: (hsd S 1, leu-4, ara-14, gal K 2, xyl-5, mtl-1,

rps L 20, thi-1, sup E 44 ,lacaz 39.
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Pldsmidos:

YIp S. Pldsmido de 5.5 Kb, que tienen como marcadores de
seleccién los genes de Amp y Tc. Este pldsmido es un pBR322 que
tiene clonado el gen URA 3 de S. cerevisiae, el cual codifica para
la orotidina descarboxilasa. (Stewart §. & R.U. Davies 1979).

Proporcionado por la Dra. A. Gonzdlez. UNAM.

pHJOS. Pldsmido de 7.7 Kb, que contiene los genes Km, Amp y Tc.
El pHJOS es un pBR322, que tiene clonado en el sitio Hind III 1la
mayor parte del transposén Tn 5. Proporcionado por la Dra. C. Gomez &

J. Hartinez UNAN.

pK16. Este plismido es de 10.8 Kb, tiene como marcador los
genes de Amp vy Tc. Es un pBR322 que tiene clonado en el sitio Eco R1,
un fragmento de ADN de K. lactis. Este ADN contiene el gen LAC 4, el
cual codifica para la @-galactosidasa. Proporcionado por el Dr. J.

Dickson.

6.1.3). HEDIOS DE CULTIVO.

Luria (Medio Rico).

- Triptona ....... R T T e O R SRR ] 10 gr.
- Extracto de levadura...........coviimiiiiiiiernnienninn. S gr.
= Cloruro de sodi0..ciuenenerannnnnas Seera e e el grs
- hgua destilada .........0s R R T TR R R won b 1L,

fijustar a pH 7. Para medio sélido agregar agar al 2 %.

Medio H-9. (Medio semicompleto).

Sales 10 X esteriles ........ccociiiiiiiiiiiniiinnina, 100 ml.
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= Cloruro de caleio 0.1 He ciiesiiinivinniiivetianissians 10 ml.

- Sulfato de magnesio 0.1 H. ..viviciiieicnioniionaonncnes 10 ml.
~ Lasaaminddacidos 20 % oo ammecornms vmrmney e s pess e s 20 ml.
=~ RGUA wEEE e PR PO s e PR 8 sisis e s .. 850 ml.

Sales 10 X:

= Fosfato . dibdsico de sodlo . .cvivereviminuvie iaes sassaai 70 gr.
- Fosfato monobidsico de potasio ......... i Tacns BT .. 30 gr.
- Cloruro de sodio ....... N R R At T KRR G A A S gr.
“CIOFUFD AR BMORI0. «rvuvviesivmisie mmaiesie simmn e nice e son e a1 10 gr.
= AQUA ciaivasasasis s sereaes PO S e 1000 ml.

Para medio minimo omitir casaaminoacidos. Otras fuentes de

carbonoc pueden sustitulr la glucosa.

Hedio empleado en la purificacién del plésmido

= Cloruro'de caleto 1O mll .o isvminsvnsasvvaveansese 1/ Ml

- Sulfato de Magnesio .IH ........ A R B R 1 ml.

= Salds N 0. scisiiiuninasesesrnnenbbpeinss s vanissis 10 ml.
= Lurfad..oeces S R S e PSPy g PP S 10 ml.
- Glucosa al 25 % ...... ST AR T T S T T R P S 2 ml.
- Casaaminoadcidos al 20% ..... A 8 N ST e e 1 ml.

= AGUS s vim emmamsines 8 W TN BB T para 100 ml.

Caijas X-gal: Después de esterilizar el medio Luria, delar
enfriar a 60°C aproximadamente y adicionar directamente .1 ml de una
soluciédn X-gal en N,N dimetilformamida (2 mg/ml) por cada 15 ml de

medio,



Antibidticos:

- Ampicilina. Solucién concentrada: 5 ma/ml de ampicilina en
agua. Esterilizar por filtracién. Trabadar a una concentracidn final
de 200 yg/ml. No usar esta solucidn por mds de un mes. Almacenar en

congelacién.

- Tetraciclina. Solucién concentrada: 12.5 mg/ml de tetraciclina
en wuna mezcla etanol-agua al S0 % v/v. Trabaiar a una concentracidn

final de 20 y9/ml. Guardar en obscuridad por un mes.

- Kanamicina. Solucién concentrada: 1.5 mg/ml de Km en agua.
Esterilizar por filtracién. Trabalar a una concentracidén final de 20

nNg/ml guardar en congelacién.

Soluciones usadas en la purificacién del pldsmido:

Solucién 1. Sacarosz 20 %, Tris S0 mM pH 8, EDTA SO mNM pH B.

Solucién II. SDS 1 4 y HaOH .2 N. Al usar mezclar un volumen de

SDS al 2 % con un volumen de NaOH .4 N.

Solucién III. Acetato de sodio 3M pH 4.8.

- Fenol hidratado: Al fenol sélido de le adiciona agua hasta que
se disuelva completamente entoces se dela en reposo para que se
separen las dos fases la dérganica y la acuosa. El fenol es la fase

infarior.

- Solucién concentrana de RNAasa: Disolver RNAasa pancredtica
a una concentracién de 10 mg/ml en Tris.Cl 10 mM (pH 7.5) y NaCl 15
mM. Calentar a 100°C durante 15 minutos y dedar enfriar a temperatura

ambiente. Almacenar a - 20°C.
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6.1.4).ENZINAS.

a).- Endonucleasas de restricclén.

Estas enzimas fuerdn adquiridas a Promega Biotech y CEINGEBI,
Los buffers de reaccién para cada una de las endonucleasas de

restriciéon son las siguientes:

Bam H1: 150 mH NaCl
4 mH Tris-HCl (pH 7.9)
6 mH HaCly
100 Kg/ml de BSA
Eco R1: 100 mH Tris-HCi1 (pH 7.95)
S0 mH NaCl
SO0 mM MgoCl,
100 ug/ml de BSA
Hind III: SO mM NaCl
S50 mM Tris-HCl (pH 8.0)
10 mH HgaCly
100 ug/ml de BSA
Pst 1: 100 md KaCl
10 mM Tris-HCl (pH 7.5)
10 mH HgCly

100 yg/ml de BSA

w
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b).- Ligasa
Buffer: SO mM Tris-HC1 (pH 7.8)
10 mH Hg Cl,
20 mH DTT
1 mM ATP

S50 ug/ml BSA

6.2). TECNICAS
6.2.1). PURIFICACION DE PLASMIDOS

Para la purificacién de todos los pldsmidos se utilizé una
modificacién del método reportado por Rodrfguez R. L. & Tart R. C.

1983. El procedimiento fué el siguiente:

Con una colonia de E. coli que contenfa el plismido deseado se
inoculaban 5 ml de medio Luria y se incubaban a 37°C y a 200 r.p.m.

durante toda la noche.

Con .4 ml del cultivo anterior se inoculaban 100 ml de medio
{ver seccién de reactivos y medios) el cual contenia 200 yg/ml de amp
o 20 yg/ml de Em dependiendo del plismido que se fuera a purificar vy
se deijaba incubando a 37 °C y 200 r.p.m. hasta que alcanzara una

densicad 6ptica de 1.0 a 460 nm (aproximadamente 7-8 horas).

Una vez alcanzada esta D. 0. se adicionaban 2 ml de glucosa al
25‘ %, 0.5 ml de casaamino&cidos al 20 %, 10 ml de medio Luria y el
antibidtico correspondiente, y se dejaba incubando otros 30 min en

las mismas condiciones.

El siguiente paso consistid en amplificar el pldsmido

i
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adicionando 20 mg de cloranfenicol en polvo e incubando 16 horas a a7°

Cy 200 r.p.m.

Transcurrido este tiempo se lavaban las células, para lo cual se
centrifugaba a 5 000 r.p.m. durante S5 minutos, se tiraba el medio de
cultivo y se resuspendian en 150 ml de NaCl 10 mH y volviendosé a
centrifugar en las mismas condiciones. La suspencién celular se

dividfa en dos partes iguales antes de centrifugar.

En seguida se resuspendfan las células en 2 ml de la solucidn I
(ver seccién de reactivos y medios), se afadia .2 ml de RHNAasa (10
mg/ml) y 4 mg de lizosima, se agitaba el tubo y se deiaba en hielo

por 45 minutos.

Después de este tiempo se anadfa 4 ml de la solucién II
{fresca), se mezclaba bién por inversién (sin agitacidén violenta) y
se dejaban en hielo otros 15 minutos, por udltimo se agregaba 1.5 ml

de la solucién IIl y se dejaba en hielo 40 minutos mds.

Después de haber lisado las células, se quitaban los restos
celulares centrifugando a 17 K.r.p.m. ura hora y se conservaba el
sobrenadante. Al sobrenadante se le anadia .1 ml de RNAasa (10

ma/ml) y se dejaba 15 minutos a temperatura ambiente

El siguiente paso era hacer dos extracciones con fenol vy
cloroformo para quitar las. protefnas del pldsmido. Un volumen de
sobrenadante (8 ml aproximadamente) se mezclaba con un volumen de
fenol hidratado, después se mezclaba con un volumen de cloroformo y
se centrifugaba (en rotor de columplo) a S 000 r.p.m. por 15
minutos, para separar la fase acuosa de la érganica. Con la ayuda de

una micropipeta de 1 ml se sacaba la fase acuosa (superior), se
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mezclaba con un volumen de cloroformo, y se volvia a centrifugar en

las misma condiciones para extraer la fase acuosa.

Una vez realizadas las extracciones fenol/cloroformo se
precipitaba el ADN, mezclando la fase acuosa recientemente extraida
con 2.5 volumenes de etanol absoluto frfo y deJando dicha mezcla a
=70 °C durante 1 hora o bién deiandola en el refrigerador toda la
noche. Para obtener la temperatura de - 70°C se mantenfa el tubo en

hielo seco y ocasionalmente se le agragaba etanol al hiela.

Después de efectuado esle'paso se centrifugaba la mezcla a 8 000
r.p.m. por 15 minutos, se tiraba la solucidn y se resuspendia el ADN

en .5 ml de buffer T.E. (Tris 10 mH pH 8 y EDTA 1 mN pH 8).

El siguiente paso en la purificacién del olismido era aplicar

una muestra de la solucién de ADN (generalmente 1 0 2 yl) a un gel de
agarosa para cuantificar el pldsmido purificado y para ver si estaba

contaminado con ADN cromosomal o ARN.

Si se obtenfa una buena cantidad de plésmido se procedfa a pasar
este a través de un gradiente de cesio para separar el ADN cromosomal
y el plismido roto del plasmido circular, o de lo contrario se volvia

a purificar mis plasmido.

6.2.2). CENTRIFUGACION EN CLORURO DE CESIO.

1.- Se pesaba 2.15 gr de CsCl en los tubos de centrifuga (para
rotor S5.U.50.1, ultra clear Beckman), se afladia 1 a 1.5 ml de agua o

buffer TE vy se agitaba para disolver la sal de ceslo.

En seguida se anadfa 1 a .S ml de DNA del pldsmido en solucién
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(no mas de S00 yg de ADN), se mezclaba suavemente por inversidn, se
afadfa 150 yl de solucién acuosa de ioduro de propidio (2 mg/ml),
después de lo cual se volvia a mezclar el tubo para colocarlo dentro
de su camisa y protegerlo de la luz. Este paso se tiene que hacer
ripidamente porque la luz dana el ADN cuando este contiene ioduro de

propidio.

Los tubos que contenfan esta mezcla eran llenados con aceite de
parafina hasta 2-4 mm del borde del tubo y callibrados para ser

centrifugados 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 recolectan por separado. La forma en que se realizaba
era picando el fondo del tubo con una aguia caliente para recolectar

unicamente la porcién del liquido de interés o bién con una Jeringa
de insulina se succionaban las bandas por la parte superior del

tubo.

Como el ADN recolectado contenfa ioduro y cloruro de cesio los
siguientes pasos eran para quitar estos compuestos. Para quitar el
ioduro de propidio 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 de plistico de 10 ml, se equilibraba la columna con 10 ml
de buffer Dowex (Tris SO mM pH 8, EDTA 1 mM y NaCl 1M) por cada ml de
resina, se colocaba 1a muestra previamente dilufda 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 | 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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didlisis el ADN era precipitadoe con etanol y resuspendido en el

volumen de deseado de buffer TE.

Por Gltimo una muestra (1 0 2 ul) eran aplicados a un gel de
agarosa para cuantificar el ADN y para ver si estaba contaminado con

ARN.

Si el pldsmido tenfa ARN se centrifugaba a travéds de una

solucién de NaC® o se precipitaba con PEG para quitar el ARN.

6.2.3). ELININACION DE ARN CENTRIFUGANDO A TRAVES DE UNA SOLUCION DE

NaCl.

Para quitar el ARE a través de wuna solucién de HaCl

aeneralmente:

Se adicionaba RNAasa al plismido a una concentracién final de 10

ug/ml y se incubaba una hora a temperatura ambiente.

Se ponfan 4 ml de NaCl 1M en un tubo ultraclear Beckman SWS0-1,
se adicionaba 1 ml de plasmido tratado con RNfasa, (si era necesario
se llenaba el tubo con TE) y se centrifugaba 6 hrs a 40 000 r.p.m. a
20 °C en rotor SUSO-1. En este paso el pldsmido sedimenta en el fondo

del tubo mientras los ribonucleétidos permanecen en la solucién.

Por ultimo se tiraba la solucidn y resuspendia el pliacmido en

0.5 o 1 ml de buffer TE.

6.2.4). PRECIPITACION DEL PLASHIDO CON PEG.

En esta técnica se resuspendia el ADN en 4 ml de TE, se anadfa

RNAasa (1000X) y se incubaba 20 minutos a temperatura ambiente.
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Después se afiadfa NaCl SH a una concentracién final de .SSH,
polietilenglicol 8000 al 10 % y se incubaba 2 horas a -20°C o 15

minutos a =70°C.

En seguida se centrifugaba 1S min a 10 000 r.p.m., se tiraba el

sobrenadante y se resuspendf{a el ADN en el volumen deseado de TE.

6.2.5). DIGESTIONES DEL ADN

Cuando se tenfa completamente limpio el pldsmido se procedfa a
digerirlo con las enzimas convenientes. Para efectuar una digestion
se colocaba en un tubo de polipropileno (.5 ml) la cantidad deseada
de plédsmido que se iba a digerir, se adicionaba el  buffer
correspondiente (el buffer era i0 X), agua para completar el volumen
final y la enzima correspondiente. En seguida se mezclaba vy se

incubaba a 37°C. (excepto Pst 1 la cual se incubaba a 29 ).

Para digestiones totales se deijaba incubando | hora o mas
dependiendo de la actividad de la enzima. Para digestiones parclales
el tiempo de incubacién era menor, éste era determinado previa

titulacidn de la enzima.

Para la titulacidén de la enzima (Eco Rl o Bam Hl) generalmente
se colocaba en un tubo S yg de ADN, con el buffer correspondiente y 1
g ul' de la enzima. Se incubaba « 37°C y se tomaban muestras cada 10 o
1S minutos, a las cuales se les agregaba la mezcla de aplicacién iver
!a siguiente técnica) y se refrigeraban. vuando era tomada la uGltima
muestra se aplicaban éstas a un gel de agarosa para determinar el
tiempo adecuado de la digestidén. Cuando la reaccidn era muy ripida se

diluia la enzima con buffer de almacenamiento.



6.2.6). ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Para la preparacién de un gel a 25 ml de buffer TBE (Tris-base
90 mH, EDTA 2.5 mH y #c. bérico 90 mH pH 8.2) se le adicionaban 0.25
gr de agarosa en polvo y se calentaba hasta ebullicién, durante 2 4 3
minutos. Una vez disuelta ésta, se vaciaba en los geles de vidrio,
los cuales habfan sido previamente montados con separadores de 1.5
mm, se ponfa un peine (para hacer los carriles) y se delaba enfriar.
Cuando se habfa solidificado el gel se retiraba el peine y se
colocaba en la cédmara de electroforesis. En seguida se aplicaban las
muestras (de 5 - 10 pul) con una solucién de aplicacidén (6 g wurea, 1
ml de azul de bromofenol al .5 % y 1 ml de xilencianal al .5 %, a un
volumen final 10 mi). En base a la migracién de esta solucién se

determina el tiempo que debe correr el gel.

La electroforesis se llevaba a cabo a 150 o 100 volts por 40
minutos aproximadamente (hasta que el azul de bromofenol se acercaba
al final del gel. Terminando la electroforesis, los geles se
sumergfan en la solucién de bromuro de etidio (4 mg/ml) y al

someterlos a luz U.V. se observaba el ADN.

6.2.7) AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE ELECTROFORESIS

PREPARATIVA.

Para aislar una banda de ADN, una vez realizadz la digestién, se
corrfa un gel preparativo de agarosa y se cortaba el fragmento que
contenfa la banda de interés. El procedimiento de extraccidn del ADN
de la agarosa, dependid del tipo de agarosa usado en el experimento.
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A). Para agarosa normal el procedimiento que se wusé fué el

siguiente:

En un tubo de propileno se colocaba la banda de gel que contenfa
el ADN y con ayuda de wuna punta de micropipeta se trituraba. En
seguida se adicionaba 100 »]1 de fenol, se agitaba vigorosamente por
10 segundos, se congelaba a =70 °C durante S a 15 minutos y se
centrifugaba a 12 000 rpm durante 15 minutos. Una vez formadas las
dos fases, la fase acuosa era extrafda con una micropipeta y colocada
en un tubo limpio. A esta fase se le hacian 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 extraccién con fenol, el ADN se

precipitaba con etanol y se resuspend(a en buffer TE.

B). Agarosa de bajo punto de fusién.

Para purificar el ADN de asarosa de bajo punto de fusién, la
banda de gel con el ADN se colocaba en un tubo de propileno y se
calentaba en bafio marfa a 65°C . Cuando la agarosa se fundfa, se
hacfa una extraccién con fenol y wuna extraccién con fenol vy

cloroformo, después de las cuales el ADN se precipitaba con etanol vy
se resuspendfa en buffer TE.

6.2.8). PREPARACION Y TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES.

La metodologfa wusada fuéd wuna combinacién de las téenicas

reportadas por Rodriguez R. L. (1983) y Maniatis T. (1982).
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A). Preparacién de células competentes:

Para preparar células competentes se ponfa a crecer la cepa en
20 ml de medio Luria a 37°C y a 200 r.p.m. y cuando las células
alcanzaban una D. 0. de 0.5 0 0.6 a 550 nm, se delaban vreposar en
hielo durante 10 minutos para después centrifugarlas a S 000 r.p.m.

durante 10 minutos.

El paguete celular era entonces resuspendido en 10 ml de MgCl;
100 mM y vuelto a centrifugar en las mismas condiciones. El paquete
celular as{ obtenido era resuspendido en 10 ml de CaCl, 100 mH,

mantenido en hielo por 30 a 45 minutos y centrifugado.

El daltimo paso era resuspender las células en 2 ml de CaClg100
mM y glicerol al 1S % y almacenar las células competentes en tubos de

polipropileno (0.6 ml por tuba) a - 70°C.

B). Transformacidn:

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 ul de CaCl, 100 mH y 200 wl
de células competentes, en condiciones estériles. El tubo era
entonces mantenido en hielo por una hora, para después calentarlo (en
bano marfa) a 42°C durante 90 segundos y delarlo en hielo otros S

minutos.

En seguida 3 ml de medio Luria eran adicionados, las células
incubadas a 37°C de 0.5 a 2 horas antes de ser sembradas en medio

selectivo (S0 A 200 wml por caia).
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El medio selectivo para la obtencién del pHG1 fué Luria con Km
{20 ug / ml) y el medio selectivo para la obtencién del pHG 2 fué el

mismo méis X-gal.
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RESULTADOS

CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DEL pMG 1

El pHG 1 se construyé siguiendo la estrategia planteada en el
diseno experimental. El primer paso en la construccién fue la
purificacién de los plasmidos que se iban a usar: el YIp 5 y el pHJOS
(ver materiales y métodos) y la comprobacién de su patrdn de
restriccién. La forma en que se efectud este paso fue digiriendo el
Ylp S con Pst 1, Pst 1 / Eco Rl y Pst 1 7/ Bam H1l y el pHJOS con Hind

IIT / Bam HI.

Los resultados obtenidos fueron los correctos: la digestién del
YIlp S5 con Pst 1 dié dos bandas de aproximadamente 3.1 y 2.4 Kb, con
Pst 1/ Eco Rl dié tres bandas de 3.1, 1.6 ¥y .7 Kb y con Pst 1 / Bam
Hl dié tres bandas de 3.1, 1.2 vy 1.1 Kb (foto 7.1) y la digestidn del
pHJOS con Hind III / Bam H1 dié cuatro bandas de 4.0, 1.8, 1.5 y 0.3

Kb (foto 7.2).

El siguiente paso fué la digestién de S yg de pMJOS con Bam HI y
posteriormente con Hind III (ver materiales y métodos). Por otra

parte se digirid S yg de YIp S con las mismas enzimas (foto 7.2).

Cuando las digestiones fueron totales se aplicardn a un gel de
agarosa de bajo punto de fusién para purificar las fragmentos de ADN
de nuestro interés. Una vez purificados los fragmentos de la agarosa,
se incubaron con ligasa (ver materiales y métodos) a una relacién

molar de inserto/vehficulo de 2.5 y después con esta mezcla se
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transformé E. coli HB10l. La seleccién de las transformantes se hizo
en cajas de Luria con Km, para lo cual se sembraron 200 g1 de células
transformadas por caia. Unicamente se sembraron dos caijas de Km vy

una de Amp.

El control de la eficlencia de transformacidn de las cdlulas
competentes fue pHJOS superenrrollado. Se adiciond .1 ya de pHJOS a
una mezcla de ligacién (las mismas condiciones que los tubos del
experimento), con dicha mezcla se transformé el mismo lote de células

competentes y se sembrd una cada de Luria con Km, (200 yl).

Del control, se obtuvierén wun gran numera de colonias,
aproximadamente 1500, lo cual nos demostrd que las células tenian una
buena eficiencla de transformacién. Del experimento se =obtuvierdn &

colonias de las dos caias con Em y 40 colonias de la calja con Amp.

El siguiente paso fue comprobar el fenotipo esperado de las
transformantes. El fenotipo de las 6 transformantes seleccionadas en
Km y de tres transformantes seleccionadas en Amp (las demis colonias

. (1 R s
no fueron analizadas) fue el correcto: Km , Amp y Tc .

A seis de estas colonias se procedid a hacer microensayos de ADN
para comprobar que se tenfa el plidsmido deseado con una digestidn de
Pst 1. El1 patrén de digestidén esperado eran 4 bandas de

aproximadamente 3.1, de 1.6, de 1.3 y de .9.

El resultado de este experimento nos did una prueba de que los 6
pliasmidos purificados eran el esperado, debido a que se observd el
patron correcto, sin embargo también se observardn otras bandas gque

indicaban una digestidn parcial
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Posteriormente se purificd el plasmido de una de estas colonias
y se digirié con Hind [II / Bam H1 y con Pst 1. Los resultados son
mostrados en la foto 7.3. La digestién con Hind [II / Bam H1 nos did
dos bandas, la del inserto (1.8Kb) y la del wvehiculeo (5.2 Kb). La
digestién del pldsmido con Pst 1| dié cuatro bandas de 3.1, 1.6, 1.3 ¥y
.9 Kb, 1o cual prueba que el plidsmido purificado es el plasmido

gsperado.

CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DEL pHG 2

Una vez construido el pHG 1 y antes de extraer 2l gen LAC 4 (del
pK1é) se procedid a verificar el plasmido con el que se estaba
trabajando era el pKlé, para lo cual se digirié con Eco R,
encontrindose que la digestidén total daba cuatro bandas de
aproximadamente 4.3, 3.0, 2.4.r .7 Kb las cuales formaban el patrén

de restriccion esperado.

En seguida se hicieron varias digestiones parciales del pKlé con
Eco Rl para aislar el gen LAC 4, previa titulacién de la enzima. Con
estos experimentos generalmente se obtenta muy poca cantidad de la
barda de interés después de una digestidn parcial ademis de que dicha
banda no presentaba una clara separacién con respecto a las bandas

superiores (foto 7.4).

Después de varios intentos infructuosos (ver discusién) solo se
oﬁtuvu una transformante gue presentaba el fenotipo ng, ﬁmps, T? y
azul en X-gal. funque este no era el fenotipo esperado {Km‘, ﬂmpﬂ,
Tcsy azul en X-gal) se procedid a aislar 21 plismido de dicha
transformante para caracterizarlo pero esto no se logrd ya que la

purificacidn siempre fue negativa. Una posible explicacién de estos

[8]
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resultados es que el ADN se haya integrado al genoma de E. coli, sin
embargo es necesario efectuar otros experimentos que proporcionen

pruebas mds contundentes que apoyen esta hipdtesis.

Ante estos resultados se procediéd a cambiar la enzima para
aislar el LAC 4 del pKlé, la enzima que se uso fue Bam Hl en lugar de
Eco R1. Con esta enzima el patrdn de restriccidn de wuna digestidn
parcial mds probable contiene siete bandas siendo la banda de 6.27 Kb
la que contiene 21 gen LAC 4. Una caracteristica 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 caracteristica
radica en que esta secuencia puede complementar el gen de Tc que se
habfa perdido en la construccién del pHMG 1|, dependiendo de la forma
en aque se inserle el fragmento, es decir el pHG2 puede adquirir el

fenotipo de Tc~ (figura 7.1).

Para obtener la digestién parcial del pK1&6 con Bam HI se
digirierén S5 ug de pKlé (volumen final 20 yl), tomdndose muestra a
los 15, 30, 45, 60 y 120 min (4 yl por muestra). Estas muestras se
corrieron en wun gel de agarosa .8 % a 100 volts, hasta 10 minutos
después de gque saliera el colorante. Los controles fueron pKlé

digerido totalmente con Bam Hl y pBR27S digerido con Eco RI.

El resultado que el gel nos mostré fué que el plidsmido se habfa
digerido completamente desde los 15 minutos, por lo tanto se decidid
diiuir la enzima 1:10 con buffer de almacenamiento, para poder usar
menos cantidad. En esta ocasidn se digirierédn los mismos nyg de ADN
pero con 2 ul de Bam H1 (volumen final 25 ml). Se tomd muestra a los

10, 20, 30, 40, y SO minutos (5 yl por muestra)l.
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Figura 7.1. Muestra las posibles formas de inserccién del cen LAC 4
en la construccitn del pMG 2.
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En el gel se notaban las bandas de una digestién total y las
bandas de 6.2, 8.0, 9.1 y 11.1 Kb, pero también hadfa una buena

cantidad de pliasmido sin digerir.

Debido a los vresultados obtenidos, se decidid vrepetir el
experimento, en condiciones similares, dunicamente aumentando la
cantidad de enzima diluida y por lo tanto el volumen final de la
digestién (30 ul) para ver si se podia obtener una mayor cantidad del

fragmento deseado (6.2 Kb) sin llegar a una digestién 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 (6.2 Kb), sin embargo a los 10 y 20 minutos
hay bastante pldsmido sin digerir por lo que los tiempos adecuados

para efectuarla digestidn parcial es a los 20, 30 & 40 minutos.

Con estos resultados se procedid a correr el gel preparativo,
para lo cual se duplicéd la cantidad de plismido a digerir y por lo
tanto también la enzima, las demds condiciones fueron las mismas. La
unica modificacidn 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

separacién de bandas.

Después de correr el gel preparativo (en total 2) en agarosa
normal y de purificar el ADN (ver materiales y métodos) se procedid a

ligar dicho fragmento con el pHGl linealizado con Bam HI.

Para este experimento se colocd en un tubo de propileno de .5 ml
.1 wug de pHG 1| linealizado, .3 ug del inserto, buffer de ligasa 10X,
PEG S5X y agua, al tubo se le calenté a 65° durante un minute y en

seguida se le adiciond OTT SX, ATP 10X y la enzima ligasa, el

7a



volumen final de reacclidén fué de 1S yl. Esta mezcla de ligacidén se
deié incubando cuatro horas a temperatura ambiente y posteriormente
con la misma se transformé a E. coli D675 (ver materiales y métodos.
El experimento se hizo por duplicado, lo dnico que variaba uno del
otro fue la procedencia del inserto (provenfan de diferentes geles

preparativos).

El pHG 1 superenrrolado y el pHGl linealizado con y sin ligasa
fueron los controles usados en este experimento, por lo que se les

did el mismo tratamiento.

La seleccién de las transformantes se hizo sembrando cuatro
cajas de medio Luria y Km con las células recien transformadas (200

ul/cada), en dénde se obtuvieron 280 colonias en total.

El siguienie paso fue probar el fenotipo a todas las colonias
obtenidas para lo cual se picaron en caias de Amp con X-gal, Tc y Km.
Los controles fueron E. coli DG75S y E. coli HB101 que contiene el

pK1é y HB10!1 que contiene pHG 1

El resultado fue que todas las colonias crecierdn en Km y Amp,
sin embargo no presentaban el fenotipo azul en X-gal. En Tec solo
crecié wuna colonia (sin embargo era blanca en X-gal), por lo que se
procedié a aislarla para analizarla mac detalladaments. Los controles
mostraron los resultados que se esperaban: E. coli DG7S no crecidé en
ninguna caJa, E. coli HB1O1 que contenia el pKlé crecid en Amp y Tc ¥y

dio colonias azules en X-gal. pMG | crecid en Km ¥y Amp pero no en Tc.

Ante estos resultados se procediéd a concentrar las células
transformantes que quedaban en los tubos y se sembraron ocho caijas de
Luria que contenian Km y X-gal (cuatro caias por tubo).
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# las 24 horas se observd que habfan crecido alrededor de S00
colonias en cada caJa, sin embargo ninguna presentaba el fenotipo
azul, fue hasta las 48 horas que se noté una colonia azul en una caia
y en otra habfa aproximadamente 12 colonias azules pequefas

isatélites).

4 estas colonias no se les hizo ningun andlisis profundo porque
debido a la forma en que aparecierédn parecfan mds bién contaminantes,
dnicamente se purificaron y guardaron. La unica colonia que se azisld
y se verificod el fenotipo fué a la que aparecid sola, y como este fue
el fenotipo esperado Km" . RmpRy ¢ y azul en X-gal se procedio a
purificar el pldsmido para caracterizarlo con digestiones de Bam H1,

Eco R1 y Pst 1.

El resultado de este experimento es mostrado en la foto 7.6 en
donde se observa que la digestién con Bam H! nos da tres bandas de
aproximadamente 7.0 Kb (vehfculo), de 3.7 y 2.5 Kb (inserta), la
digestién con Eco Rl da cuatro bandas de 7.7, 2.4, 2.1 y 0.9 bandas vy
la digestidn con Pst 1 da 3.1 3.0, 2.1, 1.3 ¥y .9 Kb siendo estos los

resultados esperados. A este plasmido se le 1llamd pHG2-A.

Como la colonia aislada anteriormente no daba el fenotipo azul,
no se caracterizé el plasmido, unicamente se le hizo un microensayo
de ADN y sa digirid con Eco R1, por ser ésta la digestidn que nos
muestra una diferenria mas clara de la orientacién del inserto en el
plésmido. El resultado fué que este plismido si tiene el inserto en
orientacidén contraria al del pHG2-A. Las bandas obtenidas del pHG2-4A
con Eco Rl son de 7.7, 2.4, 2,17 y 0.9 Kb mientras que las abtenidas

con 21 pHG2-B son de 5.5, 4.3, 2.4 y .9 Kb.
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Cabe mencionar que la clona que contiene el pHG2-B adquiere el

fenotipo azul en X-gal después de varios dias de incubacidn.
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DISCUSION

Como  parte de un proyecto gque Lltiene como obijetivoe la
construccion de una cepa de K. fragilis  sobreproductora de
Q-galactosidasa a través de la ingenierfa genéica, se construyd un
plasmido el pHG 2, el cual esta constituido por el YIp S (un
pldsmido integrativo de levadura), el gen neo del Tn5 y el gen LAC 4

(figura 8.1).

En el disefio del plasmido se eligid un plasmido integrativo
porque la segregacion de esta clase de plismidos en un medio no
selectivo es menor al | % por generacidén, en cambio los pldsmidos
citoplasmiticos se segregan a una velocidad mayor (al 1 % por
generacidn). Esta caracterisiica es importante para procesos
fermentativos, en donde adicionar la presién selectiva al medio de

cultivo representa un gasto fuerte.

Al YIp 5 ademis de clonarle el gen LAC 4 de K. lactis se le
clond el gen neo del Tn 5, porque no se tiene una cepa auxédtrofa en
URa 3 vy por lo tanto el marcador del YIp S (gen URA 3) no puede ser
usado. El hecho de que el gen neo de vresistencia a las bacterias
hacia la Km y a las levaduras hacia el G418 lo hace propicio para ser

usado como un marcador.

La clonacién del gen neo se hizo entre los sitios Hind III /
Bam Hl1 del YIp S. Se decidié extraer este gen con dichas enzimas
porque fué wuna forma de reducir el tamafio del fragmento a clonar,
ademis de que el fragmento contiene el gen ble integro junto al gen

neo y el gen ble puede ser usado como marcador en la transformacién

_-'l



BamH1

1.5 Kb
1.87 Kb

HindIl

pMJO5
7.7kb
KmR AmpR TcR

Digestion con /

indIl BamH!

EcoR1

gen neo
(1.87 Kb)

70kb

KmR AmpR TcS BamH]

2.5 Kb

Digestion parcial —l
Con BamH1

B cn o (ThS)
EZEEEAK. lactis
C—ura SNy

Figura 8.1 Construccifn del PG 2.

82



de células eucariotes.

La primera estrategla planteada para la extraccidn del pKlé fué
con una digestién parcial del pKlé con Eco R1. El hecho de no haber
logrado la clonacidn del fragmento LAC 4 como fragmento Eco Rl  se
puede explicar si comparamos y analizamos los mapas reportados por

Dickson R. C. (1980), y por Breuning C. P. et. al.(1984).

En el mapa reportado por Dickson R. €. (figura 5.4) sdlo
existen cuatro sitios de Eco Rl, por lo gque una digestién parcial de
dicho plismido con esta enzima nos darfa 13 posibles bandas
{incluyendo el plismido lineal) de las cuales la de 6.2 Kb es la que
contiene el gen LAC 4., Esta banda es la banda inmediata superior de
la que corresponde al pBR322 lineal de aquf, gque se pensavd en su

facil aislamiento.

En el mapa reportado por Breuning C. P. 1984 (figura &.1)
existen & sitios de Eco Rl y ésto da como resultado que en una
digestidn parcial del pK1é con Eco Rl1, el nuimero de bandas aumente el
doble (27), 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 tamafio similar
que estan constitufdas por el pBR322 vy la mayor parte del gen LAC
4. Estas bandas dan pruebas falsas de la trasformacidn (azil en
X-gal) vya que la mayor parte del gen LAC 4 esti clonado, ademids de
que por tener el pBR322 los posibles plismidos formados son altamente
inestables por sus secuencias repetidas (recuerdese que el YIlp 5 es

un pBR322 que ltiene clonado el gen URA 3).

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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la deseada, por lo que no se obtuve el pldsmido deseado.

Con estos experimentos sélc se obtuvo una colonia con el
fenotipo de Rn‘, nmp!, Tcsr azul en X-gal. Aunque este fenotipo era
muy similar al esperado, la cepa no contenfa el plismido deseado. Al
parecer parte del ADN clonado se integrd al genoma de E. coli ya que
no se logrd purificar el pldsmido, sin embargo hacen falta otras

pruebas mds contundentes para confirmar esta hipétesis.

La clonacién del gen LAC 4 en el pMG 1, se logrd obtener cuando
se aislé dicho gen con una digestidén parcial de Bam Hl del pKlé6. El
resultado de este experimento nos did dos plésmidos que difieren en
la orientacién del segmento clonado. En el plismido pMG2-A se tiene
insertado gen LAC 4 de tal forma que su transcripcién es en la misma
direccién que el gen URA 3 y el gen de Tc y en el pHG2-B la
orientacién es inversa. En este ultimo plasmido la resistencia a Tc
es recuperada debido a que el segmento Hind III / Bam Hl que se le
habia deleccionado al Ylp S para la clonacién del gen neo, ahora es
proporcionado por el fragmento de ADN que lleva el gen LAC 4 y en el

pHG2-B el fragmento estd clonado de la forma apropiada.

PERSPECTIVAS

El siguiente paso para la construccién de la cepa
sobreproductora de ®-galactosidasa es la transformnacoon de K.
fragilis de acuerdo con la estralegia planteada. Para efectuar este
paso es necesario determinar la concentracidén letal del G418 para

nuestra cepa y establecer las condiciones de transformacion.

Una vez realizado este paso se puede intentar incrementar la



eficiencia de transformacidén cortando dentro del ADN de K. lactis o
del gen URA 3 o bién deletando una pequefia parte de éstos genes.

lebido a que el gen LAC 4 esti clonado Jjunto al gen neo, se puede
intentar aumentar la produccidén enzimidtica por amplificacidn génica,
es decir aumentar el numerc de copias del qen aumentando
considerablemente la presidn selectiva en el inéculo,
tconcentraciones de G418 muy elevadas) de tal forma que crezcan
unicamente aquellas células que tengan el gen neo varias veces
clonado (Valle F, 1987), Otra posibilidad es hacer un banco de K.
fragilis (para tener secuencias homélogas que faciliten la
integracién) y seleccionar aquellas clonas que tengan una mayor

actividad enzimdtica y sean mas estables.

Si esta estrategia no funcionara se puede clonarle al! LAC 4 un
promotor fuerte de levadura, sin embargo existe la posibilidad de que
si se usa uno de §. cerevisiae este no funcione de la misma manera

que en su huésped original.

Dtra de las estrateglas para obtener la cepa sobreproductora de
R-galactosidasa seria cambiando de huesped es decir usar §.
cerevisiae en lugar de K. fragilis. Esta estrategia esta fuertemente
apoyada porque es en esta levadura en donde el sistema de
transformacion esta melor desarrollado ademds de que existen varios

" trabaios en donde se reporta que el gen LAC 4 e incluso el gen de la

permeasa se pueden expresar.

S1 se sique esta estralegia en el laboratorio, el gen LAC 4 se
puede usar como rastreador del gen que codifica paraz la permeasa.
Sreekrishna K. &. Dickson R. C. (1985), reportan que el gen de la

permeasa se encuentra entre 2 a 8 Kb arriba del gen LAC 4.



A pesar de los adelantos y exitos que ha tenido la 1ingenieria
genética en la construccién de cepas sobreproductoras de algin
metdbolito, todavia existen una serie de problemas que resolver como
establecer mecanismos para mantener estables el gen clonado y buscar

condiciones dptimas de crecimiento para la produccién de la enzima.
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