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RESUMEN

Kiuyveromyces fragilis es una levadura de uso industrial muy importants que o8 utilizada en la
produccién de etanol, lactasa, pectinasas, o proteina unicelular. Sin embargo, el conocimiento en
genética que se ha generado hasla shora de esta levadura es muy poco Y limita [a utilizacin
polencial de la misma,E!l objetivo de este trabajo fué disefiar y construir vehlculos de clonacién
para esta levadura que contribuyan no solo al conocimiante de la genética de K.fragilis , sino que
sirvan como base para la i6n de nuevos vehiculos de expresién que permitan la
de productos da interés bi lgico, T do como base al plasmido bacterial pUC19,
se construyd un vehiculo replicativo y otro integrativo llevando como marcador de salaccidn el
gen Km del transposdn Tn903, un gon que da resislencia a kanarnicing en bacterias y a geneticina
{G-418) en levaduras. Llavan ademas el gen LAC4 de Kluyveromycas lactis que codifica para la
A-galactosidasa y en el caso de! vehiculo replicative un origen de replicacién (ARS), también de
K.lactis, Los vehiculos transformaron a la levadura con baja fraci ia y las transfor
fueron capaces de raesistir concentraciones mayores a 400 pg/ml de G-418. Las translormantes
con log dos vehiculos fueron bles en p ia de G-418 pues mas de! 85% da las células
viables fueron rasistentes después de crecer durante 4 genoraciones en un moedio con antibidtico,
miantras su estabilidad decrecié al 70% en el caso del integrativo y 40% con o! replicativo af
crecer durants ef mismo tiempo en un medio sin presién selectiva Este comportamiento o8
samejante a los pldsmidos de su tipo, Aln contando con mds enpias dat gen LACAH, 1as transformantes
no mos¥raron una actividad mayor de B-galaclosidasa y los resultados mostraron que tal vez no
hay sintesis de proteina a partir de las copias presenles on los plasmidos,




CAPITULO |
INTRODUCCION

Muchos de los procesos biotecnologicos como la produccion de vino, pan y cerveza se
llevan a cabo mediante ia intervencion de microorganisinos. Estos productos se elaboraron
durante muchos afios en forma empirica. El siglo pasardo Louis Pasteur reconocié el papel crucial
que juegan los microorganismos en estos procesos; dosde entonces la ulilizacién de los
microorganismos se ha generalizado, ahara se usan en una gran variedad de procesos industriales,
como son ta produccion de alcoholes, polisacaridos, vitaminas, aminoacidos y enzimas. El
nacimiento en 1973 dz {a ingenieria genstica impulsd a la biatecnalogla. Con las técnicas de
manipulacion in vitro de DNA, ahora as posible modificar e introducir matarial genético a gran
cantidad de microorganismos, controlar su expresion y canalizar el metabolismo de los
microorganismos hacia la produccion da substancias deseadas. No son pocos los casos en que se ha
logrado que los microorganismns sobteproduzean sustancias propias o extrafias a ellos de gran
interés industrial y economico.

Escherichia coli es el microorganismo mejor conocido en terminos de gendtica y fisiologla,
en ¢l, la ingenieria genética ha logrado grandes avances en el conocimiento de su regulacion y de
su exprasion gendtica. Este conocimiento ha permitido usar a ests organismo para expresar
proteinas tales como insulina (Goedal D.V.,1979) ,interferon (Taniguchi,T.,1980); (Goedel
0.V., 1980}, inmunoglobulinas (Amster,0.,1980) y olras proleinas do! suero humano. Sin
embargo, no siempre se puede utlizar a E.coli camo un sistema huésped para la produccion de
protelnas heterdlogas (eucanotas), puesto que esta bacteria no cuenta con la maquinaria apropiada
para la modificacién postraduccional de la proteina como por ejemplo, la glicosilacién que
muchas veces astd en relacion directa con su actividad bioldgica. Ademds E.cofi es incapaz de
secretar protelnas al medio por lo que las proteinas de inletés se acumulan dentro de la célula.
Para solucionar este Ultimo problema se ha utilizado a Bacillus sublilis como allernaliva,
pero en ocasiones su productividad no ha sido muy buena (Saunders, C.W. 1987) y lampoco hace
las modificaciones postraduccionales adecuadas

La necesidad de expresar proleinas recombinantes cada vez mas complejas ha hecha
necesaria la busqueda de nuevos organismos huesped. Entre esos organismos se encuentran fas
tevaduras, las cuales, por sef organismos aucariotes, presertan un numero de venlajas en
exptesién y procesamiento de proteinas heterdlogas sobre los sistemas bacteriales,
particularmente con E.coli. Las lavaduras presentan la magquinaria ia para el p
postraduccional que es indispensable para el luncionamiento de muchas prolelnas y entre las
modificaciones podemos mencionar la formacién de puentes disulturo, maduracion protealitica
de proh y ia glicosilacién. Ademas las levaduras cuentan con sistemas de secrecion de
prolelnas lo que da una gran ventaja a los procesos de purificacion evitando pasos innecesarios
para la obtencion de los productos terminados.

Como es claro suponer, S.cerevisiae ha sido la levadura donde se han producido la
mayoria de las proteinas recombinantes debido al cenocimicnto Gue sc tiene da ella acerca de su
genética y fisiologla. Pero ademas S.ceravisiae también se considora una levadura GRAS por lo
que puede ser utilizada en la obtencion de productos que son de gran inferés farmaceutico.

S.cerevisiae cuenta con un nimero de marcadores auxotrélicos entre los que se encuentran
LEU2, HIS3, URAG TRP1, promotores fuertes como GAL 1-10, ADH1, PHO4 y una gran variedad
de de i6n muy bles que han permitido la constiuccién de veclores da expresion
para esta levadura. Existen una variedad de productos recombinantes obtenidos con S.cerevisias
entre los que se encusntran el antigeno de supericie de la hepatilis 8, albimina de suero

7



y proqui ina, por citar alg de jos mas importantes, Sin embargo,en S.cerevisiae
se han encontrado algunas limitaciones al ser utilizada como huesped para la expresién de
protelnas heterclogas. En algunos casos la cantidad de proteina alcanzada es de 5% de la proleina
total, aun con promoloras luertes ( Buckholz, R.G. y Gleason,M.A.G. 1391), Este comportamionto
quizas es debido al estrés producido por la sintesis adicional del gan que se estd sobreexpresando
o al uso de plasmidos replicativos, los cuales presentan baja estabilidad en jos procesos de
produccion. Algunos de estos inconvenientes han sido resueltos utilizando plasmidos con promotores
inducibles los cualas son encendidos en el momento adecuado para evitar en gran medida el esirés
en la céluta.

Por otro fado, muchas cepas de S.cervisiae no secretan las proteinas al medio sino que se
quedan retanidas en el espacio panpldsmico en una forma asociada a la célula (Smith, RA.et al
1985) presenlandose problomas en la purificacibén y por lo tanto disminucién del rendimiento
det producto deseado.

El desarrollo de nuevos sistemas de expresidn utilizando otras levaduras ha permitido la
produstibn do protuiinas teCambinanles con mayo! ahciancia qua o oblenido con S.cerevisias, Al
aumentar el numero de especies da levadura utiizadas para la expresién de proteinas heterdlogas,
8a ve incrementada en gran medida la probabilidad de cbtener el producto con mayor lacilidad y a
bajo costo.

Las levaduras mas importantes gue se han utilizado para la produccién de proteinas
heterSlogas son Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Shizosaccharomyces pombe, Yarrowia
lipolytica y Kiuyveromycaes lactis. Aunque es poco el conocimiento en genética que se tisne de
estas lavaduras en comparacion con S.cervisiae, tienen {a vontaja de ser levaduras industriales
dondae las condiciones de cullivo y escalamiento de procesos son bien conockdos. Ademés en estas
fevaduras tos vehiculos do expresién utilizados en los procesos han sido construidos utilizando
promotorgs fuartes inducibles como AQX 1, MOX1, GAL?7 y CUP1 lo que los ha dado vantaja sobre
los promotoras constitutivos de S.cerevisiae (Buckholz, R.G. ot al 1991).y como buena alternativa,
muchas de ellas cuentan con poderosos sistemas de secracién de protelnas (ejemplo el sistoma
que sacreta la prateina killer de K.lactis) los cuales son utilizados en la secrecién de proteinas
heterdlogas (Fleer, A. et al 1991).

La gran variedad de productos producidos por estas levaduras entre los que se encuentra
la albumina de suero humano, la proquimosina, a-galaclosidasa, glucoamilasa y muchos otroa
mas (Buckholz, R.G. et al 1991) nus permite tener una buena alternativa biotecnolégica que
permititd el desarruliv dv  vtos productos de interas comercral.

K.fragitis también es una levadura industrial importanla y por sus caracleristicas de
facil manejo en cullivos simples asi como su aceptacién como levadura GRAS, permiten su
aplicacién en la produccién de proteinas heterdlogas. Quizas el minimo conocimiento que sa tiene
acerca de su genélica no ha permitido el desartolio de la levadura en esta drea. Por 080 es que la
construccion de nuevos vehiculos nos abre la posibilidad de aumentar la potencialidad biotecnoldgica
de esta lsvadura. £l objetivo central de este trabajo es disedar y conslruit vehiculos éptimos
adecuados a K.fragilis que nos parmitan la manipulacién ganética y exptesidn de protalnas da
interés biotecnologico como la lactasa, enzima que henos escogido como sistema modelo ya qus fa
levadura tiene 1a capacidad de producirla.

1.1 GENETICA DE LEVADURAS

El astudio de la gonética de Iuvaduras @s muy axtenso debido a que las levaduraa son

organismos eucariotes sencillos que se con pocas ias nutri
Las levaduras tienen un ciclo de vida en que se alloman una fase haploide con otra dlplmde Esto
hace posible aplicar las técnicas de la obtencidn y seleccion de tes de la b logfa. en la




fase haploide y combinarlo con las venlajas de tencr un analisis genélico mendefiano en la fase
sexual. Las levaduras, ademds, cuontan con un genoma pequefio de aproximadamante 15000
Kb, solo cualro veces mayor Que ol de £.coli. Todas estas caracleristicas han {acilitado que las
écnicas dal DNA binante se apliquon facilmente a estos organismos. Ei pequefio tlamano de!
material gendmico da las lovaduras permite que se construyan bancos de ganas y de exprasion sin
dificultad. Ademds se han desarrollado sistemas y vehiculos de transformacion con los cuales se
ha logrado la introduccion de genas homélogos y heterdlogos en levaduras.

1.2 SISTEMAS DE TRANSFORMACION EN LEVADURAS,

El aislamiento de! primer gen de levadura se logré complementando una auxotrolia de
E.coli con genes de levadura (Struhl, K. at al 1976). Utilizando el bactariofago A como un
vector, 68 construyd un banco gendmico de una cepa de S.ceravisiae. Mutantes de £.coli auxétrofas
dae histidina (his B ) fueron infectadas con los fagos recombinantes seleccionando posteriormonte
células de E.cob his B'. La Kincsnaindad de eslos genas en E£.coli se debié principalmente a la
ptopiedad de la bacteria de reconocer el promotor y el sitio de iniciacién de la traduccion de
algunos gones de lovadura.

Al lograr reintroducir nuevamente el gen aislado a la levadura permilid iniciar el
desarrollo de sistemas huésped-vector on las levaduras (Hinnen, A. ef al 1878), sistemas en
que las células huésped permiten la estancia de los vectores on su nlicleo o en su citoplasma y son
asenciales para la clonacién o expresidn de los genes deseados.

Una parte integral de la clonaclén da genas es la transformacién, que es un proceso
mediante el cual las células toman y 1 DNA exd ) propio o extrafio, expresando los
genes recibidos, lo que trae como consecuancia una altaracién del fenotipo de la célula receptora.
Como muchos organismos, las levaduras no tienen un sisterna natural para la captacién o
introduccidn de malerial genético por lo que todos los procedimientos da transformacidn son
métodos artificiales,

Existen varios métodos de transformacién, cada uno con sus caracteristicas especificas,
sin embargo la eficiencla depondera del tipo de vehiculo y el huésped ulilizado.

1.2.1 Translormaclién mediante !a formaclén dae esferoplastos.

Las células de lovadura estan rodeadas por una gruesa pared celular compuesta
principaimente por polisacdridos da manosa y glucano con algunos componentes prolaicos y
hpfdlcos y una pequena cantidad de quitina (Zoltnik of al. 1984), Para transtormar a las

es io g esferoplastos eliminando la pared celular de las levaduras con
preparados enzimati de f-gl (glusul zimolasa, helicasa y liticasa). Los
tratamientos con estas enzimas deben hacerse con cuidado pues una exposicién prolongada pueds
dafar seriamenta a las células provocando una mala reg idn de los esferop Para
aumentar la elicacia del tratamiento enzimalico, las células se tratan con un agenta reductor lal
como 2-mercaptoetanol o ditiotreitol los cuales reducen los puentes disulfuro de las protelnas de
la pared y facilita fa accién de lo preparados enzimaticos.

Una vez los ! se i en un medio hiperténico con sorbitol o
KCI. La entrada del DNA se pwmueve con calcio y pohenlonghcol los cuales se supone acluan
sobre las cargas de la membrana, ind les que p la d
de DNA. La regeneracién de la pared celular y fa seleccién de las i sa hace poniendo

los esferoplastos en agar de reganeracién y en un medio selactivo, el cual permite solo el
crecimiento de las transformantes. Este mélodo lo desarrollaron Hinnen y colaboradores en1878.



Se han descrito nuevas variantes del método las cuales han snmpulncado el plocedlmlento
aumentado el tiampo de almacenaje de las células p nes y la efici de n
{Dohmen R.J. of al. 1991).

1.2.2 Transtormacién de lavaduras usando lonec alcallnos.

En este método desarrollado por llo, et al 1983, las células se lratan con las sales de
litio, rubidio, cesio, sodio ¢ potasio. Se supone que el efecto de fos iones sobre las cargas
negalivas de la pared producon una serie dev poros en calulas tatadas. La incubacidn de tas
células tratadas con poliatilenglicol junto con un tr i térmico pro la entrada del
ONA. Las transt se crecen dir en un medio selectivo sin usar agar da regeneracin.
Este método es mas rapido que al anterior puesto que slimina por complelo la formacién de

1 i . procedimi que consume fnucho tiompo. Sin embargo. la eficioncia de
mmslonnacu’m obtenida con oste método es hasta un orden de magnitud menor que con ef métoda
anterior.

1.2.3 Traneformaclén por medlo de electroporacién de DNA.

El método desarrollado por Hashi y colaboradores (1985) iste on la introduccid
del DNA a las células a través de un choque eléctrico que modifica la pared celular. En este
procedimiento se mezclan las células con DNA y polietilenglicol, se introducen en una cdmara de
electrolusion donde se somelen las células a pulsos electricos durante varios segundos.
Inmediatamente despues las células se platean en un medio seloctivo. Con este método sa obtienen
buenas eficiencias de Yansformacién pero disminuyo considerablomente el nimero de células
viables.

1.3 MARCADOQRES USADOS EN LA TRANSFORMACION DE LEVADURAS

Existen dos esquemas basicos da selaccion de transformantes, FI primoro de ollos se basa
an la capacidad de los gunes llevedos en el vehiculo para
en las células receptoras. Los primeros genes aislados de la Invadura codifican enzimas que
participan en la via de sintesis de aminodcidos. Estos genes ahora se ulilizan en slistemas
huesped-vector donde la célula receplora porta una mutacion auxotrdfica que se complementa
con el gen que porta el vector. Sin embargo, la presion selectiva para las transformantes
depende en gran parte de la frecuencia de reversién de las mutaciones (la cual es del orden da
10*a 107 ) lo que pueds permitir la aparicién de un gran nimero de revertantes que enmascaran
la identificacidn de las células ransformantes, sobre todo cuando la transformacién es ineficienta.
Este problema se resolvié haciendo mutaciones establos en los marcadores auxotrdficos mas
utilizades. Estas mutaciones puaden ser dobles o triples en un gen come en el caso de LEU 2
(Hinnen et al 1978) o por la construccidn de deleciones en los genes de interés de la levadura
(Sherer y Davis,1979).

La construccion de cepas auxotrolas con baja tasa de reversion es con frecuencia dificil y
tardada. La ulilizacién de resistencia a antibidticos como los usados en los vehlculos moloculares
bactetianos solo pueden ser usados en [a translormacién de levaduras siempre y cuando e}
antibidtico sea latal para la tevadura y que exista un gen que confiera resistancia al antibiético
que se exprese en levadura. Antibidticos como Ja genaticina o G-418 y 1a higromicina B que
Inhiben el crecimiento de un amplio rango de organismos procariotes y eucariotes, {(Jimenez y
Davies, 1980; Santerre, R.F. 1984) so han utilizado con éxito en esquemas de ssleccién de
fevaduras. La resistencia a G-418 esl1a codificada en los transposonaa Tn5 y Tng03 (601) Ios
cuales codifican para las losfotransferasas APH 1y APH 1l resp que dan resi;

a altos niveles del antibi6tico, miontras que la resistencia a higromicina B la confiere la
foslotransferasa HPH.
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Otro marcador que se utiliza con frecuencia es et gen CUP1, Este gen se aislb de algunas
copas de S.ceravisiae y codifica para una metalotioneina, enzima que se induce a} crecer las
célutas en un medio con cobire, un metal téxica para las levaduras,

1.3.1  Sensibllidad de Ias levaduras a G-418.

La sensibilidad do 1as levaduras al antibidtico depende del medio de cultivo utilizado.
Cuando las células se crecen en medio rico, las levaduras son muy sonmblos. ero an medio
minimo 1as células basicamente sobreviven en las cor da ico. Esta’
resistancia al antibidlico es debida a alg sales pr en los di de cultivo
particularmente CaCl,, (NH,),S0,yMgSO, que son las sales que princip 80
en los medios minimos o quimicamente definidos. Otras sales como NaCl o K,HPO, no afectan la
actividad del antibibtico ain adicionadas a concentracionos elovadas en los medios de cultivo
{Webster, T.D. y Dickson, R.C. 1983).

1.3.2 Sensibllidad de las levaduras a higromlicina B.

La sensibifidad que presentan las lavaduras a la higromicina B también depende dol medio
de cuitivo donde esten creciendo. Al igual que con G-418 las levaduras son muy sensibles an
medio rico pero no en medio minimo. Sin embargo, cuando se adicionan iones de cobre (Cu 7* )al
medio minimo ta higromicina B si ejerce su efeclo inhibitorio (Gonzalez, A. et al 1978).

1.4 VEHICULOS DE TRANSFORMACION EN LEVADURAS.

Los vectores para transformar levaduras ademéas de tener secuencias de levadura también
i dabido a que sy construccidn y amplificacion requiera un paso

inicial en Ecall En las levaduras so han desarrollado 2 clases de veclores de clonacién que se

clasifican dependiendo de la manera en que se manlienen dantra de la célula: vectores xmagratlvos

y vectores da replicacién auténoma. Cada tipo de vector tiene diferentes usos y i

pero comparten las siguientes propiedades:

1. Uevan un ofigen de replicacion para su preservacion y amplilicacion en E.colfi.

2. Un marcador de seleccion para E.coli.

3. Conti s genéli fenles para la seloccidn de las levaduras
transiormanies.

4, Contienen sitios tinicos para una o mas enzimas da restriccién los cuales sirven para la
clonacion del gen dasaado,

1441 Vactores Integrativos.

Plasmido Integrative de Jlevadura (Ylp)Los vectores integrativos de Ievaduu
consisten de un pldsmido bacterianc mas un gon que compl una fia en levad
fleva la resistencia a un antibidtico. El vector transforma al integrarse en el genoma del huesped
por recombinacién homéioga entre el gen llevado en el vector y el de la célula. La inlegracién se
puede llevar a cabo en varios puntos de la regidn homologa por lo qua se obtienan dos tipos da
transformantes: transformantes por adicidn en las cuaies el plésm»do completo se integra K
través de un solo entrecruzamiento, lo que da como itad i6n da la
homéioga tlanqg! do al DNA €1 segundo tipo oblenldo son fas transformantes por
sustitucién que se producen pot un doble entrecruzamiento, en donde el DNA bacteriano se pierde

11




completamente (Hinnen, A. et al. 1978). La eficiencia da transformacidn do estos plasmidos es

muy baja (de1 a10 transformantes por microgramo de DNA) y normaimente &e encuentra una
copia por célufa. Las transformantes obtenidas son muy estables, pues menos de! 1% de la
poblacién por generacion piarde el plasmido en un medio no seleclive. Esto se dabe a que el
plésmldc segrega como un gen més del genoma del huesped. Una estralogia para aumentar la

ia es transf con &l ido linearizado cortado en un sitio dentro del gen de la
levadura. Los extremos libres ob\omdos son muy recombinogénicos por lo que la sficlencia de
transformacion aumenta det0 a 1000 veces (Or-Weavar ot al. 1981).

Algunas secuencias de! genoma de 1a levadura puedan favorecer la itnegracion niiltiple de
los pldsmidos integrativos. Una de estas secuencias se encuentra cerca de un teldmero en el
cromosoma Xl a 5 kilobases del gon SUC4 que codifica para la invertasa en S.ceravisiae. Una
parle de esta secuoncia insertada a un plasmido integralivo, permitid la integracién mdltiple y
en landem de vaias genos SUC en S.corovisiae (Hohmann, 8 18A7)

La integracidn multiple también se pr por otras secuancias, El locus de DNA
ribosomal {(rDNA) ce encuanlra de 100 a 200 copias repelidas en tandem en el genoma da la
fevadura. Los vehiculos que contisnen estas secuancias se inlegran muchas veces an los loci de
tDNA. Estos plasmidos también son muy establos y han permitido la sobreexprasién da proteinas
homélogas y heterdlogas (Lopes, S.T. et al. 1989).

1.4.2 Vectores de replicaclén sténoma.

Estos wvectores contienen secuencias especiales que les permite raplicarse
independientemente del genoma celular. £n base a sus caracteristicas estructurales estos veclores
puaden ser divididos en tres grupos: vectores replicativos (YRp), vectores episomales (YEp) y
vectores centroméricos (YCp).

1.4.2.1 Vectores replicativos (YRp).

Los plasmidos replicativos contienen, un gen de seleccion para levadura y una secuencia
da replicacion auténoma (ARS). Estas secuencias se encuentran aproximadameonte 25 veces en
cada cromosoma y son iales en la replicacion de los cro Los YRp
transforan a S.ceravisiac con alla oficiencia (10% a 10 ransiormantes por microgramo de
DNA) y las transformantes obtenidas contiencn una o dos copias del pldsmido per célula. La
desventajp de estos vectores os su alta inestabilidad mitética, pues se pierden de 5 a 10 % por
generacion en un medio no selactivo. En racas ocasiones sin embargo, se obtienen ransformantes
ostables en las cuales el vector se ha integrado en un sitio homologo en el gunoma da (a céiula, en
forma identica a los vectores integrativos.

1.4.2.2 Vectores episomales de levadura (YEp).

Muchas capas de S. isiag co una pequena molécula de DNA circular ds
aproximadamente 6 kilobases conocida como plasmido 2 micras o pldsmido Scp1 que se replica
independientements de los cromosomas y existen de 50 a 100 copias por célula (Pottter, AA. et
al. 1985), Los plasmidos YEp tienen, un marcador de seleccién para levadura y todo o una parte
del plasmido 2 pm. Estos vectores franslorman a  S.cerevisiae con buena eficiencla (10* a 10*
transformantes por microgramo de DNA} y se pierden de 1 a 3% por generacién en un media no
selectivo. La bilidad de estos plasmidos dopende de qua la célula receptora contenga el
plasmido 2um nativo (cir ‘). Este comportamiento quizds se deba a que el fragmento del
plasmido 2pm clonade en el veclor, no cuenta con ciertas secuencias que se requieren para una
teplicacion eficiente, Sin  embargo, so ha observado que la estabilidad det plasmido se afecta
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debido a que se establece una compeluncia replicativa con el plasmido residenta, Este problema

pudiera ser resuelio ulilizando una cepa cir * pero ol plasmido recombinante en esla cepa 58
pierde rapidamente (Broach, J.R.1981).

1.4.2.3 Vectores centromericos de levadura (YCp).

Se han construido plasimidos de levadura que contionon  secuencias centroméricas y
ARS que funck 1 COMO P cromosomas. Las secuencias centroméricas limitan
{a replicacion, estabilizan el ndmaero do copias (una copia por célula) y regularizan la sogregacion
do los plésmidos replicativos. Eslos plasmidos son muy estables y se pierden a menos de 1% por
generacién en un medio sin presion seleciva (Botstein y Davis, 1982},

1.5 VECTORES DE EXPRESION,

Los ros do expresitn san s campleios gue los plasmidos da clonacian pues ademas
de las caraclm(sm:as presentes en estos ultimos, los plasinidos de exprasion contienen secuencias

| que p itan y/o tegular la exptesidn del gen deseado. Las secuencias
regula(orlas son un promotor fuerte y un tarminador las cuales se encuentran en los finales 5'y
3 respactivamente del gen estructural. Eslos vehiculos pueden conlaner otros aditamentos como
secuencias que codiliquen para péptidos senal que ayuden a la secrecidn da la proleina de interés.
Los promotores presentes en los vehiculos pueden ser constitutivos © inducibles y la eleccién de
cualquiera de ellos estard dotarminado por el sisterna al yue se aplique su uso.

1.6 GENETICA DE Kluyveromyces

Las levaduras del gonero Kiuyvaromyces (sobre todo K.lactks y K. fragilis )se ulilizan en
la industria desde hace varios afos, sin embargo el estudio de su genética es incipiente. Mucha
de ta matodologia tanto genética como molecular se ha adaplado de lo disefiade para S.carevisiae.

Se ha transformado a K./actis y K.fragilis con los métodos desarrollados para S.cerevisiae.
K.laclis se transformé inicialmente con el mélodo de esteroplastos {Das,S. and Hollenberg
C.P.1982) mientras que K.fragilis se transformé con el método de iones alcalinos {Das,S. et al
1984). Las variaciones para oplimizar las condiciones de transformacién fusron relativamenta
minimas sin embargo, se requirieron grandes modificaciones para adaptar los vectores. Las
secuencias de replicacion auténoma (ARS) de los vehiculos de S.cerevisiae no son funcionales en
K.lacliz 1o que indicd qua hay una gran e ificidad en los ismos do replicacién entre fas
dos especies. Un caso similar 5o observo al transformar a K.lactis con plasmidos derivados de
2um, donde se obluvieron pocas transformantes o simplemente no se obtuvieron {Srepkrishna,
L. ef al 1984).

Los problemas se rasolvieron al incluir en los vehicul ias de replicacié
auténoma de K.laclis llamadas secuoncias KARS. Eslos vehiculos transformaron a K.jactis con
una eficiencia comparable a la oblanida con S. i con pl. idos equivalentes. Los plasmid

con secuencias KARS son inestables en medios sin presidn selecliva, pero sa bilizan si se
incluyen regiones cenlroméricas de K.lactis Que Tegulaizan la segregacién de los plasmidos en
{forma semejante a los cromosomas (Heous, J.J. et al 1990). Los vectores centrométicos prasentan
solo una copia por célula. Se han hecho estudios colaterales para obtener vehiculos eslables con
alto nimero de copias a partir de plasmidos enddgenos de especies de Kiuyveromyces.

1.6.1 E! sistama killar deK/uyveramyces lacils.

Muchos organismos eucariotes tienen plasmidos lineales. pero, la gran mayoria, se
encuentran en los hongos {Meinhardt, F. et al. 1990). Presentan caracteristicas estructurales
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comunes como proteinas ligadas a sus finales 5'y extremos repetidos invertidos, sin embargo,
poco 86 conoce acerca de su funcidn en las células. Ganeralmente se encuetran en las mitocondrias
pero on o} caso do las levaduras su localizacidn es en el citoplasma, Algunas cepas de K.lactis
conlishen unos plasmidos lineales que le confieren a ja célula portadora un caracter °killer” o
asasino al secretar una toxina Gua intibe el crecimiento de las lavaduras que no lo contienan. Los
plasmidos mejor conocidos son el K1{pGKL1) y K2 (pGKL2) que tienen un tamajo de 8.9 y
13.4 Kb respectivamente. Entre las caracteristicas mas importantes quo poseen es un sistema de
replicacién independiente al genoma nuclear; tienen sacuencias terminales repetidas invertidas
(TIR), un alto contenido en A + T y proteinas ligadas covalentemente a sus exlremos 5' que
jusgan un papel imponante an la replicacion de los plasmidos.

En ol sistema killer, el plasmido K1 codifica para fa toxina y para una proteina que le
confiera "inmunidad® contra !a toxina,mientras que el pldsmido K2 parmite el mantenimiento de
{os plasmidus en la céivia (Gunge,N. et ai 1481).

El efacto téxico de ta proteina killer no estd limitado a cepas de K.laclis, también es
16xica en un amplio espoctro de especies de lovadura entre las cuales se ancuentran Kiuyveromyces
thermotolerans, Kluyveromyces vanudenii, Saccharomyces cerevisine, Saccharomyces italicus,
Saccharomyces rouxii, Torulopsis glabrata, Candida ulilis y Candida intermedia.
Schizosaccharomyces pombe lione una resistencia natural a esla toxina {Stark, M.J.R. et al.
1990). Estos pldsmidos se han translerido a olras levaduras como Scerevisiae, Kiuyveromycas
fragilis y Candida pseudotropicalis por fusién celular o transformacion (Sugisaki, Y. et al.
1985). Los plasmidos killer son particularmente establas en cepas de S.cerevisiae ¢ (delicienles
respiralorias) pues muostran una marcada inestabilidad con e! DNA mitocondrial, aunqus su
huésped natural (K./actis) es una ¢ obligada. Esle hecho abre la perspectiva de utilizacién de
eslos pldsmidos para 1a construccion de vectores que puedan ser utilizados en otras especies do
lovadura.

Los plasmidos tipo killer se han usado en la cionacion y expresién de varios genes de
fevadura. Sin embargo, debido a las proleinas unidas covalentemente a sus extremos §' y a su
propio sistema de replicacion, ha sido dilicll su manipulacion in vitro y en E.cofi. Un gran
avance se logrd con ia incorporacion del gen de selecciéon LEU2 de S.cerevisiae introducido por
clonacién en el pldsmido K1 y posteriormente introducido por recombinacién homdloga al plasmido
K1 nalivo. A pesar que el LEUZ con sus 1as toguiatorias p al gon no 5o expreso,
Los plasmidos recuperados de las pocas transformantes LEU2 presentaron modificacionas en el
ptadsmido Kt. Estas modificacionss consistierun en ta desaparicion de las proleinas ligadas a los
extromos 5', la adicién de telémoros en los axtremos del plasmido lineal y la relocalizackén de
fos plasmidos hibridos del citoplasma al nucteo (Kamper, J. et al 1989 a). Pero cuando el gen
LEU2 estuvo bajo la accidn del promotar y terminador del plasmido K1, el gen fué expresado y el
plasmido no sufrié ninguna moditicacién, replicandose en el citoplasma. Bajo condiciones no
solectivas estos plasmidos fueron muy estables (casi el100 % de ias transformantes mantuvieron
el pldsmido durante 48 horas) y el nimera da copias dal plasmido fué similar at encontrado en
la cepa original (50-100 copias por célula) (Kamper, J. el af 1989 b).

A pesar de las dificultades presentadas, eslos vehlculos reinen las caracteristicas ideales
para el desarrollo de vectores, pues conj las jas de ropl 6n y bilidad de los
plasmidos circulares y ademds cuenta con un amplio rango de huespedes.

1.6.2 El plasmido pKD1 deKiuyveromyces

El estudio de gendtica de otras levaduras difcrentes a S.cerevisiae ha permitido el hallazgo de
nuevos plasmidos circulares. Corno por ejemplo, el pldsmido pKD1 aislado de Kluyveromyces
drasophilarum {Falcone, C. ef al 1986) que tiene un tamano de 5.7 Kb. Al comparar pKD1 con el

14



2umde 5. visiae se on varias simi o8t como es la presencia de
tres genes {(AB y C) ¥ un par do secuoncias repetidas invertidas asl como la presencia producto
de un fendmano llamado interconversion, de dos formas isoméricas en la célula.

El plasmido pKD? se ha transferido a K./aclis donde so mantiene y replica en forma
estable produciondo cerca de 70 copias por céluld, mimero comparable o las encontradas en
K.drosophilatum  (Bianchi, M.M.etal 1987), Hecho ventajaso, en términos priclicos, ya que
la genética do Klactis se conoca mejor que la de K.drosophilarum.

inicialmente para estabilizar los plasmidos recombinantss de pKD1 en K.lactis, fud’

necesario construir cepas cir * {con el pKD1 intacto) para permitir ia complementacion de

funciones y una adecuada replicacién de los plasmidos recombinantes. Posteriormente se

construyeron nuevos vehlculos estables en cepas cir |, propiedad que permitid transformar a

muchas especias de Kiuyvoromycos y asl observar ol rango de hunspedes del plésmldo pKO1
h

{(Chen, X.J, el al. 1989). Las esp como K. denii, K.dobzh, kit
valacmnadas an su contanido cromosomal do G + C con K jactis y K.drosophilarum pudieron
tr se con alta fr y las transformantes fueron muy estables. En contraste,

K.tfragilis la cual no pudo sor transformada a pasar de estar en relacion filogonética estrecha
con K.lactis. Una observacidn importante es que K.wallii y K.thermotolerans, especies
evolutivamente mas lojanas a Klactis y a K.drosephifarum pudieron translormarse y fas cepas
resultantes fuoron muy estables, domoslrando que el rango de accién de pKD1 no asta limitado a
especies astrachamente relacionadas evolutivamente.

La utilizacién del plasmido pKD1 como vector de clonacion en cepas de Kluyveromyces ha
avanzado con gran rapidez, por Jo qua ahora esta levadura se uliliza para producit proteinas
heterdlogas da interés farmaceutico como es el caso do la albimina dn suero humano (Fleer,R.e?
al. 19g1).,

1.7  K.tragllls: ALTERNATIVA BIOTECNOLOGICA.

Asicomoen K./actis se han realizado la mayoria ds los dios bi icos y g
dol género Kluyveromyces, la lavadura de este grupo mejor estudiada y trabajada a nivel
industrial es K.fragilis. El desarrollo anticipado de esta levadura coma un microorganismo
industrial quizas se debié a que fué considerada apta para consumo humano (microorganismo
GRAS: Generally Hecognized As Satej antes que K./acts. K.fragilis se ba utilizado por varios
ahos en la oblencién de varios productos como protelna unicelular a partir de suero de leche
(Myrath y Bayer 1979). pectinasas, ulilizadas en las industrias en la clarificacién de vinos y
jugos de frutas (Garcia-Garibay, M. 1987); inulina (Pha!f, 1985) y para las producciones de
etanol y de la enzima lactasa.

Después del etanol el producto de K./ragilis que mas se produce es sin duda !a enzima
lactasa o B-galaclosidasa. La lactasa hidroliza el disacdrido tactosa presente en {a lache y sus
subproductos en sus mondmerns ghlicasa y galactosa. La hidrélisis do la factcsa es importanta ya
que hace accasible la leche y sus derivados a personas intolerantes a la lactosa . Ademas tiene una
gran variedad de aplicaci logicas en Ja i ia lactea.

Cuando la leche la consuma algin individuo, la presencia de la lactosa en el intestino,
induce la sinlesis de lactasa que hidroliza 1a lactosa y los monémaeros se transportan al torrente
sanguineo. Por un proceso que se considera normal, la induccién de la enzima es alta en los
primeros dias de vida pero disminuye progresivamente a través de los ahos de tat forma que en
muchos adultos la induccién es minima o la enzima no se produce. Cuando una persona deficiente
en lactasa consume leche, sufre el padecimiento conocido como intolerancia a la lactosa.
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Para solucionar estos problemas lo mas soncillo es eliminar la lactosa de !a leche pero
esto reptesenta un enorme asfuerzo economico y lécnico debido al alle contenido de 1a lactosa en
fa lacha (aproximadamente 5%). Es por 850 que se han desarrollado procesos para hidrolizar la
lactosa utilizando productos con actividad lactasa que permila la obtencién da leches y la fabricacién
de productos lacteos con bajo contenido de lactosa.

Algunos de jos procesos tecnoldgicos que puadon beneficiarse al hidrolizer fa laclosa de la
lache es Ja producclon de leches candensadas, evaporadas ¢ en polvo, helados y otros productos.
La lactosa, ademas de su elevada concentracion on la leche es muy poco soluble {casi10 veces
menos soluble que la sacarosa) por o que al reducir la cantidad de agua en las leches condensadas
0 en polvo forma cristales muy gruasos que dan un aspocto de © arenosidad ™ a los productos, Esta
propiedad da un mal aspecto al producto disminuyando su demanda y repercutiendo on forma
negativa en {a economla de las industrias.

Una da las aplicaciones tecnoldgicas mds importantos de la laclasa as 12 que abwe |3
oporunidad de utilizacion del suero do leche, un subproducto en fa elaboracién de quesos que es
desperdiciado, en México, casi totalmente. Por su composicion el suero de leche es un producto
con propiedades nulricionales que pueden ser aprovechadas en la elaboracién da productos
alimenlicios. Existen varias fuentes de f3-galactosidasa adomas de encontrarse en el intestino de
los mamileros y en las levaduras K.lactis y K.fragilis.

Una de estas fuentes de B-galactosidasa es E.coli cuya lactasa se ha sstudiado y caracterizado
an detalle. E.coli es una bacteria que se manipula y crece facilmente an medios de cullivo
simples debido & sus pocas exigencias nutricionales y & su tiempo de duplicacién muy corto. Sin
embargo, existe un gran inconveniente. £.coli es una bacteria coliforme que puede producir
substancias téxicas por lo que no se permite su uso on la produccién de alimeantus.

Algunos hongos filamentosos tambien producen N-galactosidasa. Aspergillus nigar y
Aspergillus oryzae son hongos que producen lactasa y son organismos GRAS, Su lactasa se ha
utilizado en la hidrélisis de lactosa de suero de leche acido puss en aste mudio ja enzima
encuantia su pH ¢ptimo (3.5 a 4.5). Sin embargo por la misma razén esta enzitma no pueda
utilizarse en la  hididlisis de la lactosa de suero dulce {(pH 5.5 a 6.5) que o5 el que se produce
mas en México.

Para hidrolizar la lactosa de la lecho y dol suero dulca se ha utilizadn genaralments in
Iaclasa de K.fragilis y K.lactlis pues el pH 6ptimo de estas enzimas es cercano a 7. Aungque lag
de actividad de las de las dos especios se asemeja, la enzima de K./ragilis
prasenta la ventaja de que la temperatura Sptima para su actividad es de 40°C mientras que la de
K.lactis es de 37°C. Esta caracteristica confiera a la lactasa de K./ragilis un rango mas amplio
de operacién en los procesos de hldrollsls y ademds al trabajar a 40°C evita eon parte at
croci to do cor los, los cuales pueden proliferar en los reactores
del proceso continua de mdrélms dea suero que pormanacon on funcién durante dias 0 semanas.

1.8 GENETICA DE ASIMILACION DE LACTOSA ENKluyveromyces.

Los estudios do genética en esta area se han hecho utilizando a K.lactis coma modelo,
K.lactis crece en lactosa como Unka fuente de carbono puesto que la B-galactosidasa se induce
por lactosa y galaclosa. Cuando las células se crecen usando glucosa o glicerd! como tnicas
fuentes de carbono, la f-galactosidasa se ancuentra en su nivel mds bajo, pero al translerirse a
un medio con laclosa o galactosa los niveles aumentan de 100 a 150 veces (Dickson, R.C.y
Markin, J.5.1980).

El gen que cadilica para la B-galactosidasa de K. lactis se aisl6é por complementacion de
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mutantes lacZ de E.coli, incapaces de crecer en laclosa como unica fuente da carbono (Dickson,
R.C. y Markin, J.5.1978). Hasta ahora el gen no se ha sccuenciado totalmente. Solo se conoce la

ia de 688 nucledtidos do! extremo 5 det gen que incluya la sacuencia promotora y 359
nucledtidos después de e! marco abierto de lactura {Breuing, K.D. et al 1984).

Para esclaracer ef mocanismo de induccion de in enzima, el gen de lactasa se ulilizé como
sonda para datectar ks niveles de RNA mensajoro (RNAm) presente antes y despuéds de fa
induccién (Lacy, L.R. y Dickson, R.C. 1981). Los niveles de RNAm después de la induccion se
elevaron concomnitantements a los niveles da enzima y actividad do la misma lo que hizo suponar
que la regulacién es & nive! transcripcional. Sin embatgo, un incfemento en la concentracidn de’
RANAmM puede implicar solo un aumento en la velocidad de transcripcién o una disminucion en la
velocidad de degradacién. Para eliminar esta incertidumbte se determino la vida media det RNAm
la cual fué semejante antes y 0ospues Qe 1a INGLCCION conlitiandu Quo ésta es a Rivel ranscripeienatl.

Los primeros estudios para entendar los mecanismos de rogulacién de la sintesis de
N-galactosidasa se realizaron utilizando mutantes de K.fachis auxdtrofas de lactosa (Sheetz R.M.
y Dickson H.C.1980). La caracterizacion bioquimica do las el mapeo genélico y los
estudios da complernentacién fueron la base para definir 7 genes llamados LAC 3,4,5,6,7,8y
9. El gan LAC4 codifica para la 3-galaclosidasa (Shestz A.M. and Dickson R.C. 1981). La
funcién do los demés genes no se identificsd, pero varias mutantes lac no pudieron crecer en
galactosa como unica fuente de carbono (la galactosa @s un tuerte inductor de la #-galactosidasa).

Esludios con cruzas éticas de estas mutant on que los fenotipos GAL y LAC -
segregaron juntos indicando que los fenolipos se deben a mutaciones en un mismo gen. El
descubrimiento de una nueva mutante (LAC10) {a cual produce cc B-gal idasa

(Dickson, R.C. st al 1981) asi como ol conocimiento de que mutantes en LAC9 no inducen la
anzima, contribuyeron a esclarocor los mecanismos que utiliza la célula para metabolizar
lactosa y galactosa. El producto del gen LACY juega un papel importante al confenr una regulacién
positiva a la produccién de lactasa en condiciones de induccion. La proteina se une a un sitio an la
regidn no codificante del final 5' dol gen LAC4 (regién UAS) activando 1a transcripcion, En
condiciones de no induccion, el producto de LAC 10 inactiva la proteina de LACH evitando la
franscripcion (Ruzzi M. et a/ 1987). Este mecanismo es muy parecido al llevado a cabo en
S.ceravisiae en el metabolismo de galactosa donde el gen GAL4 y el gen GAL 80 realizan
funciones muy somejantes a LACY y LAC 10 respectivanuile, ademds da gquo mutanies gald de
S.cerevisiae pueden ser complementadas con el gen LACY (Salmeron, JM. et al 1386).

Al ser la B-galaclosidasa una enzima intracelular, fa factosa necesita ser transportada al
interior celular a través de una permeasa presente en la membrana. €1 gen que codifica para ta
permeasa (LAC 12) se ha aislado y mapeado encontrandose aproximadamente a 3 Kb arriba del 5
del gan LACA4 (Sreakrishna, K. y Dickson R.C. 1985).

A difarencia con las bacterias en las cuales los genes de una via metabdlica estin

preferantemente organizados en operones, los genes que controlan et metabolismo de lactosa en
K.iactis no se encuaniran todos ligados, sin embargo, s0 regulan coordinadamente,
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CAPITULO U
MATERIALES Y METODOS
2.1 CEPAS.
2.1.1 Bacterlas

E.coli CMK. Una cepa lacZ™ con la cual se puede hacer a-complementacién. Fué utilizada
para hacer las construcciones de los plasmidos ds este trabajo.

2.1.2 Levaduras.
Kluyveromyces fragilis NRRL Y-09, cepa silvestre.
Kiuyveromyces lactis NRRL Y-8729, cepa silvestre.
Kluyveromyces lactis SD11{lacd ; trp1}.
2.2 PLASMIDOS.
pKR 1B- Plasmido de 8.4 Kb derivado del pBR322 el cuat llova la rasnslancna a amplclllna,

la resistencia a kanamicina del transposén Tn 903 y una de 1
{ARS) de K.{actis.

PBLACS - Pldsmido de14 Kb de estructura semejante al anterior con la diferencia de
tener insertado completamente el transposén Tng0d3 y linvar el gen LAC4 de K.lactis

pUC19 - Plasmido multiproposito de 2.7 Kb que lleva un origen de replicacion de
ColE1, ia resistencia a ampicilina y un fragmento det gen lacZ (B-galaclosidasa) de E,cofl, que
codilica para el amino terminal @ incluye una region para clonacién mulliple. Con este vehiculo
puods ser llevada a-complementacion en un huesped adacuado,

2.3 MEDIOS DE CULTIVO.

2.3.1 Medio de cultlvo para bacterias

LB (medio rico)

Bacto lriptona i0g
Extracto de tevadura 59
Cloruro de sodio 109
Agua 1000 mi

Medlo con X-Gal e IPTG.

Cuando fué requerido, se adicioné al medio LB 50 pl de X-gal (20mg/ml en
dimatillormamida) y 8 ul de PTG (1M).

2.3.2 Medios de cultlvo para levaduras.

YPD (medio rico),



Bacto poplona 20p

Extracto de lavadura 109
Glucosa 20g

Agua 1000 m!
pH 5.5 con HCI

La glucosa pueda ser sustituida por otra fuente de carbono.

YNB (medio minimo}

Este medio i los e} i ios para el imiento de las
excepto la fuente de carbono y los aminodcidos que hueron adicionados segin el requerimiento de
las mutantes y el expstimanto.

2.3.3  Anlibléiicos.

Carbenlcklina.Solucion "stock® de 200 mg/ml disuolta en agua estéril. Se utilizé a
una concenlracién final de 200ug/ml.

Este antibidtico es inactivado por la B-lactamasa, enzima que hidroliza a la ampicilina,
Kanamlcina Solucién “stock® de 25 mg/mt disyeha en agua estéril, Se utilizé a una
concentracién final de SOpg/ml.

Geneticina (G-418) Solucion “stock™ de 100 mg/ml disueita en agua estéril. Fué
ulilizada a una concentracién final da 400 pg/ml.

Los *stocks” de antibidtico no fueron utilizados daspués de un mes de almacenamiento a
-20°C,

2.4 TECNICAS.

24.1 Purlilcacién de pldsmidos.

Los pldsmidos fueron purificados siguiendo la técnica de minipi i de DNA d it
por Maniatis ot al 1989. £l procedimiento se escald a volumenes mayores obteniendose buenos
resultados.

2.4.2 Dlgeslién de DNA.

Los DNA analizados se digi con endonuct iguiendo las daci de los
fabricantes.

2.4.3 Ligacién de DNA.

Se mezclarcm las concentraciones adecuadas de vehil @ inserto (normall una
lacién 1-5 ). buffer de ligacién 5X y agua para completar 50 ul. A esta

mezcla se ndlcmé 131l de enzima DNA ligasa T4 y se incubd toda la noche a 4°C.
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Buffer &X llgasa.

Tris HCI 250 mM pH 7.6
MgCt, 50 mM

PEG 8000 25% {peso/volumen)
ATP 5mM

oTT SmM

2.4.4 Transtormaclén de bacterlas.

Las bacterias lueron transformadas siguiendo el método descrilo por Chung C.T. ef a/
1989,

2.4,5 Transformacion de levaduras.

Dos mililitros de un preinéculo de lavaduras fueron adicionados a 100 ml de YPD e
incubados 3 horas a 30"C y 340 rpm. Despuds de este tiampo las células fueron centrifugadas a
5000 rpm por 10 minulos, sa titd el sobrenadante y se resuspendiaron en 10 m} de buflar TE
{Tris10 mM, EDTA 2 mM pH 8) centrifugando nu en las dici citadas
anteriorments. Las células fueron resuspendidas en 10 ml de acetato de litio 0.1 M, tris-HCI
5mM EDTA 2mM pH 8 o incubadas durante 1 hora a 30°C sin agitacion. Posteriormanta 100 ut
de la suspension fueron mezclades con 1 - 10 pg de DNA siguionde la incubacidn a 30°C
durante media hora. Transcurrido este tiempo 0.9 ml de PEG 3350 lueron adicionados a las
células y mezclados suavementy por Invomén La mezcla sa incubé a 30°C durante una hora
agitando intermi . Una vez da 1a incubacion, las células fuaron centrilugadas 3
minutos a 2000 rpm y se mé el sobrenadante. Las células fueron lavadas conl ml de agua y
centrifugadas 3 minutos a 2000 rpm. Sa extrajo e! sobrenadantey las células fueron resuspendidas
en 100 pl de agua.

2.46 Seleccién de transformantes.

Al sslecclonar por rasislencia a G-418 se prosiguid del siguiente modo: las célutas
fueron plateadas en 2 ml de YPD agar 2% e incubadas por 4 horas a 30°C. Después de este
tiempo B ml de agar 1% con G-418 {ué adicionado (concentracién final 400 pg/ml) y se siguid
{a incubacion dutante 2 o 3 dias.

2.4.7 Purificaclon do DNA gendmice de levadura.

Las levaduras se crecieron eni00 mi de medio YPD hasta la fase astacionaria a 30°C y
200 rpm. Las células sa centrifugaron por 5 minutos a8 5000 rpm, la pastilla se lavé con agua
d izada y se en las dici citadas anteriormento. La pastilla
se congeld en hielo soco-alanol duranta 5 minutos. inmedialamente la pastilla se transfirid a un
baho maria con agua caliente (entre 80 y 90°C). El paso de congelamiento y dascongelamiento se
repitié dos veces mas. Posteriormente, {a pastilla se resuspondié en buffer SET y 1/25 volumenes
de NaCl 5 M. Se adicioné 2/10 volumenes de SDS 10 %, 56 agité suavemente por inversién y se
dejd incubando 1hora a temperatura ambiente. Después de este tiempo, la mezcla litica se incubd
una hora a 65 °C. El lisado se dejo enfriar a temperatura ambiente y se afiadié un volumaen de
cloroformo-aleohol isoamilico 25/1 agitando en vortex duranta tminulo, La mezcla se contrifugd
a 5000 rpm por 5 minutos, se extrajo la fase acuosa ponlendose en un tubo limpio y se repitié
e} proceso de extraccion.
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El DNA se precipité adicionando 1/10 volumenes da acetato de sodio 3M y dos volumens y
medio de atanol absoluto frio, incubandose por dos horas a -20°C o 20 minutos a -70°C. Ei DNA
so contrifugd por 5 minutos a 10000 rpm , se tird el sobrenadante y se lavo con etanol al 70%
agilancio en vorax por 2 minutos. Nuevamente «a cantrifugd en las condiciones citadas en el paso
anterior y se descantd e! sobrenadante, posteriormanta se secd el DNA y se resuspondi6 en 0.5
mi de butfer TEN, Se agrego 20pl de RNAsa (10 mg/ml} y se incubo thora a 3 °C. Posterorments
sa adiciond 20 i de solucidén de pronasa y continuo la incubacién a la micma tomperatura. Se
desproteinizo la solucion con fenol-cloroformo (adicionando un volumen de cada uno) agitando
en vortex durante un minuto y centrifugando 4 minutos a 2000 rpm en  una microfuga, pasando
{a tase superior a un tubo nuevo. Esta paso se repitié tantas veces como fué requerido hasta que
ei DNA astuvo limpio. Finalmenle se hizo upa extraccion solo con clorelormo, se precipitd ef
DNAy se resuspendié en agua.

Soluclones.

SET Sacatosa 20%, tis-HC| £0 mM pH 7.6, EDTA S50mM.
TEN Tris-HC! 10 mM pH 7.6, EDTA mM, NaCl 10 mM.
Pronasa 20 mg/ml en buffer TEN, precalentada a 37°C por § minutos.

2.4.8 Electroforesis en geles de agarosa y pollacrilamida.
a) Electroforesis en gel de agarosa.

La electoforesis se llovo a cabo en geles da agarasa al 1 0 2% en bufter TBE 1X segin
raquirié el caso y se corrieron a 100 volis.

b} Electroforesis en gel de pollacrilamida,
La eloclroforésis se llevé a cabo en geles desnaluralizantes de poliacritamida al 8% y se

corriaron a 300 volts.

2.4.9 Purificaclén de tragmentos de DNA de geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA fueron purificados con branas de DEAE celul siguiendo af
método descrito por Lizardi, P.M. et al 1984,

2.4.10 Andilsls de DNA por hibridlzacién

El DNA se digirid con la enzima de restriccion adecuada y los fragmenios so resolvieron
en un gel de agarosa al 1% en bufter TBE 1X. Ademas de las muestras & hibridar en todos ke
gelos se corrié DNA de ) digerido con Hind Il como marcador de peso molecular. El gel se tifd
con bromuro de etidio {10 pg/ml) por 5 minutos y lavado con agua durantaiC minutos con
agitacidn suava. Se observo on el transiluminador de luz ultravi y s6 prosiguié del sigui
modo:

a)transferencla del DNA

Antes de transferir ef DNA a un filiro de nitrocelulosa ol gel se tratd con HCI 0.2N y se
agitd suavemente durante15 minutos. Se repitid el tratamiento dos veces mas. El gel se lavd con
agua por § minutos y se pasd a una solucién desnaturalizante (NaOH 0.5M, NaCt 1.5M ) agitando

por 15 mi nue dos veces més. El gel se lavd con agua §
minutos ¥ se Yraté con fa soluc»én neutralizanta (Tris-HCI 0.5M pH 8, NaCi 1.5 M) agitando
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durante15 minutos y repitiendo el p dimiento 2 vecas mas. Finalmante el gel sa lavé con
agua durante § minutos y se equilibrd en una solucién SSC 6X port5 minutos,

Terminado el tratamiento, ol DNA se transfirid por capilatidad siguiendo las
recomendaciones de Manialis et a/ 1989. EI DNA transferido se fij6 ai papel de nitrocelulosa con
ultraviolota usando e aparato Stratalinker.

b) prahibridacion.

Después de la transferencia, el papel se prehibridd con una solucién de formamkia a!
50%, SSC 20X, solucién Denhardt's 50X y DNA de timo de ternera (10 mg/mi) a 42°C por toda
ta noche en una bolsa deplastico

c) hibridacién

El fitvo fué hibridado con la sonda marcada con P¥ por ol procedimiento de “nick
translation® adicionada a la bolsa en la cual se prehibridd el filtro y se siguid la incubacién a
42°C por lo menos doce horas mds.

d} lavado del flitro,

Una vez terminada Ia hibridizacion el filtro fué liberado de Ia marca sobrants lavando de
la siguiente forma: el filtro fué puesto en una solucién de SST 2X, 0.1% de SDS por 5 minulos a
temperatura ambiente y después transferido a una solucién de 0.1X de SSC y 0.1% de SDS
incubando 20 minulos a 65°C con agitacion suave, repitiendose el tratamienlo 2 veces mas.
Finalmente el filtro es pasado a una solucién de 0.1X de SSC por 5 minutos después de ks cuales
as sacado al aire. E! papel es envuelto en una hoja de *Kleen pack® y checada con el conlador
Gieger para comprobar si no hay marca de sobra que pudiera interferir en la interpretacién de
resultados. El fillro es puesto en contacto con una placa de rayos X y expuesta toda la nocha a <70
°C. La placa fué revelada y se observé el resultado.

Soiuclones

SSC 20X

NaCl 1753 g
Citralo de sodio 882 g

Ajustar pH a 7 con unas gotas de NaOH 10N
Aforar a 1000 mi

Denhart's

Ficol 5g
Palivinilpirrolidona 5¢g
Albumina de suero de bovino 5¢g

500 mi

2.4.11 Preparacion de exlractos protelcos de levadura.

Daspués de crecer las levaduras durante toda la noche en 50 mi, de YPD, el cultivo se
fillrd a través de una membrana mliipore de 1.2 pum y el paquete celular fué puesto en un tubo
de ensaye, al cual se adicionaron de 100 a 200 pl de bulfer de fosfatos pH 6.6 mezclandose
suavermente hasta homogenizar. A la mezcla se agregd un volumen aproximadamente igual de
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perlas de vidrio® de 1mm de diametro y se agité con vorlex por un minuto para romper las
células y so dojér el tubo en hielo. La suspensién obtenida se translirié a un tuba eppendor!, se
cenlrilugd a 4000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se recuperé fa fase superior. Los extraclos
tueron almacenadas a -20°C.

* Pretratamlonto de las perlas de vidrlibas perlas fueron tratadas con mezcla
do conlin nte durante toda la noche. Posteriormente fueron lavadas varias
veces con agua dasionizada y secadas a 65°C.

2412 Maedicléon de la concentraclén de proteinas,

La concentracién da protsinas obtenidas de los extractos fué determinada usando el método
estandard reportado por Bradford 1977.

2.4.13 Mediclon de actlvidad B-galactosidasa.
a) actlvidad en unidades/gramo de célula.

Las células tueron crecidas en medio rico YPD y se determind la concentracién celular
mediante una curva estandar cuya ecuacion es:

Concentracion (g/l) = _abg (650 _nmi- 0,03
0.0599

Para permeabilizar las células, se centrifugé la cantidad de caldo de cullivo necesaria
para obtener un paquete celular do 12.5 mg. Las células se resuspendieroncn 5 ml de alcohol
isoamilico en un matraz voluméliico de 25 ml y se aloré con bulfer de fosfatos 0.1 M con Mg
ImMy Mn 0.tmM pH 6.6 incubando 1 hora a temperatura ambiente.

Después de la permeabilizacién 0.1 mt de la mezcla se puso en un tubo que contenia 2.7
ml de bufler de fosfatos 0.1M, 0.1m! de 2-mercaptostanc! 3.36 M y 0.1 m! de o-nitrofonil-B-
D-galactosido 0.068M, sa agitd perfectamante an vortex. A una alicuota se o tomaron medidas
espectrofotomélricas a 40°C, cada 30 segundos {produccion de ONP) a una longitud de onda de
410 nm. La actividad especifica se establecié como unidades de B-galactosidasa por gramo de
célula (U/g) donde una unidad es la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar un pmol de
ONPG por minuto a condiciones dadas.

b} actividad en unidades/miligramo de prote(na.

Sa diluyoron 10l do oxtracto proteico en 100 pi de butter de fosiatos 0.1 M pH 6.6 con
Mgt mM y Mg 0.1 mM, se pusieron en la mezcla de reaccién semejante a la utilizada en el
mélodo anterior y se midid la produccién da ONP a 40°C como cilado anteriorments. Se obtuvo la
actividad en unidadas/mililitro que dividido entre los miligramos/mililiro utilizados nos dié la
actividad en unidades/miligramo de protelna (U/mg).



CAPITULO Hi
RESULTADOS
3.1 ESTRATEGIA DE TRABAJO.
3.1.2  Eleccidn de! vehiculo base.

Hasta ahora el estudio de 1a gonélica que se hahocho en K./ragilis ha sido muy poca y por
lo tanto casi no se han constiuido vehiculos para asta lovadura. No se conocen pldsmidos en esta
aspocie (como el 2p de S.cerevisiae} que pudieran servir para el desarrollo da nuevos vehiculos
y ademas, el plasmido pKD1 un plasmido semejante al 2 aislado en Kluyveromyces drosophilarum,
no funciona bien en K.fragilis. Anis estos inconvenientes, elegimos a pUC19 como vehiculo base
para la construccidon de los vehiculos debido a que p las sigui i

a8) Versatilidad es un vehiculo de facil manejo para la clonacion de secusencias debido
al sitio de clonamiento maltiple y a su capacidad de llevar & cabo a-complamentacién en un
huesped adecuado. Los sitios tinicos de! vehiculo permitiran no solo la construccién de los
plasmidos, sino la introduccion posterior de nuevas secuencias Gue facilitaran el estudio da la
genélica de K.fragilis o la clonacion de promotores fuertes para la expresidn de la piotalna
desaada,

b) Tamano pequeiio pUC19 presenta un tamaio aproximado da 2.686 Kb, talla que
permite clonar varios fragmentos da DNA sin aumentar mucho el 1amaiio que afecte su estabilidad.

c) Alto numero do coplasEl plasmido presenta un alto nimero de copias por célula
{aproximadamente 700 en E.coli ) permiliendo una facil amplificacion del mismeo y los plasmidos
darivados de é1.

3.1.3 Cionaclén del marcador de seleccién.

El primer paso en la construccion de los vehiculos fué [a clonacién en pUC1S de un
marcador de selccion para levaduras. Debido a la dificultad que se presentd en obtener una cepa
auxslrofa de K.fragilis ya sea por mutagénesis o de una coleccidn, se elimind la posibilidad de
cionar un marcador de auxotiofia. La alternaiva fue ar por aun
Lag levaduras natural son resi a bidticos como la ampicilina y la
por o que el gen de tesistencia a ampicilina prasente en pUC19 no puede ser utilizado para la
seleccién. Sin embargo, el gen gue confiere resistencia a kanamicina en bacterias del transposén
Tno03 ha mostrado ser un excelente marcador de sefaccién en  levaduras (Jimenez, A. y
Davies, J.1980) conliriéndoles resistencia a genaticina o G-418. Este gen fué utilizado en la
construccion de los vehiculos debido a su disponibilidad y ademas de que se ha utilizado en la
selaccion de transformantes de K.actis y K.fragilis (Das, S. et al 1984, Sreekrishna, K.eot al
1984).

El gen de resistencia a kanamicina (Km) se clond en pUC18 a partic del plasmido
pBLACS, vehiculo que lleva el transposon Tn903. Para evitar clonar sacuencias innecesarias,
pBLACS sa digirié con Haelt, una enzima que corta en los axtremos del gen de km. Para introducir
ol fragmanto a pUC19 se kinearizd con la misma enzima,
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1.4 Construccién del vehiculo Integrativo.

Una de las ventajas de contar con un plasmido infegrativo para esta especic €5 que sefrd
una herramienta do trabajo muy Ohl para el estudio da ts gonélica do K.fragilis . Se podran
clonar diferentes gones para su estudio o constrir matantes al dirigir la mutacion hacia of gan
dsoad.

Olra caracleristica importanty es qua ostos plasnides son muy estables sin presién
salectiva, ventaja quo a nivel industrial es muy importante. Generalmente ta presion sclectiva
que se aplica es un antibidtico y para Jos volumenes do trabajo industrialos resusitaria muy
costoso, Ademds, si el produclo esta destinado a la tama de atimentos no podra adicionarse el
antibidtico.

Bara congtrrr ol wohizuld 21 5Tale s de whilidd ol geiv LACH (dryaiuciosidasa) ou wjachs
para permitir la recombinacion homéloga del vehiculo con el cromosoma da la levadura. pBLACS
que lleva of gon LAC4 se diging con Sphi, una enzima que hbera el gen con sus secuencias
regulatorias. El gon se hgd a pRG1 en el sitio unico Sphl de a region de clonamiento multiple.

3.1.5 Construcclén del vehfculo replicativo.

Para mantenar un gen en allo nameto de copias dentro de un huesped ya sea para su
esludio o la sobreproduccion de una protelna es utilizando un vehiculo multicopia. Los vehiculos
replicativos son poco estables aun con presion solectiva, sin embargo esto se compensa con el
alto numere de copias presente en el huesped y su aplicacidn en la industria dependera de
procasos ¢n que na se tenyga que mantener el pladsmido durante muchas generaciones.

En la construccion so utilizé una socuencia de replicacién autonoma de K./actis secuencia
que ha demostrado funcionar en K. fragilis  (Das, S. of al 1984) y que so cionard en el vehiculo
integrativo.

La construcién se llevé a cabo en dos pasos para introducir la secuoncia ARS sin dafar e!
gen LACA. La secuencia ARS se libera del plasmido pKR1B mediante una digestion doble con
BamHI/Sall, pero no pudo ser clonada facilmente en pIL3 debido a que BamH! ademas de cortar
an of sitin de clonamionto mittizle corta ¢f gon LACH. La estisiuya fug Craar urt nuevo sito a un
lado de BamH! que nos peunitiera clonar la secuencia ARS sin destruir el gen LAC4 y el nuevo
silio fué Sac) un sitic cerca de BamMH! gn 1a tegidn de clonamiento miltiple,

3.1.6 Transformacién de K.fragilis con los vehiculos construldos,

K.fragilis sera transformada con los vehiculos obtenidos probando su resistencia a G-418,
estabilidad y frecuencia de transformacion. La levadura ha sido transformada por el método de
iones alcalinos (Das, S. ef af 1984) asi que este método se ulilizé #n la transformacion da la

cepa, opti do al del método para su desarrollo en el laboratorio.

3.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.2.1  Optimizaclén de las condlclones de transformaclén.
a) Senslbilidad de K.fragilis a G-418,

La sensibilidad de K.fragilis al antibidtico se determind al crecer la cepa en medio YPD
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con diferentes concentracines de G-418 en un rango det100 hasta1000 pg/ml, encontrandose
que a partir de una concentracién de 400 pg/ml, las células ya no crecen. Esta concentracién fué
utilizada en la seleccion da las fransformantas (labla 1).

CONCENTRACION  VIABILIDAD
G-418 (pg/mi)
0 +
100 +1-
200 +1/-
300 +/-
400 -
500 -
600 -
700 -
800 -
900 -
1000 -
TABLA No. 1Sensibilidad de K.fragilis a G-418. Si {+) Altlo i celular (i

{+/-} bajo crecimiento celular; {-) no hubo crecimiento.

b) Determlnaclén del tlempo de recuperacién antes de
adicionar el antiblético,

Después de la transformaci6n, el antibidtico deba ser adicionado a un tiempo que permita la
recuperacion de las transformantes pero sin dejar crecer las células no transformadas. Se
trataron jas colulas segun @l prolocolu de Wanslormacin sin adicionar DHA y 3o crecieron
durante 2, 4, 6 y B horas antes de adici ol ibidtico. Se 6 que 4 horas fué el tiampa
éptimo para seloccionar a las transformantes pues permilimos una mojor recuperacién da tas
células y evitamos la aparicidén de células no transformadas (tabla 2).

HORAS VIABILIDAD .-
2 .
4 .
8 +
8 +

TABLA No. 2 Tiempo de recuperacién de las células antes de estar en contaclo con el antbiético,
togfa: (+} Crecimi () sin ¢ i
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<) Transformaclén deK.fragilis con pKRIB.

Para transformar a K.fragilis se utilizé e! vehiculo replicativo pKR18 el cual lleva una
sacuencia de replicacion aulénoma do Klactls y 52 utilizd una copa de esta ultina especio como
contro! de ! i6n. Los pi pot wransformar a K./ragilis lallaron mientras
que K.lactis transformé con buonn frecuencia (500 81000 transtormantes  por cadal0’
células viables). Una de fas principales variables en la  transformacién de levaduras es la
concentracion de DNA y se adicionaron 10 pg por transfarmacién, sin embargo, después de
aumentar 2 y 3 veces la concentracion de DNA no se obluvieron transformantes. Finalmente la

ion de DNA utilizada fué do 150 g (tabla 3).

CEPA DNA (1g) CELUAS No. TRANSF.  FHECUENCIA
K.lactis 150 1 800 8 X 10~-4
K.fragilis 150 1 1 5 X 1047
K.Iragilis 150 2 10 55 X 10"~A
K.fragilis 150 5 150 8.3 X 10°-4

TABLA No. 3 Traslormacién de K.fragilis con pKR1B. Simbologia: VECES « numero de vecas en que
£6 aumenid la concentracion inicial de células (1); FRECUENCIA = Numers de translormantas /Numaro
do células viables,

Una nueva variable ensayada lué la concenlracion de células. En este punlo fué importania
observar que a pesar de iniciar con cultivos a la misma densidad éptica (0.8 -1.0 a 650 nm) la
cantidad de células de K.laclis fué 5 voces mayor que el nimero de células de K./ragilis (8-9 X
10" y 1-2 X 10° células/ml respectivamente). E! experimento realizado fué entonces utilizar ia
cantidad inicial de células de K.fragilis y probar 2y 5 veces mis con raspaecto a la cantidad
inicial. Se obtuvieron 150 transformantes con la concentracién mas alta de células que representa
una frecuencia baja sin embargo, se logré transformar a la levadura.

3.22 Clonacién del marcador de selecclén: construcclén del pRGHT.

Como se menciond en la estrategia de trabajo, para poder introducir el gen de Km en pUC19

sa linearizé con Haell pUC19 presenta 3 sitios Haell (sitios 235, 680 y 1050) asl que fué

hacer di iales para linearizar el plasmido. Las reacciones do digestién se

pararon a los 5', 15' 30, 1h y 2h encontrandose que 30' fud el tismpo &plimo para linearizar

1a mayor canlidad de plasmido. pBLACS fué digerido completamente con Hasll y los fragmentos se

ligaron a pUC19 linearizado con la misma enzima. Se obtuvieron 8 clonas las cuales mcstraron

¢l fanotipo de la a k ici icilina y fueron azules en presencia do X-Gal e IPTG.

Los pldsmidos aislados de estas clonas, d»gondos con Haell, mostraron un patrén similar a
pUC19 méas una banda de aproximadamente 2.8 Kb {figura t).
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FIGURA No. 1 Patrén de restriccion del plasmido pRG1 cortado con Hawil. Carritas AY Marcador de
pese molecutar: h Hind §it; B) pUC19 Haell; C). D) y £) clonas 5, 6 y 9 de pRG 1 Haall; F) pBLACS Haell,
Los valores del marcador estan dados en kilobases.

Aun después de! analisis de restriccion de los plasmidos con Sau3A no se determind con
oxactitud donde se inserlo el fragmento de kanamicina en pUC19. Sau3A corta en § sitios a
pUC19 siendo el fragmento mas grande de 955 pb y en el que se presentan 2 sitios Haell (sitios
680 y 1050}. Tedas las clonas presentaron el mismo patron de restriccion, donde se nota la
ausencia del fragmento de 955 pb y !a aparicion de nuevas bandas diferentes a las observadas en
los pldsmidos de origen (pUC19 y pBLACS) indicando la insercidn de un nuevo fragmento pero
no la posicién exacta del mismo.

Los pldsmidos fueron digeridos con Hind Ui, una enzima que corta una vez al vehiculo y al
insetto y nos permitiria conocer si el fragmento  habia sido clonado en sitio diferente, sin
embargo, nuevamenie las clonas mostraron el mismo patron de restriccion. Ef vehiculo obtenido
de un tamafo de 5.7 Kb fué ilamado pRG1 y su construccion se muestra en lorma esquematica en
la figura 2.
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FIGURA No. 2 Esquema da [a construccion del pRGY.



3.2.0 Construccién del vehiculo integrative: piL3.

Como se planted anteriormente, pBLACS se digino con Sphl y se liberd un fragmento de
3.6 Kb que lleva ef gen LAC4 de Klactis . pRGY se lineanzo con la misma enzima. El fragmento
so ligd y se ranstormo con la muzcla de reaccion a E.coft CMK. De las transtormantes que
mostraron un fenctipo da fesistencia a kanamicing, ampicifina y fueron blancas en  presencia
de X-gal e IPTG, se seleccionaron 6 clonas at azar para ser  analzadas. Los plasmidos aslados de
estas clonas se digirieron con Sphd (higura 3) y se observaron los siguientes patrones de
restriccion: las clonas 1, 2 y 4 mostraron el patron esperado donde se observan claramente las
bandas de pRG1 y LAC4 mientras que el pliasmido de a clona 3 solo se linianzé presentando un
peso aproximado de 5.3 kb, Esie patitn de restnccion quizas muestra la otra direccion en gue
pudo clonarse el gen . El vohiculo de la clona 3 {pit.3} fué utiizado en la construccion det
plasmido replicativo. La ligura 4 muestra un esquema de la construccion del vehiculo integrativo,

- LAC

FIGURA No. 3 Patrdn de restriccién de plLa cortads con Sphl. Carriles A) pRG! Sphi; 8), C), D), E),
F) y G) clonas 1- 8 de pIL3 cortado con Sphl; H) pBLACS Sphl.
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FIGURA No. 4 Construccion del vehlculo integrativo
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3.24 Construcclén del vehiculo replicative: pRLID.

Guiandonos en la eslrategia de trabajo, primaeramante clonamos la wcuancla ARS cnn
extremos Bamii ¥ Sali en pUC19 cortado con las anzimas dose et
PARS19. En ! sagundo paso se libers e ragmento ARS da pARS 19 mediante {a digestion con Saif
y después con Sacl, un sitio carca de BamH( y que ademas lincariza a piL3. El ragmento da ARS
no fué purificado antes de clonar debido a que presenia un tamafio muy semejante a pUCTS (2.7
Kb} y en un ge! da agarosa af 1% aparecs solo una banda. Sin embargo, no hubo problema al
selecclonar las Wransformantas ya gue deberian ser blancas y resistentes a kanamicina. Para
distinguir los nuevos vehiculns de pil3 se purificd o plasmido de 10 clonas escogidas al azar y
£6 cortaran can Sall y Sacl observdndose en todas los itaginantos esparados

pUC19

——

Bam Hi/Sat i n‘.mm%
. Lok iowe: : - L L]
i S I i
am
5&;---.\\\\ \'7:,.//;;1 ~———— 531 )/Saci
NN .

asane

FIGURA No. 5 de ta fruccidn del ]
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3.2.8 Transtormacion de K.fragills con pll3 y pRL3II.

K.fragiis se tansformo con los vehiculos consiruidos y se obtuvieron 150 wransformantes.
con pRL33 y 6 con piL3 utiizando aproximadaments 150 ug de cada plasmido en la transtormacion.
Todas las transformantes con al plasmido integrativa v 3 con el tephcalivo escogidas al azar, se
utiizaron en expenmentos posteriores.

3.2.6 Presencla del gen de resistencla a Km en transformantes.

Para demostrar que 1as cepas resistentes a G-418 son verdaderas transformantes, se
llevaron a cabo experimentos di hibndizacion ulthizando como sonda e fragmento Hacli de 2.8
Kb que da resistoncia a Km en pRG1. La higura 6 muestia el resultado de este experimento donde
se hibndaron los genomas digendos con Ecollt y sin digenr de las cepas transformadas
con pRL33 (cepas 1, 3y 4) y las transformadas con pIL3 (cepas 2, 4 y 6), poniendo como
cantrol los gencmas da las copas silvestres de K fragiis y Klactis

Cabe senalar que las ranslormantes con pRL33 se eligieron al azar de 150 transformantes
mientras que las transtormantes con plL3 muestran el orden progresivo en que aparccieron
después de la transformacion.

Kb .M RtKIl 34 246 KiKI1 34 2 4B
23— '

- R

a3—

B el . R
FIGURA No.6 Presencia del gen de kanamicina en transtormantes. Carriles: M= A Hind 1lI; Kf =
K. fragitis, Ki = Klacts, 1.3 y 4 > tanstormantes con pRL33; 2,4 y 6 = transformanlgs con piLa.

El experimenlo muestra con claridad la presencia del gen de resistencia en las
transformantes y no en las cepas control indicando que la resistencia a G-418 es conlerida por
el gen Km introducido por transformacion. Todos los genomas digeridos de las translonmantes
muestran una banda de hibridacion excepto la clona 6 que es una mutante espontanea,
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La hibridacién de la sonda con los ganomas no digeridos nos permitié demostrar la
integracion del piL3 en el genoma y la repiicacién del pRL3J en el citoplasma de las transformantes
. En el caso del vehfculo integrativo solo se ve una banda indicando su integracién en e! genoma
mientras que an las transformantes con of vehlculo rephicativo npnmcnn varias bandas que
muastran las dif formas que p ta el p da la puriticacién del DNA.

3.2.7 Cinética de crecimiento de transformantes,

Un estudio imporante en la caractoricacién de las transtorimantes es el estudio del
cracimiento. £l crecimiento de las cepas recombinanies suele ser distinto a la cepa silvestre
dabido a {a carga bolica que rep ol o del vehlculo y la produccién de las
proteinas codiicadas en ei. Es105 expanmenios nos poiliileion Lonwel bl CoOMpo ianto de
las transformantes y sentar las bases para postenores expetimentos.

Las transformantes se creciocron en medio rico YPD y se compard su cracimiento con la cepa
sitvestre. Como se ve en la figura 7, al comportamiento de [as transformantes {cepas piL3-2 y
pRL33-3) fué simitar a la cepa silvestra con una fase lag do 7 u 8 horas y aleanzando la fase
estacionaria en 3 o 4 horas. As{ mismao presontan una velocidad especifica de crecimiento ( u )
de 0.26 h” dando como resultado un tiempo da duplicacion de 2.7 horas.

0.3
£
c
2
@ 02
L} —O— Sikaslie
- ——e— i3
3 —&— pRAL33
a
° 944
o
a
2
-
c
]
o
00 T Y T T LA

[} 2 4 8 8 10 12 14 16

Tiempo {horag)

-FIGURA No.7 Cinélica de crecimiento de transformantes. Condiciones de crecimiento: 100 m! de
medlo YPD y 200 rpm.

Al cracer las transformantes on medio rico YPD con antibidtico (100 pg/ml) el
comportamiento no fud muy distinto (figura B). La fase lag fué 3 o 4 horas més grande en
comparacién con el crecimiento sin nnubnénco y alcnnznron la fase estacionaria en 19 0 20
horas. Sin smbargo, la velocidad P da i no cambié, obteniendose valores muy
semejantes al caso anterior {0.3 h' para la cepa con el vehiculo integrativo y 0.27 h” para la

34



cepa con el vehiculo replicativo; el tiempo de duplicacién lué de 2.3 y 2.6 horas respectivamente).
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FIGURA No. 8 Cinélica de da i Condici de 100 ml do

medio YPD, 100 pg/ml da G-418 y 200 pm.

Estos resultados nos muesiran que las transformantes no sufron ningun cambio metabdlico
significativo al ctecer en medio rico con G-418 vy el retardamiento en ia fase lag puede ser
dabido solo a fa accion téxica del antibidtico.

3.2.8 Reslstencia de las transformantes a G-418.

La resistencia de las translormantes a G-418 se probd al cracerias con difarantes
aciones de antibidtico. La figura 9 muestra el comportamiento da las 1
crecidas en madio rico YPD durante 20 horas y en concentraciones de 0 a 1000 pg/ml de
G-418. Las transformantes mostraron dilerontes niveles de resistencia dependiendo del plasmido
contenido en ellas. Observamos claramente que el crecimionto de la capa con el plasmido replicativo
(pRL33) fud constante en todas las jones d en las
concentraciones mas altas, mientras que la cepa con el vehiculo integrative (p|L3) muestra una
rapida disminuci6n de la resistencia, siando minimo el crecimiento obtenido con concentraciones

arriba de 800 pug/ml,
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FIGURA No. 9 Resi ia de trar a G-418. Condicionos de cracimianto: por cada
ion de i { de 50 pgiml) las células se crecieron en 2 m! de medio YPD y

200 rpm.

Esta comportamiento se explica por fa dosis del gen de resistencia presante en cada cepa.
La cepa con el vehlculo ropbcahvo presenta varias copias de! gen km que le permiten rasistir
altas de ico, mientras que la cepa con el vehiculo integrativo solo presenta
una copia, 1o que reduce considerablementesu rasistencia a altas concentraciones de G-418.

Las transformantes se distinguieron de la cepa al las en pr la de
G-418 puec of crecimionto de esta (ltima ce atectn dristicamente a yna concentracidn de &0
ug/ml ¥y es casl nulo su crecimionto a 400 pg/ml. Tomando ¢n cuonta astos rosultados, la
seloccion da las transformantes después do la transformacién siguio siendo de 400 pg/mi mientras
que el mantenimiento y crecimiento de las transformantes en posteriores experimentos se hizo
con 100 pg/ml permitiendo facilitar el trabajo y disminuyendo la cantidad de antibidtico utilizada.

3.2.9 Establildad de transtormantes.

La estabilidad de las transformantes se determind a través del tiempo durante el crocimiento
de las cepas en medio rico YPD con y sin G-418. Cuando se crecieron en presencia de antibiético
la concentracion fué de 200 y 300 pg/ml para pil.3-2 y pRL33-3 respoctivamente, debido a
que100 pg/mi de G-418 permitic el crecimiento de has células no resi

Al trabajar con concentraciones mas altas de antibidtico la fase lag de las transformantes
fué mayor, iniciando la fase exponencial a las 17 o 18 horas y alcanzando la estacionaria en 26
horas (figuras 10 y12).
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FIGURA No, 10 E ili dal vahicuk pRL33 en presencia de G-418. Condiciones de
cracimiento: 100 m! da madio YPD, 300 pg/mt de G-418 y 200 rpm.

Se tomaron muastras al inicio (inoculacion}, a la mitad (inicio de fase exponencial) y al
final de la curva de crecimiento (fase estacionaria) que se plaquearon en cajas de YPD cony sin
G-418, un procedimi: que nos permitid conacer el nimero de células viables da cada punto.

La figura 10 nos muestra la estabilidad del vehiculo replicalivo con prasién selectiva .
Debido a la presion selectiva aplicada, el plasmids e muy aslabiv durante el crecimiento pues en
13 fase eslacionaria el 85% de las células viablos fucron resistentes. Al crecer en medio sin
prasisn selectiva la proporcién de resistentes a mitad dol crecimi o8 uy j al caso
anterior, pero al linal de la curva las resistentes representan solo e! 40% de las células viables
(tigura 11).
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FIGURA No. 11 Eslabididad del vahicula replicatve pRL3J sin prasién selectiva. Condicionses de
crecimiento: 100 ml da medio YPD y 200 rpm.

€l vehiculo integrativo también es estable con presion selectiva, sin embargo la proporcién
de células viablos obtenidas al final do fa curva con respecto al vehiculo replicativo es menor
en10%. Por la integracidn dal vehiculo en el genoma de la levadura esperabamos quela proporcié
de resistentes se mantuviera constante durante el crecimiento, sin embargo baja de 85% en la
fase media a 75% al final de la curva (figura 12).

B Células Viables
B PResistentes

% Células Viables

0 18 24
Tiempo (Hr)

FIGURA No. 12 Estabilidad del vehiculo integralivo pIL3 en presencia de G-418. Condiclones de
cracimiento: 100 m! de madio YPD, 200 pg/m! de G-418 y 200 rpra,
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La estabilidad del pIL3 en un medio sin presién selecliva di ye signifi t
sin ombargo esta disminucion no eos lan drastica como en ol caso dol pRL33 en las mismas
condiciones. Las rusistentes  disminuyen de 77% en la fase media a 55% en la estacionasia
(figura 13). Eslo representa una caida de solo ¢l 20% miuntras que la diferancia con el pRL33

fué de 45% (figura 11).

B Cotutas Viables
Resistontas

% Céluias Viables

Tlempa (Hr)

FIGURA No. 13 Estabiidad de! vhicuio ntegrativo pIL3 sin presisn iva Condicianes de
100 ml de madio YPD y 200 rum,

Coma observamos anteriormente, la lase lag es muy larga pero la velocidad especifica de
crecimiento fué de 0.26 h ' dando un tiempo o duplicacidn de 2.7 horas. Tomando en cuenta que
ia fase exponencial inicia a las 17 o 18 horas y alcaniza la fase estacionaria a las 26 o 27 horas,
tenemos en ese lapso de tiempo 3 o 4 generaciones. Con los datns antariores St calculd i
porcantaje da pordida pol gueeidoon para cada plasiido con y sin presién selectiva. Ei porcentaje
de perdida para el vehiculo rephcativo en un medhio con presion selectiva fus de 1.66 % y sin
antibiotico de 15 ¢.. Ef piL3 fue un poco mas estable al obtener un promedio de 3.33 % con
presion selectiva y 7.33 % sin ella.

3.2.10 Actividad 0-galactosidaca de transformantes

La produccidn de B-galaclosidasa por las transformantes se determind mediante la medicién

de actividad de la enzima en dilerentes puates de la cuiva de crecimianto {inicio de la fase

p cial y en fase estaci ia). Las transformantes, se crecieron en medio rico con100

pg/ml de G-418, con la adicién de glucosa como tuente de carbono, carbohidrato que no induce

la sintesis de la enzima, © con la de laclosa para inducitla. Como control la cepa silvestre se
crecid en los mismos medios sin antibidtico.

La figural4 nos mueslra la aclividad de lus transformanles en Unidades / miligramo de
d obsevar cl como |a actividad es 5 o 6 voces mayor al crecer las

P ye
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célufas en presoncia da laclosa en comparacidn al crecimiento on glucosa. Ademas la actividad do
fas células en la tase astacionaria es un poco mas grande qua al inicio de la fase exponencial. Sin
embargo, la actividad de las translonmantes con respacto a la cepa silvestre fué semejanta en
todos los casos de induccidn, datos no esperados debido al mayar numaro de copias del gen LACA
prasente en las transformantes, que nos datfan como rasultado una actividad mayor.

control glucosa

control lactosa
piLIglucoea
pIL3 lactosa
pRLII glucosa
pRLI3 Iactosa

EDB8OANR

U/mg de protelna

INICIO FASE EXPONENCIAL INICIO FASE ESTACIONARIA

FIGURA No. 14 Actividad f3-galactosidasa de iransformantes & parlir de extractos proteicos. Las
células fueron crecidas en 100 ml de medio nco con induclor {laclosa) o sin inductor (glucosa) y 100
pg/ml de G-418 para las Uransformantes

L.a hiperproduccidn de la enzima tamponn 1a detectamos en los geles de poliacrilamida,

Varias muestras de las copas con pRL33 (ligwra 15) y piL3 (figura 16) en condiciones de

induceidn y no induccién se corrieron junto con muestras de la cepa silvestre en las mismas

condiciones. La B-galaclosidasa es una proteina de peso molecular de 201 000 daltons (Mahonay

R.R. y Whitaker, J.R. 1977) compuesta de cuatro mondémeros homdlogoes, por lo que en un gai

i vemaos una p fna de 50 000 dallons. Una banda de aproximadamonte ese paso

aparece en todos los catriles, siendo da mayor intensidad en ias muestas da laclosa, Sin embargo,

fas de las trans! inducidas con laclosa no  muesiran un aumento significalivo

en la concentracidén de proteina lo que hace suponer que no hay sintesis de la protefna a parlir
dal gen presente en los plasmidos.
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A No. 15 Electrolorés's en gel desnaturahZzanie de pehacriamida a 8% de exiracles pratecos de
transiotmantas con pRL33, crecidas en medic nco con nductor (laclosa) y sm nductor  {glucosa) y
100 pug/mi de G-418, poriendo como control a la cepa sivestre crecida en [as mismas condiciones
excapto el antibiotico,

Carnles: A) Marcador de peso molecular; 8) Controt glu IFExp: C} Controi lac IFExp.; D) Control glu
IFEst.; E) Convrot {ac IFEst.; F) pRL33 lac iFExp.: G) pRLA3 glu IFEst., H) pRLA3 lac IFEst

Los valores del marcadors de peso molecular son expresados en mies de dallons.

IFExp. = Inicio Fase Exponencial.

{FEst. = inicio Fase Estacionaria.
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FIGURA No. 16 Eleclroloresis en gel desnaluralizante de poliacrilamida al 8% de extractos protéicos
de transformantes con plL33, crecidas en medio rico con inductor (lactosa) y sin inductor (glucosa) y
100 pg/ml de G-418 ponienda como control a la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones sin
antibidtica.

Carriles: A) Control glu IFExp.; B) Control lactosa IFExp,; C) Control glu IFEst.; D) Control lac IFEst; E)
piL3 glu IFExp.; F) pIL3 IFEst; G) pIL3 lac IFEst; H) Marcador de peso molecular. Los valores del
marcador son expresados en miles de dallons.

IFExp. = Inicio de fase exponencial.

IFESt, = Inicio de {ase eslacionaria.
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Finalmente, la actividad lué determinada en unidades por gramo de célula (U/g) v
e no &0 nold enla idad de las i en lactosa respecto
a la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones. La actividad en condiciones de induccién

asluvo gntre 2500 y 3000 U/g y en condiciones de no induccion entre 700 y 800 U/g para todos
los casos (tabla 4).

{cera INDUCCION (LACTOSA) NO INDUCCION {GLUCOSA)
| IFExp. IFEst. 1FExp, IFES!.
lgwrsrm. 2650 3100 920 1050
piLa 238 2070 725 924
[pRL33 267 3250 605 930

TABLA No. 4 Acdividad -galactosidasa de transtormantes {U/g).
IFEst. = Inicio de fase oslacionana
IFExp. = Inicio de lase expronencial
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CAPITULO IV
DISCUSION

Hemos logrado la conslruceidn de do vehiculos de clonacion paraKluyveromyces fragilis
a partir del plasmido bactetial pUC19. Los plasmidos transformaron a K.fragilis y las
transtormantes fueron svleccionadas por su capactdad de resistir 400 pg/ml da G- 418,

Estudios preliminares en la obtencion de una cepa de K.fragilis sobreproductora de
R-galaclosidasa sa Hovaron a cabo en el Centro de Ingeniaria Gendtica y Biotecnologia de la
Habana Cuba utiizando el vehicuiu pBLACS {.at secnidn Materiales y Métodos) sin embargo, no
s8 logrd oblener transtormantes de K.fragilis  resistantes a Kin y Kjsctis SD11 (lacd ) se
transtormé a Lac® con baja frecuencia. Quizas ¢l gen de resitencia a Km y la secuencia ARS no
tfuncionaron en esta consiruccion.

Se intentaron nuavas estrategias on el Insttuto do Bolecnoigia ae ia UNAM y para lograr
Ia transformacion de la levadura se optimizaron lus condiciones de transformacidon tas cuales
incluyeron dos parametros principales: ! numeio do células y la concentracion de DNA. El
nimero éptimo do células que se utihizd en la transtormacion lug de 1-2 X10° células/ml que es
un niamero similar al reportado por vatios aulores para el método de 1ones alcalinos (lto, H. et
al 1983: Das, S. of af 1984} y una concentracidon de DNA de 150 ug por transforimacion. Esta
concantracion de DNA es muy alta en comparacion a 10510 jg que se ulilizan norma'mente para
transformar sin embargo, esta concentracion se refiore solo a plasmido suporentrollado miontras
due en esto rabajo utilizamos el pldsmido en todas sus fornms,

Sin duda otros factures gque contribuyeron en fa transtormacion fueron el gen de tesistencia
a kanamicina de Tng03 y !a secuencia de replicacion auldnoma do K.factis, con los cuales
demostramos nuavamente que funcionan en K.fragilis. La resistencia conferida por el gen de Km
bajo la accién de su propio promotor permilidé que transformantes con pRL33 resistioran
concentraciones de 1mg/m! de G-418 aungque se ha demostrado que cuando su expresién es
controlada por un promotor y un terminador fuerte de levadura, la resistencia aumenta
considerablemente (translormantes de S.cerevisi resistieron concontraci mayores a 30
mg/ml) {Lang-Hinrichs, Ch. el al 1989).

La secuencia da replicacion auldnoma perinitid la oblencion de transtormantes de K. fragilis
aunque con una frecuencin 10 veces menor que K.factis. Estos resuilacos svi cuinpuiabios a 106
obtenidos por §. Das, y colaboradores (1984) los cuales montaron un sistema de transforinacién
para K.fragilis utilizando un vehiculo con una secuencia de replicacion auténoma de K. lactis
obteniendo bajas eficiencias de transformacion.

No es fdcil explicar la presencia en pNiG1 del fragmento que da raesistencia a kanamicina
de 2.8 Kb cuando ta secuencia esperada era det.4 Kb guiandonos por un mapa de restriccién, E
fragmento de 1.4 Kb contiene las secuencias promotoras y et gen estructural por lo que no era
necesario clonar un segmento Mayor. S embargo, stponamos que los sitios Hae 1l que bordean
ol gen kanamicina en pBLACS no so encuentran, por o que |a enzima corta en sitios exteriores
generando un fragmento mayor.

Una da las carcteristicas de los plasmidos replicalivos es su baja estabilidad en un medio
sin presidn selactiva y el plasmido replicativo construido en este trabajo no tué la excepcién. La
estabilidad del vehiculo fué comparable a vehiculos semejantes utilizados antariormente para
transformar a K.lactis y K.fragilis (Das,S.y Hollenbarg, C.P., 1982 ; Das,S. ef ai 1984)
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donda el 80% de las células viables pierde ol pldsmido dospuds de crecer durante 1G generacionos
en un medio sin presion selectiva mientras que 40% de las células viables lransformadas con
pAL33 mantienen el plasmido después de crecer 4 generaciones on las mismas condiclones, En
ocasionas se ha probado la estabilidad de los plAsmidos replicativos durante 20 ganeraciones sln
presién selectiva (Sreekrishna, K. ef al 1984} y sae encontré que menos del 5% de las
transformantes mantuvieron el plasmido. Estos datos pueden sugerir una mayor eslabilidad de
los mismos comparado con los datos anteriores sin embargo, ta estabilidad no es de! vehlculo
replicalivo en sl sino debida a su integracién a! genoma de la levadura, un evento que se produce
a baja frecuencia.

La estabilidad del vehiculo integrativa no fué muy buena si tomamos en cuenta que la
caractaristica distintiva da los pldsmidos inueyrativus @8 su alla estabilidad. Ganeratmants mas
del 90 % de las transtormantes mantianen el plasmido después de crecer durante 10 generacionos
en un medio no selectivo, propiedad que no se prosontd en piL3 donde mas del 40 % de las
transformantes perdieron el plasmido después de crecer durante 4 generaciones an condiciones
semejantes. La baja estabilidad de pIL3 aiin en condiciones de presitn sclogtiva, pudo cor causad,
por una alta frecuencia de expulsion del plasmido de! cromosoma por un mecanismo semejanta
por el cual se integrd {(ontrecruzamiento senciilo).

Las cepas transformantes lisnen un numarso mas alto de copias del gen LAC4 sin embargo,
no se observd un aumento en la actividad de B-galactosidasa. La causa es dificil de explicar pues
como mencionamos anteriormente se logré complementar con pBLACS mutantes Lac4 “do K./actis.
La transtormacion de K.actis SD11 (Lacd °, la cual tiene una lecuencia de reversidn de 10''°
Jcon pBLACS permitid obtener cepas Lac' con una frecusncia semejanto a la esperada para
ptasmidos integrativos, sugitiendo primero gue pBLACS no se teplica en K.laclis y segundo que
las translormantes obtenidas se debieron a que el vohiculo se integré por recombinacién homéloga
en el gendma de la levadura en et gen LAC4 corrigiendo la mutacidSn cromosomal. Hay que
recalcar que la mutacién puede cerregirse con solo un fragmenta del gen estructura! sin sus
secuencias promotoras @ una parte de ellas como pensamas que es el caso da pBLACS.



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se han constiuido dos vehiculos de clonacion para K fragilis los cuales !ransluvman a la
ievadura y podran ser utifizados en la clonacién de ias para ta expresion de p
homdlogas y haterdlogas o para la introduccién de genos de la levadura para su poslonm estudio. ,

Aunque se logré translormar a la levadura so deberéan realizar estudios mas a fondo para
mejorar ia eficiencia de transformacién o introducir un nuevo método més eficiente para K. fragilis.
Quizas uno de los punlos qus contribuyan a ests mejoramionto seria utilizar una secuancia de
roplicacion autonoma de la misma levadura.

La estabilidad da los plasmidos cae dentro del rango de los plasmidos de su tipo y podran
sor ulilizados con facilidad para e! esludio de 1a gendtica do! microorganismo sin embargo, su
aplcacitn an L Pioceso induatial se vera hmdads & procescs de alto ren
generaciones.

mionto en pocas

ontz poe

La secuencia de replicacién autdnoma se clond con facilidad en al sitio de clonamiento
miltiple de pIL3 para construic el vehiculo replicativo, sin embargo se tendrdn que utilizar
olras estrategias para clonar la socuencia en olro sitio para que no intetfiora el sitio de
clonamianto mdltiple.

El desarrolio de nuavos vehiculos para K.fragils  incluira vehiculos mas estables y que

fa sobreexp de la p ¢ da. Entre estos vehiculos estdn los plasmidos
mullnntegratwo fos cuales son vehiculos con secuencias que codifican para tRNA 165 que
una i ultiple de los en el genoma de la lavadura, debido a que estas

sscuenclas s ent:uentran repotidas de 100 a 200 veces y en tandem en el cromosoma. Esta
- propiedad permitira oblener cepas con muchas copias del gen daseado contando con {a estabilidad
de un plasmido integrativo.
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