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RESUMEN 

Kluyveromyces tragilis os una levadura de uso industrial muy Importante que ea utilizada en la 
producción de etanol, laclasa, poctínasas, o proteina unicelular. Sin embargo, el conocimiento en 
genética que se ha generado hasla ahora de esta levadura es muy poco y limita la utillzactón 
potencial de la misma.El objetivo do esto trabajo Ju9 diseñar y construir vehículos de clonación 
para esta levadura que contribuyan no solo al conocimiento do la genética de K.lragilís , sino que 
sirvan como base para la consfrucción do nuevos vehículos de expresión que permitan la 
obtención de procluctos de interés biotecnológico. Tomando como base al plásmkk> bacteria! pUC10, 
se construyó un vehfculo roplical•Yo y otro intogralivo llevando como marcador de selacc'6n el 
gen Km dol transposón Tn903, un gon que dn rosisloncia a kanamiclnd en bacterias y a geneticina 
{G-418) en le\laduras. Llo\lan además el gen LAC4 de Kluyvaromyces /actis que codiftca para la 
13-galactosidasa y en el caso del \loh/cu1o repticat.r\IO un origen de replicación (ARS), también de 
K.lactis. Los \lehfculos transformaron a la le\ladura con baja frec:uencia y las lransformantes 
fueron capaces do resistir concontracionos mayores a 400 µg/ml de G-418. Las translormantes 
con k>s dos vehículos fueron eslables en presencia do G-418 pues más del 85% de las células 
viables fueron resistentes después de crecer durante 4 gonoracionos en un modio con antibiótico, 
mienlras su estabilidad decreció al 70% en el caso del inlegralivo y 40% con el rop1icatlvo al 
crecer durante el mismo tiempo en un medio sfn presión selocti\la Este comportamiento os 
semejante a los plásmidos de su tipa, Aún contando con mé'i copiA" ~I !J"11 lAC4, !as tr:im:.!orm.:i.n~cs 
no mos1raron una actividad mayor da A-galaclosfdasA y los resultados mostraron que tal vez no 
hay sfnlesis de protoina a partir de las copias presentes on los plásmidos. 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

Muchos de los procoso:.> biotocnológ1cos como la prochJcc16n do vmo, pan y cerveza so 
llevan a cabo mediante la mlorvonc1ón de microorganismos. Estos productos se elaboraron 
duranlo muchos años en forma ompinca. El siglo pasado Louis Pastour reconoció el papel crucial 
que juegan los microorgamsrnos en o~tus procusos; dosdo onlonces la utilización de los 
microorganismos se ha gencrahzado, ahora so usan en una gran varmdad do procesos induslridles. 
como son la producción do alcoholes, polisacáridos, vitaminas, ammoácidos y enzimas. El 
nacimhmto en 1973 d.:! la ing.:n1cri.J g'0nJti..:il impulsó a r.1 biotc..:nokigra. Con las t6cnicas de 
manipulación in vitro do ONA, nhora ns posiblo mod1!1r.itr o introducir matorial genét1co a gMn 
cantidad de microorgan1srnos, controlar su exr1resión y canalizar ol motabol1smo de los 
microorganismos h<1cia la producción do substnncias dHsoad;1s. No son pocos los casos en que se ha 
logrado QUo los rmcroorganismn<; sohr~rrodul<"íltl s11~tílnc1as propias o extrnñas a ellos do gran 
inlcrés industrial y económico. 

Escharich1a cof1 es el microorgarnsmo mejor conocido en tcrrmnos de genética y fisiologfa, 
en él, la ingeniarla genética ha logrado grandes avílnces en el conocimmnto do su regulación y de 
su expresión genética. Este conoc1mwnlo ha pmrrnlldo usar a esto organismo para expresar 
prole/nas talos como insulina (Gocdol O.V., 1979) ,intorlorón (Taniguchi,T., 1980); (Goodol 
O.V., 1980}, inrnunoglobuhnas (Amsler,0., 1980) y airas proloínas dol suero humano. Sin 
embargo, no siempre so puede utihzar a E.co/1 como un sistema huésped para la producción do 
proteínas hotorólogas (eucanotas), µuosto qoo esl.1 bachma no cuonla con la maquinaria apropiada 
para la modihcación postraducc1onal de la proteína como por ejemplo, la glicosilación que 
muchas veces está en ml<tción d1rocl<t c.nn su nct1v1rfod b1ol6~wa Adnmflc; E.coli es incApaz do 
secretar prole/nas al modio por lo quo la!> protolnas de interés so acumulan dentro de la célula. 
Para solucionar ei;to último prob1oma so ha ut1hzado a 8,1c1flus subtilis como allernal1va, 
pero en ocasiones su producl1v1datl no ha sido muy buena (Saundors, C.W. 1997) y tampoco hace 
las modificaciones postraducctonalos adecuadas 

La necesidad de expresar prololnas rocombinantos cada voz más complejas ha hecho 
necesaria la búsqueda de nuevos organismos huespod. Entro esos organismos se encuentran las 
levaduras, las cuales. por ser organismos eucariotes, presentan un número de venlajas en 
expresión y procesamiento de prolelnas heloró1ogas sobro los sistemas bacterialos, 
parlicularmonle con E.cofi. Las levaduras prosonlan la maquinana nocosaria para el procesamiento 
poslraduccional que es indispensable para el funcionarniento do muchas protofnas y entre las 
modiftcaclonos podemos moncionar la formación do puentes d1suUuro, maduración proloolít1ca 
de prohormonas y la glicosilación. Además las levaduras cuentan con sistemas de secreción de 
protolnas lo que da una gran ventaja a los procesos de purificación evitando pasos innecesarios 
para la oblención de los productos terminados 

Como es claro suponer, S.cerevisiae ha sido la levadura dando se han producido la 
ma~·orfa da las prot.::inas rl'.lcvmb;nant.:s d.::cbid0 il! ccnocimi.:r,to q;.iu so t;cM .::1.1 c!!a acerca dl'.l su 
genética y fisiología. Pero además S.cerovisiclo tambión so considera una levadura GRAS por lo 
que puede ser ulilizada en la obtención de productos que son do gran interés larmaceulico. 

S.cer6visiae cuonla con un número de marcadores auxolrórlcos enlre los que se encuentran 
LEU2, HIS3, URA3, TAP1, promotores luertos como GAL 1·10, ADH1, PH04 y una gran variedad 
de voctores de clonación muy estables que han permitido la construcción de vectores de expresión 
para esta levadura. Existen una variedad de productos recombinanles obtenidos con S.cersvisiao 
entre los que se encuentran ol antlgeno de superficie de la hepatitis 8, albúmina de suero 



humano y proquimosina, por cil&r algunos do los més importantes, Sin embargo.en S.cerevislae 
se han enconlrado algunas hmilaciones al ser utilizada como huosped para la expresión de 
proteínas heterólogas. En algunos casos la cantídad de prolefna alcanzada es de 5% de la proleína 
tolal, aún con promolores luortes ( Buckholz, R.G. y Gleeson,M.A.G. 1991). Esto comportamiento 
quizas os debido al eslrés producido por la sintosis adicional del gen que se está sobreexpre&ando 
o al uso de plásm1dos rephcnlivos, los cua!os present~u1 l.Jajd estabilidad en los procesos de 
prcxfucción. Algunos do oslos incorwenionlos han sido resuellos uhlizando plásmidos con promolores 
inducibles los cuales son encendidos en el momento adocuado para evitar en gran medirla el estrtSs 
on la célula. 

Por olro lado, muchas cepas do S.cerv1s1ae no socrotan las protolnas al medio sino quo se 
quedan rotenld.ts on el ospilcio ponplásm1co nn unA form,1 asraritld:i a IR célula (Smith, R.A.ot al 
1985) prosonlandoso problemas en la pur1!1cac16n y por lo tanto disminución dol rnndimienlo 
dol producto doseach. 

El dosarroUo de nuevos sistomas do oxprasOO utilizando otras levaduras ha permitido la 
p:.od~i0n du pn: .. :uín12o::. 1ui.:.uu1LinJr11us con mayor ohc1enc1a que kJ obtenido con S.cerevislao. Al 
aumentar el nUmero do espocies do levadura utilizadas para la expresión de proteíoaa hete~aa, 
se ve incrementada en gran mod1da la probabilidad do otitoner el producto con mayor facilidad y a 
bajo costo. 

Las levaduras más importantes que se han utihzado para la producción de prolofnas 
heterók>gas son Pichia pastoris, H.1nsenula polymorpha, Shizosaccfl,1romyces pombo, Yarrowia 
lipolyt1ca y Kfuyvoromyces lact1s, Aunque os poco el conoc1mion10 en gonólica que so liene de 
estas levaduras en comparación con 5.corvisiae, tienen IR vonta¡a de ser levaduras industriales 
donde las cond1cionos de cullivo y escalamiento do procesos son bien conocidos. Además on estas 
levaduras k>s vehículos do expresión utilizados en los procesos han sido construidos utilizando 
promotoras fuertes inducíblos como AOXl, MOX1, GAL7 y CUP1 k> que los ha dado ventaja &obre 
los promotores constitutivos do S.cerov1s1ae (Ouckholz, RG. el al 1991).y como buena alternativa, 
muchas de ellas cuentan con poderosos sistemas de socreción de proleínas (ejemplo el sistema 
quo secreta la proteína kiUor de K.lactis) tos cuales son uHlizados en la secreción de proteínas 
heterólogas (Fleer, A. et al 1991). 

La gran variedad do productos producidos por estas levaduras entre los que se encuentra 
la albúmina de suero humano, la proquimosina, a·galaclosidasa, glucoamilasa y muchos otros 
más (Buckholz, R.G. et al 1991) nos permite lenor una buena alternativa biotecnológica que 
pe;rm¡fü¡. &l J11t.dt1uHu Uu uuos produc1os ao mtoros comercral. 

K.fragilis tambión es una \evddura 11Klus1rial 1mportan1a y por sus caracterlsticas de 
fácil manejo en cultivos simples asf como su aceptación como levadura GAAS. permiten su 
aplicación en la producción do proteínas helmólogas. Quizas el mínimo conocimiento que se tiene 
acerca do su genólica no ha permitido el desarrollo de la levadura en esta áreil. Por oso es que la 
construccíón do nuevos vohh::ulos nos abre la posibilidad de aumentar la potencialidad biotecnológica 
de esta levadura. El objetivo central de este trabajo es disel'lar y construir vehículos óptimos 
adocuadosa K.fragilis que nos pPrm•t<ln 111 mAnirular.ióri gimética y cxprcsi~n do prctofnas dd 
interés biolucnológico corno la laclasa, enzima quo hemos escogido como sistema modek> ya que la 
levadura tiono la capacidad do producirla. 

1 .1 GENETICA DE LEVADURAS 

El estudio do la gonólica de levaduras es muy extenso debido a que las levaduras son 
organismos eucariolos sencillos que se duplican rápidamenle con pocas exigencias nulriclonales. 
Las levaduras tienen un r.iclo de vida en que se alternan una faso haploido con otra diploide. Esto 
hace posible aplícar las 1ócmcas de la obtención y selección de mutantes de la bacteriología, en la 
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fase haploido y combinarlo con las vonlajas do lenor un análisis genético mondetiano en la fase 
sexual. Las lavaduras, además, cuonlan con un genoma poquoño de apro>umadamonlo 15000 
Kb, solo cuatro vocos mayor que ol de E.coli. Todas estas caracloristicas han facililado que las 
lécnicas del DNA rocombinnnlo se apliquen facilrnenle a oslos organismos. El poquoño tamaño dsl 
material genómico do las lavaduras pormile que se construyan bancos do gonos y do expresión sin 
dificultad. Además se han desarrollado sislemas y vehículos do transformnción con los cuales se 
ha logrado la introducctó11 de gonos homólogos y hoterólogos on levaduras. 

1. 2 SISTEMAS DE TRANSFORMACION EN LEVADURAS. 

El a1slamrnnto del primer gon do levadura se logró complementando una auxotrolla de 
E.co/i con gonos de levadura (Struhl, K. et al 1976). Utilirnndo ol bacteriofago A. como un 
veciOf, se construyó un banco genónuco de una cepa de S.corevisiae. Mulantos de E.cofi au)(ótrofas 
de hlstidina {his B ·)fueron infoc!adas con los fagos rocombinanles soloccinnando poGtoriormonte 
c~lulas de E.o:r:i!t tus 9'. La ~u;;.:.;un .. :1Jdd dtt tt!.los gonos en E.cofl so dobió principalmente a la 
propiedad de la bacloria do reconocor el promotor y el sitio de iniciación do la traducción de 
algunos gones de levadura. 

Al lograr reinlroducir nuevarnenlo el gen aislado a la levadura permitió iniciar el 
desarrollo de sistemas huéspod-voctor on las levaduras (Hmnen, A. et al 1 978), sistemas en 
que las células huóspod porm1ten la estancia de Jos vectores en su nUdoo o on su citoplasma y son 
esenciales para la clonación o 9)(presión de k>s genes deseados. 

Una parte integral do la clonación de gonos os la tran!.formación, que es un proceso 
mediante el cual las células toman y mantienen DNA exógono propio o extraño, expresando Jos 
genes recibidos, lo que trae como consecuencia una alteración del fenotipo de la célula receptora. 
Como muchos organismos, las levaduras no tienen un sistema natural para la captación o 
introducción de material genético por lo que todos los procodimiontos de transformación son 
métodos artificiales. 

Existen varios métodos do transformación, cada uno con sus caracterlslicas especificas. 
sin embargo la eficiencia depondorá del tipo de vehfculo y el huéspod ulihzado. 

1.2.1 Tran1formaclón mediante la formación de osferoplBltoa. 

Las células do lovadura están rodeadas por una gruesa pared celular compuesta 
principalmenle por polisacáridos do rnanosd. y glucano con algunos componentes proteicos y 
lipídicos y una pequeña canlidad de quitina (Zollnik ot al. 1984). Para translormar a las 
levaduras es necesario generar esferoplastos eliminando la parod celular de las levaduras con 
preparados enzimáticos de 1'3-g/ucanasas (glusulasa, zimolasa, holicasa y liticasa). Los 
tratamientos con estas enzimas deben hacerse con cuidado puos una e)(posición prolongada puede 
danar seriamente a las células provocando una mala regeneración do los esferoplastos. Para 
aumentar la eOcacia del tratamiento enzimático, las células se tratan con un ;:ig:cnte ri:iductor tal 
como 2-mercaptoetanol o ditiotroitol los cuales reducen los puentes disulfuro de las proteínas de 
la pared y facilita la acción de lo preparados enzimáticos. 

Una vez formack>s los esloroplastos se mantienen en un modio hipertónico con sorbitof o 
KCI. La entrada del ONA se promueve con calcio y polielilonglicol los cuales se supone acluan 
sobre las cargas de la membrana, induciendo cambios conlormactonales que permiten la entrada 
de DNA. La regeneración de la pared celular y la selección de las transformantes se hace poniendo 
los esferoplastos en agar de regeneración y en un medio selnctivo, ol cual permllo solo el 
crecimiento de las lranslormanlos. Este m6todo lo desarrollaron Hinnen y colaboradores en1978. 
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Se han descrito nuovas vmiantos dol mótcxio las cuales han simplificado el procedimiento, 
aumentado el tiempo do almacenaje de las células competentes y la eficiencia de transformación 
(Dohmen R.J. el al. 1991). 

1.2.2 Tranaformaclón de lavaduras usando lonec alcallnoa. 

En este método desarrollado por llo, et al 1963, las células se lralan con las BBlos de 
litio, rubidio, cesio, scxiio ó potasio. So supone que el efecto de los iones sobre las cargas 
negativas de la parOO producon una salia du poms an c61ulas batdd.u •. la incubación do la& 
células trotadas con poliol1longlicol junio con un trntamionlo tórmico promueven la entrada del 
DNA. Las transformantes se crecen diroctamonto en un medio selectivo sin usar aga.r de regeneración. 
Este método es más rápido que el anlerior puesto que elimina por completo la formación de 
esferoplas.tos. procedimi&nlo que consume rnucho tiomoo. Sin embargo, la oficloncia do 
translonnación obtenida con oste mótodo os hasta un orden de magni!ud menor que con el método 
anterior. 

1.2.3 Tran&formaclón por medio de electroporaclón do DNA. 

El método desarrollado por l-lashimoto y colaboradores (1965) consiste on la Introducción 
del ONA a las cólulas a través do un choque eléctrico que modifica la parad celular. En este 
procedimiento so mezclan las células con ONA y pohetilonglicol, se intrcxiucen en una cámara de 
electrofusión donde se someten las células a pulsos oloctricos duranle varios segundos. 
lnmedmtamonle despues las células se plalean en un modio soloclivo. Con esta método se obtienen 
buenas eficiencias do translormación poro disminuyo con:.idcrablomcnlo el número de células 
viables. 

1.3 MARCADORES USADOS EN LA TRANSFORMACION DE LEVADURAS 

Existen dos esquemas básicos de selección da transformantes. El primero de ollas se basa 
en la capacidad do los gonos llevados en el vehlculo para complamontar mutaciones auxotróhcas 
en las cólulas receptoras. Los primeros genes aislados de la levadura codifican enzimas que 
participan en la vfa do sintesis de aminoácidos. Estos genes ahora se utilizan en sistemas 
huesped-veclor donde la célula rnceolora porta una mulación auxotrófica que se complementa 
con el gen que porta el vector. Stn embargo, la presión selectiva para las transformantes 
depende en gran parte d& la frecuencia de reversión do las mutaciones (la cual es del orden de 
10·11 a10· 1

) k> quo puodo permitir la aparición de un gran número de revortanles que enmascaran 
la identificación de las células transformantes, sobre todo cuando la transformactón es Ineficiente. 
Este problema se resolvió haciendo mulaciones establos en los marcadores auxotrólicos más 
utilizados. Estas mutaciones pueden ser dobles o !ripios en un gen como en el caso do LEU 2 
(Hinnen et al 1976) o por la construcción de delaciones en k>s genes do interés de la levadura 
(Sherer y Oavis, 1979). 

La construcción de copas auxótrofas con baja tasa de reversión os con frecuencia difícil y 
tardada. La utilización do rosistoncia a antibióticos como los usados en los vehículo.o;, moloculares 
bacterianos solo pueden sor usados en la translormación de levaduras siempre y cuando el 
antibiótico sea letal para la levadura y quo exista un gen que confiera resistencia al antibiótico 
que se expreso en levadura. Antibióticos como la genoticina o G-418 y 1a higromlclna B que 
Inhiben el crecimiento de un amplio rango de organismos procartoles y eucariotes, {Jimenoz y 
Oavios, 1980; Santerre, R.F. 1964) se han utilizado con éxito en esquemas de selección de 
levaduras. La resistencia a G-418 está codificada en los transposones TnS y Tn903 (601) los 
cuales cOOif1can para las loslotransforasas APH 1 y APH 11 respectivamente, que dan resistencia 
a altos niveles del anlibiótico, mientras que In resistencia a higromicina B la confiero la 
loslotranslerasa HPH. 
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Otro marcador quo se utihza con frecuencia os el gen CUP1. Esle gen se aisló de algunas 
cepas de S.cerovisiae y codifica pem una motalol1oooina, enzima que se induce al crecer las 
células en un medio con cobro, un molal tóxico para las levaduras. 

1.3.1 Senalbllldad de las levadura• • G-418. 

La sensibilidad do las levaduras al anllbióllco depende do\ modio do cultivo ulilizado. 
Cuando las células se crocon en medio rico, las levaduras son muy sons1blos, pero en medio 
mlnlmo las cólulas bAstcamonle sobreviven en las mismas concentraciones de antibiótico. Esta · 
resistencia al antibiótico Ali debida a algunas sales presentes en los medios de cultivo 
particularmente CaCI 2 , (NH.) ,ro• y MgSO, que son las sales que pnnc1pahnonte se encuonltan 
en los medios mlnlntos o qurm1camnnte definidos. Otras sa\os como NaCI o ~t-FO. no efoctan la 
activtdad dol antibiótico aün adic100adas a concentraciones elovadas en los modios de cultivo 
(Websler, T.D. y Dick600, A.C. 1983). 

1.3.2 Senalbllldad de la• levaduras a hlgromlclna B. 

la sonsibihdad quo prcsontan las \ovaduras a la higromic1na B tambiEin dependo del medio 
de cultivo donde asten c1ociondo. Al igual que con G·410 las levaduras son muy sensibles en 
medio rico pero no en modio mfmrno. Sin embargo, cuando so adicionan iones de cobro (Cu 1

• )al 
modio mlnimo la higromícina O si ejorco su efecto inhibitorio (Gonzalez, A. et al 1978). 

1.4 VEHICULOS DE TRANSFORMACION EN LEVADURAS. 

Los vectores para transformar levaduras además de tenor secuencias de levadura también 
contienen secuencias bacterianas debido a quo su construcción y amplificación requiere un paso 
Inicial en E.col/. En las levaduras si) han desarrollado 2 clases de veclores de clonación que se 
clasifican dependiendo do la manera en que se mantienen dentro do la célula: vectores intogrativos 
y vectores de replicación autónoma. Cada tipo do vector tiene d1forcntes usos y caracterlsticas 
pero comparton las siguiontos propiedados: 

1. Llevan un OJ[gen do replicación para su preservación y amplificación en E.coti. 

2. Un marcador de selección para E.coli. 

3. Contienen marcadores genéticos conv1mlenles para la solocción de tas lovaduras 
transtormanles. 

4. Contienen sitios únicos para una o más enzimas do rostrtcción los cuales sirven para la 
clcnación del geo deseado. 

1.4.1 Vectores lntegratlvoa. 

Plaamldo lnlegratlvo de levadura (Ylp)Los vectores mtegrat1vos de levadura 
consisten de un plá&mldo bacteriano mas un gon que complementa una auxotrolia en levadura o 
lleva la resistencia a un antibiótico. El vector transforma al integrarse en al genoma del huespod 
por recombinación homóloga entre el gen llevado en el vector y el de la célula. La ln1ograclón aa 
puede llevar a cabo en varios puntos de la región homóklga por lo que se obtienen dos tipos de 
tran&formantes: translormantes por adición en las cuales el plásmido completo se Integra a 
través de un solo enlrecruzamiento, lo que da como resultado la duplicación de la secuencia 
homóloga flanqueando al ONA extraiío. El segundo tipo obtenido son las transformantos por 
sustitución que se producen por un doble enlrocruzamienlo, en donde el ONA bacteriano se pierde 
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complotamento (Hmnon, A. et al. 1978). La eficiencia de transfOJmación do estos plá&mldoa es 

muy baja (del a10 tran&formantes por mtcrogramo de DNA) y normalmente se encuentra una 
copiR por célula. Las transformanle5 ohlemdaa son muy establos, pues monos del 1% de la 
población por generacKln pierdo el plásmido on un medio no selectivo. Esto &e debe a que el 
plá&mido sogrega como un gen más do! genoma del huesped. Una ostratogia para aumentar la 
eficiencia os transformar con ol plásmkio hnoanzado cor1ado "11 un sitio dentro dol gon de la 
levadura. Lo& extremos libres obtorndos son muy rr.icombinogónicos por to que la eficiencia do 
transformación aumenla do10 a 1000 \locos (Orr·Woavor et al. 1981). 

Algunas secuencias dol gBnoma de la levadura pueden lavorecer la u1t~yr..ción múltipl'll do 
los plésmidos integrauvoa. Una de &slaa sacuoncias so oncuontra corca do un te\ómoro en el 
cromo&ama XIII a 5 kilobai;es del gon SUC4 que c~1fica para la invortasa en S.cerevlsiae. Una 
parte do esta sacuoncia insertada a un plásm1do inlegrativo, pormilió la integración múltiple y 
en tandum dtl Yc:iíll.AJ g.¡;r...-,,;; S.UC e;-, S.=crc'.'.'S!3'? (\..l,_,1,,11,..1111, S. 1QA7) 

La integración múltiplo también se promuevo por otras sacuenciaa. El locua do DNA 
ribosomal (rDNA) r.e encuenlra de 100 a 200 copias repelidas en landem on el genoma de la 
levadura. Los voMculos que contienon estas secuencias se inlogran muchas veces en los loci de 
rONA. Estos plásm1dos también son muy establos y hnn permitido la sobreoxpresión de proteínas 
homólogas y hoterólogas (Lapos, S.T. eral. 1989). 

1.4.2 Vectores de repllcaclón atónoma. 

Estos vectores contienen secuencias especialos que les permito replicarse 
independientemente dol genoma celular. En base a sui. cdrJcludst1cus ostructur<ilos estos vectores 
pueden ser d1v1didos en Iros grupos: voctoros rcphc.it1vos (Yllp), vectores episomales (YEp) y 
vectores centromóricos (YCp}. 

1.4.2.1 Vectores repllcatlvoa (YRp). 

Los plás1rudos roplicalivos con11onen, un gen do selección para levadura y una r;ecuencia 
de replicación autónoma (ARS). Eslas socuonc1as se encuentran aproximadamonte 25 veces en 
cada cromosoma y son esenciales en la replicación de los cromosomas. Los vectores YRp 
transto1111d11 d S.Lilfúr·:.;;;¡,¡,¡ ccn ;;i!!~ c!1ci~~d'.! ~11) 2 

111 10• lr;\nc;lormantes por mlcrogramo do 
DNA) y las translorma11les obtonid~s contienen una o dos copi:is del plásmido por célula. La 
des\lentii¡e de estas vectores os <>U alt.:J inosl.ibilidm1 milólica, pues se pierden de 5 a 1 O % por 
generación en un medía no soloctivo. En raras ocasiones sin embargo, se obtienen transfonnantes 
estables en las cuales el vector so ha integrado en un sitio homólogo en el gunoma de la célula, on 
forma ldentica a los vectores. integrat1vos. 

1.4.2.2 Vectores eplaomaloa de ltwadura (YEp). 

Muchas cepas de S.cerevisiae contienen una pequofla molecula de DNA ci1cular da 
aproximadamonto 6 kilobases conocida como pl.ismido 2 micras o ph\smido Scp1 quo se repltca 
independientemente de los cromosomas y eluston de 50 a iOO copias por célula (Pottter, AA. et 
al. 1985). Los plásmidos YEp tienen, un marcador de selección para levadura y todo o una parte 
del plásmido 2 µm. Estos vectores translorman a S.cerevisiao con buena eficiencia (10s a 106 

transformantes por microgramo do DNA} y sa pierden de 1 a 3% por generación en un medio no 
selcclivo. La eslabilidad de eslos plásmidos dopcnde de que la cálula receptora contenga el 
plásmido 2µm nativo (cir •). Esto cornportamionto quizás so debe a que el fragmento del 
plásmido 2µm clonado er. el \lector. no cuenta con cierlas secuencias que se requieren para una 
replicación elicionle. Sin embargo, so ha observado que la estabilidad del plásmldo so afecta 
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debido a quo se establece una compotoncin replicalfva con ol plásmido res1donle, Esto problema 

pudiera ser rosuollo ul11izando una cepa c1r · poro ol plfl.srmdo rncoml11nanto en esta cepa se 
pierde rapidamenlo (Bmach, J.A.1981), 

1.4.2.3 Vecloro• centromorlcoa de levadura (YCp). 

Se han cor1slruido pláE>mido!> de le11adura que conhonon secuoncias centromfuica~ y 
secuencias ARS quo funcionan como poquoflo!:i cromosomil!i. Las socuonc1ns contromliricas l1milan 
la repHcaci6n, ostabtlizan ol número do copias (una copia por célula) y rogularizan la segregación 
do los plásmidos repllcalivo~. Estos plílsmidos son muy asl<1hlos y 50 piordon a monos do 1% por' 
generación en un medio sm presión selec1111c1 ~Bubtu111 y 0.1·.¡¡5, 198~). 

1.5 VECTORES DE EXPRESION. 

LOio •,•,:;,:;~.::;res do C:lt"prE'~•t'.v1 !:lln rn.4.., rornp!o1ns q110 lo~ plásm1dos dq clonación pues además 
de las caracter(slicas prosontos on o~tos lilt1mos, los µlásrnkJos do o)(prosión contienen secuencias 
regulatorias que permilon aumentar y/o regular la oxprosión dúl gon dosoado. Las secuencias 
regulalorias son un promotor fuorlo y un torminador las cualos 50 encuonlran en los finales 5' y 
3' respeclivamonle del gen estructural. Eslos 11ehfculos pueden conloncr otros aditamentos como 
secuencias que cod1liquon para póptirJos señal quo ayudun a la secreción do la prolofna de interés. 
Los promotores presentes en los vehículos pueden sor conslilutivos o inducibles y la olocción do 
cualquiera de ellos eslará doterminado por el sistema al que so aplique su uso. 

1.6 GENETICA DE Kluyveromyces 

Las levaduras del gt.irwru Kluyvor.::imyces (sobro todo K.f.1c/1s y K tragi/is )se ut1liz:in en 
la industria desde hace varios años, sin embargo el estudio do su genética os incipiente. Mucha 
de la melodologla tanlo gonótica como molecular 50 ha adaptado de lo di soñado para S.corevisiao. 

Se ha transformado a K.lactis y K.frag1/is con los métodos desarrollados para S.cerevisiae. 
K.lactis so transformó micialrnonte con ol mótodo de osleroplastos (Oas,S. and Hollenberg 
C.P.1982) mientras qua K.fragilis so transformó con el mótodo do iones alcalinos (Das,S. el al 
1984). Les variaciones para optimizar las condiciones de transformación fueron relativamente 
mfnimas sin embargo, so roquirioron grandes modilicacionos para adaptar los vectoros. Las 
socuoncias de replicación autónoma (ARS) de los vehlcu\os de S.cerevisiae no son funcionales en 
K.J;;.:ti;; lo :;uc indicó que;> ti~y 11n11 nr;m mmecificK1ad en los mecanismos do replicación entre las 
dos ospecioa. Un caso similar so obsorvó al transformar a K.J.ictis con plásmidos donvados de 
2µm. donde so ohluvioron pocAs lransforrnanlos o s1mplemenlo no se ot;tuvioron (Sreekrishna, 
L. erar 1984). 

Los problemas so rosol11ioron al incluir en los vehlculos secuencies de replicación 
autónoma do K.lactis llamadas socuoncias KARS. Eslos 11ehlculos transformaron n K.laclis con 
una eficiencia comparable a la oblonida con S.corovisiae oon plá5midos oquivalonlos, Los p1ásmidos 
con secuencias KARS son inestables en modios sin presión so1octi11a, poro so estabilizan si se 
incluyen regiones centroméricas de K./acris qua r~yul.uilPn la .:;cgrc170.ción do los plásrnidos An 
forma semejante a los cromosomas (Hous, J.J. et al 1990). Los vectores cenlroméricos presentan 
solo una copia pOf célula. Se han hecho estudios colaterales para oblener vehiculos oslalJ1os con 
alto número de copias a partir de plásmidos endógenos de especies de Kfuyveromyces. 

1.6.1 El 1latama klller deKluyveromycos laclls. 

Muchos organismos eucariotes tienen plásmidos lineales, poro, la gran mayorla, se 
encuenlran an los hongos {Moinhardt, F. et af. 1990). Presentan caraclerfstlcas estructurales 
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comunes corno prolelnas ligadas a sus finales 5' y extremos repetidos invertidos, sin embargo, 
poco se conoce acerca de su función en las células. Gtmeralmente se oncuetran en las mitocoodtlas 
poro on ol caso do las le'w'aduras su localización es un ul citopla:.ma. Alyunas cepas de K.lactis 
contienen unos plásmidos lmoales quo lo conf1cron a la célula portadora un caracter •kifler• o 
asesino al sacrotur una toxina que inhibo el crecimiento de las lovadurns quo no lo contienen. loa 
plásmldos me1or conocidos son el K1(pGKL1) y K2 (pGKL2) que tionon un tamaño de 9.9 y 
13.4 Kb rospoclivamonto. Entre las caractorfst1cas más importanlos quo poseen es un sistema do 
replicación indopendionto al gononrn nuclear; lionon seClJAnclas lorminatos repelidas invertidas 
(TIA), un alto contenido en A .. T y proleínas hgadas covalontemnnle a sus exlremos 5' que 
juegan un papel imporlanlo on la replicación do loi, ptásmidos. 

En ol sislema killor, el plásmido K1 cochhca para la toxma y para una protefna quo le 
confiere •inmunidadº contra la lox'1na,mion1tas quo el plásmido K2 permito ol mantenimiento de 
'°8 pl.ásmidoo on Id ctiiuia \GuugtJ,N. et a1 l~tllJ. 

El efecto tóxico da la proteína killor no está limilado a copas de K.lactis, también es 
tóxica on un amplio ospoctro de especies do lovadum entro las cuales so oncuonlrnn Kluyvoromyces 
thormotolorans, Kluyveromycos vanudenir, Saccharomyces corovísi.io, Saccliatomyces ita/icus, 
Saccharomycos rouxii, Torulopsis glabrata, Candida utilis y Candida intormodia. 
Schizosaccha1omyces pombe tiono una resislenda natural a esla loxina (Slark, M.J.R. et al. 
1990). Estos plá&m1dos se han lransfcrido a airas levaduras corno S cerevisiae, Kluyveromyces 
fragilis y Candda pseudotropicalis por fusión celular o transformación (Sugisak.I, Y. ot al. 
1985). Los plásmiOO.s killor son particularmente establos on copas do S.cerevisiae o- (del1cienles 
respiratorias) pues muestran una marcada inestabilidad con el ONA milocondrial, eunqu'l su 
huésped nalural (K./act1s) es una o· obligada. Este hecho abre la porspoctiva de utilización do 
estos plásmidos para la construcción de vocloros quo puodan sor utilizados en otras especies do 
levadura. 

Los plásrnidos tipo killor se han ustldo on la clonación y exprosión de varios genes de 
levadura. Sin embargo, debido a las protoinas unidas covalentemente a sus extremos 5' y a su 
propio sislema de replicación, ha sido d1fic1I su manipulación in vitro y en E.co/I. Un gran 
avance se logró con la incorporación del gen de selección LEU2 de S.cerevisiae introducido por 
clonación en el plásmldo K1 y posloriormenle introducido por recombinación homóloga al plásmido 
K1 Odli110.;.. pusdr quu t!I LEU2 t;Ufl sus secuencias rogulatonas completas, ol gon no se expresó. 
Los p\ásmidos recuperados de las pocas lranslormanles LEU2 presentaron mod1ficaclones en el 
plásmido K1. Estas rnodificm.1ones consii,tierun en la desaparición de las protelnas ligadas a )os 
extremos 5', la adición do tolómoros en los nxlremos dol plásmido lineal y la relocalizaclón de 
los plásmidos hibridos del c1loplasma al núcleo (Kamper, J. et al 1989 a). Pero cuando el gen 
LEU2 estuvo bajo la acción dol promotor y lorrninador dol plásmido K 1, el gen fué oxprbsado y el 
plésmido no sufrió ninguna modihcac1ón, rcplicandoso en el citoplasma. Bajo condiciones no 
solectivas estos plásmidos fueron muy estables (casi el100 1?·~ de las lransformanles mantuvieron 
el plásmido durante 48 horas) y el nümAro do enrias rlnl plA~mido fuÁ similAr al encontrado en 
la cepa original (50·100 copias por célula) (Kamper, J. et al 1999 b). 

A pesar do las d1f1cul!acfos presontadas, oslos vohfculos reúnen las características ideales 
para el dosarroflo de vectores, pues conjuntan las ventajas do rophcación y estabilidad de k>s 
plásmickis circulares y adornáo cuenta con un amplio rango de huespodos. 

1.6.2 El plasmldo pKD1 deKluyveromyces 

El estudio de genética de otras levaduras d1fc1enles a S.cerevisiae ha permitido el hallazgo de 
nuevos plásmidos circulares. Corno por ejomplo, el plásmido pKD1 aislado de Kluyveromyces 
drosophilarum (Falcono, C. et al 1986) que llene un tamaño de 5.7 Kb. Al comparar pKD1 con el 
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2µm de S.cerov1síM1 se oncontra1on varias s1mihtudes cstrucluralos como os la prosencia de 
tres genes (A.O y C) y un par de secuencias rcipotidas Invertidas as/ como la presencia producto 
de un fenómeno llamado interconvms1ón, do dos formas isomór'1cns on la cólula. 

El ph\smido pKD1 so ha transloridn <1 K.fact1s dondo so mantiene y replica en forma 
establo produciendo corca dn 70 copias por célula, ntim€>ro cnrnpnrablo n lns onconlradas on 
K.drosoph1larum (B1anch1, M.M.l'f a/. 1987). Hocho vonl<1¡oso, en !órrninos práclicos, ya que 
la genética do K.l.iclis so conoce mojar quo la do K.drosoph1/arum. 

lnicialmento rara flc;;l¡:¡hili11ir In.<: plR~mirJoc; rP.combinantos do pKOT en K.lactis, fuó' 
necesario construir copas cir • (con ol pKDl intacto) para pormillr ta complemontacion de 
funciones y una adecuada replicación do los plásmidas rocombinantes. Postoriormonto se 
construyeron nuevos veh/culos estables en cepas cir , propiedad que permitió transformar a 
muchas especies de Kluyvoromycos y as( observar ol rango rle huosped(!S del plásmido pK01 
{Chen, .-..J. et al. 1989). Les ospoc1os como K.viJnudonu. K dobzhanskli y K.phasoolosporos 
relacionadas on su canlonido crorno&omal do G -+ C con K Jactis y K.drosophílarum pudieron 
transformarse con alta frocuencra y las transformanles fueron muy estables. En contraste, 
K.fragilis la cual no pudo sor transformada a p'3sar de estar on relación fílogonética estrecha 
con K.lactis. Una observación 1mµortanlo os quo K.waltii y K.tfiormotoferans, especies 
evolutrvamenlo mas lojanas a K.lactis y a K.drosophilarum pudieron lranslormarso y las copas 
resullanles tuoron muy establos, domo5lrando que o/ rango do acción de pKD1 r.o está limitado a 
especies estrochamonto relacionadas ovolutivamonto. 

La utilización dol plásmkto pK01 como vector do clnnación on cc.'rHs do Kfuyvoromyces ha 
avanzado con gran rapidez. por lo que ahora e•,la lflv;¡d1ira se ul1!i1a para producir protefnas 
hetorólogas da interés tarmaceutico como es el caso do la albúmina díl suero humano (Fleor,R.et 
al. 1991)., 

1.7 K.fragll/s: ALTERNATIVA BIOTECNOLOGICA. 

Así como on K.Iact1s so han realizado la mayorfa de los estudios bioquímicos y genéticos 
del género Kluyvoromyces, la levadura do esto grupo me¡or estudiada y trabajada a nivel 
industrial es K.fragills. El desarrollo anticipado de esta \ovadura como un microorganismo 
industrial quizas se debió a que fuá considerada apta para consumo humano (microorganismo 
GRAS; GttneraUy Aecogn1Lod As SaleJ antes que K.lact1s. K.fragll1s so ha utilizado por varios 
ar.os en la obtención de v;uios productos como proteína unicelular a partir de suero de leche 
(Myrath y Bayer 1979); poctinasas, utilizadas on las mdustnas on la clarificación de vinos y 
jugos de frutas (Garcra-Garibay, M. 1987): inulina (Phaff, 1985) y para las producciones de 
etanol y de la enzima lactasa. 

Después del etanol ol producto do K.lragilis que más so produce es sin duda la enzima 
lactase o íl-galactosidasa. La lactasa hidroliza el disacárido lactosa presento on la lecho y sus 
subproductos en su1> monómMnq glucosa y ga!ai::tMa. La hidrólisis do la l:ic!~sa os importanta \ta 
que hace accesible la locho y sus derivados a personas intolerantes a la laclosa • Además tiene una 
gran variedad do aplicaciones tecnológicas en la industria láctea. 

Cuando la loche la consume algún individuo, la prosoncia do la lactosa on ol inloslino, 
induce la sinlosis de lactasa que hidrollzR la lactosa y los monómoros se transportan al lorrenle 
sanguíneo. Por un proceso que se considera normal, la inducción de la enzima es alta en los 
primeros dfas de vida pero disminuyo progresivamonlo a través de los af'los do tal forma quo en 
muchos aduhos la Inducción es mfnima o la enzima no so produco. Cuando una persona doficlenle 
en lactaaa consume leche, sufre el padecimiento conocido como inlolorancia a la lactosa. 

1 5 



Para solucionar estos problemas lo más sonc1Uo os eliminar la lactosa de la loche pero 
esto representa un enorme osluorzo aconórmco y 1écmco debido al allo contenido de la lacloaa en 
la leche (aprmdmadamonle 5~'o). Es por eso qua so han desarrollado procesos para hidrolizar la 
lactosa utd11ando productos con actividad lactase que permita la olitenctón da leches y la fabricactón 
de produclos lácloos con ba¡o contenido do lactosa. 

Algunos do los procesos tecnológicos quo puodon boneficiarso al hi<Jrolinu la laclosa de la 
leche os la produce/en do loctws condensadas, ovaporadas o on polvo, helados y otros productos. 
La lactosa, además do su elevada concentrac1ón on la locho os muy poco soluble {casl10 veces 
monos soluble que la sacarosa; por kl que al roduc1r la cantidad de agua en las loches condensadas 
o en polvo forma crista.tas muy gruüoo~ quu d...1.n un .. u.¡ioclo dtl • aruno~K.Jad • a \os productos. Esta 
propiedad da un mal aspeclo al produc10 dism1nuyondo su domanda y roporcutiondo on fOfma 
negativa en la economfe de las industm:is. 

Una rl~ las ap!1r:ac-1onos tecnológicas má.l importanln!> dA l<1 1.1clH!><i º* lc1 qu~ atm::i la 
oporunidad do utihzación del suero do locho, un subproducto en la elaboración de quesos que es 
desperdiciado, on Móxico, casi lolalmente. Por su composición el suero do loche ea un producto 
con propiodados nulocionales quo pueden sor aprovechadas en la elaboración de productos 
alimenticios. Existen varias fuontos de íl-galactos1dasa adomás de encontrarse on el intestino de 
los mamfloros y en las levaduras K.lactis y K.fr;Jgi/ís. 

Una do estas fuontos do 0-galacto.sida.<>a os E.coli cuya lacl~a se ha usludiado y wraclerizado 
en detalle. E.coli os una bacteria que se manipula y crece fácilmonle en modios de cullivo 
simples debido a su11 pocas ex1goncias nulncionales y a su tiempo de duplicación muy corto. Sin 
embargo, existe un gran mconvenien1t1. E.co/1 es una bacteria coliformo que puedo producir 
substancias tóxicas por lo que no so permito su u:;o on l.a producción da alimenl06. 

Algunos hongos filamon1osos tambien producen O-galactos1dasa. Asporgi1111s nigar y 
Asperg1ll<Js oryzao son hongos que producen lactasa y son organismos GRAS. Su lactasa se ha 
utilizado en la hidrólisis de lactosa de suero do loche ácido pues en oslo mtidio ta enzima 
encuentra su pH óptimo (3.5 e 4.5). Sin embargo por la misma razón esta enzima no pueda 
utilizarso en la hidrólisis de la lactosa do suero dulce (pH 5.5 a 6.5) que es el que se produce 
más en Móx1eo. 

Para hidrolizar la lactosa do la locho y dol suuro dulce sA ha ulili7Ariri !J~n1:1n•lm~n~~ le 
lactasa do K.lrag11is y K.lact1s pues ol pH óp11mo de estas enzimas os cercano a 7. Aunque las 
condiciones do actividad de las laclasas do las dos espacios se asemeja, la enzima do K.fragllis 
presenta la ventaja de quo la temperatura óptima para su actividad es do 40~C mientras que la de 
K.lactis os de 37'C. Esta caracterlstica confiero a la lactasa de K.fragilis un rango más amplio 
de operación en los procesos de hidrólisis y además al trabajar a 40ªC evita en parte el 
crocim1onlo do microorganismos conlaminanlüs, los cuales pueden prohferer en los raactoraa 
del proceso continuo do hidróhsis dtl suero quo pormanocon on función durante dlas o semanas. 

1.8 GENETICA DE AWdlLACION DE LACTOSA ENK/uyveromyc ... 

Los estudios do genética en esta área so han hecho utilizando a K.laclis como modelo. 
K.lactis crece en lactosa como única fuente do carbono puesto que la íliJalactosidasa se induce 
por lactosa y galaclosa. Cuando las cólulas se crecen usando glucosa o glicoról como únicas 
fuunles de carbono, la íl-galaclosidasa so encuentra en su nivel más bajo, pero al transferirse a 
un medio con lactosa o galactosa los nivelas aumentan do 100 a 150 voces (Oickson, A.C. y 
Markin, J.S.1980). 

El gen quo codifica para la 0-galnctosidasa do K. /actis se aisló por complementación de 
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mutantes lacZ do E.coli, incapaces da crecer on lactosa como única fuente de carbono (Oickson, 
A.C. y Markin, J.S.1978). Hasld ahora al gen no so tm sc.:uonc1ado totalmonle. So\o so conoce la 
secuencia do 668 nucloóhdos dol exlromo f) dol gon que incluyo la socuoncla promotora V 359 
nucloótidos después de ol marco abierto de loctura (Brewng, K.D et af 1984). 

Para osclnrocer el mocemsmo de mducción de In onzima, el gon do lactasa s1;1 utilizó como 
sonda para detectar los mvelos de RNA monsajoro (RNAm) prosonto nntas v después de la 
Inducción (Lacy, LR. y Dickson, A.C. 1981). Los ruve1os do RNAm después da la inducción se 
elevaron concomitantemenlo n los niveles de enzima y achv1dad do la misma lo quo hizo suponer 
que la regulación os a nivel transcripcion;::il. Sin embargo, un mcrumonto en la concenlradón de' 
ANAm puedo implicar solo un aumento on Ja velocidad 00 lranscripción o una disminución en la 
velocidad de dogradac16n, Para ohminar osta incort1dumbrn se determino la vida modia do! RNAm 
la cual fuó somo¡anto antes y duspues ao 1a moucc10n coof11111dridv quo U,,t., ,.-,..;. o r.1.e! ::o:;;-;=..~r;pc;c:-i:i.!. 

Los primeros estudios para onlondor los moc:anismos do rogulac~n do la síntesis de 
B·ga1actosidasa se roali.taron ut1lizondo mutanlos do K./act1s auxótrolas do lactosa (SheelZ A.M. 
y Oickson R.C.1980). La caractonzación bK>química do las mutantes, el mapoo gonóhco y los 
estudios de comptomontac16n fueron la base para definir 7 genes llamados LAC 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 
9. El gen LAC4 ccxHlica para la IJ-galactosidasa (Sheotz R.M. and 01ckson A.C. 1981). La 
lunctón do los domás genes no se identificó, pero vanas mutantes lac no pudieron crecer en 
galactosa como única fuonle do carbono (la galactosa os un fuerte mduclor de la B-galactosidas.a). 
Estudios con cruzas genOticas do estas mutanlos, mostraron quo los fenoti¡xis GAL" y LAC · 
segregaron juntos indicando que los fonohpos so deben a mutac1onos en un mismo gen. El 
descubrimiento do una nueva mutanlo (LACIO) la cual produce const1tut1vamento B-galactosidasa 
(Oickson, A.C. et al 1981) asf como ol conocimiento de que mutantes on LAC9 no inducen la 
enzima, contnbuyeron a esclnrocor los mecanismos que utiliza la célula para molabolizar 
lactosa y galactosa. El producto dol gen LAC9 ¡uoga un pí!pcl importante al conferir una regulación 
positiva a la producción do lactasa en cond1c1onos de inducción. La prole/na se une a un sitio en la 
región no codificante del final 5' del gon LAC4 (región UAS) activando la transcripción. En 
condiciones de no induccK>n, ol producto do LAC 10 inactiva la ptolefna de LAC9 evitando la 
transcripción (Ruzzi M. ot af 1987). Esle mecanismo os muy parocido al llevado a cabo en 
S.cerevisiao en el metabolismo de galaclosn donde el gen GAL4 y el gen GAL 80 realizan 
funciones muy somojentos a LAG~ y LAC lú rmtµo ... 1111.u11r.111lu, .:.Jumt.:i dú quo m:.:t::in!c:; ¡;:i.M <je 
S.cerev1siao pueden ser complementadas con el gen LAC9 (Salmaron, J.M. ot al 190G). 

Al ser la IJ.galaclosidasa una enzima mtrace1ular, la lactosa nocos1ta sor transportada al 
interior celular a través do una pormeasa presonte en la rnemtirana. El gen que codifica para la 
pcrmeasa (lACt2) se ha aislado y mapeado enc:ontrandoso aprox1madamonto a 3 Kb arriba dol 5' 
del gen LAC4 (Srooknshno, K. y Oickson R.C. 1985). 

A diler~ncia con las bacterias en las cuales los genes de una vle melabólica están 
preferentemente organizados en operones, los gones que controlan el metabolismo do lactosa en 
K.lactis no se encuentran todos ligados. sin ombo.rgo, so regulan coordinedamente. 

1 7 



CAPITULO 11 

MATERIALES Y METODOS 

2.1 CEPAS. 

2.1.1 Bacteria• 

E.coli CMK. Una copa lacZ con la cual se puode hacer a--complernentaclón. Fué utilizada 
para hacer las construcciones de los plásmidos do osto trabajo. 

2.1.2 Levadura•. 

Kluyvsromyces lragills Nf1AL Y·C9, cepa silvestre. 
Kluyveromyces lactis NRRL Y-8729, cepa silvestre. 
Kluyvaromycss lactis SD11(1ac4 : trp1}. 

2.2 PLASMIDOS. 

p K R 18 - Plásmido do 8.'1 Kb derivado del p8A322 el cual llova la resistencia a amplcilina, 
la resistencia a kanamicina del trnnsposón Tn 903 y una secuencia de replicación autónoma 
(ARS) de K.lactis. 

pB LAC5 - Plásmido do 14 Kb de estruclurn semejante al anterior con la diferencia de 
tenor insertado completamonle ol transposón Tn903 y llover ol gen LAC4 de K.lacti& 

pUC19 - Plásmido mul1ipropós1to de 2.7 Kl> que lte1Ja un origen de replicación do 
CotE1, la resisloncia a ampicilina y un fragmento del gen lacZ (13-galactosidasa) de E.col/, que 
cod11ica para el amino terminal e incluye una región para clonación mülliple. Con este vehícuJo 
puede ser llevada a-complementación en un huesped adecuado. 

2.3 MEDIOS DE CULTIVO. 

2.3.1 Medio do cultlvo para bacterias 

LB (modio rico) 

Saeto lriptona 
Extracto de levadura 
Cloruro de sodio 
Ag>l 

Modio con X-Gal e IPTG. 

'º g Sg 

'º g 
1000 mi 

Cuando fué requerido, se adicionó al medio LB 50 µI de X-gal (20mgfml en 
dimelillormamida) y B µI de IPTG (1M). 

2.3.2 Medios da cultlvo para levaduras. 

YPD (modio rico), 
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Saeto poplona 
Extracto de levadura 
Gluoooa 
Ao.io 
pH 

20 g 
10 g 
20 g 
1000 mi 
5.5 con HCI 

La glucosa puede sor sustituida por otra fuento de carbono. 

YNB (medio mínimo) 

Este medio contiene los olomontos mfnimos necesarlos para el crocimiento de las levaduras 
eJCcepto la fuente de carbono y los aminoáddos quo luorort adtcionados según el requerimiento do 
las mutantes y el experimonto. 

2.3.3 Anllblólicu5. 

Carbonlclllna.Solución "stock" de 200 mg/ml disuelta en agua estéril. Se utilizó a 
una concentración fmal do :?OOµg/ml. 

Este antibiótico os inachvado por la n-taclamasa, enzima que hidroliza a la ampicilina. 

Kanamlclna Solución "stock" de 25 mg/ml disuelta en agua estéril. Se utilizó a una 
concentración final de SOµg/ml. 

Genetlclna (G-41 O) Solución "stock~ de 100 mg/ml d1suolla en agua estéril. Fué 
utilizada a una conconlración final de 400 µgi'ml. 

Los "stocks" do ant1biólico no fueron utilizados dospués de un mes de almacenamiento a 
·20ºC, 

2.4 TECNICAS. 

2.4.1 Purificación de plésmldos. 

Los plósmidos fueron purificados siguiendo la técnica de minipreparaciones de ONA descrita 
por Maniatis et al 1989. El procedimiento se escaló a volumenes mayores obtcniendoso buenos 
resultados. 

2.4.2 Dlgesllón de DNA. 

Los ONA analizados se digirieron con ondonucleasas siguiendo las recomendaciones de k>s 
fabricantes. 

2.4.3 Ligación de DNA. 

Se mezclaron las concentraciones adecuadas de vehlculo e inserto (normalmente una 
relación 1·5 respectivamente), buffer de ligación SX y agua para completar 50 µl. A esta 
mezcla se adicinó 1µ1 de enzima ONA ligase T4 y so incubó toda la noche a 4ºC. 
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1989. 

Buffer 6X llgasn. 

Tris HCI 
MgCl2 
PEG 8000 
ATP 
DTT 

250 mM pH 7.6 
so mM 
25% (peso/volumen) 
SmM 
SmM 

2.4.4 Transformación de bacteria•. 

Las bacterias fueron transformadas siguiendo el método descrito por Chung C.T. el al 

2.4.6 Tranaformaclon de levaduras. 

Dos mililitros do un proinóculo de levaduras fueron adK:ionados a 100 mi de YPO e 
incubados 3 horas e 3CYC y 340 rpm. DespuOs de este tiempo las células fueron cttntrifugadas a 
5000 rpm por 10 mmutos, se tiró el sobronadanto y su rosuspendieron en 10 mi de buffer TE 
(Tris10 mM, EOTA 2 mM pH 8) conlnfugando nuevamente en las condiciones citadas 
anteriormente. Las células fueron resuspondidas en 10 mi de acetato do liho 0.1 M, tria·HCI 
5mM EDTA 2mM pH 8 o incubadas durante 1 hora a 30ºC sin agilación. Pmiterkumente 100 µI 
de la suspensión fueron mezclados con 1 - 10 µg do DNA siguiondo la incubación a 30ºC 
duranle media hora. Transcurrido este liempo 0.9 mi de PEG 3350 luoron adicionados a las 
células y mezclados suavomonttJ por inversión. La mezcla so incubó a 30ºC durante una hora 
agilando intormitonlomente. Una voz terminada la incubación, las células fueron centrilugadas 3 
minutos a 2000 rpm y so tiró el sobrenadanto. Las células fueron lavadas con1 mi de agua y 
centrifugadas 3 minutos a 2000 rpm. So e1ttrajo el sobrer1adanle y las células fueron resuspendides 
en 100 µl de agua. 

2.4.& Selecclón de tranaformantea. 

Al seleccionar por resistencia a G·41 B se prosiguió del siguienle modo: las células 
fueron plateadas en 2 mi do YPO agar 2%. e incubadas por 4 horas a 30ºC. Después de este 
tiempo B mi de agar 1% con G-418 tuó adicionado (concentración final 400 µglml) y se sigutó 
la incubación durante 2 o 3 días. 

2.4. 7 Purificación do ONA genómlco de levadura. 

Las levaduras se crecieron tm lOü mi du mOOio YPO h.t.stc\ la fa$a estacionnrb. a 30ºC y 
200 rpm. Las células se centrifugaron por 5 minutos a 5000 rpm, la pas1illa 89 lavó con agua 
deslonizada y se centrifugaron nuovamenlo en las condiciones citadas anleriorm9nte. La pastilla 
se congeló en hielo seco-etanol duranla 5 minutos. lnmedialamente la paslilla &9 transfirió a un 
bal'to maria con egua caliento (entro 80 y go~C). El paso do congelamiento y descongelamlento ae 
repiUó dos veces más. Posteriormente, la pastilla se resuspondió en buffer SET y 1125 volumenas 
de NaCI 5 M. Se adicionó 2/10 volumenes de SOS 10 %, se agitó suavemenle por lnverslón y se 
dejó incubando 1 hora a temperatura amb1onle. Después do este tiempo, la mezcla lftica se incubó 
una hora a 65 "C. El lisado so dejó onluar a temperatura ambiento y so añadió un volumen de 
cloroformo-alcohol isoamílico 25/1 agitando en vortox durante 1mlnuto. La mezcla ae conlrilugó 
a 5000 rpm por 5 minutos, so extrajo la laso acuosa ponlendose en un tubo limpk> y 89 repitió 
el proceso de extracción. 
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El ONA so precipitó adicionando 1110 volumcnes de acetato de sodm 3M y dos volumens y 
medio de etanoi absoluto frio, íncubandose por dos horas a -20ºC o 20 minutos a -1o~c. El ONA 
se centrifugó por 5 minutos a 10000 rpm , se tiró ol sobronadanto y so lavó con otanol al 70% 
agitando en vorteK por 2 minutos. Nuevamente !'.e c:onlrilugó en las cond1cionos citadas en el paso 
anterior y se descartó el sobrcnadanto, posloriorrnonlo se socó o\ DNA y se resuspond16 en 0.5 
mi do butt~r TEN. Se agregó 20µ1 de RNAsa (10 mg/ml} y se mcubó lhoia a 3 "C. Postorormenle 
se adicionó 20 ~11 de solución do pronasa y continuo la íncubación a la miGma lomporalura. Se 
desprotelnizó la aolución con fonol·cloroformo (adicionando un volumun do cada uno) agitando 
en vortex durante un minuto y conuifugando 4 mmutos a 2000 rpm en una microfuga, pasando 
la fase suporior a un tubo nuovo. Este paso se rop1ti6 tantas veces como fuó requorido husta que 
el ONA estuvo limpio. Fina1monto so hizo una oxtracc16n sok> con (.,\01ufvrmv, GO precipitó el' 
ONA y se rosuspondió en agu11. 

Soluclonea. 

SET Sacarosa 20%., Uis-HCI 50 mM pH 7.6, EOTA SOmM. 
TEN Tris-HCI 10 mM pH 7.6, EDTA mM, NaCI 10 mM. 
Prona a a 20 mg/ml en buffer TEN, prec.:alcntada a 37 ºC por 5 minutos. 

2.4.8 Electroforesla en golea de agarosa y pollacrllamlda. 

a) Electroforeala en gel de agarosa. 

La eloclroforesis so 11ovó a cabo en goles do agarosa al 1 o 2% on buffer TBE 1 X según 
requirió el caso y so corrioron a 100 volts. 

b) Electroforeala en gel de pollncrllamlda. 

La eloctroforésis se llevó a cabo on goles desnaturalizantes de poliacrilamida al 8% y se 
corrieron a 300 volls. 

2.4.9 Purificación de fragmentoa de ONA de gelea de agarosa. 

Los fragmentos de ONA fuerol\ purificados con membranas de DEAE celulosa siguiendo el 
método descrito por Liza1di, P.M. et al 1904. 

2.4.10 Anéll•I• de DNA por hlbrldlzactón 

El DNA se digirió con la enzima do rostrK:cK>n adecuada y los fragmentos so rosotvieron 
en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X. Además de las muesuas a hibridar en todos los 
golas se corrió DNA de). digorkio con Hind 111 como marcador de peso mo\ocular. El gel se tii'ló 
con bromuro de etidio (10 µg/ml) por 5 minulos y lavado con agua du1anto10 minutos con 
agitación suave. Se observó on ol trans1lumínador do luz ultravioleta y so prosiguió del siguiente 
rroOO: 

a)tranafarencla del ONA 

Antes do transferir el DNA a un filtro de nitrocelulosa ol gel so trató con HCI 0.2N y se 
agitó suavomento durante15 minutos, So repitió el tratamiento dos voces más. El gel so lavó con 
agua po< 5 minulos y se pasó a una sotución dosnaturalizante (NaOH O.SM, NaCI 1.5M) agitando 
suavemente por 15 minutos, repitiendo nuevamente dos veces más. El gel so lavó con agua 5 
minutos y se trató con la solución neutralizante (Tris-HCI O.SM pH 8, NaCI 1.5 M) agitando 
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duranto15 minulos y repitiendo el procedimiento 2 veces más. Finalmente el gel se lavó con 
agua duranlo 5 mlnulos y so equ1hbr6 en una solución SSC 6X por15 minutos. 

Terminado el tralamionlo, el DNA se transfirió por capilaridad algulendo las 
recomendaciones de Manialili et al 1909. El DNA transferido so fijó al papel de nitroceluk>sa con 
ultraviolola usando el aparato Stratalinker. 

b) prahlbrldaclón. 

Después de la transferencia, el papel se prehibridó con una solución de formamJda al 
50%, SSC 20X, solución Denhardl's SOX y DNA do limo de remera (10 mg/mJ) a 42~C pcr t.xid 
la noche en una bol~a doolá<.hci) 

e) hibridación 

El Miro fué hibridado con la sonda mercada con P17 por ol procedimiento de •nick 
translalion" adicionada a la bolsa en la cual se preh1bridó el r1l1ro y se siguió la incubación a 
42ºC por lo menos doce horas más. 

d) lavado del flltro. 

Una vez terminada la h1bridización el filtro fué liberado de la marca sobrante lavando de 
la siguienle forma: el filtro fuiJ puesto en una solución de SSC 2X, 0.1% de SOS por 5 minutos a 
temperatura ambienle y dospuós transforido a 1.;na solución do 0.1X de SSC y 0.1% de SOS 
incubando 20 minutos a ss~c con agitación suave, ropitiendose el tratamionlo 2 voces más. 
Finalmente el filtro es pasado a una solución de o. t X de SSC par 5 minutos después de '°5 cuales 
es secado al aire. El pnpol es envuol!o en una hoja do •l(/een pack• y chocada con el contador 
Gioger para comprobar si no hay marca de sobra que pudiera interferir en la interpretación de 
resultados. El filtro es puesto en conlaclo con una placa de rayos X y expuesta toda la noche a ·70 
ºC. La placa fué revelada y so observó ol rosul!ado. 

Soluclonea 

SSC 20X 
NaCI 175.3 g 
Citrato de &odio 88.2 g 
Ajustar pH a 7 con unas gotas de NaOH to N 
Aforar a 1000 mi 

Oenhart'• 
F~of Sg 
Polivinilpirrolidona 5 g 
AlbLiminR de suero de bovino 5 g 
AgJa 500 mi 

2.4.11 Preparaclon de extractos proteicos de levadura. 

Después de crecer las levaduras duranle toda la noche en 50 mi, de YPD, el cullivo ae 
filtró a través do una membrana mllipore de 1.2 µm y of paquete celular fué puesto en un tubo 
de ensayo, al cual se adicionaron de 100 a 200 µI de buffer de fosfatos pH 6.6 mezclandose 
suavemente hasla homogenizar. A la mezcla se agregó un \lolumon aproximadamenle Igual de 
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perlas do vidrio• do 1mm do d1amclro y se ag1ló con vortex por un minuto para romper las 
células y so doj6 el tubo en hielo. la suspons1ón obtenida se transl1ri6 a un tubo oppendorf, se 
centrifugó a 4000 rpm durante 5 minutos a 4'C y se recuperó la faso superior. Los extracto& 
fueron alm1tcenados a -20"C. 

• Pretralamlonto do lea porlaa de vldrlb;1s purlas fueron tratadas con mezcla 
crómica ag1lando conlinuarnonlo duranlo loda la r1odrn. Poslotiormonlo fueron lavadas varias 
veces con agua diJsk>nizada y zccact.:i:; a c5· C. 

2.4.12 Medición de la concentración do protolnaa. 

La concentración do protolnas oblonidas do Jos oxtraclos fuó delorminada usando ol método 
estandard reportado por Dradford 1977. 

2.4.13 Medlclon de actividad B·galactoslda&a. 

a) actividad en unidades/gramo de cdlula. 

Las células fueron c-rocid<1s on modio neo YPD y so dotorrninó la concentración celular 
mediante una curva estandar cuya ecuación es: 

Concentración (g!I) = .....fl.hili50 nm\- O 03 
0,0599 

Para pormeabilizar las células, so centrifugó la canltdad de caldo do cultivo necesaria 
para obtener un paquete celular do 12.5 mg. las células se resuspendioronon 5 mi de alcohol 
isoamílico en un matraz volumólrico do 25 mi y so aforó con buffer do fosfatos 0.1 M con Mg 
lmM y Mn 0.1mM pH 6.6 incubando 1 hora a temporalura ambienlo. 

Después de la permeabilización 0.1 mi de la mezcla Stl puso en un tubo que conlenia 2.7 
mi de buflor de fosfatos O. l M, 0.1 mi de 2·mercaploolanol 3 :1fi M y f) 1 mi d~ o-ni?ro!on!I 0-
D·galactósldo O.OGBM, se agiló perfectamente en vortex. A una nlicuola so lo lomaron medidas 
espectrofolomélricas a 4o~c. cada 30 sogundos (producción de ONP) a una longirud de onda do 
410 nm. La actividad especflica se estableció como unidades de íl-galactosidasa por gramo de 
dlula (U/g) donde una unidad es la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar un µmol de 
ONPG por minuto a condiciones dadas. 

b) acllvldad en unldedea/mlllgramo de proletna. 

59 diluyeron 10µ1 do extracto prot1:;1i"o un 100 µI de butter do fosfatos 0.1 M pH 6.6 con 
Mg1 mM y Mg 0.1 mM, se pusieron en la mezcla de reacción semejante a la utilizada en el 
método anterior y se midió la producción de ONP a 40QC como cilado anloriormenle. Se obtuvo la 
actividad en unidades/mililitro que dividido entre los miligramos/mllililro utilizados nos dió la 
actividad en unidades/miligramo de proteína (U/mg). 
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CAPITULO 111 

RESULTADOS 

3.1 ESTRATEGIA DE TRABAJO. 

3.1.2 Elección del vehlculo base. 

Hasta ahora el estudio do la gonéhca que so ha hocho en K./ragilis ha sido muy poca y por 
lo tanto casi no so han construido vehículos para oslrt levadura. No sA conocen plésmkioa on esta 
espoc10 (como el 211 de S.cerevis1ae) que pudioran servir para el desarrollo do nuevos vehículos 
y además, ol plásmido pKD1 un p1ásmido somo¡anle al 2µ aislado en Kluyvsromyces drosophilarum, 
no funciona bien en K.fragilis. Anlo estos mconvenientos, elegimos a pUC19 como vohlculo base 
para la conslrucctón de los vehículos debido a quo presenta las siguientes ventajas: 

a) Versatilldnd os un vehículo dü fácil manojo para la clonación de secuencias debido 
al sitio de clonarniunlo mültiplo y a su capacidad de llevar a cabo a-complomontación en un 
huospod adecuado. Los s1t1os únicos del vohlculo pormitirán no solo la construcción de los 
plásmidos, sino la inlroducción posterior do nuevas socuonc1as quo lacil1tarán ol estudio do la 
genética de K. frag1/1s o la clonación de promotores luertos para la expresión de la prote!na 
ctooo.m 

b) Tamaño pequeño pUC19 presonla un !amaño aproximado de 2.686 Kb, talla que 
perm110 clonar vanos fragmentas do ONA sin aumentar mucho el tamaño que afecto su estabilidad. 

e) Alto númoro do coplas El plásrnido presenta un alto númoro do copias por célula 
(aproximadamente 700 on E.co/I ) porm1hC!ndo una fac1l ampl1hcación dol mismo y los plá~midos 
derivados de él. 

3.1.3 Clonación del marcador de selección. 

El primer paso on la construcción do los vehículos ruó la clonación en pUC19 de un 
marcador de selc:c1ón para levaduras. Debido a la d1licullnd que so presentó en obtener una cepa 
auxótrofa do K.lragilis ya sea por mutagénosis o do una colección, so eliminó la posibilidad de 
cio11ar un marcddor de auxolrolia. La attema11va luo seleccionar por res1stonc1a a un ent1b1ót1co. 
Las levaduras naturalmente son resistentes a ant1b16t1cos como la ampicilina y la tetraciclina 
por lo quu '=ll gt:Jn d" rnl:.btunc1a a. <:tmpicihna prtisente tm pUC 19 no puede sor utilizado para la 
selección. Sin embargo, el gen que confiere ros1stoncia a kanamicina en bacterias del transposón 
Tn903 ha mostrado ser un excelente marcador de selección en levaduras (Jimenez, A. y 
Davios, J. 1980} conliriéndolos resislencia a gtrnelicina o G-418. Este gen fué utilizado en la 
construcción do los vehfculos debido a su disponibilidad y además de que se ha utilizado en la 
selocc16n de transformantos do K.lactis y K.fragilis (Das, S. et al 1984; Sreokrishna, K.ol al 
1984). 

El gon do resistencia a kanamicina (Km) so clonó en pUC 19 a partir del plásmido 
pBLACS, vohlculo que lleva el lransposón Tn903. Para evitar clonar secuencias innecesarias, 
pBLACS so digirió con Haell, una enzima quo corta en los extremos del gen de km. Para introducir 
el fragmento a pUC19 so hnearizó con la misma enzima. 
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3.1.4 Con•trucclón del vehfculo lntegratlvo. 

Una do las venta¡ils do contar r.on un pl;l<;m1d0 1nlt>grflhvo p.:ua 0$1~ e:;pccie es que sorá 
una herramienta do lrnh<IJO muy ütll para ol f1studm dEJ l;.1 yonl!hca do K.fragilts . So podrán 
clonar difornntos gonPs para su oslurlm o ron:.lm mul,111t1:s al dirigir ¡,, mu1ación tmern ol gen 
d>5oad> 

Olra cm,1clnrist1ca imrorwntu es 4w1 (lt.tos pli'l~mid{,5 son muy estables sitl presión 
selccti'va, ventaja quo a nlvel industrial es muy m11•ort,u1to. C'ienoralmcmlo la presión sclocltva 
quo so aphca f!S un ontil11ól1l:o y para los vol1HnP1H!s do trabajo 111duslrialos rnsusltaria muy· 
coslD!>o. AdHln.is. SI ol pmduclo f!Sl.i d,,..,¡inado 1:1 la filma dn ahmenlo5 no podrá ad1r:1on:uso el 
antibiótico. 

P"1'3 ('•Y1!:!"..!'' t'! •,·c~:·::~!:J ::.!<.;.:;~ .. : •• v.:.,. ,_.:,;,.,.:, ..,: ~..,;. LM.'.;4 1•l·~di.n .. tu!:>1d.t!>il/ a~ fl:.1ac11s 

para parm1hr la rocomb;nac1ón homó!oaa dol vohiculo con ol cromosornd dn la levadura. pBLACS 
que llov<1 eil gun LAC4 se d1g1r1ó con Sphl. una t!llZ1m;i qun l1lwra ol gen con sus secuencias 
regulator1as. El gon so ligó a pRG 1 on al s1!10 linico Sphl do l<1 rna1ón do cl'Jnnmionto múltiplo. 

3.1.5 Construcción del vehículo repllcatlvo. 

Para manlenor un gon en alto número do copias dentro de un huospod ya soa para su 
esludio o la sobroproducc16n do una proteína os uHl1zando un vohícu!o mul11copia. Los vehículos 
repl1calivos son poco establos aún con presión so/octiva, sin embargo oato so compensa con el 
alto númfJro do copias prcsr:nlo on ol huospod y su apl1cac1ón en Ja industria dopondcrá de 
procesos tm que no so tcmu.i quo manlertf'r el pJjsmldo durante muchas gnncraclOn&s. 

En la construcción so uhlizó una socuoncia de rophcac1ón autónoma do K.lactis secuencia 
que ha demostrado func10nm en K.frag1l1s (Das, S. ot al 1984) y quo so clonará en el vehfculo 
intogra11vo. 

La construc1ón so llovó a cabo en dos pasos para introducir la sccuoncia AAS sin dañar el 
gon LAC4. La secuencia ARS so libera del plásm1do pKR1B modmnle una diges!Jón doblt! con 
BamHl/Sall, pero no pudo sor clonad.i ftic1lmentc en pll3 debido a que BamHI además do corlar 
~" i:ol o::itif'I d" cl':'.'n:if!~!~!".!O m~;!~i;::!c r:cr!.J. el gc:.1, u,::~. La v:.li.1luvid hiú t-'lttcH ur1 nuevo s1110 a un 
lado de OamHI quo nos permitiera clonar la !>uCut1ncia Ans sm destruir ul gen LAC4 y el nuevo 
silio fué Sac/ un silm ccrc., de B.::irnHI on fa región de clon,1mien\u mú!t1plu. 

3.1.6 Trancformaclón de K.fragllls con loe vehlculos construidos. 

K.fragi/Js será transformada con los vohiculos obtenidos prol.Jt1ndo su rosislencia a G·410, 
estabilidad y frecuencia do transformación. La levadura ha sido transformada por ol método do 
iones alcalinos (Das, S. el al 1984) así que esto método se utihzó en Ja lransformación dn la 
cepa, optimizando algunos parámetros dol método para su desarrollo en el laboratorio. 

3.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

3.2.1 Optimización de las condiciones de transformación. 

a) Sen•lbllldad de K.traglll• a G-418. 

La sensibilidad de K.fragilis al antibiótico so delorminó al crecer la cepa on medio VPD 
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con diferente& concentraclnee de 0-418 en un rango do100 hasta1000 µg/ml, encontrandoae 
que a partir de una concentración de 400 µg/ml. las células ya no crecen. Esta concentractón fué 
utilizada en la selección de las transformantes (tabla 1 ). 

CXl\CENTRACOl VIABILIDAD 
G·41 B (µg/ml) 

+ 
100 +/-
200 +/-
300 + /-
400 
500 
600 
700 
800 
900 
1000 

TABLA No. 1 Sensibilidad de K.fragilis a G-418. Simbología {+) Alto crecimlenlo celular (incontables); 
(+/·} bajo creclmienlo celular; (-} no hubo crecimiento. 

b) Determinación del tiempo de recuperación antes da 
adicionar el antibiótico. 

Después de la transformación, el anlibiótico debe sor adicionado a un tiempo que permita la 
recuperación do las translormantes poro sin dejar crecer las células no transformadas. Se 
trataron las et.lulas según el prolu(.:olo Jt:t l1d11:.furu1élc~n &ir. .'.adiciori.1.r DtJl', 'l :¡o c~ccloron 
durante 2, 4, 6 y 8 horas antes de adicionar el anlll>iótico. Se encontró que 4 horas fué al tiempo 
óptimo para seleccionar a las trane.fmmantus puos permitimos una mojar rocuporacldn de tas 
células y evitamos la aparición de células no transformadas (tabla 2). 

H:R'S VIABILIDAD 

2 
4 
6 + 
8 + 

TABLA No. 2 Tiempo de recuperación de los células anles de estar en contacto con el anllbl611co. 
Slmbologfa: (+) Creclmlanlo; (-) sin crocimiento. 
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e) Transformación deK.lraglll• con pKR1B. 

Para transformar a K.tragilis se utilizó el vehículo replicatívo pKR1B el cual lleva una 
secuencia de replicación autónoma do K.lactis y se utilizó Ulld cepa do esta úlhma especia como 
control de transformación. Los primeros intentas par transformar a K.fragi/is fallaron mientras 
que K.Jactls transformó con buona hecucncia (500 a1000 translormantes por cada10' 
células viablos). Una de las principales varíablos en la transformación de levaduras es la 
concentración de DNA y so adicionaron 1 O Jtg por trnnslormación, sin embargo, después de 
aumentar 2 y 3 vacos la concentración de DNA no se obluvioron transfonnanlos. Finalmente la 
concentración do DNA utilizada fué do 150 µg (tabla 3) 

CEPA DNA (µg) caUAq No. TTIANSF. FHECUEN:IA 
va;e; 

K.lact1s 1 5 o 800 8 X lQA.4 

K.fragilis 1 5 o 1 5 X 1QA•7 
K.lragilis 1 5 o 2 1 o 5.5 X 10A•I 
K.fraailis 1 5 o 5 1 5 o 8.3 X 10"-! 

TABLA No. 3 Tra5formaci6n de K.lrag1/1s con pKR18. Simbología: VECES"' numero de veces en que 
se aumentó la concenlración imc1al do células ( 1 ); FRECUENCIA = NUmoro de transforman tes /NUmero 
da células viables. 

Una nueva variable ensayada luó la conconlración de células. En esto punlo fué importanle 
observar que a posar do iniciar con cultivos a la misma densidad óptk:a (0.8 -1.0 a 650 nm) la 
cantidad de células do K.laclis fuó 5 voces mayor que el número de células de K. fragilis (8-9 X 
1 01 y 1·2 X 101 células/mi rospeclivamonte). El experimento realizado fué entonces utilizar la 
cantidad inicial de cólulas de K.fragifis y probar 2 y 5 veces más con respecto a la cantidad 
inicial. Se obtuvieron 150 transformantes con la concentración más alta de células que representa 
una frecuencia baja sin embargo, so logró transformar a la levadura. 

3.2.2 Cloneclón del marcador de solecclón: construcción del pRG1. 

Como se mencionó en la estrategia de trabajo, para poder introducir el gon de Km f>n pUC19 
ae llnearizó con Haell. pUC19 presenta 3 silios Haell (sitios 235, 680 y 1050) así que fué 
necesario hacer digestiones parciales para linoarizar el plásmido. Las reacciones do digestión se 
pararon a k>s 5',15', 30', lh y 2h encontrandase que 30' fué el tiempo óptimo para linearizar 
la mayor canlidad de plásmido. p8LAC5 lué digerido complelamenle con Haoll y los lragmentos so 
ligaron a pUC19 linearizado con la mh~mR enzima Se obtuvieron 8 clonas !.:is cuales mcstraron 
el fenotipo de resistencia a kanamlcina, ampicilina y fueron azules en presencia do X-Oal e IPTG. 
Los plásmidos aislados do estas clonas, digeridos con Haoll, mostraron un patrón similar a 
pUC19 más una banda de aproximadamente 2.B Kb {figura 1). 

27 



Kb 

FIGURA No. 1 Patrón do restricción dol plásm1do pRG1 cort<1do con H.n1l1. C:iml<:>c;· A\ Marcador de 
peso molecular. A. Hind tu, BJ pUC19 Haell; C). 0) y E) clonas 5, 6 y 9 de pRG1 HaoH; F) pBLACS Hae\L 
Los valores del marcador astan dados en k.1lobases. 

Aün después del análisis de restricción de los p\ilsmidos con Sau3A no se determinó con 
exactitud dond0 se insertó el lragrncnto de kanamicina en pUC19. Sau3A corta en 5 sitios a 
pUC19 siendo el fragmento más grande de 955 pb y en el que se presentan 2 sitios Haell (sitios 
680 y 1050}. Tod:ir; lnc: clonas presentaron el mismo patrón de restricción, donde se nota la 
ausencia del lragrnonto de 955 pb y la aparición de nuevol> Uando.s dilerenlps a las observadas en 
los plásmidos de origen (pUC HJ y pl3LAC5) indicando la inserción de un nuevo lragmcnto pero 
no la posición exacta del mismo. 

Los plásmidos fueron digeridos con Hind 111, una enzima que corta una vez al vehicu\o y al 
insorto y nos permitiria conocer si el hagmento habia sido clonado en sitio diferente, sin 
embargo, nuevamente las clonas mostraron el mismo patrón de rostricción. El vehículo obtenido 
de un tamaño de 5.7 Kb fué llamado pAG1 y su construcción se muestra en lorma esquemática en 
la figura 2. 
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RG\.RA No. 2 Es~ema de la construc:obn di!l pRGl. 
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3.2.3 Construcción dol vehfculo lntegratlvo: plL3. 

Como se plantC>ó antoriormontu, pOLACS so d1u111ó con Sphl y so hbnró un lragrnonto do 
3.6 Kb que lleva el gen LAC4 de K.Jact1s . pílG 1 se hno<irizo con la m1smil onz1ma. El lrugmonlo 
se ligó y so translormo con la muzc1J dt: ro~cciór1 a E.co/1 CMK no lr:is tr.1nslorrnanlos que 
mostraron un fenollpo de res1stenc1a n knnmrncma, arnp1c1l11rn y fueron blancns en prcsoncm 
do X-gal e IPTG, so sclccc1anmon fi clonas al azar para sor unahzartas. Los p!js1rndos mslados de 
estas clonas se d1g1r1oron con Sptil (l1gura 3) y se observaron los s1gu1e11tf?s patrones du 
restricción: las clon<is 1, 2 y 4 moslrílron el p<ilrón esperado donde so ob!';crwin cl.i.rnmünlo las 
bandas de pRG1 y LAC4 m1enlrílS que el pl.:lsmtdo do la clona 3 solo so l1ruari1ó presentando un 
peso aproximado do 5.3 K.b. fa,w p.-t1l..n 1.fo rc::.tncccOn qu11:t5 rnw•str:t la otra dirección en que 
pudo clonarse el g1:m • El vehículo do la clona 3 (plL3) luó ut1hzado en la construcción del 
plásmido rephcativo. La !1gura 4 muestra un üSQuoma do lil conslrucc1ón del v~hiculo mtcgrativo . 

...,_LAC 

FIGURA No. 3 Patrón de res11icci6n de pll3 cortado con Sphl. Camios A) pAG1 Sphl; 0). C), 0), E), 
F) y G) clonas 1· B de pll3 cor1ado con Sphl; H) p9LAC5 Sphl. 
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AGURA No. 4 ConstrucciOn delvetilo.Jlomtegrativo 
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3.2.4 Construcción del vehfcuto repUcatlvo: pRL33. 

Guiándonos en la e&lralegia de trobajo, primeramanle clonamos la socuoncia ARS con 
extremos BamHI y Sal! en pUCt9 cortad() con las mismas onrimas obtoniendase ef vehlcuk> 
pARS19. En el segundo paso &e liberó al lraQmcrito AAS de pAAS19 mttdiahto la digestióft con Sall 
y después con Sacl, un sitio corca de BamHI y quo además linoarQa a pll3. El fragmento de ARS 
no fué punfK:ado antes de clonar debido a qua prnsonta un tamaflo muy semojante a pUC1Q (2.7 
Kb) y en un gol de agarosa al 1% aparoco solo una banda. Sin embargo, no hubo problema al 
selecdonar las transformantos ya que deberían sor blancas y resistentes a kanamiclna. Para 
distinguir los nuevos vchlco!o<; de p1L3 so punhcó el plásmido de 10 clonas escogidas al azar y 
se cortaron con Snll y Sacl observándose on 1odas k)s fragm11.ntvs ospN1'c1ns 

pUC19 

--i 

IJ\111(1--..i I 
,..,,,!~ 

FIGURA No. 5 Esquema de la conslrucclón del vehlculo repUcativo. 
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3.2.S Transformación de K. fragl/ls con plL3 y pRL33. 

K.frag1/1s so Uam;forrno con los veliicutos consuuidos y se obtuv111ron 150 lranslormanlos 
con pRL33 y 6 con pll3 ut1!12ando aprm1rnad.:11nento 150 pg do cada pljsrrndo on la lranslormación. 
Todas la<> lrnnsforrnnnlfls r.nn ni pl.isrrwJn mt.~aral!vo y :l cnn el rnpl1ci1l1vo escogitlas al azar. se 
ut1l1zaron en experimentos postcmorns. 

3.2.6 Presencia del gen do resistencia a Km en tr.:nsformantcs. 

Para dcmo5trar que las copas reses lentos a G·4 1 B son verd,1dmas lransforrnantes, so 
llevaron a cabo e>:pr>r1mPr1!os dn h1hmh1ac1nn ul!lr!ílnrJn corno sonda í!I lraqmento Haoli de 2.8 
Kb quo d.:.i rn~1s!unc1a a Km tm µHG1. La f1r¡ura 6 rmw~tra ol rcsultí1rJo de este expcrirnento donde 
se tul>ml.lro11 los uenom•1~ d1~1er1do~ con Econt y ~111 d1gtmr do las ct~pas transformadas 
con pRL:J3 (ct:;pas 1, 3 y 4) y lus lransfornwcfas con pll3 (cepas 2, 4 y 6), poniendo como 
control In~ ~Dnr'tn<l<> d1• b~ cr>p<t'.' s1lv•";tH 1 <; di.• K fragif1s y K /.rct1'> 

Cabe sunalar qua bs lransform<1n!f1~ con píll33 se ehgieron ill azar de 150 trnnslormanlos 
mientras que las translorrnanles con pll3 rmmstran ül orden pro{Jrns1vo en qlJo aparecieron 
después tle la transformación. 

•• 
1l.1-

9.4-
u-
4.l-

2.J-
2.0-

o.s_ 

M Kt KI 1 J 4 2 4 6 Kf Kl 1 3 

' • 
•• 
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FIGURA No.6 Presencia del gen do kanam1cma en translormanles. Carriles: M= i.. Hmd 111; Kf = 
K.fragilis: KI-= K.facti!J, 1,3 y 4 - trans!orrnantos con pRL3J, 2,4 y 6 = translormanlos con pllJ. 

El experimenlo muestra con claridad la presencia del gon de resistencia en las 
trnnsformantes y no en las cepas control indicando que la res1stencia n G-4 1 B os conleuda por 
el gen Km introducido por lransforrnución. Todos los genomas digeridos de las lransforrnanles 
mueslran una banda do hibridación Q)(r:C'plo l<i clon.1 6 que (lS una mlllante cspontunea. 
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La hibridación de la sonda con los genomas no digeridos nos permitió demostrar Ja 
integración del pll3 en ol gunoma y la replicación del píll33 en el ciloplo!!.ma do lns trensformantos 
• En el caso del vohfcuk> lntegralivo solo so ve una banda indicando su intcgradón en el genoma 
mientras que en las lranslormantos con ol vehículo rnphcalivo aparecen varias bandas que 
muestran las diferentes fOfmas que presenta ol plásmido dospuós do la pur1hcación del ONA. 

:J.2. 7 Clnétlcn de creclmlonto de tranaformantoa, 

Un osludio importante en la carncloti/ac:16n do las translormantes os ol estudio de( 
crocimiento. El crecim1cnto de las copas rccombmantos sucio ser dii:.tmto a la cepa silvestre 
debkio a Id carga metabóhca que representa el rnantonirrnonlo del vehículo y la producción de las 
protolnas cod1hcadas an e1. Eslos expeumentm. uw. µ1:unu11"'1u11 t.v11 ........ <c1' '<11 cvmy.:.ítaml.:int.:i de 
las transformanles y sentar las bases para posteriores oxpoumentos. 

Las translormanles se crocioron en medio neo YPD y so comparó su crocimionto con le cepa 
aitvestre. Como se ve en la ligur a 7, el comportamiento do las transformanles {cepas pll3·2 y 
pAL33-3) fué similar a la copa silvestre con una fose lag do 7 u 8 horas y alcanzando la fase 
estacionaria en 3 o 4 hOfas. AsC mismo prosontan una velocidad especifica do crecimiento ( µ ) 
de 0.26 h· 1 dando como resultado un t1ornpo do duphcac16n de 2.7 horas. 

E 
e 

~ 
"' -O-- SiNeslra . ----- pll3 

--...- pRL33 u 
~ 
o 0.1 .., 
e 

~ 
e • Q 

o.o 
o 10 12 14 16 

Tiempo (hora•) 

·FIGURA No.7 Cinética de crecimiento de transformantes. Condiciones de crecimiento: 100 mi da 
madlo YPD y 200 rpm. 

Al crecer las translormentes on modio rico YPO con antibiótico (100 µg/ml) el 
comportamiento no fué muy distinto (figura 8). La fase lag fué 3 o 4 horas más grande en 
comparación con ol crecimiento sin antibiótico y alcanzaron la faso estacionaria en 19 o 20 
horas. Sin embargo, la velocidad especmca de crecimienlo no cambió, obtenlendose valores muy 
semejantes al caso anterior (0.3 h·' para la cepa con el vehículo integrativo y 0.27 h'1 para la 
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cepa con el voh(culo replicativo: ol tiempo de duphcac16n lué de 2.3 y 2.6 hOf&& respectivamente). 

E 
e 
o 0.2 .. .. 
~ 
:g_ - pll3 

o pRL33 .,, 0.1 
~ .,, 
;¡ 
e .. 
o 

o.o+---~-"=;~:_~---.---~---l 
o 10 20 30 

Tiempo (Hr) 

FIGURA No. 8 Cinélica de creclmien10 de translormantos. Condic!onos de creclmlenlo: 100 mi do 
medio YPD. too ¡.¡gi'ml do G·41B y 200 rpm. 

Estos resullados nos muestran que las translormantes no sufren ningun cambio metabólico 
significativo al crecer en medio rico con G-41 B y el relardamiento en la fase lag puede ser 
debido solo a la acción tóxica del ant1biólico. 

3.2.8 Resistencia de laa tran1formantea a Q .. 410. 

La resistencia de las transformantes a G-418 se probó al crncerlas con diferentes 
concentraciones de antibiótico. La figura 9 muestra el comporlamiento de las translormantes 
crecidas en modio rico YPD durante 20 horas y en concentraciones de O a 1000 pg/ml de 
G~1B. Las lransformantes mostraron diferontos niveles de resistencia dependiendo del plásmido 
contenido en ellas. Observamos claramenle que el crecimionto de la cepa con el plásmido replicativo 
(pRL33) fuá constdnto en todas las concentraciones descendiendo ligeramonlo en las 
conccnlraciones más alias, mientras que la cepa con (!I vehfculo integralivo (pll3) mueslra una 
rápida disminución de la resistencia, siendo mlmmo el crecimiento obtenido con concentraciones 
arriba de 800 µg/ml. 
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FIGURA No. U Resislencia de translormantes a G·4 IB. Condicionos do crecimaonlo: por cada 
concen1rac1ón de. anl1biól1co (intervalos de 50 µg/ml) las células se crecieron en 2 mi de medio YPD y 
200 rpm. 

Este compor1amiento se explica por la dosis del gen de resistencia presente en cada cepa. 
La cepa con el vehfculo roplicallvo presenta varias copias del gen km que lo permiten resistir 
altas concentraciones do antibiótico, mienlras que la copa con el vehículo intogralivo solo presenta 
una copia, lo que reduce considerablemente su resistencia a altas concentraciones de G--41 B. 

Las lransformanles se distinguieron do la cepa silvestre al crecerlas en presencia de 
G·41B puc!:; el croc!miC'nt~ de t'~ta ú!timíl !'.'.! a!l'.'<:tíl. .jráo::licaTTio:>nt":' ~ mm conc{'ntrnci.jn i:ir! 50 
µg/ml y os casi nulo su crccimlonto a 400 µg/ml. Tomando on cuanta estos rosultados, la 
sefocción de las transtormantos dospuós do la transform,1ción siguió siendo de 400 11glml mientras 
que el mantenimiento y crecimiento de las translormanles en posteriores experimentos so hizo 
con 100 µg/ml permitiendo facilitar el trabajo y disminuyendo la cantidad de antibiótico utilizada. 

3.2.9 Estabilidad de transtormantes. 

La estabilidad de las transformanles se determinó a través dol tiempo durante el crocimiento 
de las cepas en medio rico YPD con y sin G-418. Cuando se crecieron en presencia de antibiótico 
la concentración fué de 200 y 300 µg/ml para pll3-2 y pRL33-3 respoctivamenlo, debido a 
quo100 µ{;'mi de G-418 permitió el crocimienlo de muchas cólulas no rosislentos. 

Al trabajar con concenlraciones más altas de anlibiótico la fase lag de las lransformantes 
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 Estabilidad del vohlculo rophcat1vo pRL3J an presencia de G"41B. Condlclonea de 
crecimlonlo: 100 mi da medio YPO, 300 µg/mt de G-416 y 200 rpm. 

Se tomaron muoslras al inicio (inoculación), a le milad (inicia de fase exponencial) y al 
final de Ja curva de crocimionro (faso estacionaria} que se plaquearon en cajas do YPO con y sin 
G--418, un procedimionlo quo nos permitió conocer el número de células viables do cada punto. 

la figura 1 O nos muestra la es labilidad del vehículo replicalivo con presión selectiva . 
Debido a la presión selecliva aplicada, el pl.l~mirlo '.'.!!: muy ü.\l.:aLitt Uuranlo el crecimiento pues en 
l:i fase 1:H:oldcionar1a el 85% do las células viablos fueron tesistenles. Al crecer en medio sin 
presión selectiva la proporción de resislentes a mirad dol crodmienlo es muy semejante al caso 
anrerior, pero al linal de la curva las resistentos representan solo el 40% de las células viables 
(ligura 11). 
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FIGURA No. 11 Estab1!1dad del vahicu1o repl1cat11/o pRLJJ sin presión selectiva. Condicione. de 
crec1mian10: 100 mi de modio YPD y 200 rpm. 

El vehfculo integralivo tamhión es cstalile con presión selectiva, sin embargo la proporción 
de células viables oblenidas al final do la curva con rnspoclo al vehlculo replicativo es menor 
ent0%. Por la integración del vehfculo en el genoma de la levadura esperabamos quela proporción 
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). 
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FIGURA No. 12 Eslabil1dad del vehículo integralivo pll3 en presencia de G-418. Condiciones da 
creclmienlo: 100 mi de medio YPO, 200 µglml de G-418 y 200 tprn. 
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la estabilidad dul pll3 en un medio eiri presión soloctiva disminuye elgnllicativamente, 
sin ombargo osta disminución no os tan drast1ca como en ol caso del pRL3J en las mlemas 
condlcionos. Las rosislonlus d1srninuyun do 77% en la faso modra a 55% en la estacionaria 
(figura 13}. Esto roµrnscmla una crrnfa do solo cd 20':0 miunlras q1w la d1fernncia con el pRL33 
fuá de 45~o (figura 11). 
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AQURA No. 13 Estab1hdad dol vhicu!o m!ogra11v0 pll3 s111 pros16n soloclivn Condiciones do crec1mlenlo· 
100 mi de medio YPD y 200 ri.irn 

Como observamos antor1orrnonte, la laso lag es muy larga pero la velocidad específica do 
crecimiento fué do 0.26 h ' dando un tiempo do duplicación do 2 .7 horas. Tomando en cuenla que 
la fase exponencial inicia a las 17 o 18 horas y alcanza la fase estacionaria a las 26 o 27 horas, 
tenemos en ese lapso de tiempo 3 o 4 gonoradones. Con los dafnq RntnriNt'~ ::e calcukJ t:rl 
porcimfAJP rjn pcrdidJ pv; ú...,.,,.,fdt:1un para cada plásmuJo con y sin prn~ilin solocliva. El porcentaje 
de perdida para el vehículo r1.ipl1cat1vo on un medio con prosión self~cliva fué do 1.GG % y sin 
ant1biólico de 15 %. El p/L3 fuo ur. poco mt'ls establo al obtener un promedio de J.33 % con 
presión solocliva y 7.33 % sin erra. 

3.2.10 Actividad O·galactosldnt.3 de lran11formantos 

La producción de 11-galaclosidasa por las lransformanlos &o doterminó mediante la medición 
do actividad de la enzima en d1lernnlP~ rv'l!c<;;. de !.:-. cuf\ld dt: crec1m1on10 (inicio do la fase 
exponencial y en fase estacionaria). Las uansformantos, se crecieron en medio rico con100 
µg/ml de G·418, con la adición de glucosa como fuente do carbono, carbohidralo que no Induce 
la sintesis de la enzima, o con la de laclosa para inducirla. Corno control la cepa silvestre se 
creció en los mismos modios sin antibiótico. 

La figura14 nos mueslra la aclivtdad de l<Js transformanles en Unidades I miligramo de 
pro1efna y podemos obsevar claramonlo como la actividad os 5 o 6 voces mayor al crecer las 
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células en presoncla de lactosa en compamc~n al crocimienlo on glucosa. Adomás la ac11vldad do 
los ctilulas en la lasa ostacionana es un poco mfl.s grande quo al inicio do la faso exponencial. Sin 
embargo, la actividad do las lranslormantes con rospocto A la cepa s1hmstro luó somcjanle en 
todos los cosos do Inducción, d,1tos no esporados dohído al mayor núrnoro do copias del gen LAC4 
presente en las lrnnsformanles, qua nos darfan corno rosult.1do una act1vidud mayor . 

.. ¡ 6 
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¡;_ 
G 4 .., 
"' § 2 

'6 
INICIO FASE EXPONENCIAL 

~ . 
" % 
1{§ 

20 
JNIC10 FASE ESTACIONARIA 

• control glucoa• 

El control Jacto•• 

Cl p!L3 glucoH 

r:J pll3 lactoaa 

o pRL33 glucoH 

• pRL3l l1ctoaa 

FIGURA No. 14 Actividad B-ga\actosldasa do translormanles a parhr do Elllilractos proteicos. Las 
células fuoron crecidas en 100 ml do modio rico con mductor (laclosa) o sin Inductor (glucosa) y 100 
µg/ml de G-418 para las lranslormantes 

La hipcrprod!.lco:k'lii rj{' l;:i: "'"7im~ t~mpnr.n IA dotJJctamos en los qelos do po\iacrilamida. 
Varias muestras do las copas con píll33 (figura 15) y pll3 (figura 16) en condic~nes de 
inducción y no inducción .r;R corrieron junio con muestras de la copa silvestre en las mismas 
condiciones. La 0-galac\osidasa os una protofna de peso molecular do 201 000 daltons (Mahonoy 
A.R. y Whitaker, J.R. 19n) compuesta de cuatro monómeros homólogos, por lo que en un gal 
dasnaturalizanle vemos una proteína de 50 000 daltons. Una banda de aproximadamonte ese poso 
aparece en tOOos los carriles, siendo do mayor intensidad en las muestras da lactosa, Sin embargo, 
las muestras de las translormantes inducidas con lac1osa no muestran un aumenlo significativo 
en la concenlración do protorna lo qua hace suponer que no hay síntesis de la protorna a partir 
del gen presente en los plásm1dos. 
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A No. 1 S Eleclro•ores•s en gel dcsnatural1ZMlle d8 pc:1;icr.iarn1tji'1 a tiº~ ce oxlr:.>clcs pr.:.te.cos de 
Hanslormantes con pHL33, crecidas en medio neo con inductor (lactosa) y sin induclor {glucosa) y 
100 µg/ml de G.418. poniendo como con!rol a la cepa silvestre crecida en las mismas cond1c1ones 
excepto el an!1b1ot1co 
Carriles: A) Marcador de peo;o molecular; 8) Control glu IFEl(p; C) Control lac tFExp.; OJ Conlrol glu 
IFEst: E) Conlrol lac IFEsl; F) pAL33 lac IFExp.: G) pAL33 glu tFEsl., H) pRL33 tac IFEst 
Los valores del marcador de peso molecular son expresados en miles de dallons 
IFExp, = Inicio Fase Exponencral. 
IFEst. = Inicio Fase Estac1onana. 
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FIGURA No. 16 Electroforesis &n gel de5nalurahzanlt1 de poJ1acnlamida al 8'l'. de exlraclos pro1e1cos 
de translormantes con pll33, crecidas en medio rico con mductor (laclosa) y sin inductor (glucosa) y 
100 µglml de G-416 poniendo como control a la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones sin 
:rntibi6Uco. 
Carriles· A) Control glu IFExp.; 8) Control lactosa IFE)(p.; C) Control glu IFEst.; D) Control lac 1FEsl.; E) 
pll3 glu IFExp.; F) pll3 IFEst.; GJ pll3 lac IFEst.; H) Marcador de peso molecular. Los valores del 
marcador son expresados en miles de dallons. 
IFExp. = Inicio de tase eicponenc1al. 
IFEst. = Inicio de fase estacionarla. 
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Finalmente, la act1v1dad lué do!erminnda on unidados por gramo de célula (Ulg) y 
nuovamcnlo no so miló aumento on la achvidad do las transformanles crecidas en laclosn respecto 
a la cepa cilvoslro crecida en !ns mismas condiciones. La actividod on condiciones do inducción 
estuvo ontre 2500 y 3000 U/g y on condiciones do no inducción entre 700 y 900 U/g para todos 
los CBSOS (t~bla "1). 

CE'A INDUCCION ILACTOSA\ NO IN!JUCCION IGLUCOSA\ 
IFExP. IFEsl. IFE>o. 

SILVL·STHI. 2550 3 1 o o 920 
lll3 2 3 8 5 2970 725 
pAL33 267~ 3250 695 

TABLA No. 4 Ac.l1v1clad IJ·galilclos1dasa de tr1111s!ormantos (Ulg) 
IFEst. L Inicio do fase os1ac1onana 
IFExp. ,. lmc10 de faso ol(ponenctal 
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CAPITULO IV 

OISCUSION 

Hemos logrado la conblruc-,e1ón do do- vohlc:ulos do clol\uc1ón paraKlu;-voromycos fragifis 
a partir do\ plásrnido bactor1al pUC19. Lo& plíl.smidos transformaron a K.frag1f1s y las 
transforrnanlos luero11 suleccion.:idus por su c11pactdad do roslt.hr 400 pn'ml do G·41B. 

Estudios prolimirrnros <:n la obtención do una cepa do K frng1/is sobroproduclora de 
íl·galactosidasa so Uov<HOíl R cabo on el Con\fO do lngonioria Gon1.'ll1:.t y l11o!ocnologfa de la 
Habana Cuba utlhzando o\ vehiLulu µCLAC.5 {«;:t !iü1=':16n ~.htr>11;1Jr>s y 1..4P.lodos\ sin embargo, no 
se log16 olHunar lransli.HmaT1tc5 dn K.lr.ig1I1s rns151tintcs a Km y K./<1ct1s 5011 (lac4 } so 
transformó a lac· con baja frecuencia. Ot11za5 el gen de rt?s1teni.:1<1 a Km y In socucnc1,1 ARS no 
funcionaron en esta cons1rucc1ón. 

Se inton1.1ron nuovos ostra!Pg1as vn el Instituto do U1olec110\g1a au 1a Uf1Mlv! y y.:.1a. k.¡;r.J.r 
la translormación do la levadura so optim11aron l.is cond1c1ones do transformación las cualos 
incluyeron dos parámetros princ1pa1os: ol nürnmo do cólulas y la concontwción do ONA. El 
número óptimo do cólulas que so ut11iz6 en la trnnslormación luó do 1·2 X108 cólulas/ml quo es 
un ntimoro similar al roportado por vanos aulorus par;i el método do tonos alcalinos (Ita, H. et 
al 1983: Das, S. ot al 1984) y una cor1contrac1ón du DNA do 150 µg por transformación. Esta 
concentración de DNA os muy alta on cornpar;Jc1ón a los 10 119 ql1e so ul1hzan norma•mento para 
transformar sin embargo, osta concentrn.c1ón so rol1orn solo a plásmido suporonrrollado mwntras 
que en este trabajo utilizamos el plásrnido en !odas 5uc:. forn1<1s. 

Sm duda olrus fuctorcs quo contribuyNon <ln la transformación luoron ol gon do rosistoncia 
a kilnamicina de Tn903 y la secuencia do replicación aulónoma do K.tact1s, con los cuales 
demoslramos nuevamonto que funcionan en K.frag1fis. La resistencia conforida por el gen de Km 
bajo la acción de su propio pron1otor penmtió que translorrnantes con pRL33 resistieran 
concentraciones do 1mg/rnl de G-418 aunque so ha demostrado que cuando su expresión es 
controlada por un promotor y un terminador tuerta do levadura, la resistencia aumenta 
considorablemento (transformantes do S.cerevisiae resistieron concontracionos mayores a 30 
mglm1) (Lang·Hinrichs, Ch. el al 1969). 

L:i CUC'JMch rlA u•plir:Adón autónoma penmtió la obtención do trans!ormanles de K.fragilis 
aunque con una frocuonci;1 10 veces menor que K.lact1s. Estos rosuHdOo~ i:.uo ~u1u¡:, ... r.:.~:.:.:o :i lcc 
obtenidos por S Das, y colal.Jorndores (1984) los cuales montaron un ~1stomn da tra11!>formación 
para K.fragifis utilizando un vehlculo con una secuencia de roplica1,;iú11 autónoma de K.lactis 
obteniendo bajas eficiencias de translmmación. 

No es fácil oxphcar la prusl1ncia en pnc1 de1 fragmento quo dcJ resistencia a kanamicina 
de 2.8 Kb cuando la secuencia esperada era de 1.4 Kb guiandonos por uu mapa de restricción. El 
fragmento de 1.4 Kb conticno las secuencias promotoras y el gen estructural por lo que no ora 
necesario clonar un segmento mayor Sin omb~rgo, sup'.J!'H~m'.Jc:: 'lli'' In~ sitios Hau 11 que bordean 
el gen kenarnicina en pBLAC5 no so encuentran, por lo que la enzima corla en sitios oxtorioros 
generando un fragmenlo mayor. 

Una de las cercleristicas do los plásmKios replicativos es su baja estabilidad en un medio 
sin presión selectiva y el plásmido replicalivo conntruldo en es1e trnbnjo no tué la excepción. La 
estabilidad del veh(culo fuó comparable a vehlculos semejantes utilizados anteriormente para 
transformar a K.lactis y K.fragifis (Das,S. y Hollenberg, C.P., 1982; Das,S. et af 1984} 
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donda ol 90% do las cOJulas viables pierdo el plásmido dosput'!s do crecer durante 10 genoraclonos 
en un medio srn presión soloctiva mientras que 40% do las células viables lranaformadas con 
pAL33 mantienen el plásrnido después de crncar 4 generaciones en las mismas condiciones. En 
ocasionas se ha probado la oslabilidad do los plá!lmidos repttcalivos durante 20 gonaractonea sin 
presión selectiva (Srookrishna, K. et al 1984} y se encontró que menos del 5% de las 
transforrnantos mantuvieron el plásmido. Estos dalos pueden sugerir una mayor es1abfüdad de 
lo& mismos comparado con los datos anteriores sin embargo, l<J estabilidad no es del vehfculo 
replical!vo en si sino dob1da a su mlogr.:ictón al gonoma de Id lov;u.Jurn. un evento que so produce 
a baja frecuencia. 

La ostab1l1dad dol vehiculo mtcgrahvo no luó muy buena si lomamos on cuente que la 
caracrarlslica di!itintiva d-a loG plá.smkfos inlljyrdtill'Ub es su alt.i os1ab1l1dad. Genoratmonle más 
del 90 % do las transforrnanles montionon ol plilsmido do:.puós do crocor durunle 10 gonoraclonos 
en un medio no selectivo, propiedad quo no so prosonló en pll3 donde más del 40 % do las 
transformanlcs perdieron el plásmido dospuós do crecer durante 4 generaciones on condiciono& 
semejanles. la baja estabilidad de pll3 aún en condiciones rlP f"''"ibn c;:ph_v:~va, pudo ~'::r CJ.:..:zada 
por una ella frecuencia do mcpulsión del plásmido dol cromosoma por un mecanismo somojanto 
por el cual se integró (ontrocruzamionto sencillo). 

Las copas translormanlas 11enon un número más allo do copias dol gen LAC4 sin embargo, 
no se observó un aumento en la actividad de íl-galactosidasa. La causa os dificil de explicar pues 
como mencionamos antoriormonle se logró cornplcrncnlar con pBLACS mutantes Lac4 ·m K.lactis. 
La transformación de K.lact1s SD11 (Lac4 ·, la cual tiene una frecuencia do reversión do 10· 10 

)con pBLACS permitió obtener ccpus Lac• con una frecuencia semejanto e la esperada para 
plásmidos integrativos, sugiriendo primero que pBLACS no se replica on K.lactis y segundo que 
las trenslormantos obtenidas so doblaron e que el vehículo se integró por rocombinación homóloga 
en el genóma de la levadura en el gon l.AC4 corrigiondo la mulachfo cromosoma!. Hay quí:! 
recalcar quo la mutación puada corregirse con solo un fragmento dol gen estructural sin sus 
secuencias promotoras o una parte do ellas oomo pensamos que es el caso do pBl.ACS. 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

So han construido dos vehículos d\• clon;ición parn K frn:Jtlis los cunlos transforman e la 
levadura y podran sor ulihzados on la clonación do socuoncias para la expresión do protoinas 
homólogas y holorólogas o para la inlrOOucción do gonos do la levadura para su postortor estudio. 

Aunque se logró transformar a la lovadura so dobmán realizar ostudíos más a fonda para 
me)orar la eficiencia do transformación o introducir un nuovo mólodo más of1c1onto para K.tragilis. 
Quizás uno do lot> punlos quo contr1Luyan a oslfl rnojoram1or1to sorfa utilizar una socuoncia de 
replicación autónoma de la mi:.ma levadura. 

La ostab1hdad de los plásmidos cao dentro del rango de los plá!:>m1dos do su tipo y podrán 
sor utilizados con facilidad para el flSlud10 do la gonótica dol microorganismo sin embargo, su 
et~ticdción t:in un proc..,¡;..;i inJ ..... :r;d: .>ii ·.i.ru !:m.:~:1:: .1. ¡:;rxc:;.:;:; de .:i!t:::i rcr:d:~ic~!::: en p0C3S 
gonorack>nos. 

La socuencm de roplicac1ón autónoma so clonó con facilidad en o/ s1t10 de ck>namlonto 
mülliplo de pll3 para construir el voh/culo rephcatívo, sin embArgo se tendrán que utilizar 
otras estrategias para clonar la socuonc1a on otro sitio para quo no interfiera el sitio de 
clonamiento mült1ple. 

El dasarro11o de nuevos vohkulos para K frag1l1s mclumi vehículos más establos y quo 
permitan la sobroexpresión do la pro!mna dosoada. Entre estos vohlculos están los plásmidos 
multiintegrativo los cuales son vehículos con secuencias que cocilfican para rRNA 16S que 
permiten una integractón mUlt1plo do los mismos en el genoma do la levadura, debido a que estas 
secuencias se encuentran ropotidas do 100 a 200 vacos y en tandom en el cromosoma. Esta 

. propiedad permitirá obloner cepas con muchas copias dol gen dosoado contando con la ostabihdad 
de un plásmido integrativo. 
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