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RESUMEN

En el presente trabajo, se construyeron por primera vez cepas recombinantes de Pichia pastoris
productoras de un tripsinégeno quimérico formado por la tripsina del camarén L. vannamei y el
péptido de activacién del tripsindgeno humano. Ademds, mediante cinéticas de crecimiento
comparativas realizadas en condiciones de induccién, se evalud la toxicidad del tripsindgeno
quimérico sobre células de P. pastoris, y se correlaciond con el mecanismo de autoactivacion
de los tripsinégenos. Se sintetizé y clond en el vector pGEM una secuencia nucleotidica
quimérica formada por la secuencia codificante del péptido de activacién del tripsindgeno
humano y de la tripsina de L. vannamei (fragmento 7gQ). A partir del plasmido pGEMTgQ, se
obtuvo el fragmento 7gQ mediante digestion con las enzimas Xhol y Avrll, y se subcloné en el
vector pPIC9. El plasmido obtenido (pPIC9TgQ) se lineariz6 con la enzima Sall para posterior
transformacién de células de P. pastoris KM71. Se determiné la velocidad especifica de
crecimiento de una de las cepas recombinantes construidas (KM71TgQ) en los medios BMM y
BMM suplementado con sorbitol o alanina (BMMS o BMMA). Estas velocidades especificas
de crecimiento se compararon con las correspondientes de dos cepas testigo productoras del
tripsinégeno II de L. vannamei (KM71Tg4) y de una fitasa bacteriana (KM71PhyC). La
correcta sintesis del fragmento 7gQ fue confirmada por secuenciacién nucleotidica del
plasmido pGEMTgQ. La integraciéon del fragmento 7gQ en el genoma de P. pastoris y el
fenotipo Mut® fueron confirmados por PCR. Los andlisis de SDS-PAGE y Western blot del
medio de cultivo libre de células demostraron la sintesis y secrecion del tripsindgeno quimérico
en los tres medios de induccién. Los resultados de las cinéticas de crecimiento indicaron que en
los medios de cultivo BMM y BMMS, TgQ y el tripsindgeno de camarén presentan toxicidad
sobre las células hospederas de P. pastoris, pero en el medio BMMS, TgQ muestra menor
toxicidad que el tripsin6geno de camarén sobre las células hospederas. La adicién de alanina en
el medio de cultivo genera una mayor disminucién de la toxicidad de TgQ y el tripsinégeno de
camarén sobre las células de hospederas que la adicidn de sorbitol. Estos resultados sugieren
que la velocidad de autoactivacion del TgQ es sélo un poco menor que la del tripsinégeno de
camardn. Un anélisis de la secuencia aminoacidica de TgQ sugiere que el residuo de tirosina en
la posicién equivalente al Asp®'® de la tripsina humana podria disminuir la repulsién
electrostatica del péptido de activaciéon de TgQ que generaria una autoactivacién con una
velocidad intermedia entre la correspondiente al tripsindgeno de camardn y la del tripsindgeno

de vertebrados.
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ABSTRACT

In the present work, recombinant P. pastoris strains producers of a chimeric trypsinogen
from Litopenaeus vannamei trypsin and the human trypsinogen activation peptide have
been constructed for the first time. In addition, using comparative growth kinetics carried
out in induction conditions, the toxicity of the chimeric trypsinogen over the cell host
was evaluated and correlated with the trypsinogen autoactivation mechanism. A chimeric
nucleotide sequence from the coding sequence of the human trypsinogen activation
peptide and the L. vannamei trypsin (TgQ fragment) was synthesized and cloned into the
vector pGEM. The fragment TgQ was obtained from the plasmid pGEMTgQ by
digestion with Xhol and Avrll, and subcloned into the vector pPIC9. The obtained
plasmid (pPIC97TgQ) was linearized by Sall to transform P. pastoris KM71 cells.
Specific growth rates of a constructed recombinant strain (KM71TgQ) were determined
in the buffered minimal methanol (BMM) medium and BMM medium supplemented
with sorbitol (BMMS) or alanine (BMMA). Results were compared with the
corresponding specific growth rates from two control strains producers of the L.
vannamei trypsinogen Il (KM71Tg4) and a bacterial phytases (KM71PhyC). The correct
synthesis of the TgQ fragment was confirmed by sequence analysis from the plasmid
pGEMTgQ. The integration of the 7gQ fragment into the genome of P. pastoris and the
Mut® phenotype was confirmed by PCR. SDS-PAGE and Western blot analysis of the
cell-free culture medium demonstrated the synthesis and secretion of the chimeric
trypsinogen in the three induction media. Growth kinetics revealed a toxicity of TgQ and
recombinant shrimp trypsinogen over the cell host in the BMM and BMMS media, but
in the BMMS medium, TgQ show less toxicity than shrimp trypsinogen over the cell
host. The alanine supplementation to the culture medium rendered a higher decrease of
TgQ and shrimp trypsinogen toxicity than the sorbitol supplementation. These results
suggest that the TgQ autoactivation rate is only a little less than that of shrimp
trypsinogen. An analysis of the TgQ amino acid sequence suggests that the tyrosine
residue at the equivalent position to the Asp®'® from the human trypsin could decrease
the electrostatic repulsion of the TgQ activation peptide that would render an
autoactivation process with an intermediate rate between the corresponding to the shrimp

trypsinogen and that of the vertebrate trypsinogens.

XiX



1. INTRODUCCION

La tripsina es una serin proteasa que lleva a cabo la catdlisis de reacciones de
hidrélisis de enlaces peptidicos que contienen residuos de aminodcidos bdsicos, tales
como lisina y arginina, reduciendo el tamafio de proteinas grandes y haciéndolas
accesibles a posterior degradaciéon por otras proteasas. Tradicionalmente, esta
proteasa se obtiene del pancreas porcino o bovino para ser usada posteriormente en
diversas aplicaciones biotecnoldgicas o experimentos de protedmica. Sin embargo, la
tripsina de pdncreas suele estar contaminada de otras proteasas, como la
quimotripsina. Ademds, en muchos casos no se permite el uso de enzimas
provenientes de animales debido a una contaminacién potencial con agentes
infecciosos. Por lo tanto, serfa mds adecuado la produccién de una tripsina como
proteina recombinante.

Gracias a los avances de la Ingenieria Genética y de la tecnologia del DNA
recombinante, actualmente es posible producir proteinas que antes se creia imposible
producirlas por su dificil recuperacién y/o facil contaminacién con otras proteinas de
su fuente de origen. Mediante la alteracién genética in vitro de microorganismos, se
puede llegar a producir de forma recombinante casi cualquier proteina sencilla. De
este modo, la compafiia Roche Applied Science comercializa una tripsina
recombinante porcina producida en la levadura P. pastoris.

P. pastoris es una levadura metilotréfica que tiene la capacidad de crecer en
metanol como udnica fuente de carbono y energia, y se emplea como hospedero para
la produccién de proteinas recombinantes. El sistema de expresion de P. pastoris
combina muchas de las ventajas de los sistemas de expresion de los organismos
superiores, con una sencilla y menos costosa manipulacion con fines biotecnoldgicos
que otros sistemas de expresion de eucariotes superiores, lo que ha generado un
incremento en el uso de esta levadura para producir proteinas recombinantes.
Ademads, generalmente con P. pastoris se obtienen altos niveles de expresion.

La tripsina del camar6én Litopenaeus vannamei tiene mayor actividad

especifica que la tripsina humana, bovina y porcina, lo que la hace una candidata



potencial para su produccién en forma recombinante. Una opcién seria producir esta
proteasa a través de su zimdgeno inactivo (tripsinégeno). Ademds, el tripsindgeno de
L. vannamei no ha podido ser aislado de su fuente natural, por lo que su produccién
en un sistema de expresion proporcionaria la posibilidad de hacer estudios
funcionales dirigidos a entender su mecanismo de activacién y regulacién. Sin
embargo, su sintesis en P. pastoris causa toxicidad sobre su hospedero debido a una
rdpida autoactivaciéon del tripsindgeno recombinante producido. Un tripsindgeno
quimérico de lenta autoactivacion facilitaria la sintesis de tripsina de camarén en P.
pastoris.

En el presente trabajo, se construyeron por primera vez cepas recombinantes
de P. pastoris productoras de un tripsinégeno quimérico (TgQ) formado por la
tripsina del camarén L. vannamei y el péptido de activacién del tripsindgeno
humano. Ademds, mediante cinéticas de crecimiento comparativas realizadas en
condiciones de induccién, se evalud la toxicidad del tripsindgeno quimérico sobre
células de P. pastoris, y se correlacion6 con el mecanismo de autoactivacion de los
tripsinégenos. La correcta sintesis del fragmento 7gQ fue confirmada por
secuenciacion nucleotidica del plasmido pGEMTgQ. La integracién del fragmento
TgQ en el genoma de P. pastoris y el fenotipo Mut® fueron confirmados por PCR.
Los andlisis de SDS-PAGE y Western blot del medio de cultivo libre de células
demostraron la sintesis y secrecion del tripsinégeno quimérico en los tres medios de
induccién. Los resultados de las cinéticas de crecimiento indicaron que en los medios
de cultivo BMM y BMMS, TgQ vy el tripsinégeno de camardn presentan toxicidad
sobre las células hospederas de P. pastoris, pero en el medio BMMS, TgQ muestra
menor toxicidad que el tripsindgeno de camar6n sobre las células hospederas. La
adicién de alanina en el medio de cultivo genera una mayor disminucién de la
toxicidad de TgQ y el tripsinégeno de camarén sobre las células de hospederas que la
adicién de sorbitol. Estos resultados sugieren que la velocidad de autoactivacién del
TgQ es s6lo un poco menor que la del tripsinégeno de camarén. Un andlisis de la
secuencia aminoacidica de TgQ sugiere que el residuo de tirosina en la posicién
equivalente al Asp218 de la tripsina humana podria disminuir la repulsién
electrostética del péptido de activacién de TgQ que generaria una autoactivacién con
una velocidad intermedia entre la correspondiente al tripsindgeno de camarén y la

del tripsingeno de vertebrados.



2. HIPOTESIS

El tripsin6geno quimérico portador de la secuencia de la tripsina del camardn
Litopenaeus vannamei y el péptido de activacion del tripsindgeno humano sera
menos toxico que el tripsindgeno de L. vannamei sobre cepas recombinantes de
P. pastoris productoras de estas proteinas, facilitando asi la produccién del
tripsinpogeno quimérico como proteina recombinante en el sistema de expresion

de P. pastoris.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Construir cepas recombinantes de Pichia pastoris productoras de un tripsindgeno
quimérico y evaluar la toxicidad del producto recombinante sobre su hospedero.

3.2 Objetivos especificos

1.

Disefiar un par de oligonucledtidos para facilitar la sintesis por PCR y la clonacion
en un vector de expresiéon de una secuencia nucleotidica que codifique para un
tripsindgeno quimérico (fragmento 7gQ).

Clonar el fragmento 7gQ en un vector de clonacién y caracterizar el vector
construido.

Subclonar el fragmento 7gQ en un vector del sistema de expresion de P. pastoris y
caracterizar el vector construido.

Construir cepas recombinantes de Pichia pastoris portadoras del fragmento 7gQ
(KM71TgQ) capaces de producir y secretar un tripsinégeno quimérico.

Realizar cinéticas de crecimiento comparativas en condiciones de induccién del
gen heter6logo de las cepas KM71TgQ, KM71Tg4 y KM71PhyC.



4.- ANTECEDENTES

4.1. Tripsina y tripsindgeno del camaron Litopenaeus vannamei

La tripsina (EC 3.4.21.4) es un miembro de una grande y diversa familia de proteasas
denominada serin-proteasas. Esta proteasa cataliza la hidrélisis de enlaces peptidicos
que contienen residuos de aminodcidos bdsicos, tales como lisina y arginina,
mediante un mecanismo que involucra a una triada catilitica compuesta de tres
residuos especificos de serina, histidina y dcido aspartico. La tripsina juega un papel
central en la digestion, debido a que ésta actia como una enzima de cascada para la
activacion de otros zimdgenos digestivos, asi como de su mismo precursor, el
tripsindégeno (Halfon and Craick 1998).

Los habitats acuaticos contienen una amplia variedad de organismos y por
consiguiente tienen un enorme potencial para el descubrimiento de diferentes
enzimas. Las visceras de los pescados son conocidas por ser un sitio rico de enzimas
incluyendo la tripsina. Ademas, las enzimas digestivas de animales marinos exhiben
una actividad 6ptima a temperaturas mads altas que su temperatura ambiental
(Fereidoon et al., 2001).

En los crusticeos, el hepatopancreas es un 6rgano que combina las funciones
del higado y el pancreas de los mamiferos y produce una gran cantidad de proteasas
digestivas (Tsai et al., 1991). La tripsina de camardn fue aislada y caracterizada por
primera vez en las glandulas digestivas de Penaeus setiferus (Gates et al., 1969) y
mads tarde en otras especies de Penaeus (Lee et al., 1982, Honjo et al., 1990, Galgani
et al., 1985). En la glindula digestiva de Litopenaeus japonicus, la tripsina
constituye aproximadamente el 6% de las proteinas totales solubles, siendo la
tripsina una de las proteasas mds importantes en este organismo (Galgani et al.,
1985). Es importante remarcar la ausencia de pepsina en el tracto digestivo del

camaron, éstos carecen de estomago verdadero y no cuentan con células secretoras



de 4cido, por lo que su digestion se lleva a cabo a un pH bdsico o neutro. Extractos
enzimdticos de hepatopdncreas del Camar6én Blanco del Pacifico Litopenaeus
vannamei presentan tres isoformas de tripsina (Klein ef al., 1996, Le Moullac et al.,
1996). Dos de estas isoformas (Le Moullac, 1994) y las tres isoformas de la tripsina
de L. vannamei (Sainz et al, 2004) han sido aisladas y caracterizadas sus
propiedades fisico-quimicas. Al igual que en otros camarones y especies marinas (Lu
et al., 1990; Martinez et al., 1988), las tres isoformas de tripsina de L. vannamei
presentan un punto isoeléctrico acido. Las tripsinas de L. vannamei presentan
practicamente maxima actividad en un amplio intervalo de temperatura (40-70°C)
(Le Moullac, 1994; Sainz et al., 2004) estando el maximo a 50-55°C (Le Moullac,
1994), a diferencia de la temperatura de méxima actividad de tripsina en otros
organismos que suele ser en un intervalo estrecho (Jiang et al., 1991). En general, las
tripsinas aisladas de animales marinos son aniénicas a pH neutro y tienen una
actividad 6ptima a temperaturas mds altas que la temperatura del animal o de su
habitat natural (Shahidi et al, 2001). Ademas la tripsina del L. vannamei presenta
actividad en un intervalo amplio de pH de 6 a 11 (Le Moullac, 1994, Sainz et al.,
2004) mientras que en otros organismos e incluso otros camarones el intervalo de pH
de méaxima actividad es mucho més estrecho (Jiang et al,, 1991). Las tripsinas de
otros organismos diferentes de crusticeos también tienen un maximo de actividad a
pH alcalino como la tripsina de pollo cuyo pH optimo es 8 (Guyonnet et al., 1999).
Por otro lado, la actividad especifica de las tripsinas de L. vannamei utilizando
BAPNA como sustrato es 6 veces mayor que la de P. indicus (Le Moullac 1994,
Honjo et al., 1990) y no tiene actividad exopeptidasa (Le Moullac, 1994). Ademas, la
tripsina de camardn tiene mayor actividad especifica que la tripsina humana y bovina
(Klein et al., 1996). Todas estas propiedades fisico-quimicas de la tripsina de
camarodn diferentes a la tripsina humana y bovina la hacen una candidata potencial
para su produccién en forma recombinante.

En 1996 Klein et al., describieron la secuencia de los DNAc de cinco
isoformas de tripsina de la glandula digestiva del camarén L. vannamei (Klein et al.,
1996). Ademads, clonaron y caracterizaron una secuencia de DNAc que propusieron
codifica para un polipéptido de 255 aminodcidos correspondiente a una proenzima de
tripsina (tripsindgeno). A pesar de la descripcion de esta secuencia nucleotidica,
durante mucho tiempo no se pudo detectar o aislar el tripsindgeno de L. vannamei

por lo que algunos autores sugirieron que en los camarones el tripsindgeno se activa



muy rapido a tripsina en lugar de almacenarse como precursor inactivo como en los
mamiferos, o bien que en los camarones no se sintetizaba el tripsindgeno sino que la
sintesis es directamente a tripsina (Gates et al., 1969). Sin embargo, Gallegos-
Lopez., 2004 detectaron la presencia de transcritos de tripsinégeno empleando
ensayos de retrotranscripcién acoplados a la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) con RNA extraido de hepatopancreas de L. vannamei y oligonucledtidos
especificos para tripsindgeno disefiados a partir de la secuencia de DNAc descrita
por Klein et al. (Gallegos-Lépez., 2004, Klein et al., 1996). Ademads ya se ha podido
detectar el tripsindgeno en el hepatopancreas de L. vannamei mediante Western blot
utilizando anticuerpos especificos para tripsindgeno obtenidos a partir de un péptido
sintético disefiado con la secuencia de DNAc descrita por Klein et al. (Sainz et al.,
2004b, Klein et al., 1996). Con estos resultados queda demostrada la presencia y

sintesis de tripsindgeno de L. vannamei.

4.2. P. pastoris como hospedero para la produccion de proteinas recombinantes
En los dltimos afios se ha incrementado el uso de P. pastoris en sistemas de
expresion para producir proteinas recombinantes, gracias a una serie de
caracteristicas favorables que posee dicha levadura. Como microorganismo
eucariote, P. pastoris ofrece muchas de las ventajas de los sistemas de expresion de
los organismos superiores, ya que es capaz de realizar modificaciones
postraduccionales y generalmente conduce al plegamiento correcto de las proteinas.
Ademads, su manipulacién con fines biotecnolégicos es mds sencilla y menos costosa
que otros sistemas de expresion de eucariotes superiores y generalmente se obtienen
niveles de expresion mds altos que en estos tltimos (Romanos, 1995; Escamilla et
al., 1999).

P. pastoris es una levadura metilotréfica que tiene la capacidad de crecer en
metanol como Unica fuente de carbono y energia, el cual es metabolizado por una
ruta metabdlica que involucra a la enzima alcohol oxidasa (AOX), la cual se sintetiza
en grandes cantidades (hasta el 35% de las proteinas celulares) cuando se cultiva en
metanol como unica fuente de carbono (Digan et al., 1989).

Se han desarrollado sistemas de expresion para la produccién de proteinas
recombinantes, en los cuales se introduce a P. pastoris un vector que porta el gen

heterdlogo bajo el control del promotor del gen AOXI, y por recombinacion



homologa se integra a su genoma, siendo posible inducir la expresién de dicho gen
heter6logo al emplear metanol como tnica fuente de carbono (Clare et al., 1991).

Muchos de los vectores empleados para la producciéon de proteinas
recombinantes en P. pastoris son vectores plasmidicos de integracién que se
caracterizan por tener un promotor y terminador de la transcripcion del gen AOX/ de
P. pastoris (regiones S’AOX1 y 3’AOX1 TT, respectivamente), y una secuencia sefal
tal como la del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae que favorece la secreciéon de
la proteina recombinante al medio de cultivo.

A pesar de que se han producido altos niveles de proteinas recombinantes en
cultivos de P. pastoris realizados en matraces agitados, generalmente los niveles de
produccién en este tipo de cultivos son bajos en comparaciéon con los niveles
obtenidos en biorreactores de tanque agitado. Esto es debido fundamentalmente a
que sdélo es posible crecer el organismo a elevadas densidades celulares (> 100 g/L
peso seco 6 500 DOggo) en el ambiente controlado de un biorreactor. Especialmente
para el caso de proteinas secretadas al medio de cultivo, la concentracién de producto
recombinante en el medio es aproximadamente proporcional a la concentracién de
células en el cultivo. Por otro lado, el nivel de transcripcién del gen heterélogo a
través del promotor AOXI puede ser 3-5 veces mayor en células de P. pastoris
alimentadas con metanol a velocidades limitantes en comparaciéon con células
cultivadas en presencia de exceso de metanol. Todas las cepas empleadas para la
produccion de proteinas heterélogas son derivadas de la cepa silvestre de P. pastoris
NRRL Y-11430: GS115 (his4), KM71 (aoxl, his4), PPF1 (his4, arg4), SMD1163
(his4, pep4, prB1), SMD1165 (his4, prBIl), y SMD1168 (his4, pep4). La cepa GS115
es la mas comunmente utilizada, tiene un defecto en el gen de la histidinol
deshidrogenasa (his4) lo cual le impide sintetizar histidina. Los pldsmidos de
expresion que contienen el gen HIS4 complementan el his4 del hospedero, de modo

que las transformantes se seleccionan por su habilidad de crecer en un medio
deficiente de histidina. La reversién espontdanea de GS115 al prototipo Hist ocurre

con una frecuencia de 10-8 (Cregg et al., 1985).
La cepa KM71 se emplea para obtener facilmente células recombinantes que

tienen el gen AOX2 no funcional, por lo que crecen lentamente en Metanol como

fuente de carbono y se les denomina MutS. La cepa PPF1 se emplea cuando se

necesita realizar la transformacién con dos plasmidos, mientras que las cepas



SMD1168, SMD1165 y SMD1163 tienen interrumpidos los genes que codifican para
la proteasa A (PEP4) y/o proteasa B (PRBI), que en algunas proteinas ha ayudado a
disminuir la degradacién proteolitica y por lo tanto aumentar la produccién (Cregg et

al., 1985).

4.3. Sintesis de tripsinégeno de camaron en cepas recombinantes de P. pastoris

Con el fin de producir tripsindgeno recombinante de camarén, en el laboratorio de
Biotecnologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, se construyeron cepas
recombinantes de P. pastoris que contienen en su genoma el DNAc del tripsindgeno
II del camarén Blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei. Cinéticas de crecimiento,
evaluadas mediante unidades formadoras de colonias, de estas cepas recombinantes
en un medio de cultivo inductor del gen heter6logo mostraron claramente un
descenso de la viabilidad a lo largo del cultivo (Guerrero-Olazaran et al., 2009).
Cultivos a nivel biorreactor de 5 L de estas mismas cepas recombinantes, mostraron
un aumento del oxigeno disuelto en el medio de cultivo al suministrar el inductor
(metanol) del gen heterdlogo (Fuentes-Garibay, 2005). Ambos resultados sugieren
una toxicidad del tripsindgeno de camardén o de su forma activa (tripsina) sobre su

hospedero (P. pastoris).

4.4. Péptidos de activacion de tripsinégenos

Recientemente se ha reportado la produccién de tripsinégenos humano, porcino y de
un pescado adaptado al frio (Tautogolabrus adspersus) en P. pastoris (Mattanovich
et al., 2003; Muller et al., 2004; Macouzet et al., 2005). Comparando las secuencias
aminoacidicas de los tres tripsindgenos producidos en P. pastoris con la secuencia
aminoacidica del tripsindgeno de camardn, se puede observar claramente la presencia
de cuatro (humano y porcino) o tres (7. adspersus) aspartatos en la secuencia
aminoacidica correspondiente al péptido activacion del tripsinégeno, mientras que el
tripsinégeno de camar6n carece de estos aspartatos en dicha secuencia. Realizando
una comparacion exhaustiva de setenta péptidos de activacion de tripsindgenos de
diversas especies y mutaciones en el péptido de activacion del tripsinégeno humano,
se ha propuesto que la presencia de aspartatos en el péptido de activacidn inhibe la

activacion del tripsinégeno a tripsina (Chen et al., 2003). Una conclusién similar ha



sido propuesta al observar una rdpida autoactivacion en un tripsindgeno
recombinante catiénico humano mutado, donde fueron remplazados los cuatro
aspartatos por cuatro alaninas (Nemoda and Sahin-Téth., 2005). Ademas, estudios
recientes en nuestro laboratorio (Castillo-Galvan., 2007) han mostrado una rapida
autoactivacion del tripsindgeno recombinante en comparacion con el tripsinbgeno
bovino. Estos resultados hacen pensar en una activacién del tripsindgeno
recombinante de camar6n durante el proceso de su produccién en cepas
recombinantes de P. pastoris causando toxicidad sobre su hospedero, asi como una
baja produccién de la proteina recombinante. Ademds, el hecho que haya sido
posible producir en P. pastoris tripsindgenos de otras especies que tienen péptidos de
activacion con aspartatos de los que se ha propuesto una lenta autoactivacién, induce
a pensar que un tripsinégeno quimérico portador de la secuencia de la tripsina del
camardn L. vannamei y el péptido de activacion del tripsindgeno catiénico humano
podra ser producido en el sistema de expresidon de P. pastoris y mostrard menor
toxicidad que el tripsindgeno de L. vannamei sobre cepas recombinantes de P.

pastoris productoras de estas proteinas.
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5. METODOS

5.1. Reactivos y Material Biologico
El trabajo experimental se desarrollé principalmente en el laboratorio de
Biotecnologia Biomolecular (L5) perteneciente al Instituto de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la U.A.N.L.

Los reactivos para las diferentes soluciones provienen de Sigma Chemical
Co. (St Louis Mo, EUA), y Productos Quimicos Monterrey (Monterrey, N.L. Méx.).
Los medios de cultivo provienen de Difco (Detroit, MI, EUA) y Becton Dickinson de
México, S.A. de C.V. (Edo. de México, Méx.). El estuche de "Geneclean" se adquirié
de Promega. El sistema de expresion de P. pastoris se adquirié de Invitrogen
Corporation (San Diego Ca, EUA). El plasmido portador del DNAc de tripsina-
tripsindgeno fue donado por el grupo de investigacion del Dr. Alain Van Wormhoudt

(Marine Biology Laboratory, College de France, Concarneu, Cedex, Francia).

5.2. Equipo

Los equipos utilizados para el desarrollo de este trabajo se describen a continuacion:
una centrifuga J2-21 M (Beckman), campana microbiolégica de flujo laminar
(labconco Co. Inc.), potenciémetro (Beckman), estufa (131 Felisa), 3 refrigeradores
(Torrey), balanza granataria (WM Ainsworth And Sons Inc.), balanza analitica
(AMD), placa calentadora con agitacion (Termolyne), placa de agitacién
(Termolyne), agitador magnético (PCI03 Corning), bomba de vacio (0322-V4B-
G180X General Electric), olla de presion 21 litros (Presto), gradillas (Glasser), baiio
de agua (Precision, Termo EC), termociclador para la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) (PCR Sprint Hybaid), campana para PCR (CBS, CBP-048), equipo
de captura de iméagenes (EDAS 40 kodak), congelador a -20°C (Torrey), camara de
electroforesis horizontal y fuente de poder (494 ISCO), microcentrifuga (Beckman
Coulter TM22R), agitadores magnéticos (Thermoline), camara de electroforesis

vertical (Termo EC), placa de calentamiento 17600 modelo DB17615 (Thermoline),
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espectrofotémetro modelo SmartSpect™ 3000 (Bio-Rad), micropipetas (Labnet Co.),
centrifuga AllegraTM 21R (Beckman Coulter), concentrador a vacio (Labconco
Corporation), autoclave (Aesa), balanza granataria (Mettler, Toledo), mini vortex
(VWRbrand 58816-121), cubetas desechables de poliestireno (Plastibrand),
incubadora (Yamato), filtros para ultrafiltracién de muestras biolégicas de 0.05-0.5
mL (Millipore), espectrofotometro DU-650 regién ultravioleta-visible (Beckman
Coulter), una incubadora con agitacion (Lab-Line Instruments Inc.). Para el analisis
de proteinas se utilizé un equipo de electroforesis equipado con una fuente de poder
(Termo EC570-90), jeringa para descarga capacidad 50 pL para geles de
poliacrilamida, (Hamilton), sistema de andlisis de imagen (Kodak EDAS-290)
plataforma de lavado (VWR Scientific Products), cdmara de electroforésis de
proteinas, cristales de 10 x 10 cm.

Para el procesamiento de datos y esquemas grificos se empled una
computadora COMPAQ PRESARIO V3417LA (Compag), el procesador de texto
Microsoft Word XP (Microsoft Corporation, 2002), el procesador de graficos
Microsoft Power Point XP (Microsoft Corporation, 2002) y la hoja de célculo
Microsoft Excel XP (Microsoft Corporation, 2002). Para el andlisis estadistico se
empleo una ANOVA vy la prueba de Tuckey (SPSS 15.0 Windows).

Las bases de datos y programas computacionales de biologia molecular
empleados fueron: GenBank del NCBI (National Center of Biotechnology
Information, Betheshda MD, USA), Amplify version 1.2 (© 1992 University of
Wisconsin Genetics M. Madison Wi. USA), BioEdit y NebCutter.

5.3. Estrategia general

Para la construccion y caracterizacion de cepas recombinantes de cepas de P.pastoris
KM71 portadoras del fragmento TgQ que codifica para un tripsindgeno quimérico
con la secuencia de la tripsina de camarén Litopenaeus vannamei y el péptido de
activacion del tripsindgeno humano, primero se disefiarén oligonulcléotidos que
presentaban dichas regiones hacia el extremo 5° y una region especifica hacia la
region 3’de la secuenica codificante para la tripsina de camardn, y se amplificé el
fragmento 7gQ por PCR. La secuencia amplificada se clon6 en un vector pGEM,
posteriormente se subclond en el vector de expresion pPIC9, y se construyé el

plasmido pPIC9TgQ. Con el plasmido pPIC9TgQ construido, se transformo6 la cepa
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KM71 de P. pastoris mediante el método quimico. La cepa construida se caracterizé

por su genotipo y fenotipo, posteriormente, se evalud la expresidon de la secuencia

clonada. Se realizaron cinéticas de crecimiento de una cepa portadora del fragmento

TgQ, una cepa portadora de la secuencia codificante del tripsindgeno de camardn sin

la mutacién en su péptido de activaciébn y una cepa productora de una fitasa

bacteriana, con el fin de evaluar si la produccion de la proteina recombinante afecta

el crecimiento y la viabilidad del hospedero. En la figura 1 se muestra un esquema de

la estrategia general experimental que se realizo en este trabajo.

Avrll

Diserio de PCR del pGEMTgQ
Oligonucledtidos  DNAq (A partir pPIC9Tg)  PGEM
<
Cultivos en
Analisis BMM
Western 40 proteinas 2
blot B
c
[
- 'S
Calculo de | Cultivos en
UFC/mL | BMG
0 24 48
pPICITgQ

+
Sall

P. pastoris KM71

DNA
gendémico

Analisis Integraclon

Genotlpo
e l
Transformacion en

Caracterizacion g
Transformacion 1
en E. coli

\

Seleccion

{
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enlLB

Aislamiento/ i @

Caracterizacion @ :

pGEMTgQ @
a § (eainn]
Y Liberacion d
e
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Figura 1. Representacion esquematica de la estrategia general. Se muestran
cada una de las etapas realizadas para la construccién y caracterizacién de cepas
recombinantes de P. pastoris KM71 portadoras del fragmento 7gQ que codifica
para la tripsina de camardén Litopenaeus vannamei y el péptido de activacién del

tripsinégeno humano.
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Péptido de activacion Tripsina

APSRKPTFRRGLNYK IVGG... . Trlpsmogeno de .
Litopenaeus vannamei
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APFDDDDK | IVGG... Tr1ps1n0ge!10 de
Homo sapiens

Péptido de
activacion

H. sapiens Tripsina de L. vannamei
quimérico

Figura 2. Representacion esquematica del tripsinogeno quimérico. Se muestra
la secuencia aminoacidica quimérica formada por la secuencia codificante del
péptido de activacion del tripsindgeno humano y de la tripsina del camarén L.
vannamei (TgQ).

5.4. Diseiio de oligonucledtidos para facilitar la sintesis por PCR y clonacién del
fragmento7gQ en un vector de expresion

La secuencia nucleotidica de la region de tripsina de camardn Litopenaeus vannamei
fue obtenida mediante la busqueda en el GenBank del NCBI (clave de acceso
X86369). Asi mismo también se realizé una busqueda especifica de la secuencia
nucleotidica correspondiente al péptido de activacién del tripsindgeno humano. Una
vez obtenidas ambas secuencias nucleotidicas y fusionada a la secuencia del factor
alfa de Saccharomyces cerevisiae para facilitar su secrecién al medio de cultivo, se
afiadieron sitios de restriccion al inicio y al final de la secuencia, se disefiaron los
iniciadores 5 del fragmento de TgQ (sitio de corte Xhol, factor alfa, region de
activacion del tripsindgeno humano y 14 nucleétidos correspondientes al extremo 5’
de la secuencia nucleotidica que codifica para la tripsina de camarén) y 3’ (14
nucledtidos del extremo de 3’ de la secuencia que codifica para la tripsina de
camaron y sitio de corte Avrll). Adicionalmente se analiz6 la secuencia nucleotidica
del promotor AOX1, las regiones de hibridacién de los iniciadores 5° y 3’ de AOX1,
ademds se localiz6 en este vector la region nucleotidica del factor alfa de
Saccharomyces cerevisiae y el sitio de corte proteolitico de Kex2; entre los

elementos importantes para el disefio de iniciadores y poder dirigir asi la clonacién y
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expresion de la secuencia quimérica TgQ en forma eficiente. En base a esta

informacion, el oligonucleétido 5° se disefi6 con las siguientes condiciones:

1) Que parte de su secuencia fuera complementaria al extremo 5’ de la
secuencia nucleotidica del gen de tripsina de camarén Litopenaeus vannamei.

2) Que contdra con la secuencia nucleotidica que codifica para el péptido de
activacion del tripsindgeno humano.

3) Que contdra con el sitio de restricciéon Xhol, requerido para su clonacién
adecuada, ademds de tres nucledtidos de anclaje en el extremo 5° de dicha
secuencia.

4) Que contdra con parte de la secuencia nucleotidica del factor a (péptido
sefial) de Saccharomyces cerevisiae, el cual posee el sitio de corte proteolitico
de KEX2, de manera que al clonarse en el vector pPIC9 se encuentren en el
mismo marco de lectura y asi asegurar la secrecién apropiada de la proteina
madura hacia el medio de cultivo.

Asi mismo para el disefio del oligonucledtido 3°, se tomaron las siguientes
condiciones:

1) Que parte de su secuencia fuera complementaria al extremo 3’ de la
secuencia nucleotidica del gen de la tripsina de camarén Litopenaeus
vannamei.

2) Que ademds contdra con el sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion Avrll, requerido para su clonacién adecuada, mds tres nucleétidos
de anclaje en el extremo 5° de dicho sitio.

3) Que ademds el codén de terminacién de la traduccidon propio de la

secuencia nucledtidica del fragmento TgQ estuviera incluido en la secuencia

del iniciador 7gQ 3’ (figura 3).

Los oligonucléotidos iniciadores disefiados se verificaron mediante el
programa computacional Amplify 1.0 (Engels., 1993), el cual fue alimentado con la
secuencia que codifica para la isoforma II del tripsinégeno de Litopenaeus vannamei
y la secuencia de los iniciadores disefiados. Una vez obtenido el disefio de los
iniciadores (Figuras 3 y 4) y con el fin de obtener multiples copias se realizé la

amplificacion del fragemento 7gQ por PCR.
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Xhol ,—> Inicio del tripsinégeno quimérico
—

57 CCT CTC GAG ARA AGA GCC CCC TTT GAT GAT GAT GAC AAG ATC GTC GGA GGA AC.. 3~
Leu Glu Lys Arg Ala Pro Phe Asp Asp Asp Asp Lys Ile Val Gly Gly

Parte de la secuencia prepro Péptido de activacion de tripsinégeno humano Region Inicio de

del Factor alfa de S. cerevisiae Tripsina de camarén
Sitio de corte proteolitico Kex2

Producto amplificado planeado

Codén de
Xhol terminacion Avrll
—— —— —_——
NNN CTC GAG AAA AGA NNN............... TAA CCT AGG NNN
NNN GAG CTC TTT TCT NNN.....ccuc. ATT GGA TCC NNN
Parte del Factor alfa Proteina madura
de S. cerevisiae
Producto amplificado digerido
Codon de
terminaciéon
—_——
TC GAG AAA AGA NNN. ..TAA (¢

C TTT TCT NNN ATT GGA TC
Parte del Factor alfa Proteina madura
de S. cerevisiae
Plasmido construido
Codén de
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—_—— —_—— —_———
CCT CTC GAG AAA AGA NNN... ..TAA CCT AGG NNN
Pro Leu Glu Lys Arg | XYZ .término

-
Parte del Factor alfa Proteina madura
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Figura 3. Representacion esquematica de la estrategia de disefio del
oligonucledtido 5° para la amplificacion de la secuencia nucleotidica del
fragmentoZgQ. Las letras en rojo representan parte de la secuencia nucleotidica y
aminoacidica del factor a (que contiene a su vez el sitio de restriccion Xhol); en color
azul la secuencia nucleotidica de la proteina madura y en verde el sitio de restriccién
Avrll introducido por el oligonucleétido 3°.

Condici6n inicial para oligonucleétido 3”

Avrll
———
57 ACA CCT AGG TTA AAC AGC ATT GGC CTT.. 37
\_Y_/
Nucledtido de Codon de Nucleétidos complementarios
anclaje complementario término complementario reverso reversos al extremo carboxilico de tripsina

Figura 4. Representacion esquematica de la estrategia de disefio del
oligonucledtido 3’ para la amplificacion de la secuencia nucleotidica del
fragmento TgQ. Las letras en rojo representan parte de la secuencia nucledtidos de
anclaje complementario asi como el sitio de corte Avrll, en azul representa el codén

de termino reverso. Las letras en verde representan nucledtidos complementarios
reversos a tripsina.
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5.5. Clonacion del fragmento 7gQ en el vector pGEM

5.5.1. Estrategia de clonacion

El fragmento TgQ conteniendo la secuencia nucleotidica que codifica para el péptido
de activacioén del tripsinégeno humano y la regién codificante de la tripsina de
camaron de Litopenaeus vannamei se amplifcé por PCR empleando como templado
el plasmido pPIC9Tg (Guerrero Olazardn et al., 2009) e iniciadores especificos
disefiados para introducir los sitios de restriccion Xhol y Avrll en los extremos 5° y
3’ respectivamente. El producto amplificado se cloné en el vector pGEM-T y
posteriormente se digirié con las enzimas Xhol y Avrll para facilitar su obtencién en
cantidades suficientes para la subclonacién posterior en el vector de expresion
pPIC9. Para la subclonacién del fragmento 7gQ en pPIC9, se emple6 el pldsmido
pPICOFTEII previamente construido, el cual fue digerido igualmente con las enzimas
Xhol y Avrll reemplazando el fragmento liberado con el fragmento de 7gQ, dando

lugar al nuevo plasmido construido pPIC97gQ de 8737 pb.

Fragmento de 7gQ

} LER q:—

Xhol 1 Avrll

TgQ —T=mm @
+
PGEM ¢ é PGEMTgQ

pPICIFTE-II
3 pGEMTgQ

Xhol Avrll
Xhol Avrll
+ XhoI/AvrII/\ /\+ XhoV/AvrIL
(1 ] : A”:’“
+ I Avrll
Xhol

Disefio de oligonucledtidos

Fragmento no utilizado de Xhol Xho 1 Avr1l

FTEM \___ pPICY T80 )
Fragmento no utilizado de
Y PGEM
pPIC9Tg0
]
Xho 1 Avrll

Figura 5. Estrategia utilizada para la construccion del vector pPIC97gQ. El
vector pPICOFTEII, fue digerido con Xhol y Avrll, el producto amplificado (rojo)
fue clonado en el vector pGEM, liberado de éste mediante la digestién con las
mismas enzimas y posteriormente subclonado en el vector pPIC9 (fuscia),
obteniéndose el vector pPIC97gQ.
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5.5.2. Obtencion del plasmido pPIC9Tg

El vector de expresion pPIC9Tg, previamente construido (Guerrero Olazaran et al.,
2009), conteniendo la secuencia que codifica para la isoforma II del tripsin6geno de
camardn (Litopenaeus vannamei) se obtuvo por lisis alcalina y fue empleado como
secuencia blanco para realizar la mutacion en la region del péptido de activacion. De
la preparacion obtenida, se realizé una dilucién 1:100 y a partir de ésta se utilizé para

realizar la PCR y los posteriores ensayos para su clonacion en el vector de clonacion

(pGEM) y de expresion (pPIC9).

5.5.3 Sintesis por PCR del framento 7gQ

El fragmento TgQ se amplificé empleando los iniciadores previamente disefiados
(Figuras 4 y 5) y sintetizados por Invitrogen: 5°TgQ: (5’- CCT CTC GAG AAA
AGA GCT CCA TTC GAC GAC GAC GAC AAG ATC GTC GGA GGA AC-3")y
3’Tr (5°-ACA CCT AGG TTA AAC AGC ATT GGC CTT- 3’). Se utiliz6 como
molde la preparacién del DNA plasmidico descrita en la seccién 5.5.2 Inicialmente
se probaron los iniciadores en la estandarizacién de la PCR, empleando la enzima
GoTag DNA polimerasa de Promega Corporation (Promega Num. Cat. M3005), se
varid principalmente la temperatura y el tiempo de las etapas. En la tabla I se muestra

la composicién de los reactivos usados para la PCR estandarizada.

Tabla I. Volumen y concentracién final de reactivos empleados en la PCR
estandarizada con GoTag DNA polimerasa para amplificacién de TgQ

Reactivo Concentracion Volumen Concentracion
Stock (nL) final
Green Buffer 5X 5.0 1X
dNTP’s 10 mM 0.5 0.2 mM
Primer 5’ TgQ 5 M 2.5 0.5 uM
Primer 3’ Tr 5 uM 7.5 1.5 uyM
GoTagq DNA 5 U/ulL 0.2 0.04 U/uLL
Polimerasa 1.07 ng/pL* 1.0 0.04 ng/uL
DNA molde @ | = --—- 83 | -
Agua ultrapura
Volumen final | = - 250 | -

* La muestra proviene de un Stock que tiene 107 ng/uL diluida 1:100
resultando una concentracién de 1.07 ng/pL.
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El programa que se empled para la amplificacién del fragmento quimérico
con GoTag DNA polimerasa, se desarrolld6 tomando en cuenta la longitud del
oligonucleétido 5°, el nimero de residuos del oligonucleotido que hibridan con el
DNA blanco y la formacién de estructuras secundarias del oligonucleotido 5’
consigo mismo y consistié en lo siguiente: etapa 1, 94°C (1 min) 1 ciclo; etapa 2,
94°C (1 min), 35°C (1 min), una rampa de 35 a 72°C a una velocidad de 0.25°C/s,
72°C (1 min) 2 ciclos; etapa 3, 94°C (1 min), 60°C (1 min), 72°C (1 min) y etapa 4,
72°C (10 min) 1 ciclo.

Posteriormente, se probd con la enzima Pfu DNA polimerasa (tabla II) de
BioTools tomando en cuenta las especificaciones del fabricante. Esta enzima se
empled por su alta fidelidad, debido a que incorpora un nimero menor de
nucledtidos erréneos al producto amplificado, aspecto importante para la clonacion

de productos de PCR.

Tabla II. Volumen y concentracion final de reactivos empleados en la PCR
con Pfu DNA polimerasa para amplificacién de TgQ

Reactivo Concentraciéon Volumen | Concentracién
Stock (nL) final
Buffer 10X 2.5 1X
dNTP’s 10 mM 0.5 0.2 mM
Primer 5’ TgQ 5 uM 2.5 0.5 uM
Primer 3’ Tr 5 uM 7.5 1.5 uM
Pfu DNA Polimerasa 1 U/uL 2.0 0.08 U/uL
DNA molde 1.07 ng/uLL 1.0 0.04 ng/uL
Agua ultrapura | = - 9.0 | -
Volumen final | = -—--- 250 | 0 -

* La muestra proviene de un Stock que tiene 107 ng/uL diluida 1:100
resultando una concentracién de 1.07 ng/pL.

El programa que se emple6 para la amplificacion del gen quimérico con Pfu
DNA polimerasa consistié en la siguientes etapas: etapa 1, 94°C (1 min) 1 ciclo;
etapa 2, 94 °C (1 min), 4°C (1 min), una rampa de 4 a 72°C a una velocidad de
0.25°C/s, 72°C (1 min) 5 ciclos; etapa 3, 94°C (1 min), 55°C (1 min), 72°C (1 min) y
etapa 4, 72°C (10 min) 1 ciclo.

Una alicuota de 5 pL de cada reaccion de PCR fue analizada por

electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en buffer de tris-boratos-EDTA (TBE 1X,
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Tris 89 mM, 4cido bérico 89 mM, EDTA 2 mM), tefiidos luego con bromuro de
etidio (2 pg/mL en TBE 1X) por 30 min, enjuagados luego con agua libre de
nucleasas y analizados a través del sistema de toma de imdgen Kodak EDAS-290.

El primer paso para llevar a cabo la clonacion del producto de PCR en un
vector de clonacién una vez obtenido el producto amplificado fue la purificacion de
dicho producto. Para llevar a cabo el procedimiento de purificacidn, se utilizé el
sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Num Cat. A9281), el
cual esta disefiado para extraer y purificar fragmentos de DNA y productos de PCR a
partir de un gel de agarosa y/o preparaciones directas de PCR. Este consiste de una
columna que tiene una membrana de silica, la cual tiene la habilidad de unirse al
DNA de interés y a través de centrifugacién es recuperado el producto libre de
exceso de nucledtidos, primers y sales. La preparacién se llevd a cabo como sigue:
después de terminada y analizada una alicuota de producto de PCR a través de
electroforesis en gel de agarosa para verificar la amplificaciéon del DNAc quimérico,
se afiadié un volumen equivalente de solucién de unién a membrana a la reaccién de
PCR, por otro lado para llevar a cabo la unién al DNA se inserto la minicolumna con
su tubo colector, y la mezcla anterior previamente realizada se transfirido a la
minicolumna ensamblada. Se incub6 por un min a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se centrifugé a 16000 g por 1 min y se descart6 el flujo
cosechado en el tubo colector, y se reinsertd nuevamente la minicolumna con su
respectivo tubo colector. Luego se afiadieron 700 microlitros de solucién de lavado.
Se centrifugd a 16000 g por un min y nuevamente se descartd el colectado y se
reinsertd la minicolumna con su respectivo tubo colector y se repitid este
procedimiento con 500 pL de solucién de lavado, se centrifugé a 16000 g por 5 min.
La columna de ensamblado se centrifugd por un min con la tapa de la
microcentrifuga abierta para permitir la evaporacion de cualquier residuo de etanol.
Finalmente se transfirié y se ensamblé la minicolumna a un tubo estéril de 1.5 mL y
se afiadieron 50 puL de agua libre de nucleasas a la minicolumna, se incubd a
temperatura ambiente por un min. Posteriormente se centrifugé a 16000 g por 1 min
y el volumen colectado correspondié al producto de PCR purificado, éste se
almacend a 4°C hasta ser analizado y cuantificado.

Como el volumen obtenido del producto purificado de PCR fue mayor que el
volumen de reaccion final de adenilacién necesario total, el producto de PCR se

cuantific6 y se concentr6 a través de un sistema de vacio (SAVANT) a una
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temperatura media de calor, la muestra se llevé de 50 pL iniciales hasta 20 uL
(tiempo aproximado 15 min). Una vez concluido este procedimiento, se cuantificd
nuevamente el producto amplificado en un gel de agarosa al 0.8%, para poder llevar
a cabo la reaccién de adenilacién y posteriormente ligarlo en el vector de clonacién

pGEM.

5.5.4. Adenilacion del fragmento TgQ

Para la clonacion del fragmento7gQ en el vector pPGEM-T (Promega), el producto
amplificado con Pfu DNA polimerasa, purificado y concentrado (5.5.3) se sometid a
una reaccion de adenilacién con Go7ag DNA polimerasa (Promega Corporation). En
la tabla III se indican las concentraciones y volimenes de los reactivos empleados en

la reaccién de adenilacidn, esta mezcla se incub6 a 72°C por 1 h.

Tabla III. Mezcla de reaccion de adenilacion del producto amplificado.

Reactivo Volumen (pL)
Buffer Colorless 5X 2.0
dATPs 10 mM 0.2
GoTag DNA polimerasa 5 U/uL. 1.0
Agua 0.0
DNACc (59.35 ng/uL) 6.8
Volumen final 10.0

5.5.5 Clonacion del fragmento TgQ con el vector pGEM

Para llevar a cabo la clonacién del fragmento 7gQ en el vector de clonacién pGEM,
se estimé la cantidad de nanogramos (ng) del fragmento de 762 pb (inserto)
requeridos para tener una relaciéon equimolar vector:inserto de 1:3, considerando
3000 pb para el tamafio del vector pGEM. Para realizar dicho célculo, se utilizé la

siguiente ecuacion:

ng vector x Tamafo inserto (kb) .. )
x relacion molar (inserto/vector)

ng inserto = -
Tamafio vector (kb)

Aplicando la ecuacién anterior, se obtuvo que para obtener una relacién

vector:inserto de 1:3 se requirieron 38.2 ng del fragmento 7gQ adenilado y 50 ng del
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vector pGEM. La reacciéon de ligaciéon se llevd a cabo de acuerdo a las
especificaciones del fabricante y los reactivos proporcionados por el sistema pGEM.
En la tabla IV, se presenta la mezcla de reaccion que se realiz6 para la ligacion en el

vector pGEM-T. La mezcla se incub6 toda la noche a 4°C.

Tabla IV. Mezcla de reaccién para la ligacidn con el Sistema pGEM-T vector.

Reactivo Volumen (uL)
pGEM T Vector 1.0
Producto PCR adenilado 0.6
DNA T4 Ligasa 1.0
2X Rapid Ligation Buffer 5.0
Agua ultrapura 2.4
Volumen total 10.0

Con el producto de la reaccidn de ligacidn, se llevé a cabo la transformacién
de células Escherichia coli XL10 GOLD quimicamente competentes, para lo que se
realizo el siguiente procedimiento: a 50 uL de células se le agregaron 2.0 uL de la
mezcla de reaccién de ligacion con el vector pGEM. La suspension celular se mezcld
suavemente, esta mezcla se incub6 en hielo por 10 min, luego se sometié6 a un
choque térmico por 42°C por 45 s y se transfirié inmediatamente a hielo por 2 min.
A continuacion a esta suspension celular se le agregaron 250 uL de medio SOC
(Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM. MgCl, 10 mM,
MgSO4 10 mM y glucosa 20 mM) y se incub6 durante una 1 h a 37°C a 250 rpm.
Por ultimo, 100 pL de la suspension celular se sembraron en placas de LB con
ampicilina [(Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, ampicilina (100
pug/mL) y agar (15 g/L)] més 100 pL de IPTG (IPTG 10 mM) y 40 uL de X-Gal (50
mg/mL, Promega, Num. Cat. V394A), para la seleccion de cepas recombinantes de
Escherichia coli portadoras del plasmido pGEMTgQ (colonias blancas), las placas se

incubaron en una incubadora estatica a 37°C de 16-24 h.

5.5.6. Caracterizacion del vector pGEMTgQ
5.5.6.1. Preparacion de DNA plasmidico de pGEMT7gQ
Al final de la incubacién y aparicion de colonias transformantes (blancas), se aislaron

las cepas transformantes y se inocularon en caldo LB suplementado con ampicilina
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(Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, ampicilina 100 pg/mL), se
incubaron a 37°C, una agitacion de 250 rpm durante 14-18 h para su propagacion y
luego obtener el DNA plasmidico (DNAp) necesario para su caracterizacion.

Para llevar a cabo el procedimiento de extraccion se utilizé el sistema de
purificacion de DNA Wizard (Wizard Plus SV Minipreps, Promega Num. Cat.
A1330) el cual esta disefiado para purificar DNA plasmidico mediante el método de
lisis alcalina y purificaciéon en una membrana de silica. La extraccion de DNA
plasmidico a pequena escala (miniprep) se realiz6 a partir de 3 mL de cada cultivo de
las cepas transformantes crecidas en medio LB con ampicilina. Cada paquete celular
se obtuvo por centrifugacion a 8000 rpm por 5 min el sobrenadante se decantd y el
paquete celular se resuspendié con la solucidén de resuspension presente en el kit
(Tris HC1 50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, RNAasa A 100 pg/mL). Posteriormente se
afiadieron 250 uL de solucién de lisis celular (NaOH 200 mM, SDS 1%) y la mezcla
se agité 4 veces por inversion para lograr un mezclado adecuado. Posteriormente se
afiadieron 10 puL de solucién alcalina de proteasas, se agité la mezcla por inversion 4
veces y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Transcurrido este tiempo se
afiadieron 350 pL de solucién neutralizante (Hidrocloruro de guanidina 4.09 M,
acetato de potasio 759 mM, acido acético glacial 2.12 M, pH 4.2), la mezcla se agit6
por 4 veces y se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente en
una microcentrifuga Beckman 22R, el sobrenadante se decant6 en una de las
columnas del sitema Wizard Plus SV DNA vy se centrifugé a 13000 rpm por 1 min a
temperatura ambiente. Enseguida se afadieron 750 pL de soluciéon de lavado
(Acetato de potasio 60 mM, Tris-HCI 8.3 mM pH 7.5, EDTA 0.04 mM pH 8.0,
etanol 60%), se centrifugé a 13000 rpm por un min y repiti€éndose una vez mas la
centrifugacion con 250 puL de la solucién de lavado a 13000 rpm por 2 min a
temperatura ambiente. Enseguida la columna se transfirié a un tubo nuevo y estéril
de 1.5 mL y se centrifugé a 13000 rpm por un min, luego se afiadieron 100 pL de
agua libre de nucleasas y se centrifugd a una velocidad de 13000 rpm por un min a
temperatura ambiente. De la preparacion recuperada se analizaron 5 pL en un gel de
agarosa al 0.8% y tincién con bromuro de etidio. El resto de la preparacion obtenida

se almacend a -20°C hasta su posterior uso.
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5.5.6.2. Caracterizacion del vector pGEMT7gQ por PCR

La caracterizacién del vector pGEM7gQ, se llevé a cabo por PCR utilizando los
iniciadores especificos para la regién de tripsina (5’Tr y 3’Tr) y el protocolo
estandarizado con la enzima Go7aq Polimerasa (Tabla V), en donde se esperaba la
amplificacién de una banda de 738 pb, correspondiente a la secuencia codificante la
isoforma II de la tripsina. Las cepas conteniendo el pldsmido que dieron positiva la
PCR se conservaron en LB suplementado con glicerol 50% y se almacenarén a -

20°C hasta su uso.

Tabla V. Volumen y concentracién final de reactivos empleados en la PCR
estandarizada con GoTag DNA polimerasa para la caracterizacion de

pGEMTgQ
Reactivo Concentracion | Volumen | Concentracion
Stock (nL) final
Green Buffer 5X 5.0 1X
dNTP’s 10 mM 0.5 0.2 mM
Primer 5’ Tr S5uM 2.5 0.5 uM
Primer 3’ Tr 5uM 2.5 0.5 UM
GoTag DNA Polimerasa 5 U/uL 0.2 0.04 U/uL
DNA molde 1.12 ng/uL* 1.0 0.04 ng/uL
Aguaultrapura | - 133 | -
Volumen final | = - 250 | -

* La muestra proviene de un Stock que tiene 112.78 ng/uL diluida 1:100
resultando una concentracién de 1.12 ng/ulL.

El programa para la PCR que se emple6 para la confirmacion de la insercion
del fragmento 7gQ en pGEM con la GoTaq DNA polimerasa fue el siguiente: etapa
1, 94°C (2 min) 1 ciclo; etapa 2, 94 °C (2 min), 50°C (1 min), 72°C (2 min) 30
ciclos; etapa 3, 72°C (10 min) 1 ciclo.

Una alicuota de 5 pL de cada reaccion de PCR fue analizada por
electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en buffer de tris-boratos-EDTA (TBE 1X,
Tris 89 mM, 4cido bérico 89 mM, EDTA 2 mM), tefiidos luego con bromuro de
etidio (2 pg/mL en TBE 1X) por 30 min, enjuagados luego por 30-45 s con agua
libre de nucleasas y analizados a través del sistema de toma de imagen Kodak

EDAS-290.
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5.5.6.3. Caracterizacion mediante digestion con las enzimas Xhol y Avrll.

Una vez caracterizado el plasmido pGEM7gQ por PCR , la secuencia del fragmento
amplificado se sometié a un andlisis in silico con el programa computacional
(Nebcutter, New England Biolabs, Vincze et al., 2003) para seleccionar las enzimas
adecuadas para su caracterizacion, Xhol y Avrll de NEB y se llevd a cabo la reaccién
con estas enzimas de acuerdo a las especificaciones del fabricante. En la tabla VI, se

muestran los volimenes de la mezcla de reaccion utilizada para la digestiéon del DNA

plasmidico pGEMTgQ.

Tabla VI. Mezcla de reaccion de la digestién analitica del plasmido

pGEMTgQ con Xhol y Avrll.
Reactivo Negativo Positivo | Positivo Positivo
Xhol o Avrll |  Xhol Avrll | Xholy Avrll
(nL) (nL) (L) (uL)
Agua ultrapura 15.0 14.0 13.0 12.0
Buffer 2 2.0 2.0 2.0 2.0
BSA acetilada 100X 0.5 0.5 0.5 0.5
DNA (112.78 ng/uL) 2.5 2.5 2.5 2.5
Xhol (10 U/uL) 0.0 1.0 0.0 1.0
Avrll (4 U/uL) 0.0 0.0 2.0 2.0
Volumen total (uL) 25.0 25.0 25.0 25.0

En la tabla VII se muestra los tamafios tedricos esperados para la

caracterizacion con Xhol y Avrll de pGEMTgQ.

Tabla VII. Tamafios tedricos esperados para la caracterizaciéon con Xhol y

Avrll de pGEMTgQ.
Xhol Avrll Xholy Avrll
(pb) (pb) (pb)
pGEMTgQ 3767 3767 3016
750

La mezcla de reaccidon se incubd a 37°C por 16 h. Para corroborar la
presencia de los fragmentos esperados en la digestion de pPGEMT7gQ, una alicuota de
5 puL de la reaccién enzimética fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al
0.8% en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE 1X) y

analizado a través del sistema de imagen Kodak EDAS-290. Después de corroborada
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la liberacion del fragmento quimerico (Tabla VII), las mezclas se sometieron a una
digestion preparativa (seccién 5.6.2) de acuerdo a los volimenes de algunos

reactivos que son similares y que se presentan en la tabla VIII.

5.5.6.4. Secuenciacion de fragmento TgQ

Para la secuenciacion TgQse tomaron 20 pL. de pGEMT7gQ a una concentracion
aproximada de 114.22 ng/uL y se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM) para su secuenciacion utilizando los primers universales T7, SP6 y M13 de
pGEM. Con la secuencia reportada se realiz6 un alineamiento entre la secuencia
forward y complementary-reverse obteniendose una secuencia consenso la cual se
aline6 con la region de tripsina de Litopenaeus vannamei original y para corroborar
la prescencia de la mutacién en la regién del péptido de activacion en el vector
construido (pGEMTgQ), se realiz6 un alinamiento con la secuencia de pPIC97g4.
Para su interpretaciéon, el servicio de secuenciacién proporciond los
electroferogramas correspondientes y con la ayuda del programa BioEdit (Hall.,

2003) se logré comparar la secuencia consenso final obtenida.

5.6. Subclonacion del fragmento 7gQ en el vector pPIC9

5.6.1. Preparacion de los plasmidos de pGEMTgQ y pPICYFTEII

Para la preparacion de pGEMT7gQ a mediana escala se utilizaron unidades de
filtracién y purificacién de DNA a mediana escala (Pure Yield™ Midiprep System,
Promega Num. Cat. A2492). Estas columnas consisten en lo siguiente: una columna
de limpieza y una columna de unién a membrana, montadas una sobre otra (unién a
membrana parte inferior, limpieza parte superior) y conectadas a través de un
colector multiple de vacio (Promega Num cat A7231). Para la preparacién ambos
plasmidos, se propagardn las cepas E. coli XL10 GOLD portadora de pPICOFTEII, y
E. coli XLL10 GOLD portadora de pGEMTgQ en 100 mL de LB con ampicilina y se
incubaron a 37°C, 250 rpm durante 18 h. El paquete celular se obtuvo por
centrifugaciéon a 4000 rpm por 10 min a 4°C. Mediante el sistema previamente
descrito se obtuvo la purificacién del DNA por vacio como sigue: una vez obtenido
el paquete celular y removido el exceso de medio de cultivo, se resuspendi6 en 3 mL

de solucién de resuspension celular. Luego se afadierén 3 mL de solucién de lisis
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celular y se mezclé cuidadosamente por inversion de 3 a 5 veces, posteriormente la
mezcla se incubd a temperatura ambiente por un tiempo de 3 a 5 min, se afiadid
solucién neutralizante y se mezcldé cuidadosamente de 3-5 veces. Con la columna
ensamblada sobre el colector de vacio, se vertié6 la mezcla sobre la columna de
limpieza (parte superior) y se incubd el lisado de 2 a 3 min para permitir que los
restos celulares permanezcan en la parte superior de la columna. Posteriormente se
aplicé vacio para filtrar través de la membrana de limpieza (columna superior) y la
columna de unién (columna inferior) donde el DNA se queda unido. El vacio se
continué por 5 min hasta que el liquido hubo pasado por ambas columnas. Al
término la de elucién, la columna de limpieza (superior) se desensambld, dejando
ensamblada la columna de unién (inferior) en el colector multiple de vacio y se
agregaron 5 mL de la solucién removedora de endotoxinas y se aplicé vacio. Una vez
que paso la solucién removedora de endotoxinas a través de la columna se afiadieron
20 mL de solucién de lavado de columna y se aplicé vacio hasta sequedad,
posteriormente se aplicé vacio por 30 s para evaporar el etanol residual. La columna
de unidén se desensambl6 del colector de vacio y se colocd en un tubo de centrifuga
de 50 mL (Corning), y se afiadieron 600 pL de agua libre de nucleasas para eluir el
DNA. El tubo se centrifugé en un rotor de columpio (Beckman, Rotor S4180C) a
2000 g por 5 min, se colecto el filtrado y transfirié a un tubo de 1.5 mL (de cada

preparacion respectiva) y se guardo a 4°C hasta su uso.

5.6.2. Digestion de los plasmidos pGEMT7gQ y pPICIFTEII con las enzimas
Xhol y Avrll

El plasmido pGEMTgQ se caracterizo por PCR con oligonucleétidos especificos
para tripsina (5’Tr y 3’Tr) y por digestién con las enzimas Xhol y Avrll de NEB en
un volumen de reaccién de 25 pL como se muestra en la tabla VIII. El vector
precursor pPICOFTEII se sometié también a la digestion con Xhol y Avrll. Ambas
reacciones se incubaron por 16 h a 37°C y se aplicaron 3 pL. de cada mezcla de
reaccién en un gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE 1X, el cual fue tefiido con
bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE 1X) y analizado a través del sistema de imagen
Kodak EDAS-290. El resto de la mezcla de reaccion se sometié a una electroforesis

preparativa para poder obtener los fragmentos de pPIC9 y el fragmento quimérico de

TgQ.
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Tabla VIII. Mezcla de reaccién de la digestion preparativa de pPICOFTEII y

pGEMTgQ con Xhol y Avrll.
Reactivo pGEMTg(Q pPICOFTEII
(uL) (uL)
Agua ultrapura 8.5 8.5
Buffer 2 2.0 2.0
BSA acetilada 100X 0.5 0.5
DNA plasmidico (181.38 ng/uL) 10.0 10.0
Xhol (10 U/uL) 1.5 1.5
Avrll (4 U/uL) 2.5 2.5
Volumen total 25.0 25.0

La purificacién preparativa de los fragmentos a clonar se realizé como sigue:
al depdsito de la cdmara de electroforesis se transfirié SDS 0.1% y se dejoé reposar
durante 1 h, cuidadosamente éste fue retirado de la cdmara, y la cdmara se enjuagd
tres a cinco veces con agua estéril, se decantd el agua y se virti6 TBE 1X libre de
nucleasas (estéril) posteriormente se realizé una electroforesis en agarosa 0.8 % en
TBE 1X libre de nucleasas (estéril). Una vez finalizada la electroforesis, el gel se
colocé sobre sobre una pelicula de parafilm fino y este a su vez sobre el
transiluminador, con la intensidad de luz UV mas baja, y con la ayuda de una navaja
estéril, se cortaron los fragmentos de interés (el correspondiente a pPIC9 y el
fragmento 7gQ).Cada uno de los fragmentos obtenidos se colocarén en un tubo
eppendorf nuevo estéril previamente pesado y por diferencia de pesos se obtuvo el
peso total de la agarosa contenida en el tubo. Los fragmentos del gel de agarosa
recuperados fueron purificados con el Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, #cat. A9281) (seccién 5.3.3). .

Tabla IX. Fragmentos tedricos esperados en la digestion preparativa de
pPICOFTEIl y pPGEMTgQ con Xhol y Avrll

pGEMTgQ pPICOFTEII
(pb) (pb)
3016 7987
750 1080

La concentracién de DNA de los fragmentos purificados (4 preparaciones, 2

para pPIC9 y 2 para TgQ) se estimar6n mediante el andlisis con el marcador
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HyperLadder I (Bioline), de acuerdo al tamafio del fragmento en pares de bases y a la
masa correspondiente del fragmento (ng). De cada par de preparaciones se obtuvo un
volumen final aproximado de 60 uL, el cual fue concentrado mediante un sistema de
centrifugacion por calor-vacio (SAVANT) a un volumen final de 10 pL y se estim6
la cantidad de nanogramos necesarios para llevar a cabo la ligacion. El DNA
purificado del vector (pPIC9) y del inserto (7gQ) fueron guardados a 4°C hasta su

ligacion.

5.6.3. Ligacion del fragmento 7gQ con el vector pPIC9 y transformacion en E.
coli

La mezcla de reaccion se realizé (Tabla X) en tubos de 0.2 mL, conteniendo 200 ng
de TgQ y 200 ng de pPIC9, asi como los componentes necesarios para su ligacion
(agua libre de nucleasas y buffer) excepto la enzima T4 DNA ligasa. Se prepard un
coctel de 17 pL, el control negativo se preparé con 5 puL del céctel y no se agregd
enzima. El resto del coctel se transfirié a otro tubo y se agregaron 3 uL. de DNA T4
ligasa. La mezcla de reaccién (15 puL) se incub6 a 4°C por 48 h. Para el andlisis por
electroforesis de ligacién se tomaron 5 uL de la mezcla de reaccion y el resto se
empled para la transformacién de E. coli JM109 (Promega Num. Cat. L1001)
calciocompetentes. En la tabla X se muestran los componentes de la reaccién de

ligacion del fragmento 7gQ con el vector pPIC9.

Tabla X. Componentes de la reaccion de ligacién del fragmento 7gQ con el

vector pPICO.
Reactivo Volumen
(uL)
Buffer de ligacién 10X 2.0
Vector pPIC9 (200 ng) 6.1
DNACc quimérico (200 ng) 5.9
Agua ultrapura 3.0
Volumen parcial de ligacién 17.0
Mezcla del volumen parcial de ligacién 12.0
T4 DNA Ligasa (3 U/uL) 3.0
Volumen total de ligacién 15.0
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La transformacién de células Escherichia coli JIM109 con el el vector pPIC9TgQ
contruido se realiz6 con una mezcla de 50 puL. de células calciocompetentes y 10 uL.
de la mezcla de reaccion de ligacién con el vector pPIC97gQ y el protocolo a

continuacidn se realiz6 tal como se describe en el apartado 5.5.5.

5.6.4. Caracterizacion del plasmido pPIC97gQ

5.6.4.1. Preparacion del plasmido de pPIC9TgQ

Las cepas transformantes que crecieron en placas de LB con ampicilina se inocularon
en medio LB liquido con ampicilina (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl
1%, ampicilina 100 pg/mL), se incubaron a 37°C, 250 rpm durante 14-18 h para
obtener el DNA plasmidico necesario para su caracterizacién, la preparacion
obtenida se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X y se

almacend a -20°C hasta su posterior uso.

5.6.4.2. Caracterizacion de pPIC97TgQ por PCR

La caracterizacion de pPIC97gQ se llevo a cabo por PCR utilizando los iniciadores
especificos para la region de tripsina (5°Tr y 3°Tr), para obtener la banda de 738 pb
correspondiente de a la secuencia de 7gQ clonada. Las cepas conteniendo el
plasmido caracterizado por PCR, se conservaron en LB suplementado con glicerol a
una concentracién final del 50% y se almacenarén a -20°C hasta su uso. La mezcla
de reaccion para caracterizacion del plasmido pPIC97gQ se resume en la siguiente

tabla (Tabla XI):

Tabla XI. Volumen y concentracién final de reactivos empleados en la PCR
para la caracterizacién de pPIC97gQ

Reactivo Concentracion | Volumen Concentracion
Stock (nL) final
Green Buffer 5X 5.0 1X
dNTP’s 10 mM 0.5 0.2 mM
Primer 5’ Tr 5 uM 2.5 0.5 uM
Primer 3’ Tr 5 uM 2.5 0.5 UM
GoTaq DNA Polimerasa 5 U/uL 0.2 0.04 U/uL
DNAmolde (pPIC97gQ) 2.95 ng/uL* 1.0 0.12 ng/uL
Agua ultrapura | - 133 | -
Volumen final | = - 250 | -

* La muestra proviene de un Stock que tiene 29.5 ng/uL diluida 1:10

resultando una concentracién de en 2.95 ng/pL.
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El programa que se empled para la caracterizacion del fragmanto 7gQ por
PCR con GoTaqg DNA polimerasa consistio en lo siguiente: etapa 1, 94°C (2 min) 1
ciclo; etapa 2, 94°C (1 min), etapa 2, 94°C (1 min), 50°C (1 min), 72°C (2 min) y
etapa 3, 72°C (10 min) 1 ciclo. Una alicuota de 5 pL de cada reacciéon de PCR fue
analizada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer de tris-boratos-
EDTA (TBE 1X, Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM, EDTA 2 mM), tefiido luego
con bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE 1X) por 30 min, enjuagados luego con agua

libre de nucleasas por 30-45 s y analizados a través del sistema de toma de imagen

Kodak EDAS-290.

5.6.4.3. Caracterizacion de pPIC97gQ con las enzimas Xhol y Avrll

Una vez caracterizado el pldsmido pPIC97gQ por PCR con oligonucleétidos
especificos para tripsina (5’Tr y 3’ Tr), este se sometié a un andlisis tedrico con el
programa computacional (Nebcutter) para seleccionar las enzimas adecuadas para su
caracterizacion, en este caso Xhol y Avrll de NEB, posteriormente se llevé a cabo la
reaccion enzimatica de acuerdo a las especificaciones del fabricante. En la tabla XII,

se presentan los volimenes de la mezcla de reaccidn utilizada para la digestiéon de

pPIC9TgO.

Tabla XII. Mezcla de reacciéon de la digestién analitica de pPIC97gQ con

Xhol'y AvrlL

Reactivo Negativo Positivo Positivo Positivo

Xhol o Avrll Xhol Avrll Xhol y
(uL) (uL) (uL) Avrll (uL)

Agua ultrapura 15.0 14.0 13.0 12.0
Buffer 2 2.0 2.0 2.0 2.0
BSA acetilada 100X 0.5 0.5 0.5 0.5
DNA (29.5 ng/uL) 2.5 2.5 2.5 2.5
Xhol (10 U/uL) 0.0 1.0 0.0 1.0
Avrll (4 U/uL) 0.0 0.0 2.0 2.0
Volumen total 25.0 25.0 25.0 25.0

En la tabla XIII se muestra los tamafos tedéricos esperados para la

caracterizaciéon con Xhol y Avrll de pPIC9TgQ.
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Tabla XIII. Tamafios tedricos esperados para la caracterizacién de pPIC97gQ

con Xhol y Avrll.
Plasmido Xhol Avrll Xholy Avrll
(pb) (pb) (pb)
pPIC9TgQ 8737 8737 7987
750

La mezcla de reaccidon se incubd a 37°C por 16 h. Para corroborar la
presencia de los fragmentos esperados en la digestion de pPIC9Tg(Q, una alicuota de
5 puL de la reaccioén enzimdtica fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al
0.8% en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE 1X) y
analizado a través del sistema de imagen Kodak EDAS-290.

5.7. Construccion de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del
fragmento 7gQ (KM71TgQ)
Los vectores de integracion del sistema de P. pastoris como el pPIC9, presentan dos
regiones susceptibles para la recombinacién con el genoma de la levadura: la region
HIS4 y el extremo 5’ que incluye al promotor de AOX1 y el extremo 3’ del mismo
gen, en donde se pueden llevar a cabo eventos de integracion sitio dirigida por
recombinacion homdloga, generdndose cepas genéticamente estables. Por lo que
dependiendo de la estrategia experimental disefiada, se selecciona la regién de
integracion y por consiguiente la enzima requerida para la preparacion del plasmido.
En cepas de P. pastoris his4 como KM71, los eventos de insercién génica en el locus
his4 dan lugar a un evento de entrecruzamiento simple entre el locus his4 en el
cromosoma y la region his4 del vector. Debido a que el locus AOX1 no estd
involucrado en este evento de recombinacién, el fenotipo de las transformantes es
His" y continda siendo Mut’. Para llevar a cabo la transformacién de células de P.
pastoris se recomienda usar vectores linearizados que expongan las regiones
susceptibles a recombinacidn seleccionadas. La digestion con Sall del plasmido a
integrar, favorece que se lleve a cabo un evento de entrecruzamiento simple en el
locus his4 del genoma de P. pastoris, para generar cepas His*, Mut® que conservan
intacto y funcional el gen AOX].

Por consiguiente, el vector pPIC9TgQ fue digerido con Sall, confirmada su

linearizacion fue utilizado para transformar la cepa KM71 de P. pastoris, por la
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técnica de transformacién quimica. La cepa de P. pastoris KM71 utilizada, posee un
defecto en el gen que codifica para la enzima histidinol deshidrogenasa, el cual se
reconstituyé al combinarse el genoma de P. pastoris con el vector, lo cual permite
seleccionar las levaduras transformadas en un medio selectivo carente de histidina.
Las colonias transformantes se aislaron y propagaron en un medio complejo para
levaduras, para llevar a cabo la extraccion del DNA gendémico y poder realizar la

caracterizacion genotipica y fenotipica.

5.7.1. Preparacion a mediana escala del plasmido pPIC97gQ

De dos preparaciones de DNA pldsmidico a mediana escala se obtuvieron 17.89 y
13.63 pg totales del plasmido pPIC97gQ a una concentracion de 76.14 ng/uL
(preparacion A) y 61.98 ng/uL (preparacién B) y éstas se colocarén en unidades de
filtracién-concentraciéon Microcon YM-3 (Millipore Cat. No. 42404), el volumen
colectado obtenido en 2 preparaciones obtenidas mediante el Pure Yield™ Plasmid
Midiprep System (Promega Num. Cat. A2492), (preparacion A: 235 pL, preparacién
B: 220 uL) se virtieron sobre el filtro y éste se centrifugé a 14000 rpm a temperatura
ambiente por 30 min, el filtrado fue desechado a través del tubo colector.
Transcurrido este tiempo, se invirtio el filtro y se colocé en un nuevo tubo colector,
éste fue luego centrifugado por 10 min a 4°C a 3000 g, el volumen recuperado fue de
13.5 uL (preparacion A) y de 3 pL (preparacién B), con 3 pL de los concentrados
obtenidos, se realizd la reaccién de digestion con la enzima Sall (New England
Biolabs), de acuerdo a los reactivos y volimenes que se presentan en la tabla XIV.
La reaccion se incubd a 16 h a 37°C, y posteriormente a 60°C por 20 min. Terminada
la incubacién se tomaron 0.5 pL para su analisis por electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE 1X).
Confirmada la linearizacion del plasmido pPIC9TgQ, se llevé a su volumen indicado

previo a la transformacién de cepas KM71 de P. pastoris.
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Tabla XIV. Mezcla de reaccion en la digestion preparativa de pPIC97gQ con

Sall
Reactivo Volumen (uL) Volumen (uL)
(Preparacion A) (Preparacion B)
Agua ultrapura 3.0 15.7
Buffer D 2.0 2.0
BSA 100X (10 mg/mL) 0.5 0.5
DNA (0.66 6 2.26 ng/uL) 13.5 1.3
Sall* 1.0 0.5
Volumen Total 20.0 20.0

*Para la preparacién A se empleo Sall con una concentracién de 10 U/uL y en el caso de la
preparacién B se empleo Sall con una concentracién de 80 U/uL).

5.7.2. Preparacion de células de P. pastoris KM71 quimicamente competentes

Para la preparacion de células de P. pastoris KM71 quimicamente competentes se
llevé a cabo el siguiente procedimiento: A partir del vial de células KM71
(Invitrogen No. Cat. K1730-01) se tom6 una alicuota con una micropuntilla amarilla
estéril y se indculo en un tubo cénico de 50 mL con 10 mL de caldo YPD, se crecié
toda la noche a 30°C con agitacién constante a 250 rpm. Con las celulas reactivadas
se inocularon 10 mL de caldo YPD fresco de tal manera que su DOy inicial fue de
0.1 y se cultivaron a 30°C a 250 rpm hasta alcanzar una DOgg de 0.6-1.0 (tiempo
aproximado de 4-6 h). El cultivo se centrifug6 por a 500 g por un tiempo de 5 min a
temperatura ambiente, el sobrenadante se decant6 y el paquete celular se resuspendid
en 1 mL de la solucién I (en esta etapa las células estdn ahora competentes y listas
para su uso). Se realizar6n alicuotas de 50 pL de células competentes y se colocaron
en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL estériles, en esta etapa, las células pueden ser
mantenidas a temperatura ambiente y ser usadas directamente para transformacion
y/o ser congeladas para usos posteriores. Las alicuotas de células preparadas fueron
envueltas en varias capas de papel secante y posteriormente congeladas lentamente a

-70°C y almacenadas hasta su uso.

5.7.3. Transformacion de P. pastoris KM71
Previo a la transformacién de P. pastoris, el PEG presente en la solucién II provisto

en el kit de expresion de Invitrogen puede precipitar si se encuentra por debajo de
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temperaturas a 27°C, por lo que el primer paso para la transformacién fue incubar a
37°C la solucién PEG (sofiucién II) hasta que el precipitado se disuelva y equilibrar
la solucidn III a temperatura ambiente, antes de la transformacion.

Para la transformacién, se descongelé lentamente uno de los tubos
previamente congelados conteniendo celulas competentes. A las células
descongeladas se afiadieron 20 uL (8.9 6 2.9 ug) del vector de expresion previamente
linearizado pPIC97gQ (Secciéon 5.7.1, preparacion A y B). Se afiadié 1 mL de
solucién II a la mezcla de celulas-DNA y se mezclé mediante pipeteo hasta que la
mezcla quedara homogénea. La reacciéon de transformacion se incub6 por 1 h a 30°C
en una incubadora (mezclando la reaccion de transformacion cada 15 min mediante
vortex hasta completar 1 h). Posteriormentese realizé un choque de temperatura en
un bloque de calentamiento a 42°C por 10 min, las células se colectaron mediante
centrifugacién a 3000 g por 5 min a temperatura ambiente y se decantd el
sobrenadante. Las células se resuspendieron y homogenizaron cuidadosamente en 1
mL de solucién III, se centrifugé a 3000 g por 5 min y se decant6 el sobrenadante, el
paquete obtenido se resuspendié nuevamente en 150 puL de la solucion III. Esta
mezcla se homogenizd cuidadosamente y se inoculd con todo el volumen en placas
Petri contenieniendo medio sélido RBD carentes de histidina, mediante la técnica de
extension en placa con un asa de extension (cada preparacioén en una placa distinta).
Una vez extendidas se incubaron a 30°C por 48-120 h hasta observar la aparicién de

colonias blancas y redondas.

5.7.4. Caracterizacion genotipica de las cepas recombinantes KM71TgQ

La caracterizaciéon genotipica de las colonias transformantes His®, se realizo
determinando la presencia del gen AOX/ y la del gen heter6logo en el genoma de
cada una de las cepas mediante PCR, empleando un par de iniciadores funcionales
(de integracion). Para el andlisis de integracion por PCR del DNA gendmico de cada
una de las colonias, se empleo un iniciador 5’AOX (5’-GAC TGG TTC CAA TTG
ACA AGC-3’), el cual hibrida con la regién 5°’AOX1 y el iniciador 3’ AOX (5’-GCA
AAT GGC ATT CTG ACA TCC-3’), este tltimo se hibrida en la regién 3’ AOX1
TT. Estos mismos iniciadores se hibridan en las mismas regiones al casete de
expresion (vector) conteniendo el gen heter6logo e integrado en el genoma de la

levadura. La PCR del DNA genémico de cepas recombinantes que conservan el gen
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AOX1 (Mut’), da por resultado el producto del gen AOXI de 1212 pb, en este tamafio
contiene las secuencias propias del vector mds la secuencia codificante del

tripsindégeno quimérico integrado.

5.7.4.1. Aislamiento de DNA genémico y analisis de la integracion del casete de
expresion mediante PCR
Para la extraccion del DNA gendmico de cada una de las colonias transformantes de
P. pastoris, se empleé una modificacion a la técnica de TSNT (Martinez-Soriano et
al., 1993). Cada una de las colonias obtenidas se inocul6 en 10 mL de YPD (Extracto
de levadura 1%, Peptona 2%, Dextrosa 2%) e incubd a 30°C a 250 rpm durante 24-
48 h, hasta alcanzar una DOgyy de 6-10. El paquete celular se obtuvo de 6 mL de
cultivo, mediante centrifugacién a 16000 g (22R Beckman Coulter) durante 5 min a
temperatura ambiente. El paquete celular se resuspendié en 200 puL de solucién
amortiguadora de lisis TSNT (Tritén X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0), se agitd por inversion 20 veces y en un vortex por 5
min, posteriormente se agregaron 500 uL de fenol saturado con Tris-HCI pH 8.0, la
mezcla se agité por inversiéon 20 veces. Posteriormente se agregaron 500 uL de
SEVAG (Cloroformo: Alcohol isoamilico 24:1) y se mezcl6 en vortex por 5 min. A
la suspensidon generada se le adicionarén 200 uL de TE 1X pH 8.0, se agité por
inversion cinco veces y se centrifugé a 16000 g (22R Bekcman Coulter) durante 10
min a temperatura ambiente. La fase acuosa se recuperd con una pipeta y se depdsito
en un tubo de microcentrifuga de 2 mL, se agregé 1 mL de etanol absoluto frio se
mezcld por inversion y se incubd a -20°C por 60 min para precipitar el DNA. El
DNA se recuperd por centrifugacion a 16000 g (22R Beckman Coukter) a 4°C,
durante 30 min y se eliminé el sobrenadante. Posteriormente la pastilla de DNA se
lavé con 1000 pL de etanol al 70%, la mezcla se centrifugd a 16000 g (22R
Beckman Coulter) a 4°C, durante 15 min, para posteriormente resuspenderla en 48
puL de TE 1X y 2 pL de una soluciéon de RNA’asa (2 pg/uL) y se incubé a 37°C por
15 min para eliminar RNA de las preparaciones. Para eliminar DNA’asas, la
suspensiéon de DNA se calent6 a 60°C durante 20 min.

Para corroborar la integracién del plasmido pPIC9TgQ de las cepas KM71 de
P. pastoris, el DNA genémico de las cepas aisladas fue analizado por PCR

empleando los pares de iniciadores descritos previamente (seccion 5.7.5). Las
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reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 25 uL, de acuerdo a los
reactivos y volimenes de la tabla XV, utilizando la GoTag DNA polimerasa en
buffer green de Promega Corporation y cada uno de los dos pares de iniciadores

especificos para AOX].

Tabla XV. Volumenes y reactivos necesarios para el anélisis de integracién
por medio de PCR con iniciadores dirigidos a las regiones de

AOX1.
Reactivo Concentracion | Volumen Concentracion
Stock (nL) final
Green Buffer 5X 5.0 1X
dNTP’s 10 mM 0.5 0.2 mM
Primer 5°’AOX 5 uM 2.5 0.5 uM
Primer 3°’AOX 5 uM 2.5 0.5 uM
GoTaq DNA Polimerasa 5 U/uL 0.2 0.04 U/uL
DNA molde 6.5-18.0 ng/uLL 1.0 0.26 - 0.71 ng/uLL
Agua ultrapura | = - 133 | -
Volumen final | = - 250 | -

El programa empleado para el andlisis de integracién por PCR en el DNA
gendmico de P. pastoris fue el siguiente: etapa 1, 94°C (2 min) 1 ciclo; etapa 2, 94°C
(1 min), 50°C (1 min) y 72°C (2 min) por 30 ciclos; etapa 3, 72°C (10 min) 1 ciclo.
Una alicuota de 5 uL de cada reaccién de PCR fue analizada por electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% en buffer de tris-boratos-EDTA (TBE 1X), tefiidos luego con
bromuro de etidio (2 ug/mL en TBE 1X) y analizados a través del sistema de imagen

Kodak EDAS-290.

5.7.5. Caracterizacion fenotipica de las cepas recombinantes KM71TgQ

Para la determinacion del fenotipo TgQ" se realizarén cultivos bajo condiciones de
induccién del gen heterdlogo de una de las cepas obtenidas y mediante SDS-PAGE y
Western blot se detecto la secreciéon de la proteina quimérica en los medios de

cultivos libres de células.
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5.7.5.1 Cultivo bajo condiciones de induccion del gen heterdlogo de las cepas
KM71TgQ y KM717g4

Para la induccién de la cepa recombinante de P. pastoris conteniendo el DNAc que
codifica para el tripsindgeno quimérico se realizaron fermentaciones a nivel matraz
como se muestra en la figura 6 y se describen posteriormente. Para determinar las
condiciones de cultivo que favorecieran la produccion de tripsindgeno recombinante,
se realizaron cultivos a nivel matraz en tres fases: fase de activacion, fase de
crecimiento o produccién de biomasa y fase de induccién. En la fase de activacion el
medio y las condiciones del cultivo empleadas fueron constantes en todos los
ensayos. En la fase de la produccién de biomasa la composicién del medio y las
condiciones del cultivo fueron constantes, por ultimo en la fase de induccién se
variaron parametros de formulacién de los medios de induccion. La evaluacion de los
cultivos se realizdé mediante el anélisis en el medio de cultivo libre de células para
detectar la produccién y secrecién de tripsindgeno recombinante por medio de
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 12% y se determinaron proteinas
totales. La identidad del tripsindgeno recombinante producido se confirmé mediante
inmunodeteccidn con anticuerpos especificos. En la figura 6 se presenta un esquema
general del la estrategia experimental realizada.

Los cultivos en matraz fueron realizados en tres fases descritas a
continuacion. La composiciéon de los medios y las condiciones de cultivo se
describen en las tablas XVI y XVII. Los cultivos se realizaron con la cepa
KM71TgQ y KM71Tg4.

Fase de activacion: Esta fase fue constante para todos los ensayos realizados
en la cual cada una de las cepas se reactivé en un medio rico (YPD) a partir de las
cepas conservadas en YPD suplementado con glicerol a una concentracién final de
15 %. En un tubo Falcon o Corning de 50 mL de capacidad conteniendo 10 mL de
YPD se inocularon 100 pL del cultivo en conserva y se incubaron a 30°C durante 24
h con agitacion constante de 250 rpm en una incubadora de agitaciéon Environ Shaker

de Lab-Line.
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Figura 6. Representacion esquématica del protocolo experimental para los ensayos de
fermentacion para produccion de tripsinégeno quimérico.

Fase de crecimiento: Los cultivos activados en YPD se utilizaron
posteriormente como indculos para realizar cultivos en BMG (Buffer de Fosfatos 100
mM, YNB 1.34% Glicerol 1%, Biotina 4 x 10'5%) estos cultivos se realizaron en
matraces de 1000 mL conteniendo 100 mL de BMG (Tabla XVI). Cada cultivo se
ajust6 a una DQOgq inicial de 0.3 y se incubd a 30°C con agitacién constante de 250
rpm hasta alcanzar una DOgqy de 6-8 (aproximadamente 12 h).

Fase de induccion: La biomasa obtenida de los cultivos en BMG fue
recuperada por centrifugacion a 4000 rpm y resuspendida en 20 mL de medio BMM
(Buffer de Fosfatos 100 mM, YNB 1.34%, Biotina 4 x 107 %) con metanol al 0.75%
(cada 12 h), BMM suplementado con sorbitol y/o Alanina. Los cultivos fueron
incubados a 30°C y 250 rpm. Las condiciones de cultivo fueron constantes y la
composicion de los medios de induccién fueron variables, tal como se describen en
las tablas XVI 'y XVIIL.

De todos los cultivos se tomaron muestras al final de la fase de induccion, los
cultivos se centrifugaron a 4,000 rpm durante 10 min y al medio de cultivo libre de
células se le determiné proteinas totales (seccién 5.7.5.1.1, Tabla XVIII) y deteccién
del producto recombinante por geles de SDS poliacrilamida (ver seccién 5.7.5.1.2,

Tabla XIX). También se realizé la deteccién de tripsindgeno recombinante por
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Western blot (5.7.5.1.3), para todos los ensayos con ambas cepas, asi como también

los valores finales de pH.

Tabla XVI. Composicién de los medios de cultivo utilizados.

Medio de cultivo

Composicion Final

BMG

Buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0, glicerol 1%, base de
nitrégeno de levadura (YNB) 0.34%, biotina 4 X 10° %

BMM

Buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0, metanol 0.75%, base
nitrogenada de levadura (YNB) 1.34%, biotina 4 X 10°
%

BMMA

Buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0, metanol 0.75%, base
nitrogenada de levadura (YNB) 1.34%, biotina 4 X 10°
%, alanina 0.8%

BMMS

Buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0, metanol 0.75%, base
nitrogenada de levadura (YNB) 1.34%, biotina 4 X 10”
%, sorbitol 2%

Tabla XVII. Resumen de las condiciones experimentales de los cultivos en
matraz de KM71TgQ y KM71Tg4. En todos los casos los
cultivos se realizaron a 30°C de temperatura y 250 rpm de

agitacion.
Ensayo Fase de Fase de
Crecimiento Induccion
- BMG 100 mL 20 mL de BMM
1 - DOgo 1nicial: 0.3 DOgq inicial: 25-30
- DO final: 6-8 Tiempo de induccién: 48 h
Metanol: 0.75% cada 12 h
- BMG 100 mL 20 mL de BMMS
2 - DOgo 1nicial: 0.3 DOgq inicial: 25-30
- DO final: 6-8 Tiempo de induccién: 48 h
Metanol: 0.75% cada 12 h
- BMG 100 mL 20 mL de BMMA
3 - DOg 1nicial: 0.3 DOgq inicial: 25-30

- DOg final: 6-8 Tiempo de induccién: 48 h

Metanol: 0.75% cada 12 h




5.7.5.1.1. Concentracion de proteinas totales en el medio de cultivo

Los plasmidos fueron disefiados y construidos de tal manera que el producto deseado
fuera secretado al medio de cultivo. En la determinacién de las proteinas totales
extracelulares, se utilizaron las muestras del cultivo inducido por 48 h (seccién
5.7.5.1) de las clonas obtenidas, crecidas en BMM, BMMS y BMMA, bajo las

condiciones de cultivo realizadas de acuerdo al procedimiento descrito (Tabla XVII).

La concentracién de proteinas extracelulares totales se determiné en el
sobrenadante del cultivo inducido por 48 h de las cepas obtenidas, para lo cual se
midi6é en un espectrofotémetro (Beckman Coulter) la absorbancia a 595 nm que se
presenta por la formacién de un complejo azul entre proteinas y el azul brillante de
Coomassie G-250 y empleando ASB (Albimina Sérica Bovina) como estdndar de
concentraciéon en un intervalo de 0-45 pg/mL (Bradford, 1976). A continuacién se
describe el método empleado: se pesaron 5 mg de ASB en un matraz de aforacién de
5 mL y se aforé con agua destilada (ASB 1 mg/mL); se colocaron 250 pL de esta
solucién en un matraz de aforacién de 5 mL y se aforé a 5 mL con agua destilada (50
pug/mL). Para el caso del reactivo de Coomassie se disolvieron 10 mg del colorante
azul brillante de Coomassie G-250 en 5 mL de etanol al 95%. Se agit6
vigorosamente y se agregaron 10 mL de 4cido fosférico al 85%. Se mezcld
vigorosamente por 20-30 min, se llevé a 100 mL con agua destilada, se agitd por 20-

30 min y se filtr6 con papel Whatman No. 1 para eliminar el colorante no disuelto.

Se realiz6 la curva de calibracion por triplicado mezclando un volumen
determinado de la solucién de ASB 50 pg/mL, otro volumen determinado de agua
destilada y 800 uL de solucién de reactivo de Coomassie, tal como se describe en la
tabla XVIII y determinando la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de
595 nm. Se mezclaron 200 pL. de muestra y 800 puL de solucién de reactivo de
Coomassie y se determiné la absorbancia a 595 nm de la mezcla.

El célculo de la concentracion de proteinas en el medio de cultivo se realizé por
interpolacién matemaética del valor de absorbancia de la muestra en la recta de

calibracion y teniendo en cuenta el factor de dilucién de la muestra.
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Tabla XVIII. Mezcla de reaccion para la determinacion de la curva de
calibracién del método de Bradford.

Estandar ASB 50 pg/mL Agua destilada
(ng/mL) (uL) (uL)
Blanco 0 200
5.0 20 180
7.5 30 170
15.0 60 140
22.5 90 110
30.0 120 80
45.0 180 20
5.7.5.1.2. Analisis de proteinas por SDS-PAGE

El primer paso para la determinacién del tripsindgeno quimérico en el medio
de cultivo libre de células consisti6 en un desalado y concentrado. Una vez obtenidos
los sobrenadantes de las clonas construidas, estos fueron ultrafiltrados con cartuchos
Centricon Plus-20, mediante centrifugaciones sucesivas en un rotor de dngulo fijo
bajo las siguientes condiciones: 5000 g, 15 min y una temperatura de 4°C. Bajo estas
condiciones de ultrafiltracién se colocé la muestra (un volumen aproximado de 20
mL) y se centrifugd hasta llegar a un volumen de 4 mL (factor de concentracion 1 de
5X). Al concentrado se agregé un buffer A (Tris-HCI 20 mM pH 7.6) hasta
completar volumen de 15 mL y se centrifugé bajo las condiciones descritas
previamente hasta obtener un concentrado de 4.0 mL repitiéndose este proceso 2
veces. El concentrado de 4.0 mL obtenido del paso anterior se someti6 a un cambio
de buffer mediante la adicién del buffer B (Tris-HCl 20 mM CaCl, 1 mM pH 7.6)
hasta completar un volumen de 15 mL y se repiti6 el proceso de concentrado
(obtener 4.0 mL, resuspender y centrifugar) 2 veces hasta obtener un volumen final
de 4.0 mL correspondiente al sobrenadante concentrado y desalado. A partir del
concentrado, se tomaron 1000 pL y se colocaron en un cartucho MICROCON vy
mediante centrifugaciones sucesivas se obtuvo un volumen de 50 pL (factor de
concentracion 2 de 20X, obteniendose un factor final total de concentracion de
100X) y repitiéndose el proceso de lavado de manera similar con ambos buffers (A y
B) hasta obtener el volumen de 50 pL.

Para el andlisis de proteinas se utilizé un gel de poliacrilamida al 12% (como
gel separador) (Ver tabla XIX). Una vez colocadas las muestras en el gel se aplicd

una corriente eléctrica de 10 mA (para la parte concentradora) hasta que el colorante
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azul penetr6 en el gel separador (20-30 min). Se cambi6 la corriente eléctrica a 15
mA y se continud la electroelucion por 1 h. Posteriormente el gel fue desensamblado
y colocado en un recipiente de pldstico conteniendo solucién fijadora (metanol 50%
v/v, dcido acético 10% v/v en agua ultrapura) y permaneci6 en este durante 1 h, se
retird de la solucion fijadora y el gel fue tefiido con una solucién colorante de
Coomassie (Azul brillante de Commassie 0.5 % w/v, metanol 50% v/v, acido acético
10% v/v, en agua ultrapura) durante 30 min y posteriormente se transfirié a la
solucién decolorante (metanol 5% v/v, dcido acético 7% v/v, en agua ultrapura).
Permaneci6 en esta solucion toda la noche hasta la observacién de las bandas azules
de proteinas en un fondo claro del gel y se tom6 una fotografia digital con un sistema
de fotodocumentaciéon Kodak EDAS 290 3UV Transiluminator: El tiempo de

exposicion fue de 1/0.8 s.

5.7.5.1.3. Deteccion del tripsinégeno quimérico mediante Western blot

Para la deteccién tanto de tripsindgeno de camarén y tripsindégeno quimérico (Tg y
TgQ, respectivamente) recombinantes producidos por las cepas KM71 de P. pastoris
se estandarizarén métodos de inmunodetecciéon que permitierén la identificacion
especifica de ambas proteinas. Para la detecciéon se emplearon los anticuerpos
monoclonales (mAb) especificos para la region de tripsina como primer anticuerpo.
Un mAb anti-IgG conejo conjugado con fosfatasa alcalina (molécula completa
producida en cabra, Sigma Num. Cat. A 3812) fue utilizado como un anticuerpo
secundario. Para la inmunodeteccién por Western blot de los tripsindgenos
recombinantes presentes en el sobrenadante de los cultivos inducidos, se realiz6 la
separacion de proteinas por SDS-PAGE al 12% (Tabla XIX) de los sobrenadantes
concentrados 100X tal como se describe en la seccién 5.7.5.1.2. Posteriormente se
llevé a cabo una electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa de tamafio de
0.45 pm (Sigma-Aldrich Num. Cat. Z3611380). Se prepar6 un casete de
transferencia colocando 2 esponjas (BIO RAD, Num. Cat. 1703966), 2 hojas de
papel filtro de poro abierto (sin marca, Proveedor: Reactivos y Equipos) previamente

cortadas al tamafo del gel.
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Tabla XIX. Volumenes y concentracion final para la realizaciéon de los geles

de poliacrilamida

Solucién Gel concentrador | Gel separador 12%

stock (uL) (uL)
Agua destilada 1220.0 2190.0
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 260.0 3120.0
Tris-CI/SDS pH 6.8 5000 | -
Tris-C/SDSpH88 | = - 1990.0
PSA 10% 10.0 80.0
TEMED 2.0 5.0
Volumen final (mL) 2.0 8.0

El gel de poliacrilamida con las muestras a transferir y la membrana de
nitrocelulosa fueron acomodados en el orden que se muestra en la figura 7. Los
componentes del sidndwich fueron previamente humedecidos con buffer de
transferencia Towbin (Tris-Base 25 mM, glicina 186 mM, metanol 20%). Se colocé
el casete de transferencia en la cimara Trans-Blot® SD BIO RAD, y se le aplicé una
corriente de 300 mA por 4 h. Al término de la transferencia se tifié la membrana de
nitrocelulosa con colorante rojo Ponceau (Sigma # Cat. P3504) (Rojo Ponceau 0.1%,
dcido acético 5%) de 1 a 5 min para facilitar la localizacién del marcador de peso
molecular y asi poder por lo tanto detectar la proteina de interés, posteriormente la
membrana aun teflida con rojo Ponceau se enjuagd con agua bidestilada y se colocd
en un recipiente limpio (de 5 x 11 cm de base y 3 cm de altura), una vez que se
enjuagd se llevd a cabo el bloqueo de la membrana con 20 mL de solucién
bloqueadora (TBS Tween 2%) por 20 min. Después se decanté la solucién
bloqueadora y en ese recipiente conteniendo la membrana se agregaron 20 mL TBS
Tween 0.2% (TTBS 0.2%, Solucién de Lavado), luego se decanté el contenido y se
realiz6 un segundo lavado con esta solucion. Una vez que se decantd la solucion de
lavado en el mismo recipiente se dejé incubando con el primer mAb Antitripsina
diluido 1:1000 en 20 mL de TBS 1X, durante toda la noche a 4°C. Al término de la
incubacién, se virtié el contenido (anticuerpo diluido) y la membrana fue lavada con
TTBS 0.2% de la misma manera que para enjuagar membrana con la solucién de
bloqueo (2 lavados de 5 min). Y en el mismo recipiente una vez finalizado el
segundo lavado y vertida la solucién de lavado se agregaron 20 mL de TBS 1X
conteniendo el segundo anticuerpo conjugado a fosfatasa (Anti-Rabbit IgG, Sigma

A3812-.5ML) diluido 1:5000 durante 1 h a temperatura ambiente. Se procedié a
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lavar la membrana con 2 lavados con TTBS 0.2% por 5 min cada uno, se decant6 el
contenido y en el mismo recipiente se hizo un dltimo lavado con TBS 1X por 5 min;
una vez transcurrido este tiempo, se decantd la solucion TBS y la membrana
cuidadosamente se colocd en un recipiente de fondo plano y transparente, se utilizé
como agente revelador una mezcla 1:1 de componente A de substrato de fosfatasa
alcalina (Sigma Num. Cat. A-0477) de membrana y el componente B (Sigma Num.
Cat. A-0727), se aplic6 sobre la membrana un volumen final de 1 mL y se detuvo la
reaccion con agua bidestilada al chorro una vez que se observé la aparicién de las

bandas esperadas.

CATODO ()
Esponja
o
z
Papel filiro o
[+
A =
=
=
Gel de poliacrilamida oy
2
Membrana o
Papel filtro
: w
Esponja .
ANODO (1)

Figura 7. Casete de transferencia utilizado en Western blot para la deteccion de Tgd y
TgQ.

5.8. Cinéticas de crecimiento comparativas en condiciones de induccion del gen
heterologo de las cepas KM71TgQ, KM71Tg4 y KM71PhyC

Con el objetivo de evaluar el crecimiento celular en tres medios de cultivo durante la
etapa de induccién del gen heterdlogo, se llevarén a cabo cinéticas de crecimiento de
12 h en matraz con agitacion constante empleando las cepas KM71TgQ, KM71Tg4 y
KM71PhyC empleando diferentes formulaciones del medio de inducciéon (Tabla
XVI) y se determinarén las velocidades especificas de crecimiento y tiempos de

duplicacién.
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Las formulaciones empleadas para evaluar las cinéticas de crecimiento de las
3 cepas en estudio fueron iguales a las formulaciones empleadas para la deteccidn del
tripsinégeno quimérico en los cultivos de produccidn, tanto para la etapa de
obtencién de biomasa, como en la etapa de induccidn, excepto en la densidad celular
inicial empleada, que en las cinéticas comparativas empleadas, las densidades
celulares iniciales fueron menores.

La cepa fue reactivada previamente en 10 mL de caldo YPD (peptona 2%,
extracto de levadura 1%, dextrosa 2%) contenidos en tubos cénicos de 50 mL a
30°C/250 rpm durante 24 h. Este cultivo posteriormente se utilizé de indculo para
realizar una etapa de crecimiento previo en 25 mL de medio amortiguado de buffer
de fosfatos con glicerol (BMG) a 30°C/250 rpm en un matraz Erlenmeyer de 250 con
una DOgy inicial de 0.3. El cultivo se dejé crecer en estas condiciones hasta alcanzar
una DOggo de 1.4 (5.5 h). Posteriormente, el cultivé se centrifugé en un tubo cénico
de 50 mL a 4000 rpm/10 min para recuperar las células, se reajusté la densidad
optica inicial a 1.0 y obtener un volumen final de 25 mL de cada uno de los tres
medios amortiguados, conteniendo metanol como fuente de carbono e inductor
(BMM), o bien ademas del metanol conteniendo sorbitol 2% (BMMS) o alanina
0.8% (BMMA). Las suspensiones obtenidas se cultivarén a 30°C/250 rpm durante 12
h de induccion. De cada cultivo se tomé una muestra de 300 uL cada 2 h (2, 4, 6, 8,
10 y 12 h) para determinar la biomasa celular por turbidimetria tal como se describe
en la figura 8. Asi mismo, se tomaron muestras de 100 pL del cultivo cada 2 h'y se
mezclaron con buffer de fosfato de potasio 100 mM pH 6.0 para realizar diluciones
seriadas, 20 pL de estas diluciones se colocaron en placas de YPD-agar y se
incubaron a 30°C durante 24 a 48 h, se contd el numero de colonias tomando en
cuenta las diluciones que tuvieran entre 20 y 50 colonias. Se determind en nimero de
unidades formadoras de colonias por mililitro de cultivo (UFC/mL), con la siguiente

ecuacion:

U7FC =#cole 50 FD
mL

Donde #col es el nimero de colonias contadas y FD es el factor de dilucién

utilizado.
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Obtencién . Lectura * (FD)
de muestra 000 =DO0¢0 nm
Lectura
Cinética de crecimiento Llevar a 3 mL a 600 nm
(BMM/BMMS/BMMA) con medio
100 uL
20 uL
ada gota O O O
\/ v v v
*900 uL *900 uL *900 uL *900 uL *900 uL O O O
Lo 1:10 1:10 1:104 1:10°
Y YPD agar
*Buffer Fosfato de Potasio 100 mM, pH = 6 l
Incubacién
Calculo de Obtencién Conteo de 30°C
UFC/mL de promedio colonias 24-48 horas

Figura 8. Esquema general del procedimiento realizado para obtener los valores de
DOgp y UFC/mL a cada tiempo. Con los valores obtenidos se construyeron las graficas
DOggo vs Tiempo y UFC/mL vs Tiempo.

Para calcular las velocidades especificas de crecimiento (u) se construyeron
graficas semilogaritmicas de DOggp y UFC/mL (Se determiné el logaritmo natural de
cada DOgpp y UFC corregida por el factor de dilucién vs tiempo y se determinaron
las pendientes de dichas curvas de crecimiento en la fase exponencial mediante el
método de minimos cuadrados. Las pendientes de cada curva correspondieron a los
valores de cada velocidad especifica de crecimiento en h”'. Para calcular los tiempos

de duplicacion (TD) se aplico la siguiente ecuacion:

5.8.1. Analisis estadistico
El procesamiento de datos para el cdlculo de velocidades especificas de crecimiento
y tiempos de duplicacién asi como la construccién de las gréficas de las cinéticas de

crecimiento se realizé con el programa Microsoft Excel Office 2003.
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Cada una de las cinéticas de crecimiento se realizaron por triplicado para cada
cepa, los tres valores de velocidades especificas de crecimiento y tiempos de
duplicacién para cada cinética se promediaron y se calcularon la desviacion estdndar
y los coeficientes de variacion para cada caso. Los valores de velocidad especifica de
crecimiento y tiempos de duplicacion de las diferentes cepas cultivadas en un mismo
medio y evaluado con una misma técnica se compararon realizando un andlisis de
varianza (ANOVA) con comparaciones miultiples de medias con la prueba de Tukey

con la ayuda el programa SPSS 15.0.
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6. RESULTADOS

6.1. Diseiio de oligonucledtidos para facilitar la sintesis por PCR del fragmento
TgQ y su clonacion en un vector de expresion

La secuencia de los iniciadores disefiados asi como los diferentes elementos de éstos,
se muestran en la figura 9. En la parte superior se presenta la secuencia del iniciador
5’TgQ de 53 nucledtidos, donde se indica en color rojo el sitio de reconocimiento
para la enzima Xhol, en color rojo y azul la regién correspondiente a un fragmento de
12 nucledtidos de la secuencia prepro del factor a de S. cerevisiae que codifica para
los aminodcidos Leu, Glu, Lys, y Arg, previos al primer codén de inicio del
tripsindégeno quimérico (GCC), destacado en negro, y que corresponde a una alanina.
Se resalta también el sitio de corte proteolitico Kex2 entre la arginina y la alanina. En
la parte inferior se muestra el iniciador 3’Tr de 27 nucleétidos, iniciando con 3
nucleédtidos de anclaje en color rojo, el sitio de reconocimiento para la enzima Avrll
en color negro, el complementario reverso de un codén de terminacién en color azul,
y la secuencia complementaria reversa de la secuencia nucleotidica que codifica para
el extremo carboxilo terminal de la tripsina de camar6n en color verde.

La verificacion de los iniciadores diseflados se realiz6 mediante una
simulacién de la PCR con el programa Amplify 1.2 (figura 10), teniendo como
secuencia molde la secuencia del DNAc del tripsindgeno de L. vannamei de 854 pb
(No. acceso GenBank X86369). Esta simulacion de la PCR con los oligonucleétidos
5’TgQ y 3’Tr dio lugar a una dnica banda de 762 pb correspondiente a la secuencia
nucleotidica del tripsinégeno quimérico (738 pb) mas la secuencia nucleotidica de
los extremos afiadidos por los iniciadores para dirigir la clonacién (iniciador 5°TgQ
15 pb e iniciador 3’Tr 9 pb). El programa no sefalé la presencia de bandas

inespecificas.
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Inicio del tripsinégeno quimérico
Xhol
—_——

5’ CCT CTC GAG AAA AGA GCC CCC TTT GAT GAT GAT GAC AAG ATC GTC GGA GGA AC 3’
Leu Glu Lys Arg Ala Pro Phe Asp Asp Asp Asp Lys Ile val Gly Gly
-

Parte dela secuencia prepro Sitio de corte proteolitico Kex2

del Factor alfa de S. cerevisiae Inicio de la regién de tripsina

Avrll
—_——
57 ACA CCT AGG TTA AAC AGC ATT GGC CTT.. 3~
— |
Nuclestidode Codén de Nucledtidos complementarios
anclaje complementario término complementario reverso  reversos al extremo carbéxilico de tripsina

Figura 9. Secuencia de los iniciadores disefiados. En la parte superior se muestra la
secuencia del iniciador 5’TgQ , donde se indica en color rojo el sitio para Xhol, en color rojo
y azul la porcién correspondiente a una parte de la secuencia prepro del factor alfa de S.
cerevisiae, asi como el sitio de corte proteolitico para el factor Kex2. Se destaca también el
inicio del tripsindgeno quimérico (en color negro) marcado por su primer codén (GCC). En
la parte inferior se muestra el iniciador 3’ Tr indicandose en color negro el sitio para Avrll, la
secuencia complementaria reversa de la secuencia nucleotidica que codifica para el extremo
carboxilo terminal de la tripsina de camar6én (color verde) y en azul se indica el
complementario reverso de un codén de terminacion.

DNAc de tripsindégeno de L. vannamei

5 TgQ
- b J, 3
q ==}
3 Tr
762

Figura 10. Simulacion de la PCR mediante el programa Amplify 1.2. Como datos de
entrada se emplearon los iniciadores disefiados y la secuencia del DNAc del tripsinégeno de
L. vannamei de 854 pb obtenida del GenBank (No. de acceso X86369). Los tridngulos de
color azul y rojo representan los iniciadores 5’ TgQ y 3’Tr, respectivamente, y el grosor de
los mismos representa el grado de complementariedad al DNA molde (azul). La linea en
negro representa el producto amplificado perteneciente al fragmento 7gQ de 762 pb.

Otros pardmetros que se obtuvieron en la simulacién virtual para los

iniciadores disefiados fueron: una alta capacidad de iniciacién (primability) del 84%

para el iniciador 5’TgQ, pardmetro relacionado con la capacidad de unién del
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extremo 3’ del iniciador con el DNA blanco. Amplify sugiere una capacidad de
iniciacion mayor del 80%. En relacion a la capacidad de uni6én total del
oligonucleétido a la secuencia blanco (stability), se obtuvo un valor de 51%. Amplify
recomienda una estabilidad mayor del 40%. Para el iniciador 3’Tr se obtuvo una alta
capacidad de iniciacién (93%) y una alta estabilidad de hibridacién (50%). Como
resultado del estudio realizado, se obtuvo la figura 11 donde se muestra que 14
nucledtidos del iniciador 5’TgQ hibridan con la secuencia blanco (figura 11
superior), y 15 nucledtidos del iniciador 3’Tr hibridan con la secuencia blanco
(figura 11, inferior). Los nucledtidos sin complementariedad, correspondieron a

sitios de restriccion y parte de la secuencia prepro del factor alfa de S. cerevisiae.

Primer: 5% TgQ

XhoI
5 3
CCTCTCGAGAAAAGAGCCCCCTTTGATGATGATGACAAGATCGTCGGAGGAAC
I [ (. [ FEEETEEEr e
AAAGAGCCCCCTCCAGGAAGCCCACCTTCCGCCGCGGTCTCAACAAGATCGTCGGAGGAACTGACGCCAC
| I
1207 1259

Primer: 3" Tr

1942 1968
| |
TCCTACCATGTCGATTGGATTAAGGCCAATGCTGTTTAACTGCCCGTAGAATTCCCTAGGGCGGCCGCGA
FEEETTEErrr e
AAGGCCAATGCTGTTTAACCTAGGTGT
—

3
AvrIil

Figura 11. Hibridacién de los iniciadores con la secuencia molde. El esquema de estas
hibridaciones se obtuvo al realizar el andlisis de los iniciadores mediante el programa
Amplify 1.2. En la parte superior se muestra la hibridacién del iniciador 5°TgQ con la
secuencia molde. Se destaca en rojo el sitio para Xhol. En la parte inferior se muestra el
iniciador 3’ Tr (complementario y reverso). Se destaca el sitio para Avrll (en rojo) y el codén
de terminacién en azul. En ambos casos se presenta la secuencia blanco en la que hibridan
los iniciadores.

6.2. Clonacion del fragmento 7gQ en el vector pGEM
6.2.1. Sintesis por PCR del fragmento 7gQ

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando como secuencia blanco

el plasmido pPIC97g, los iniciadores 5’TgQ y 3’Tr, GoTag DNA polimerasa y una
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rampa de 35 a 72°C en la etapa de hibridacién por dos ciclos, gener6 una tnica banda
de 762 pb en un gel de agarosa al 2.5% (figura 12), corroborando el disefio correcto
de los iniciadores y las condiciones del programa térmico establecidas para la sintesis

del fragmento 7gQ.

M1 23 4

pb

— 762pb

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X del producto
amplificado correspondiente a la sintesis del fragmento 7gQ empleando GoTaq DNA
polimerasa, y etapas de hibridaciéon con una rampa de 35 a 72°C por dos ciclos y 60°C
por 30 ciclos. M: Marcador de tamafio molecular (HyperLadder IV); Carril 1: Control
negativo de la PCR (sin DNA); Carril 2: Control positivo de la PCR (DNAp de pPIC9Tg
amplificado con iniciadores de tripsindgeno); Carril 3: Control positivo II de la PCR (DNAp
de pPIC9Tg amplificado con iniciadores de tripsina), Carril 4: Producto amplificado de 762
pb correspondiente al fragmento 7gQ (738 pb), mds las secuencias nucleotidica de 15 y 9 pb
afiadidas por los iniciadores en los etremos 5’ y 3’, respectivamente.

En la figura 12 Se puede observar que la posicién de la banda de 762 pb se
encontrd entre las bandas de 780 pb, correspondiente al DNAc de tripsinégeno de L.
vannamei (carril 1), y 738 pb correspondiente al DNAc de tripsina de L. vannamei
(carril 2).

La sintesis del fragmento TgQ por PCR utilizando la enzima de alta fidelidad
Pfu DNA polimerasa, pldsmido pPIC9Tg, los iniciadores 5’TgQ y 3’Tr y una rampa
de 4 a 72°C en la etapa de hibridacién por cinco ciclos, también generdé una tnica

banda de 762 pb en un gel de agarosa (figura 13).
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X del producto
amplificado correspondiente a la sintesis del fragmento 7gQ empleando Pfu DNA
polimerasa de alta fidelidad, y etapas de hibridacién con una rampa de 4.0 a 72°C por
cinco ciclos y 55°C por 30 ciclos. M: Marcador de tamafio molecular (HyperLadder 1V);
Carril 1: Control negativo de la PCR (sin DNA); Carril 2: Control positivo de la PCR
(DNAp de pPIC9Tg amplificado con iniciadores de tripsindgeno); Carril 3: Control positivo
II de 1a PCR (DNAp de pPIC9Tg amplificado con iniciadores de tripsina), Carril 4: Producto
amplificado de 762 pb correspondiente al fragmento TgQ (738 pb), mas las secuencias
nucleotidica de 15 y 9 pb afiadidas por los iniciadores en los extremos 5  y 3’,
respectivamente.

Al igual que en el caso anterior (amplificacion con GoTag DNA polimerasa,
figura 12), amplificando con una DNA polimerasa de alta fidelidad (Pfu DNA
polimerasa), también se observd la posicion esperada para la banda correspondiente
al producto amplificado del fragmento TgQ (762 pb, carril 3) respecto a 780 pb de
DNACc de tripsindgeno y 738 pb de DNACc de tripsina.

6.2.2. Construccion y caracterizacion del vector pGEMT7gQ

En la figura 14 se muestra un gel de agarosa de los DNA’s plasmidicos de 6 colonias
provenientes de la transformacion con el producto de ligaciéon de pGEM con el
fragmento TgQ sintetizado con Pfu DNA polimerasa. Claramente se pudo observar
las distintas conformaciones caracteristicas de los DNA’s plasmidos (pGEMT7gQ)
que corresponden a formas relajadas, enrolladas y superenrolladas. Asi mismo
también se observd su pureza en las preparaciones y la auscencia de RNA. Con una
de estas preparaciones se llevd a cabo la caracterizaciéon mediante PCR, digestion

con Xhol y Avrll y mediante secuenciacion.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la integridad del
DNA plasmidico aislado de clonas transformadas con el producto de la ligacion de el
vector pGEM vy el fragmento 7gQ. Carril M: Marcador de tamafio molecular (HyperLadder
I); Carriles 1-6: DNA plasmidico de 6 clonas obtenidas durante la transformacién en E. coli
XL10 GOLD

En la figura 15 se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % de los
resultados de la caracterizacion por PCR del DNA plasmidico de dos colonias
trasformadas que deberian contener el vector pGEMT7gQ, empleando los
oligonucleétidos especificos para el DNAc de tripsina de camardn (carriles 3 y 4). La
presencia de una banda de 738 pb el mismo tamafio que el control positivo del
ensayo de PCR (vector pPIC9Tyg, carril 2), confirmé la presencia del fragmento TgQ

en los pldsmidos de las dos transformantes.

M1 2 3 4

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X de la caracterizacion
por PCR del vector pGEMTgQ. Carril M: Marcador de tamafio molecular (Hipper Ladder
I); Carril 1: Control negativo; Carril 2: Control positivo (PCR de DNAp de pPIC9Ty);
Carriles 3 y 4: DNA plasmidico de 2 colonias transformantes, donde se observan las 2 cepas
positivas para la amplificacién del DNAc quimérico.
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Las colonias que resultaron positivas para la amplificaciéon del fragmento
TgQ se propagaron y a partir de éstas se realizaron preparaciones de DNA
plasmidico en cantidad suficiente para llevar a cabo los ensayos de caracterizacion
enzimdtica y posterior subclonacién en el vector pPIC9. El rendimiento de
recuperaciéon del DNA del plismido pGEMTgQ fue de 6766 ng totales a una
concentracion de 112.78 ng/uL.

La caracterizacién con las enzimas de restriccion Xhol y Avrll del DNA
plasmidico pGEM7gQ de una de las cepas, caracterizado previamente por PCR, se
muestra en en la figura 16. La presencia de un fragmento de 3016 pb que
corresponde al vector pGEM, y el fragmento de 750 pb correspondiente al fragmento
TgQ (738 pb) mas 13 pb extras, confirmé la correcta construccién del pasmido
pGEMTgQ. En el mismo gel de agarosa se incluyeron como controles el vector
pPGEMTgQ linearizado con Xhol (carril 2), linearizado con Avrll (carril 3), y en el
carril 1 el plasmido pGEMTgQ sin linearizar. El fragmento de 750 pb liberado del

vector fue empleado para la clonacién en pPIC9.

M 1 2 3 4 5 6

pb

10000

8000

—— 3016pb

—— 750pb

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en TBE 1X de la digestion con Xhol
y Avrll del vector pGEMTgQ. Carril M: Marcador de tamafio molecular (Hipperladder I);
Carril 1: vector pGEMTgQ sin digerir con Xhol; Carril 2: vector pGEMTgQ linearizado con
Xhol; Carril 3: vector pGEM TgQ sin digerir con Avrll, carril 4: vector pGEMT7gQ
linearizado con Avrll; carril 6: vector pGEMTgQ digerido con Xhol y Avrll, donde se
observan los fragmentos esperados de 750 pb y 3016 pb correspondientes al fragmento 7gQ
y al vector pGEM, respectivamente.
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En la figura 17 se muestra el alineamiento realizado con el programa BioEdit
entre las secuencias nucleotidicas directas o complementarias reversas (CR)
obtenidas por secuenciacién del plasmido pGEMTgQ con los iniciadores universales
T7F, SP6R, M13F y M13R, y los oligonucleétidos 5’ TgQ y 3’ Tr, empleados para la
sintesis del fragmento 7gQ. Ademds se muestra la secuencia consenso de este
alineamiento que corresponde a la secuencia nucleotidica de TgQ.

Sorprendendetente, las cuatro secuenciaciones no mostraron la presencia del
sitio Xhol en pGEMTgQ. Sin embargo, este plasmido se cortd eficientemente con
Xhol y Avrll, obteniéndose el fragmento del tamafio esperado (figura 16), lo cual
confirma la presencia del sitio Xhol en pGEMTgQ. La traduccién del fragmento 7gQ
(figura 18) claramente mostré que los 8 primeros aminodcidos de TgQ

(APFDDDDAK) corresponden al péptido de activacién del tripsindgeno humano.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
BN IR T R |
M13F ANNCGACTCAC! GAATT CCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGC T GAAAAGAGCCCCCTTTGATGATGAT

M13R(CR) NT GAAAAGAN- CCCC- TTGATGATGAT
TF CCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGC T GAAAAGAGCCCCCTTTGATGATGAT
SP6R (CR) NNNCATGCTCCC GNCNCCATGGCCGCGGGA T G AAAGAG CCCCNTTGATGATGAT
5TgQ CCTCTCGAGAAAAGAGCCCCCTTTGATG!
3Tr (CR)
Gen TqQ GCCCCCTTTGATGATGAT
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
M13F GACAILGAU GTC : : 'CACTCC ‘ TGCC l‘ 1ACCAGCTCAM_1U‘( AGGACAACTC : ‘rrrr-rrrrn'rTTcTt‘:CGGct‘:
M13R(CR) GNCAAGNTCGTCGN GGAAGTGAGGTCANNNN GGG AGCTNNN - ACCAGCTCANNTNNGA CAANTNCTGGGG ACCGNCTGGCATTTCTGCNGCN
TTF GACAAGATCGTC 'CACTCC TGCCTTACCAGCTCAGCTTCCAGGACAACTCC ‘CGCCTGGCATTTCTGCGGCG
SP6R(CR) GACANN TCGTNGN GGAANNGAGGTCACTNCTGGG AGCTNNNT ACCAGCTCAGNTT 'AACTCCTGGGG ACCGCCTGGCATTTCTGCGNCG
5TgQ GACAAGATCGTCGGAGGAAC
3Tr (CR)
Gen TgQ GACAAGATCGTC ACTCC TGCCTTACCAGCTCAGCTTCCAGGACAACTCC 'CGCCTGGCATTTCTGCGGCG
210 230 250 260 270 280 290 300
P I I . P I | B N B T B B I I I I TR |
M13F CCTCCATCTACAACGAGA. CATCTGCGCTGGTCACTGCGTCCAGGGCGACGACTTTGATAATCCCAGCTACCTTCAGGTCGTGGCCGGAGAGCA
M13R(CR) NN CCATCTACAACGAGAATTGGGCCATCTGCGCTGGTCACTGCNNCCAGGGCGACGACTTTGATANTCCCAGCTANCTTCAGGTCGTGGCCNGAGAGCA
TTF CCTCCATCTACAACGAGA. CATCTGCGCTGGTCACTGCGTCCAGGGCGACGACTTTGATAATCCCAGCTACCTTCAGGTCGTGGCCGGAGAGCA
SP6R(CR) CCTCCATCTACAACGAGA CATCTGCGCTGGTCACTGC GACGACTT ATCCCAGCTACCTTCAGGTCGTGGCCGGAGAGCA
5TgQ
3Tr (CR)
Gen TgQ CCTCCATCTACAACGAGA. 'CATCTGCGCTGGTCACTGCGTCCAGGGCGACGACTTTGATAATCCCAGCTACCTTCAGGTCGTGGCCGGAGAGCA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
E IR e O R B T T L B I R B I R |
M13F TAACTTCGACGTGAAT AACGAGCAGACGGTCGTCCTCTCCAAGATCATCCAACACGAGGACTACAACGGCTTCACTATCAGCAACGACATCTCC
M13R(CR) TAACTTCGACGTGAAT AACGAGCAGACGGTCGTCCTCTCCAAGATCATCCAACACGAGGACTACAACGGCTTCACTATCAGCAACGACATCTCC
T7F TAACTTCGACGTGAAT AACGAGCAGACGGTCGTCCTCTCCAAGATCATCCAACACGAGGACTACAACGGCTTCACTATCAGCAACGACATCTCC
SP6R(CR) TAACTTCGACGTGAAT AACGAGCAGACGGTCGTCCTCTCCAAGATCATCCAACACGAGGACTACAACGGCTTCACTATCAGCAACGACATCTCC
5TgQ
3Tr (CR)
Gen TqQ TAACTTCGACGTGAAT AACGAGCAGACGGTCGTCCTCTCCAAGATCATCCAACACGAGGACTACAACGGCTTCACTATCAGCAACGACATCTCC
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
D R e e I IR I IR P IR I I IR [PPSR IR [P IR PP I |
M13F CTGCTCAAGTTTTCTCAGCCTCTGAGCTTCAACGACTACGTTCGCGCCATCGATATTCCCGCTCAGGGTCACGCTGCCTCTGGCGACTGCATCGTGTCCG
M13R(CR) CTGCTCAAGTTTTCTCAGCCTCTGAGCTTCAACGACTACGTTCGCGCCATCGATATTCCCGCTCAGGGTCACGCTGCCTCTGGCGACTGCATCGTGTCCG
TTF CTGCTCAAGTTTTCTCAGCCTCTGAGCTTCAACGACTACGTTCGCGCCATCGATATTCCCGCTCAGGGTCACGCTGCCTCTGGCGACTGCATCGTGTCCG
SP6R(CR) CTGCTCAAGTTTTCTCAGCCTCTGAGCTTCAACGACTACGTTCGCGCCATCGATATTCCCGCTCAGGGTCACGCTGCCTCTGGCGACTGCATCGTGTCCG
5TgQ
3Tr (CR)

Gen TgQ CTGCTCAAGTTTTCTCAGCCTCTGAGCTTCAACGACTACGTTCGCGCCATCGATATTCCCGCTCAGGGTCACGCTGCCTCTGGCGACTGCATCGTGTCCG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
JR T T [ (U U [ EOAUAUY EOUUA N (PUUPURN ISUUR AR (PRI ISR IR (SRR ISP IR
M13F GCTGGGGCGCTCTCACTGA AGCTCCCCCAGTGTCCTGCAGA GTCCGTTCCCATCGTGTCTGACGAC GCGATGCTTATGGCCA
M13R(CR) GCTGGGGCGCTCTCACTGA AGCTCCCCCAGTGTCCTGC A GTCCGTTCCCATCGTGTCTGACGACGAGTGTCGCGATGCTTATGGCCA
T7F GCTGGGGCGCTCTCACTGA. AGCTCCCCCAGTGTCCTGC A GTCCGTTCCCATCGTGTCTGACGACGAGTGTCGCGATGCTTATGGCCA
SP6R(CR) GCTGGGGCGCTCTCACTGA AGCTCCCCCAGTGTCCTGC A GTCCGTTCCCATCGTGTCTGACGACGAGTGTCGCGATGCTTATGGCCA
5TgQ
3Tr (CR)
Gen TqQ GCTGGGGCGCTCTCACTGA. AGCTCCCCCAGTGTCCTGC A GTCCGTTCCCATCGTGTCTGACGACGAGTGTCGCGATGCTTATGGCCA
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
D I e e I L I I e I IR I I I I IR IR IR I I |
M13F GAGCGACATTGAGGACTCCATGATCTGTGCC CCNAGGGC ANTCGTGCCNGN TGACTCTGGCGGCCCC TTGCCTGNTCTGANA N
M13R(CR) GAGCGAC. TCCATGATCTGTGCC! 'CCGAGGGCGGCAAGGACTCGTGCC GACTCTGGCGGCCCCCTTGCCTGCTCTGACACC
T7F GAGCGACATTGAGGACTCCATGATCTGTGCC 'CCGAGGGCGGCAAGGACTCGTGCCA GACTCTGGCGGCCCCCTTGCCTGCTCTGACACC
SP6R(CR) GAGCGAC. TCCATGATCTGTGCC! 'CCGAGGGCGGCAAGGACTCGTGCC 'GACTCTGGCGGCCCCCTTGCCTGCTCTGACACC
5TgQ
3Tr (CR)
Gen TgQ GAGCGAC. TCCATGATCTGTGCC! 'CCGAGGGCGGCAAGGACTCGTGCC 'GACTCTGGCGGCCCCCTTGCCTGCTCTGACACC
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
FR PR I B I S T A I A (R OO (N EOUAPANN (SN IOUPADRPRN I |
M13F G NTCNCC TAC.TGGCNN CATCGTGTCTGGGG CTANNN TGNGCC GTCNNTA( CTGGCNNGNNNGCTGAGNNN 'TAC ANGNCN- - TGN
MI13R(CR) GGCTCCACCTACCTGGCCGGCATCGTGTCCTGGGGCTACGGCTGTGCCCGTCCCAACTACCCTGGCGTGTATGCTGAGGTCTCCTACCATGTCGATTGGA
T7F GGCTCCACCTACCTGGCCGGNATCGTGTCCTGGGGCTANGGCTGTGCCCGTCCCAACTACCCT TGCTGNNN - CTNCTACCATGTCGATTNNN
SP6R(CR) GGCTCCACCTACCTGGCCGGCATCGTGTCCTGGGGCTACGGCTGTGCCCGTCCCAACTACCCTGGCGTGTATGCTGAGGTCTCCTACCATGTCGATTGGA
T
3Tr (CR)
Gen TqQ GGCTCCACCTACCTGGCCGGCATCGTGTCCTGGGGCTACGGCTGTGCCCGTCCCAACTACCCTGGCGTGTATGCTGAGGTCTCCTACCATGTCGATTGGA
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
B R B T T T I B e T I e P I O R I I I I IO I |
M13F TCA-G-C-~ATGCTNT-~ANN--ANN-GN-ATC-CT! GNG- CN-C-TGCNG TCNNCNNT- -GG ANNNCNNNN TG-ANGNNNN TGNN
M13R(CR) TCAAGGCCAATGCTGTTTAACCTAGGTGTAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA TCCCAACGC TGCATAGCTTGAG
TTF CNGNN ATGCTGTT ~ACCTNGN- GTA TCACTANTGNG CNNC- TGCNGN- CGAC-ATATGG ANANNTCC-ANNN-GTTGN
SP6R(CR) TCAAGGCCAATGCTGTTTAACC! ATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGT GGATGCATAGCTNNNN
5TgQ
3Tr (CR) ARGGCCAATGCTGTTTAACCTAGGTGT

Gen TgQ TCAAGGCCAATGCTGTTTAA

910 920 930 940 950 960 970 980
O T O [ (AU IO RN (PURUUY IUUR AR ISR ISP IR ISP IO
M13F
M13R(CR) TATTC ACCTAAATAGCTGGC
T7F
SP6R (CR)
5TgQ
3Tr (CR)
Gen TgQ

Figura 17. Alineamiento entre las secuencias nucleotidicas directas o complementarias
reversas (CR) obtenidas por secuenciacion plasmido pGEMT7gQ con los iniciadores
universales T7F, SP6R, M13F y M13R, y los oligonucleétidos 5°TgQ y 3’Tr. También se
muestra la secuencia consenso de este alineamiento que corresponde a la secuencia
nucleotidica de 7gQ.
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1 GCC CCC TTT GAT GAT GAT GAC AAG ATC GTC GGA GGA AGT GAG GTC 45

1 A P F D D D D K I v G G S E v 15
46 ACT CCT GGG GAG CTG CCT TAC CAG CTC AGC TTC CAG GAC AAC TCC 90
16 T P G E L P Y Q L S F Q D N S 30
91 TGG GGG ACC GCC TGG CAT TTC TGC GGC GCC TCC ATC TAC AAC GAG 135
31 W G T A W H F c G A S I Y N E 45

136 AAT TGG GCC ATC TGC GCT GGT CAC TGC GTIC CAG GGC GAC GAC TTT 180
181 GAT AAT CCC AGC TAC CTT CAG GTIC GTG GCC GGA GAG CAT AAC TTC 225
61 D N P S Y L Q v % A G E H N F 75

226 GAC GTG AAT GAG GGC AAC GAG CAG ACG GTC GTC CTC TCC AAG ATC 270
76 D \Y% N E G N E Q T v v L S K I 90

271 ATC CAA CAC GAG GAC TAC AAC GGC TTC ACT ATC AGC AAC GAC ATC 315
91 I Q H E D Y N G F T I S N D I 105

316 TCC CTG CTC AAG TTT TCT CAG CCT CTG AGC TTC AAC GAC TAC GTT 360
106 S L L K F S Q P L S F N D Y v 120

361 CGC GCC ATC GAT ATT CCC GCT CAG GGT CAC GCT GCC TCT GGC GAC 405
121 R A I D I P A Q G H A A S G D 135

406 TGC ATC GIG TCC GGC TGG GGC GCT CTC ACT GAA GGA GGC AGC TCC 450
136 C I v S G W G A L T E G G S S 150

451 CCC AGT GTIC CTG CAG AAG GIG TCC GTT CCC ATC GIG TCT GAC GAC 495
151 P S v L Q K v S v P I v S D D 165

496 GAG TGT CGC GAT GCT TAT GGC CAG AGC GAC ATT GAG GAC TCC ATG 540
166 E C R D A Y G Q S D I E D S M 180

541 ATC TGT GCC GGA GIG CCC GAG GGC GGC AAG GAC TCG TGC CAG GGT 585
181 I C A G v P E G G K D S C Q G 195

586 GAC TCT GGC GGC CCC CTT GCC TGC TCT GAC ACC GGC TCC ACC TAC 630
196 D S G G P L A c S D T G S T Y 210

631 CTG GCC GGC ATC GTG TCC TGG GGC TAC GGC TGT GCC CGT CCC AAC 675
211 L A G I v S W G Y G C A R P N 225

676 TAC CCT GGC GTG TAT GCT GAG GTC TCC TAC CAT GTIC GAT TGG ATC 720
226 Y P G v Y A E v S Y H v D W I 240

721 AAG GCC AAT GCT GTIT TAA 738
241 K A N A v *

Figura 18. Traduccion del fragmento 7gQ. Los 8 primeros aminodcidos (APFDDDDK)
corresponden al péptido de activacion del tripsindgeno humano.

El andlisis con Blastp de 7gQ (figura 19) mostr6 que a partir del noveno
amininoécido (inicio de la secuencia de tripsina) TgQ tiene una total identidad con la
tripsina Il de L. vannamei (GenBank No. CAA75310) a excepcion del aminodcido en
la posicion 153 que TgQ tiene una valina y en la tripsina Il de L. vannamei esta

reportada una alanina.
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>emb |CAAT75310.1] trypsin [Litopenaeus vannamei]
Length=264

Score = 484 bits (1247), Expect = 3e-135, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 236/238 (99%), Positives = 237/238 (99%), Gaps = 0/238 (0%)

Query 7 DKIVGGSEVTPGELPYQLSFQDNSWGTAWHFCGASIYNENWAICAGHCVQGDDFDNPSYL 66
+KIVGGSEVTPGELPYQLSFQODNSWGTAWHFCGASIYNENWAICAGHCVQGDDFDNPSYL
Sbjct 27 NKIVGGSEVTPGELPYQLSFQDNSWGTAWHFCGASIYNENWAICAGHCVQGDDEFDNPSYL 86

Query 67 QVVAGEHNFDVNEGNEQTVVLSKIIQHEDYNGFTISNDISLLKFSQPLSENDYVRAIDIP 126
QVVAGEHNFDVNEGNEQTVVLSKIIQHEDYNGFTISNDISLLKFSQPLSEFNDYVRAIDIP
Sbjct 87 QVVAGEHNFDVNEGNEQTVVLSKIIQHEDYNGFTISNDISLLKEFSQPLSENDYVRAIDIP 146

Query 127 AQGHAASGDCIVSGWGALTEGGSSPSVLQKVSVPIVSDDECRDAYGQSDIEDSMICAGVP 186
AQGHAASGDCIVSGWGALTEGGSSPS LQKVSVPIVSDDECRDAYGQSDIEDSMICAGVP
Sbjct 147 AQGHAASGDCIVSGWGALTEGGSSPSALQKVSVPIVSDDECRDAYGQSDIEDSMICAGVP 206

Query 187 EGGKDSCQGDSGGPLACSDIGSTYLAGIVSWGYGCARPNYPGVYAEVSYHVDWIKANA 244
EGGKDSCQGDSGGPLACSDTGSTYLAGIVSWGYGCARPNYPGVYAEVSYHVDWIKANA
Sbjct 207 EGGKDSCQGDSGGPLACSDTGSTYLAGIVSWGYGCARPNYPGVYAEVSYHVDWIKANA 264

Figura 19. Alineamiento entre TgQ y el tripsinégeno 11 de L. vannamei.

La traduccién del fragmento 7gQ (figura 18) y el andlisis con Blastp de la
secuencia aminoacidica obtenida (figura 19) confirmaron la correcta sintesis del
fragmento 7gQ y su clonacién en el vector pGEM. Es de remarcar que el primer
nucledtido del extremo 3’ del oligonucledtido 5’TgQ es una C, sin embargo en la
posicién equivalente del fragmento 7gQ (posicién 28) claramente se detecté una G
(figura 17). Esto es debido a que la secuencia molde empleada para la sintesis del
fragmento 7gQ (DNAc del tripsindgeno II de L. vanamei en pPIC9Tg) tiene una G
en esta posicion, lo que indujo a que la Pfu DNA polimerasa, con su actividad
exonucleasa 3’-5’, removiera el primer nucleétido del extremo 3’ del oligonucledtido
5’TgQ y continuara de forma correcta la sintesis de 7gQ a partir del segundo

nucledtido del extremo 3’ del oligonucleétido 5°TgQ.

6.3. Subclonacion del fragmento 7gQ en el vector pPIC9

La figura 20 muestra cuatro geles de agarosa al 0.8% realizados para dar seguimiento
a las etapas experimentales para subclonar el fragmento 7gQ en el vector pPIC9. La
digestion preparativa de pPICOFTEIl con Xhol y Avrll (panel A) generd dos
fragmentos, uno de 7987 pb (figura 20, panel A, carril 2), correspondiente al vector
pPIC9, y otro de 1080 pb correspondiente al gen FTEII. La purificacion de la banda
de 7987 pb (panel C, carril 1) condujo a obtener 200 ng que se emplearon para llevar

a cabo la ligacién con el fragmento 7gQ (panel D). La digestién preparativa de
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PGEMTgQ con Xhol y Avrll (panel B) también gener6é dos fragmentos de 3016 y
750 pb (carril 1). La purificacién de la banda de 750 pb (panel C, carril 2) condujo a
obtener 200 ng que se emplearon para llevar a cabo la ligacién del fragmento TgQ

con el vector pPIC9 (panel D).

pb pb pb

10000
8000

10000 —

10000 l

7987 8000
5000

6000 —
4000 ——

5000 7987

3000

2500 ——
2000 —
1500 —

1000 —
800 ——
600 —|
400 —

750

200 —

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de las etapas
experimentales para subclonar el fragmento 7gQ en el vector pPIC9. Panel A, digestion
preparativa de pPICOFTEII con Xhol y Avrll. Carril 1: pPICOFTEII sin digerir. Carril 2:
pPICOFTEII digerido con Xhol y Avrll. Panel B, digestién preparativa de pGEMTgQ con
Xhol y Avrll. Carril 1: pGEMTgQ digerido con Xhol y Avril. Panel C. Fragmentos
purificados para llevar a cabo la ligacién. Carril 1: Fragmento de 7987 pb) del vector pPIC9.
Carril 2: Fragmento de 750 pb del fragmento TgQ. Panel D. Ligacién del vector pPIC9 con
el fragmento 7gQ. Carril 1: vector pPIC9 y fragmento de TgQ sin DNA ligasa T4 (testigo
negativo de ligacién). Carril 2: vector pPIC9 y fragmento de 7gQ con DNA ligasa T4
después de 48 h de incubacién a 4°C. Carriles M (paneles A, B, C y D): marcador de tamafio
molecular HyperLadder 1.

En el ensayo de ligacién del vector pPIC9 con el fragmento 7gQ (panel D,
carril 2) se observo la presencia de bandas que no se encntraban en el testigo
negativo de ligaciéon (fragmentos a ligar sin ligasa, Panel D, carril 1), lo cual indicé
que se llevo a cabo la ligacion.

Confirmada la ligacién del vector pPIC9 con el fragmento TgQ, se utilizaron
10 puL del producto de ligacién para la transformacion de células de E. coli IM109
quimicamente competentes y se obtuvieron 20 colonias transformantes. De esas 20,
seis colonias se aislaron y propagaron, y de dos de ellas se extrajo el DNA
plasmidico que se analizé en gel de agarosa (figura 21). La obtencién de bandas

intensas sin degradacion confirmé la integridad del DNA plasmidico aislado
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(llamados pPIC97gQ). Ademds, se observaron claramente las distintas
conformaciones caracteristicas de los pldsmidos que corresponden al DNA relajado,

enrollado y superenrollado. Asimismo también se observé la auscencia de RNA.

Figura 21. Analisis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de pPIC97gQ. Carril M.
Marcador de tamafio molecular. Carriles 1 y 2. DNA plasmidico de dos clolonias obtenidas
durante la transformacién de E. coli IM109 con el producto de ligaciéon de pPIC9 y el
fragmento 7gQ.

La caracterizacién de dos plasmidos pPIC97TgQ por PCR con los iniciadores
5’Tr y 3’Tr que hibridan en los extremos 5’ y 3’ del DNAc de la tripsina de L.
vanamei, respectivamente, se muestra en la figura 22. La obtencién de una banda de
738 pb confirmé la presencia del DNAc de la tripsina de L. vanamei en el plasmido

pPICI9TgQ.

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la caracterizacion
por PCR con los iniciadores 5’Tr y 3’ Tr del plasmido pPIC97gQ construido. Carril M:
Marcador de tamaiio molecular (HyperLadder I); Carril 1: Control (-) de la PCR; Carril 2:
Control positivo (DNAp pPIC9Tg); Carriles 3 y 4: DNA plasmidico pPIC9TgQ de dos
colonias de E. coli trasformadas. La banda de 738 pb corresponde a la secuencia nucleotidica
del DNACc de la trispsina Il de L. vannamei que contiene el fragmento 7gQ clonado en
pPICO.
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Ademés, se realizé una caracterizacion de los pldsmidos pPIC97TgQ mediante

restriccion con las enzimas Xhol y Avrll (figura 23).

M1234S5

—— 7987pb

—— 750pb

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la caracterizacion
enzimatica del plasmido pPIC97gQ con Xhol y AvrIl. Carril M: Marcador de tamaifio
molecular (HyperLadder I); carriles 1 y 3: Testigos negativos de corte (pPIC97gQ sin Xhol o
Avrll); carril 2: pPIC9TgQ digerido con Xhol, carril 4: pPIC9TgQ digerido con Avrll, carril
5: pPIC9TgQ digerido con Xhol y Avrll.

En los carriles 1 y 3 (figura 23) se muestra el patrén de bandas del testigo
negativo de corte, pPIC97gQ sin una u otra enzima. La linearizacién de pPIC97gQ
con las enzimas Xhol (carril 2) o Avrll (carril 4) condujo a una banda de 8737 pb,
tamafio correspondiente al tamafio tedrico esperado. En el carril 5 se muestra la
digestion de pPIC97gQ mediante el empleo de las dos enzimas (Xhol y Avrll), lo
cual gener6 dos fragmentos, uno de 7987 pb correspondiente al vector pPIC9 y otro
de 751 pb correspondiente al fragmento de 7gQ.

Con estos resultados se comprobd la identidad del pldsmido pPIC9TgQ
construido. En la figura 24 se muestra un esquema del pldsmido pPIC97gQ de 8737
pb vy sus regiones mds importantes: el promotor de AOX! (5’AOX1), la secuencia
prepro del factor alfa de S. cerevisiae, el fragmento TgQ, el terminador de la
transcripciéon de AOXI (3°’AOX1 TT), el gen de la histidinol deshidrogenasa de P.
pastoris (HIS4), el fragmento 3° de AOX]I, el origen de replicacién ColE1 y el gen de

resistencia a ampicilina (amp").
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Secuencia prepro del
factor alfa de S. cerevisiae

Xhol Fragmento TgQ AvrIl
CTC GAG AAAAGAKCTo{oXo{o{0% PRI TAACCTAGG

3'AOX1TT

ColE1l

Bglll

3’A0X1

Figura 24. Representacion grafica del vector de expresion pPIC97gQ. Se indica el sitio
de inserciéon del fragmento Xhol/Avrll del fragmento TgQ de 750 pb que va desde el
nucledtido xx al xx en el vector pPIC97gQ. Se muestran también las diferentes regiones que
componen el pldsmido de expresion: Promotor y terminador de la transcripcién del gen
AOXI de P. pastoris (regiones 5’AOX1 y 3’AOX1 TT respectivamente), regiéon 3’ del
mismo gen (3°’AOX1), gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) de P. pastoris, y la
secuencia sefial (SS). También contiene secuencias necesarias para propagacion del pldsmido
en E. coli tales como el gen de resistencia a ampicilina (amp') y el origen de replicacién
(ColE1). Contiene ademds los sitios de restriccién necesarios para la integracion eficiente en
P. pastoris, que favorecen la generacion de cepas Mut” His™ o Mut® His™ (Sacl, Bgll, Sall y
Stul).

6.4. Construccion de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del

fragmento TgQ (KM71TgQ)

6.4.1. Transformacion de la cepas KM71 de P. pastoris con el vector de
expresion construido

En la figura 25 se muestra el andlisis en gel de agarosa del vector pPIC97gQ
linearizado con la enzima de restriccion Sall, para verificar el corte total del vector.
Este vector se empled para transformar células quimicamente competentes de P.
pastoris. La obtencién de una banda bien definida de 8737 pb demostr6 el corte total

del vector.
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10000 L

8000 8737 pb

Figura 25. Verificacion del corte total del vector de expresion pPIC97gQ con Sall en gel
de agarosa 0.8% en TBE 1X. Carril M: marcador de tamafio molecular HyperLadder 1.
Carril 1: pPIC9TgQ linearizado con la enzima Sall.

En la figura se 26 muestra el andlisis en gel de agarosa para verificar la
integridad de los DNA genémicos aislados de células de P. pastoris cepa KM71
transformadas con el vector pPIC97TgQ linearizado previamente con Sall. La
obtencion de bandas intensas y definidas demostré la integridad de todos los DNA

gendmicos aislados.

Figura 26. Verificacion de la integridad del DNA genomico aislado de cepas de P.
pastoris KM71 transformadas con el vector pPIC97gQ (gel de agarosa al 0.8% en TBE
1X). Carril M: marcador de tamafio molecular HyperLadder I. Carriles 1-5: DNAgenémico
aislado de cepas KM71 transformadas con el vector pPIC9TgQ linearizado con Sall.

Con estos DNA gendmicos obtenidos se procedi6 a realizar el andlisis por PCR del

genotipo y fenotipo de las cepas KM71TgQ His™ obtenidas.
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6.4.2. Analisis por PCR del genotipo y fenotipo Mut de las cepas recombinantes
obtenidas

La caracterizacion genotipica del DNA gendémico de las colonias transformadas con
el plasmido pPIC9TgQ, se llevé a cabo mediante la confirmacidon por PCR de la
presencia del casete de expresién conteniendo el fragmento 7gQ, empleando dos
pares de iniciadores especificos, dirigidos a las regiones AOX (5’AO0X y 3°’AOX) o
bien al inicio y fin de la secuencia nucleotidica codificante para la tripsina de L.
vannamei (5’Tr y 3’Tr). En la figura 27 se presenta un esquema ilustrativo del
plasmido pPIC97gQ indicando los sitios de apareamiento en el DNA plasmidico de
lo iniciadores 5’AOX y 3’AOX o bien 5’Tr y 3’Tr. Para una PCR con iniciadores
5’AOX y 3’ AOX se genera un fragmento de 1212 pb correspondiente al fragmento
TgQ mas parte de las regiones 5’ y 3’ de AOX1.

1212 ph

A0X15°

pPIC9Tg0Q

Figura 27. Representacion grafica del plasmido pPIC97gQ y los sitios de
apareamiento de los iniciadores especificos 5’AOX y 3’AOX o bien los iniciadores
especificos para la seuencia nucleotidica de la tripsina de L.vannamei (5°Tr y 3°Tr).
Se muestra el tamafio de los fragmentos amplificados mediante PCR.

La transformaciéon de P. pastoris cepa KM71 con el plasmido pPIC9TgQ,
previamente digerido con Sall, generd 5 transformantes His". El andlisis mediante
PCR con los oligonucledtidos 5’AOX y 3’AOX del DNA gendémico aislado de las
cepas recombinantes de P. pastoris KM71TgQ (transformantes His") mostré una
unica banda de 1212 pb en el carril 3, 5 y 6 (Figura 28) correspondiente al fragmento
TgQ (762 pb), un fragmento del promotor AOX! (338 pb mas SS), al terminador de
la trascripcion (118 pb) y 8 pb menos correspondiente a los sitios de restriccion Xhol
y Avrll. Este resultado indicé la ausencia del gen estructural AOX/ y la correcta

integracion de los casetes de expresion en el genoma de P. pastoris, por lo tanto
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confirmé los fenotipos Mut®. En el segundo carril se obtuvo una banda de 1537 pb

correspondiente al testigo positivo de integracion (DNA gendémico de KM71FTEID).

M12 34567

Figura 28. Analisis de PCR del DNAg aislado de las colonias de cepas KM71TgQ. Carril
M: marcador de tamafio molecular HyperLadder 1. Carril 1: Control (-) de PCR (sin DNA).
Carril 2: control (+) de PCR con pPIC9FTEII.Carriles 3-7: DNA gendmico de las colonias
transformantes His+ de P. pastoris KM71TgQ mostrando la banda esperada de 1212 pb
(solo carriles 3, 5y 6).

El andlisis por PCR, utilizando los iniciadores de AOX en las 5 muestras de
DNA gendémico analizado, mostré que el 60% (3) de las colonias recombinantes
resultaron ser positivas para el andlisis de la integracion del casete de expresion en
el genoma de P. pastoris, ya que se obtuvo la banda de 1212pb, corroborando que
estas 3 cepas de KM71 transformadas con el vector pPIC9TgQ integraron en su
genoma el casete de expresion (carriles 3, 5 y 6). Los carriles 4 y 7 no muestran
amplificacién con iniciadores especificos de AOX, lo que indica que estas 2 cepas
no integraron el plasmido en su genoma. Asi mismo, la ausencia de una banda de

2103 pb confirmé el fenotipo Mut® de las cepas construidas.

6.4.3. Caracterizacion fenotipica de las cepas recombinantes KM71TgQ y
KM71Tg4 (fenotipo TgQ y Tg4)

El fenotipo TgQ" se evalud realizando cultivos de una cepa KM71TgQ en tres
medios de inducciéon (BMM, BMMS y BMMA), comparado con cultivos de la cepa
KM71Tg4, y analizando las proteinas secretadas al medio de cultivo mediante el

método de Bradford, SDS-PAGE y Western Blot. Los valores de proteinas totales
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después de 48 h de induccidn, asi como los valores de pH, y DOggp al inicio y final

de cada cultivo se resumen en la tabla XX.

Tabla XX. Valores inicial y final de la DOgqp, proteinas totales y pH al final de la
etapa de induccién con metanol en los tres diferentes medios de cultivo
para las dos cepas en estudio (KM71TgQ y KM71Tg4).

D0600 D0600
Inicial Final
Medio-Cepa KM71TgQ KM71Tg4 | KM71TgQ KM71Tg4
BMM 29.8 31.2 39.6 40.0
BMMS 30.2 30.4 44.6 45.0
BMMA 31.3 31.9 51.1 50.8
Tabla XX. (Continuacién)
Proteinas totales pH final
(mg/L) de la etapa

Medio-Cepa KM71TgQ  KM71Tgd | KM71TgQ KM71Tgd

BMM 31.1 31.9 3.30 3.10
BMMS 39.2 38.8 2.60 2.40
BMMA 18.66 19.73 6.91 6.94

Ambas cepas recombinantes presentaron un comportamiento similar en
todos los pardmentros evaluados. Los valores de densidad 6ptica al inicio de los
cultivos fueron muy similares en los tres medios (promedio 30). Sin embargo, al
final de los cultivos fueron similares entre cepas, pero diferentes entre los tres
medios. A pesar que el crecimiento celular fue mayor en el medio BMMA, la
cantidad de proteinas extracelulares fue mayor en el medio BMMS. El pH final del
cultivo llegd a valores bajos tanto en el medio BMMS como en el medio BMM,

mientras que en el medio BMMA subid ligeramente a valores préximos a 7.

La produccién de tripsindgeno quimérico y tripsindgeno de camardn por las
cepas KM71TgQ y KM71Tg4, respectivamente, fue evaluada mediante el andlisis
de las proteinas extracelulares por SDS-PAGE y Western blot de los medios de

cultivos libres de células concentrados 100 veces (figura 29). La evidente presencia
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de una banda de 29-32 kDa en el andlisis de Western blot, no distinguidas
claramente en el gel SDS-PAGE, que también la prescentd el testigo positivo
(extracto de hepatopdncreas de camardn), corrobord la capacidad de las dos cepas
(KM71TgQ y KM71Tg4) de producir y secretar el tripsindgeno quimérico y el
tripsindégeno de L. vannamei, respetivamente. La presencia de varias bandas en el
andlisis de Western blot del extracto de hepatopdncreas de L. vannamei podria ser

debido a la presencia de varias isoformas de la tripsina de L. vannamei.

A B
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Figura 29. Analisis por SDS-PAGE al 12% (izquierda) y Western blot (derecha) de
medios de cultivo libre de células después de 48 h de induccion de las cepas KM71TgQ
y KM71Tg4 en los medios BMM, BMMS y BMMA. Carril M: Marcador de peso
molecular. Carril 1: cepa KM71Tg4, medio BMM. Carril 2: cepa KM71Tg4 en medio
BMMS. Carril 3 cepa KM71Tg4 en medio BMMA: Carriles 4: cepa KM71TgQ en medio
BMM, Carril 5: cepa KM71TgQ en medio BMMS. Carril 6 cepa KM71TgQ en medio
BMMA. Carril 7: Extracto de hepatopdncreas de L. vannamei como control positivo del
Western blot. A la derecha Wester blot donde se muestra la sefial postiva para cada uno de
los medios y cepas.

Los resultados obtenidos por SDS-PAGE (Figura 29, A) para la deteccién del
tripsinégeno recombinante no fueron concluyentes, debido a la presencia de
multiples bandas presentes por arriba y por debajo del peso molecular esperado de 29
kDa. Sin embargo, el andlisis por Wertern blot fue muy claro para detectar la
presencia de los dos tripsindgenos recombinantes en los medios de cultivo libres de
células (Figura 29, B).

Cabe resaltar que la cepa KM71Tg4 en el medio BMM presentd la sefial
positiva de Western blot mds intensa, no asi para KM71TgQ que mostré sefiales

practicamente de la misma intensidad en los tres medios evaluados.
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6.5. Cinéticas de crecimiento comparativas en condiciones de induccion del gen
heterologo de las cepas KM71TgQ, KM71Tg4 y KM71PhyC

En las figuras 30 y 31 se muestran las cinéticas de crecimiento de las cepas
KM71TgQ (Fig 30 y 31 A), KM71Tg4 (Fig 30 y 31 B) y KM71PhyC (Fig 30 y 31
C) en tres diferentes medios de cultivo [BMM (azul), BMMS (rojo) y BMMA
(verde)] en la etapa de induccién, evaluadas mediante turbidimetria (DOgop) y
UFC/mL, respectivamente. Se empled la cepa KM71PhyC (productora de la fitasa C
de Bacillus subtilis) como testigo positivo de crecimiento celular en los tres medios

de induccion evaluados.
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Figura 30. Cinéticas de crecimiento de KM71TgQ (A) KM71Tg4 (B) y KM71PhyC (C)
en tres diferentes medios de induccion, BMM(azul), BMMS (rojo) y BMMA (verde),
evaluadas por DOgg.Cada punto fue realizado por triplicado (coeficiente de variacién
menor al 12%).

En las cinéticas de crecimiento evaluadas por turbidimetria (DOgy) en el
medio BMM de las cepas KM71TgQ y KM71Tg4 no se observé crecimiento celular
durante todo el cultivo (12 h), por lo que las velocidades especificas de crecimiento
fueron practicamente cero. Sin embargo, en la cepa KM71PhyC mediante esta misma
técnica y en el medio BMM, presentd hasta el final del cultivo una fase de

crecimiento exponencial con una velocidad especifica de crecimiento de 0.050 h!
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(tiempo de duplicacién 13.9 h). Las mismas cinéticas de crecimiento evaluadas por
UFC/mL (medio BMM) mostraron un comportamiento muy similar entre las dos
cepas KM71TgQ y KM71Tg4 sin presentarse un incremento significativo en el
nimero de células viables a través del tiempo (velocidad especifica de crecimiento
de 0.005 y 0.001 h™' para KM71TgQ y KM71Tg4, respectivamente). Sin embargo, la
cinética de crecimiento de la cepa testigo (KM71PhyC) evaluada por UFC/mL
mostré un incremento de células viables desde el inicio y hasta el final del cultivo,
con una velocidad especifica de crecimiento de 0.060 h™ y un tiempo de duplicacién

de 11.6 h, valores similares a los obtenidos mediante turbidimetria (DOg).
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Figura 31. Cinéticas de crecimiento de KM71TgQ (A) KM71Tg4 (B) y KM71PhyC (C)
en tres diferentes medios de induccion, BMM(azul), BMMS (rojo) y BMMA (verde),
evaluadas por UFC/mL.Cada punto fue realizado por triplicado (coeficiente de variacion
menor al 25%).

En el medio BMMS y evaluando la cinética de crecimiento por turbidimetria,
la cepa KM71TgQ present6 una fase de latencia desde las O a las 2 h, posteriormente
presentd un crecimiento exponencial con una velocidad especifica de crecimiento de
0.073 h™' (tiempo de duplicacién de 9.4 h). Sin embargo, evaluando esta cinética de
crecimiento por UFC/mL, se observé una exponencial desde el inicio del cultivo
hasta las 8 h, y posteriormente hasta el final una fase estacionaria. Se estimé una

velocidad especifica de crecimiento de 0.074 h™ (tiempo de duplicacién de 9.3 h). A
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pesar que las velocidades especificas de crecimiento para la cepa KM71TgQ en
BMMS fueron similares mediante las dos técnicas de evaluacion, el comportamiento
global de estas cinéticas de crecimiento fue un poco distinto ya que en BMMS
determinado por DOgpp no se observd la fase estacionaria. En la cepa KM71Tg4
mediante turbidimetria se observé una fase crecimiento exponencial 0-8 h, y
posteriormente una fase estacionaria. La velocidad especifica de crecimiento
determinada mediante esta técnica para KM71Tg4 en BMMS por DOg fue de 0.055
h' (tiempo de duplicacién de 12.6 h). Sin embargo, la cinética de crecimiento
evaluada por UFC/mL con este medio de cultivo present una fase estacionaria a
partir de las 4 h y hasta el final del cultivo. La velocidad especifica de crecimiento
mediante UFC/mL para KM71Tg4 en BMMS fue de 0.052 h' (tiempo de
duplicacién 13.3 h). En la cepa KM71PhyC presenté una fase de crecimiento
exponencial desde el inicio hasta el final del cultivo con una velocidad especifica de
crecimiento de 0.061 h (tiempo de duplicaciéon de 11.4 h) mediante DOggp.
Mediante la técnica de UFC/mL se observd claramente que la fase exponencial se
presentd a desde el inicio y hasta el final del cultivo. La velocidad especifica de
crecimiento fue de 0.102 h™' (tiempo de duplicacién de 6.7 h).

En el medio BMMA para la cepa KM71TgQ y evaluando la cinética de
crecimiento por DQOgo, se observo una fase de latencia de las 0-2 h, posteriormente
apartir de las 2 h y hasta el final del cultivo se present6 una fase exponencial de
crecimiento. Mediante UFC/mL se observé un crecimiento exponencial desde el
inicio hasta el final del cultivo. Por ninguna de las dos técnicas evaluadas se observd
una fase estacionaria definida. Las velocidades especificas de crecimiento
determinadas fueron de 0.113 h™! (tiempo de duplicacién de 6.1 h) mediante DOgog y
0.111 h™" (tiempo de duplicacién de 6.2 h) mediante UFC/mL. En la cepa KM71Tg4
evaluada por turbidimetria, se observd un crecimiento exponencial desde el inicio
hasta el final del cultivo. Mediante UFC/mL se observé una fase de crecimiento
exponencial hasta el final del cultivo. Las velocidades especificas de crecimiento
obtenidas fueron de 0.062 h” (DOgn), y de 0.091 h™ (UFC/mL), asi como los
tiempos de duplicacién de 11.2 y 7.6 h para DOgpo y UFC/mL, respectivamente. En
cuanto a la cepa KM71PhyC evaluada en el medio BMMA por DOggo, se observé
una fase de latencia de las 0-2 h, posteriormente y hasta el final del cultivo se
observé una fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, mediante UFC/mL se

observé crecimiento celular desde el inicio del cultivo sin ser posible definir fases de
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crecimiento. Las velocidades especificas de crecimiento obtenidas fueron de 0.098 h
' (DOgyo), y 0.074 h' (UFC/mL), asi como los tiempos de duplicacién de 7.0 y 9.3 h,
para DOgyy y UFC/mL, respectivamente. En la tabla XXI se muestra un resumen de
las velocidades especificas de crecimiento de las tres cepas evaluadas en los tres

medios de cultivo, y determinadas mediante DOgpp 0 UFC/mL.

Tabla XXI. Valores de velocidad especifica de crecimiento () y tiempo de
duplicacién (TD) de las cinéticas de crecimiento realizadas en tres
diferentes medios de induccién. Los valores fueron calculados por
turbidimetria y UFC/mL.

Medio Técnica de KM71TgQ KM71Tg4 KM71PhyC
de cultivo | determinacién u(h?) p(h?) p(h™h
BMM DO¢yo 0.0012 0.008 0.050
UFC/mL 0.005 0.001 0.060
BMMS DOgo 0.073 0.055 0.061
UFC/mL 0.074 0.052 0.102
BMMA DO¢yo 0.113 0.062 0.098
UFC/mL 0.111 0.091 0.074
0.14
0.12
0.10
008
=
= 0.06
0.04
0.02
0.00

KM71TgQ KM71Tg4 KM71PhyC
Cepas de P.pastoris

H BMM DO BBMM UFC/mL @BBMMS DO EBMMS UFC/mL BBMMA DO 0O BMMA UFC/mL

Figura 32. Velocidades especificas de crecimiento (u) de una cepa recombinante P.
pastoris productora del tripsinégeno quimérico (KM71TgQ) en condiciones de
induccion del gen heterélogo. Se emplearon tres medios de cultivo BMM, BMMS vy
BMMA y determinadas por turbidimetria (DOgop) y mediante cuenta viable en placa
(UFC/mL) y comparadas con las correspondientes velocidades especificas de crecimiento de
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dos cepas testigo productoras del tripsindgeno de L. vannamei (KM71Tg4) y de una fitasa
bacteriana (KM71PhyC). Literales diferentes indican diferencias significativas con p<0.05.

En la Figura 31 se muestra la comparacién de las velocidades especificas de
crecimiento de las tres cepas evaluadas (KM71TgQ, KM71Tg4 y KM71PhyC) en los
tres medios de induccion (BMM, BMMS y BMMA) y mediante las dos técnicas
empleados para determinar el crecimiento celular (turbidimetria y cuenta viable en
placa). Debido a la variacién obtenida en algunos de los experimentos, todos los
cultivos se repitieron seis veces en dos bloques de tres matraces cada uno. En
algunos casos se descartaron los resultados de alguno de los matraces que se alejaron
del promedio de los otros matraces. De este modo quedaron dos experimentos con
tres matraces, siete experimentos con cuatro matraces, cuatro experimentos con cinco
matraces y cinco experimentos con seis matraces (ver apéndice J). Esto permitié
hacer el andlisis estadistico correspondiente (ANOV A de un factor y comparacién de
medias de Tukey) de cada uno de los experimentos, cuyo resultado se expresa con

literales en la parte superior de cada barra.
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Figura 33. Comparacion de las diferencias de las velocidades especificas de crecimiento
evaluadas turbidimetria y cuenta viable en placa

Para una mejor comprension de los resultados de las velocidades especificas
de crecimiento, se realizaron tres graficos adicionales mostrados en las Figuras 33,
34 y 35. En la Figura 33 se muestra la comparacion de las diferencias de las
velocidades especificas de crecimiento evaluadas turbidimetria y cuenta viable en

placa. Las dos cepas productoras de tripsinégenos (KM71TgQ y KM71Tg4) en
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medio BMM mostraron una velocidad especifica de crecimiento mayor evaluando la
cinética de crecimiento por turbimetria que por cuenta viable (p<0.05). Sin embargo
para la cepa control (KM71PhyC) se observé un comportamiento al revés (una
velocidad especifica menor por turbimetria que por cuenta viable, p<0.05). Esto
podria ser debido a una posible toxicidad de TgQ y el tripsinégeno de camarén, o sus
formas activadas, sobre las células hospederas que genere un aumento de la DOgyy no
atribuible al aumento de células, fenémeno que no se veria reflejado en las UFC/mL.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en las velocidades
especificas de crecimiento en el medio BMMS evaluando las cinéticas de
crecimientos por turbimetria o por cuenta viable (p>0.05), tanto para la cepa
KM71TgQ como para la cepa KM71Tg4. Esto indica que la adicién de sorbitol en el
medio de cultivo mejora la viabilidad celular y compensa el efecto toxico de TgQ y
el tripsindgeno de camardn, o sus formas activadas, sobre las células hospederas. Por
tal motivo, sélo se tomaron en cuenta los valores de las velocidades especificas de
crecimiento de las cinéticas evaluadas por cuenta viable en las siguientes
comparaciones, por considerarse a las UFC/mL un valor mds representativo del

crecimiento celular que la DOgqo.
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Figura 34. Comparacion del aumento de las velocidades especificas de crecimiento
evaluadas en las tres cepas en estudio

La adicion de sorbitol o alanina al medio BMM mejoré la viabilidad celular

de las tres cepas evaluadas, aumentando las velocidades especificas de crecimiento
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respecto a las obtenidas en el medio BMM (Figura 33). Aunque las velocidades
especificas de crecimiento en BMMS y BMMA de la cepa KM71TgQ fueron
mayores que los correspondientes de la cepa KM71Tg4, el porcentaje de aumento
fue mayor para la cepa KM71Tg4 que para la cepa KM71TgQ. Para la cepa control
(KM71PhyC), la adicién de sorbitol o alanina al medio BMM aumenté las
velocidades especificas de crecimiento en un 71 y 24%. Para las dos cepas
productoras de tripsindgenos (KM71TgQ y KM71Tg4), el aumento de las
velocidades especificas de crecimiento fue mayor en el medio BMMA que en
BMMS, en la cepa control ocurri6 al revés. Esto indica que probablemente el sorbitol
es mejor fuente de carbono para P. pastoris que la alanina, tal como se ha sugerido
en la literatura (Inan et al., 2001), sin embargo en las dos cepas productoras de
tripsindgenos (KM71TgQ y KM71Tg4), la alanina ademads de ser fuente de carbono
adicional para P. pastoris disminuye mas la toxicidad de los tripsindgenos sobre las

células hospederas que el sorbitol.
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Figura 35. Comparacion de la disminucion de las velocidades especificas de crecimiento
evaluadas en las tres cepas en estudio

Las velocidades especificas de crecimiento de las dos cepas productoras de
tripsindgenos (KM71TgQ y KM71Tg4) en los medios BMM y BMMS fueron
menores que los correspondientes a la cepa control, siendo la disminucién mayor en
BMM que en BMMS (Figura 34). Esta disminucién de la velocidad especifica de

crecimiento respecto a la cepa control fue similar para las dos cepas productoras de
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tripsindégeno en el medio BMMS, pero en el medio BMMS fue mayor en la cepa
KM71Tg4 que en la cepa KM71TgQ. Esto indica que en los medios BMM y BMMS,
los dos tripsindgenos presentaron toxicidad sobre las células hospederas, siendo
menor la toxicidad en el medio BMMS que en BMM. Adicionalmente, la toxicidad
de los trispsindgenos en BMMS fue algo menor en la cepa KM71TgQ que en la cepa
KM71Tg4.

Sorprendentemente, en el medio BMMA, las velocidades especificas de
crecimiento de las dos cepas productoras de tripsinégenos (KM71TgQ y KM71Tg4)
fueron mayores que en el de la cepa control, siendo el porcentaje de aumento
respecto a la cepa control mayor en la cepa KM71TgQ que en la cepa KM71Tg4.
Esto indica que la adicién de alanina en el medio de cultivo induce a un mayor
crecimiento celular en las cepas productoras de tripsinégeno que en la cepa control,
probablemente por una mayor disminuciéon de la toxicidad sobre las células del
hospedero en el medio BMMA respecto al medio BMMS, que contrarresta la menor
capacidad como fuente de carbono de la alanina frente al sorbitol para P. pastoris.
Por lo tanto se esperaria que las velocidades especificas de crecimiento de las dos
cepas productoras de tripsinégenos (KM71TgQ y KM71Tg4) en medio BMMA
fueran similares al de la cepa control. Sin embargo, estas velocidades especificas de
crecimiento fueron mayores que las de la cepa control, indicando que la alanina
presenté un factor adicional que estimul6 el crecimiento celular en las cepas
KM71TgQ y KM71Tg4 que no tuvo efecto en la cepa control. Este factor resultd ser
mayor en la cepa KM71TgQ que en la cepa KM71Tg4.
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7. DISCUSION

Debido a que la tripsina de camar6n tiene una actividad especifica 30 veces mayor
que la tripsina bovina y junto con sus propiedades bioquimicas, hacen a esta tripsina
una candidata potencial para su produccién en forma recombinante. Sin embargo, su
sintesis en P. pastoris como zimdgeno ha mostrado toxicidad por parte del
tripsindgeno, o su forma activada, sobre las células hospederas, obteniéndose s6lo 14
pg/mL después de 96 h de induccién en matraz empleando un medio suplementado
con alanina (Guerrero-Olazardn et al., 2009). En la literatura se ha sugerido la
inhibicién del proceso de autoactivacidn de los tripsindgenos cuando se encuentra
presente una secuencia de cuatro aspartatos en el péptido de activacién precediendo
el enlace peptidico Lys-Ile que se rompe durante la activacion del tripsinégeno a
tripsina (Chen et al., 2003; Nemoda and Sahin-Téth., 2005). Por tal motivo, se pensé
en producir un tripsindgeno quimérico formado por el péptido de activacion del
tripsinégeno humano y la tripsina de camarén, debido a que el péptido de activacion
del tripsin6geno humano contiene la secuencia de tetra-aspartato. Si este tripsindgeno
quimérico presentara una autoactivacion mads lenta que el tripsindgeno de camaron,
se podria producir en P. pastoris y posteriormente activarlo para que se genere la
tripsina de camaron.

El sistema de expresion de P. pastoris tiene la habilidad de sintetizar proteinas
biolégicamente activas y secretarlas al medio de cultivo. El promotor empleado para
transcribir genes heter6logos en P. pastoris provienen del gen de la alcohol oxidasa 1
de P. pastoris cuya expresion estd regulada por metanol. Esta capacidad para
mantener los cultivos con la expresion heteréloga apagada en ausencia de metanol es
un factor importante para minimizar el efecto téxico que presentan algunas proteinas
heterdlogas sobre el hospedero (Cerenghino and Cregg., 1999), ya que el gen
heterdlogo se puede inducir después de alcanzar una densidad celular deseada
(Guerrero-Olazaran et al., 2004). Por este motivo, se decidié emplear el sistema de

expresion de P. pastoris para producir un tripsinégeno quimérico. Asi, en este trabajo
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construimos por primera vez cepas de P. pastoris para producir y secretar al medio
de cultivo un tripsindgeno quimérico. La correcta sintesis del fragmento TgQ fue
confirmada por secuenciacién nucleotidica del plasmido pGEMT7gQ. La integracién
del fragmento TgQ en el genoma de P. pastoris y el fenotipo Mut® fueron
confirmados por PCR. Siguiendo los lineamentos descritos para la produccién de
tripsindégeno de camarén en P. pastoris (Guerrero-Olazaran et al., 2009), se evalué el
uso de la suplementaciéon al medio inductor BMM con una fuente de carbono
(sorbitol o alanina) que no reprima la sintesis de enzimas de la ruta metabdlica del
metanol. Los andlisis de SDS-PAGE y Western blot del medio de cultivo libre de
células demuestran la sintesis y secrecion del tripsindgeno quimérico en los tres
medios de inducciéon BMM, BMMS y BMMA.

Las cinéticas de crecimiento comparativas realizadas en condiciones de
induccién son un buen método indirecto para evaluar la toxicidad de una proteina
heter6loga sobre su hospedero (Guerrero-Olazaran et al., 2009). Por tal motivo, en el
presente trabajo se evaluaron cinéticas de crecimiento en tres medios de induccién
(BMM, BMMS y BMMA) de la cepa de P. pastoris productora del tripsindgeno
quimérico (KM71TgQ). Estas cinéticas se compararon con las correspondientes
obtenidas con una cepa de P. pastoris productora del tripsindgeno de camarén
(KM71Tg4), como testigo de cepa que produce una proteina heteréloga téxica, y una
cepa de P. pastoris productora de la fitasa C de Bacillus subtilis (KM71PhyC), como
testigo de cepa de P. pastoris que produce una proteina heteréloga no téxica.

El sorbitol ha sido reportado como una buena fuente de carbono para los cultivos
de induccién con metanol de P. pastoris (Inan and Meagher, 2001), sin embargo, en
cultivos a nivel matraz agitado empleando el medio BMMS, el pH disminuye durante
el cultivo, pudiendo afectar la estabilidad de la proteina recombinante. La tripsina de
camarodn nativa se desactiva de forma irreversible a pH acido (Sainz et al., 2004), por
lo tanto, este medio de cultivo podria no ser el adecuado para producir tripsindgeno
recombinante de camarén o bien TgQ a nivel matraz. La alanina también se ha
reportado como una fuente de carbono para cultivos de induccién con metanol de P.
pastoris (Inan and Meagher, 2001). Aunque su efecto en el crecimiento celular es
menor en comparacion con el del sorbitol, se ha reportado que la alanina le confiere
al medio de cultivo una mejor amortiguacién del pH a lo largo del cultivo

(O’Callaghan et al., 2002).

78



Una velocidad especifica de crecimiento mayor evaluando la cinética de
crecimiento por turbimetria que por cuenta viable para las dos cepas productoras de
tripsindgenos, asi como velocidades especificas de crecimiento en los medios BMM
y BMMS menores que los correspondientes de la cepa control, indican que tanto
TgQ como el tripsindgeno de camarén presentan toxicidad sobre las células
hospederas. Adicionalmente, una velocidad especificas de crecimiento en BMMS de
la cepa KM71TgQ mayor que la correspondiente de la cepa KM71Tg4, asi como una
disminucién de la velocidad especifica de crecimiento respecto a la cepa control en el
medio BMMS mayor en la cepa KM71Tg4 que en la cepa KM71TgQ, indica que en
el medio BMMS TgQ presenta menor toxicidad que el tripsinégeno de camarén
sobre las células hospederas.

La adicién de alanina en el medio de cultivo probablemente genera una mayor
disminucién de la toxicidad de TgQ y el tripsinégeno de camardn sobre las células
del hospedero que la adicion de sorbitol. Ademds, la alanina tiene un efecto adicional
que estimula el crecimiento celular en las cepas KM71TgQ y KM71Tg4 que no tiene
efecto en la cepa control (KM71PhyC), siendo este efecto adicional mayor en la cepa
KM71TgQ que en la cepa KM71Tg4.

A lo largo del presente trabajo se presentaron algunos problemas técnicos que
tuvieron que ser resueltos para la buena marcha del proyecto. En primer lugar, fue
dificil llevar a cabo la sintesis por PCR del fragmento 7gQ empleando como DNA
molde el plasmido pPIC9Tg y los iniciadores 5’TgQ y 3’Tr. Esta dificultad fue
inicialmente atribuida a que el iniciador 5’TgQ de 50 nucledtidos solamente tiene 14
nucledtidos que hibridan con la secuencia blanco. Por lo tanto, fue necesario el
empleo de un programa térmico especial que contiene una etapa de hibridacién con
una rampa desde 4°C hasta 72°C. Este tipo de programas ha sido sugerido en la
literatura (Rychlik, 1995) cuando uno de los iniciadores tiene en su extremo 3’ una
secuencia pequefia de nucledtidos complementaria a la secuencia blanco. Sin
embargo, después de hacer la secuenciacién del fragmento 7gQ a partir del pldsmido
PGEMTgQ, observamos que el primer nucleétido del extremo 3’ del oligonucledtido
5’TgQ era una C, sin embargo en la posicién equivalente del fragmento 7gQ
(posicion 28) se detecté una G (figura 17), generando la dificultad de la sintesis del
fragmento 7gQ. La Pfu DNA polimerasa empleada para la sintesis del fragmento
TgQ jugé un papel importante, ya que con su actividad exonucleasa 3’-5’, removio el

primer nucleétido del extremo 3’ del oligonucle6tido 5°TgQ y continué de forma
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correcta la sintesis de 7gQ a partir del segundo nucledtido del extremo 3’ del
oligonucleétido 5°TgQ.

Inicialmente la adenilacion del fragmento 7gQ previa a la clonacién en el vector
PGEM se hizo con GoTag DNA polimerasa y dNTP’s. Sin embargo, los DNA
plasmidicos obtenidos de las colonias blancas resultantes de la transformacién de
células de E. coli calciocompetentes resultaron negativas mediante el andlisis por
PCR empleando los oligonucleétidos 5’ TgQ y 3’Tr, 5’Tr y 3°Tr, y mediante anélisis
por restriccion con las enzimas Xhol y Avrll. El andlisis de restriccién con la enzima
Pstl confirmo la ausencia del fragmento 7gQ en estos plasmidos. Por tal motivo se
repitié la clonacién del fragmento 7g¢Q en pGEM pero adenilando el fragmento TgQ
con GoTag DNA polimerasa y dATP, consiguiendo obtener pldsmidos con el
fragmento 7g(Q, tal como lo confirmaron los andlisis por PCR y enzimas de
restriccion.

Para disminuir la variabilidad en las determinaciones de cuenta viable mediante
UFC/mL es muy importante tener especial precaucion en la realizacion de la dilucién
y siembra en placa, ademds de averiguar previamente la dilucién adecuada para
poder llevar a cabo con mayor exactitud la cuenta de las colonias. A pesar de estas
precauciones, al realizar las cinéticas de crecimiento por triplicado se obtuvo una alta
variacion en los resultados de algunos de los experimentos, por lo que se repitieron
de nuevo tres veces todas las cinéticas de crecimiento. De este modo, todos los
cultivos se repitieron seis veces en dos bloques de tres matraces cada uno, y se
descartaron los resultados de alguno de los matraces que se alejaron del promedio de
los otros matraces. Asi, quedaron experimentos con baja variacién entre sus
repeticiones (matraces) que permitié hacer el andlisis estadistico correspondiente.

En la construccion de la cepa KM71TgQ se emple6 el plasmido pPIC9, los sitios
Xhol y Avrll, y no se incluyeron las repeticiones Glu-Ala después del sitio de corte
para la remocion de la secuencia pre-pro del factor alfa. Esta estrategia es la que
tradicionalmente hace nuestro grupo de trabajo (Escamilla et al., 2000; Guerrero-
Olazaran et al., 2009, Lopez et al., 2010; Guerrero-Olazaran et al., 2010; Viader-
Salvad6 et al, 2010). Ademds, otros autores han empleado una estrategia de
clonacién similar (Ascacio-Martinez et al., 2004).

Una toxicidad sobre células de P. pastoris ha sido reportada en la produccién del
tripsinégeno bovino (Hanquier et al,, 2003). Por lo tanto estos autores necesitaron

realizar una mutacién puntual en el sitio de activacion eliminando el enlace peptidico
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Lys-Ile para poder obtener la acumulacidon de este tripsindgeno en el medio de
cultivo (Hanquier et al., 2003). Ademads, un descenso de la viabilidad en la etapa de
induccién por debajo del 70% ha sido descrito durante la produccion y secrecidn del
tripsindgeno humano en P. pastoris (Hohenblum er al, 2003). También un
tripsindgeno proveniente de un pez adaptado al frio ha sido producido en P. pastoris
en bajos niveles detectando la proteina recombinante s6lo por Western blot
(Macouzet et al., 2005).

La produccién de un tripsindgeno quimérico podria permitir la produccion de
tripsina recombinante de camar6n. Debido a que la tripsina es usada frecuentemente
en estudios de protedmica, seria de utilidad la disponibilidad de una tripsina
recombinante ya que estaria libre de otras proteasas como la quimotripsina.

Por otro lado, el tripsindgeno de camarén no tiene secuencia de reconocimiento
para la enteropeptidasa (Klein et al., 1996), como lo tiene el péptido de activacién de
tripsindégenos de vertebrados. Por lo tanto, en la activacién del tripsindgeno de
camardn juega un papel muy importante el proceso de autoactivacion. En la literatura
se ha sugerido que la presencia de cuatro aspartatos en el péptido de activacion
disminuye la velocidad del proceso de autoactivacién de los tripsindgenos (Chen et
al., 2003; Nemoda and Sahin-Téth, 2005). El tripsindgeno quimérico TgQ contiene
los cuatro aspartatos en su péptido de activacién, sin embargo la toxicidad de TgQ
sobre P. pastoris es s6lo un poco menor que la que tiene el tripsinégeno de camarén,
indicando que probablemente la velocidad de autoactivacion del TgQ es sélo un poco
menor que la del tripsindégeno de camarén. La inhibicidn de la autoactivacion por los
cuatro aspartatos del péptido de activacion se ha correlacionado con una interaccion
desfavorable de estos aspartatos con la cavidad hidrofébica que presenta la tripsina
en su sitio activo, ademds de una repulsion electrostatica de uno de los aspartatos del
péptido de activacién y el Asp®'® (numeracién tripsina humana) de la tripsina que se
encuentra en su sitio activo (Nemoda and Sahin-Téth., 2005). Un estudio detallado
de la secuencia aminoacidica del tripsindgeno II del camarén L. vannamei muestra
que este tripsingeno tiene un residuo de tirosina en la posicién equivalente al Asp*'®
de la tripsina humana, lo cual disminuiria la repulsion electrostética del péptido de
activacion de TgQ y por lo tanto pudiera mostrar un proceso de autoactivaciéon con
una velocidad intermedia entre la correspondiente al tripsindgeno de camarén y la

del tripsindgeno de vertebrados. Esta hipdtesis estd en concordancia con los
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resultados de este trabajo que muestran una menor toxicidad de TgQ que el
tripsinégeno de camardn sobre las células hospederas de P. pastoris.

Para terminar de comprobar esta hipdtesis, se podria hacer una mutacién puntual
en TgQ de tal forma que se reemplace el residuo de tirosina del sitio activo por una
aspartico y posteriormente hacer ensayos de toxicidad comparativos sobre P. pastoris
o bien ensayos de autoactivacion del TgQ mutado. Ademds, este TgQ mutado podria
ser mas estable que TgQ, lo cual facilitaria su produccién en P. pastoris y su
posterior autoactivacion controlada para producir tripsina de camardn recombinante.

En el presente trabajo se ha conseguido construir por primera vez cepas
recombinantes de P. pastoris productoras de un tripsinégeno quimérico formado por
la tripsina del camarén L. vannamei y el péptido de activacién del tripsindgeno
humano. Ademds, mediante cinéticas de crecimiento comparativas realizadas en
condiciones de induccién, se evalud la toxicidad del tripsindgeno quimérico sobre
células de P. pastoris, y se correlacion6 con el mecanismo de autoactivacion de los

tripsindgenos.
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10.

8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se han construido por primera vez cepas recombinantes
de P. pastoris productoras de un tripsinégeno quimérico formado por la
tripsina del camarén L. vannamei y el péptido de activacion del tripsinégeno
humano.

Mediante cinéticas de crecimiento comparativas realizadas en condiciones de
induccién, se evalud la toxicidad del tripsindgeno quimérico sobre células de
P. pastoris, y se correlacioné con el mecanismo de autoactivacién de los
tripsindgenos.

En los medios de cultivo BMM y BMMS, TgQ y el tripsinégeno de camardn
presentan toxicidad sobre las células hospederas de P. pastoris.

En el medio de cultivo BMMS, TgQ presenta menor toxicidad que el
tripsinégeno de camardn sobre las células hospederas de P. pastoris.

La adicién de alanina en el medio de cultivo inductor genera una mayor
disminucién de la toxicidad de TgQ y el tripsindgeno de camardén sobre las
células del hospedero que la adicion de sorbitol.

La alanina tiene un efecto adicional que estimula el crecimiento celular en las
cepas KM71TgQ y KM71Tg4 y no tiene efecto en la cepa control
(KM71PhyC), siendo este efecto adicional mayor en la cepa KM71TgQ.
Probablemente la velocidad de autoactivacion del TgQ es ligeramente menor
que la del tripsindgeno de camaron.

El residuo de tirosina de TgQ en la posicién equivalente al Asp®'® de la
tripsina humana podria disminuir la repulsién electrostitica del péptido de
activacion de TgQ que generaria un proceso de autoactivacién con una
velocidad intermedia entre la correspondiente al tripsindgeno de camarén y la
del tripsinégeno de vertebrados.

TgQ presenta menor toxicidad que el tripsinégeno de camarén sobre células
de P. pastoris y se podria producir en un medio inductor adicionado con
sorbitol o alanina.

Los niveles de produccién de TgQ en P. pastoris aumentarian realizando una
mutacién puntual de una tirosina a dcido aspartico en la posicidn equivalente
a la posicion 218 de la tripsina humana, la cual disminuirfa la autoactivacién

del tripsinégeno quimérico y por lo tanto su toxicidad sobre P. pastoris.
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APENDICES

APENDICE A

Preparacion de medios, soluciones y reactivos

YPD/ YPD agar. (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 1%)

Disolver 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona y 20 g de glucosa en 1000 mL
de agua bidestilada. Esterilizar en autoclave a 15 ib/pulgz. Almacenar a temperatura
ambiente o a 4°C. La vida media de esta solucién es de varios meses. Cuando se
requiera YPD agar, la mezcla anterior y ademas 20 g de agar, mezclar bien y
esterilizar por autoclave. Dejar enfriar y vertir cuidadosamente en placas Petri.
Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente.

10 XD (Glucosa 20%)
Disolver 20 g de glucosa en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtracion.
Almacenar a 4°C.

Buffer de fosfatos 1M, pH 6

Disolver 1.03 g de K,HPO,4 y 12.8 g de KH,PO, en 80 mL de agua destilada, ajustar
el pH con H3PO4 o con KOH, aforar a 100 mL y esterilizar 20 min a 15 lb/pulg2 a
121°C. Almacenar a temperatura ambiente.

500X B. (Biotina 0.02%)
Disolver 20 mg de biotina en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtracion y
almacenar a 4 °C.

Glicerol 10%
Mezclar 100 mL de glicerol absoluto y aforar a 1000 mL de agua destilada.
Esterilizar por autoclave. Almacenar a 4°C.

10X YNB. (Base de levadura nitrogenada con sulfato de amonio y sin
aminoacidos 13.4%)

Disolver 134 g de YNB en 1000 mL de agua destilada, esterilizar por filtracion.
Almacenar a 4°C

Azul brillante de Coomassie (Proteinas totales)

Disolver 100 mg del colorante azul brillante de Coomassie G-250 en 50 mL de
etanol al 95%. Agitar vigorosamente. Agregar 100 mL de 4cido fosférico al 85 %.
Mezclar vigorosamente por 20-30 min. Llevar a 1 L con agua destilada, agitar por
20-30 min vy filtrar con papel Whatman no. 1 para eliminar el colorante no disuelto.
Guardar el reactivo en un frasco oscuro a 4°C.

Solucion de albiimina sérica bovina (50 ug/uL)

Pesar 5 mg de ASB en un matraz de aforacién de 5 mL y aforar con agua destilada
(ASB 1 pg/uL). Colocar 250 puL de esta solucién en un matraz de aforaciéon de 5 mL
y aforar con agua destilada.
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EDTA 500 mM pH 8.0

Disolver 18.6 g de EDTA en 80 mL de agua bidestilada, ajustar el pH a 8.0 con
NaOH 10N (o lentejas de NaOH). Aforar a 100 mL. Esterilizar por autoclave,
almacenar a temperatura ambiente. Nota: El EDTA no se disolverd hasta que la
solucién alcance el pH 8.0

IPTG (10 mM)
Disolver 238 mg de IPTG (Promega Num. Cat V395A) en 10 mL de agua bidestilada
estéril. Esterilizar por filtracién y almacenar a -20°C.

Medio Luria-Bertani (LB)

Disolver 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl en 1 Litro
de agua bidestilada. Ajustar el pH a 7.5 con NaOH 10 M. Cuando se requiera LB-
agar, adicionar a la mezcla anterior 15 g de agar. Esterilizar por autoclave. Enfriar,
agregar la ampicilina (100 ug/mL), homogenizar y vaciar 4 mL en tubos corning
capacidad 15 mL, o en cajas de Petri. Almacenar a 4°C o temperatura ambiente.

Persulfato de amonio (10%)
Disolver 200 mg de persulfato de amonio en 2 mL de agua bidestilada. Almacenar a
4°C. La vida media de esta solucién es aproximadamente 2 semanas.

X-Gal (50 mg/mL)

Se empled una solucién preparada por Promega (Promega Num. Cat. V3941). Esta
solucién se empled directamente del frasco botella. Esta solucién es almacenada a -
20°C hasta su uso.

Medio RDB y RDBH (Sorbitol 1M, agar 2%, glucosa 2%, YNB 1.34%, biotina 4
x 10 %, aminoacidos 0.005 %, + histidina 0.004%)

Disolver 93 g de sorbitol y 10 g de agar bacteriolégico en 350 mL de agua
bidestilada. Esterilizar en autoclave, enfriar y mantener a 60°C. Esterilizar en
autoclave 44 mL de agua bidestilada, enfriar y agregar 50 mL de dextrosa 20%, 50
mL YNB 10X, 1 mL de biotina 500X, 5 mL de aminoacidos 100X y precalentar a
45°C. *Agregar 5 mL de Histidina 100X a la mezcla precalentada, para el
crecimiento de cepas his4 (prueba de viabilidad). Adicionar la mezcla precalentada a
45°C, al sorbitol y agar mantenidos a 60°C (345 mL de agua estéril mds sorbitol y
agar). Homogenizar, vaciar en cajas de Petri, y sellar una vez que solidifica el medio.
Almacenar a 4°C o temperatura ambiente.

Buffer TBE, 10X

Solucién Stock 10X. Disolver 108 g de Trizma base, 55 g de 4cido béricoy 9.3 g de
EDTA en 600 mL de agua bidestilada, aforar a 1000 mL con agua bidestilada y
esterilizar en autoclave. Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer TBE, 1X

Solucién de trabajo 1X: Mezclar 100 mL de TBE 10X y agregar 900 mL de agua
bidestilada (Volumen final 1 litro). Almacenar a temperatura ambiente.
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Solucion Fijadora (metanol 50 %, acido acético 10%)
Mezclar 250 mL de metanol, con 50 mL de 4cido acético y aforar con agua destilada
a 500 mL. Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion decolorante (metanol 5%, acido acético 7%)
Mezclar 50 mL de metanol con 70 mL de 4cido acético, y aforar con agua destilada a
1000 mL. Almacenar a temperatura ambiente.

SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio)
Disolver 10 g de SDS y aforar a 100 mL con dgua bidestilada. Calentar a 68°C para
facilitar su disolucidn.

Histidina 100X Histidina (0.4 %)

Disolver 400 mg de L-histidina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion. Almacenar a 4°C. La vida nedia de esta solucién es de aproximadamente 1
ano.

Buffer Tris-EDTA (TE pH 8.0, 1X) (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH
8.0)

Mezclar 2 mL de EDTA 0.5 mM pH 8.0 con 10 mL de Tris-Cl pH 8.0). Aforar a 1L
con agua destilada. Esterilizar por autoclave y almacenar a temperatura ambiente

CaCl, 1M
Disolver 11.1 g de CaCl, en 80 mL de agua bidestilada. Aforar a 100 mL, esterilizar
por autoclave. Almacenar a temperatura ambiente o en frio.

Buffer de primer lavado (Purificacion de proteinas) (Tris-Cl 20 mM pH 7.6)
Disolver 484 mg de Tris en 100 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH a 7.6 con HCL
Aforar a 200 mL. Esterilizar por autoclave. Almacenar a 4°C.

Buffer de segundo lavado (Purificacion de proteinas) (Tris-Cl 20 mM pH 7.6,
CaCl; 1 mM)

Disolver 1.214 g de Tris en 250 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH a 7.6 con HCL
Agregar 5 mL de CaCl, 100 mM. Mezclar bien. Aforar a 500 mL con agua
bidestilada. Esterilizar por autoclave. Almacenar a 4°C

Buffer de electroforesis SDS-PAGE 5X

Pesar 3.8 g de Trizma base, 18.0 g de glicina, 1.3 g de SDS y disolver
cuidadosamente en 150 mL de agua bidestilada. Aforar a 250 mL con agua
bidestilada. Guardar en refrigeracion. Diluir a 1X con agua bidestilada justo antes de
usarse.

Buffer Tris-ClI/SDS pH 8.8 4X (Solucién tampén concentrada para SDS-PAGE)
Disolver 9.1 g de Trizma base en 30 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH a 8.8 con
HCI concentrado. Aforar a 50 mL con agua bidestilada. Agregar 0.2 g de SDS sélido
y disolver. Almacenar a 4°C hasta un mes.
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Buffer Tris-Cl/SDS pH 6.8 4X (Solucion tampén concentrada para SDS-PAGE)
Disolver 0.605 g de Trizma base en 5 mL de agua. Ajustar el pH a 6.8 con HCI
concentrado. Aforar a 10 mL con agua destilada. Agregar 0.04 g de SDS sélido y
disolver. Almacenar a 4°C hasta un mes.

Bromuro de etidio (10 mg/mL)

Disolver 1.0 g de bromuro de etidio en 100 mL de &4gua bidestilada. Mezclar
cuidadosamente con una barra magnética durante varias horas, hasta asegurarse que
El colorante se haya disuelto. Cubrir el frasco que lo contiene con papel aluminio o
transferirlo a un bote oscuro y almacenar a 4°C. Para la solucion de trabajo, preparar
bromuro de etidio 2 pg/mL en TBE 1X. Nota: el bromuro de etidio es un poderoso
mutigeno, use guantes y cubrebocas cuando lo prepare.

Azul brillante de Coomassie (SDS-PAGE) (Azul brillante de Coomassie R250
0.05 %, metanol 50%, acido acético 10%)

Disolver 0.05 g de azul brillante de Coomassie R250 en 30 mL de dgua bidestilada.
Agregar 50 mL de metanol y 10 mL de 4cido acético. Aforar a 100 mL. Almacenar a
4°C en um frasco ambar o cubierto de la luz.

Alanina 8%
Disolver 8 g de L-Alanina, en 80 mL de 4gua bidestilada. Aforar a 100 mL
Esterilizar por filtracién. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente.

Acrilamida-bisacrilamida

Se empled una solucién preparada por BIORAD (BIORAD Num. Cat. 161-0154)
que contiene los siguientes componentes: Acrilamida 28.5%, N,N’-metilen-bis-
acrilamida 1.5% (Radio 19:1). Esta solucién se emple6 directamente de la botella.
Esta solucién es almacenada a 4°C hasta su uso sin desgasificar para geles SDS-
PAGE 12 0 15%.

Agarosa 0.8%
Mezclar 0.8 g de agarosa com 100 mL de TBE 1X. Calentar de 1-2 min. Vaciar en el
molde. Dejar solidificar.

Agarosa 2.5%
Mezclar 2.5 g de agarosa com 100 mL de TBE 1X. Calentar de 1-2 min. Vaciar en el
molde. Dejar solidificar.

Aminoacidos (AA 100X) (0.5% de cada Aminoacido)

Disolver 500 mg de los siguientes aminodcidos: dcido L-glutdmico, L-Metionina, L-
Lisina, L-Leucina e Isoleucina en 100 mL de agua. Esterilizar por filtracién y
almacenar a 4°C. La vida media de esta solucién es aproximadamente 1 afio.

Jugo azul (Azul de bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25 %, glicerol 30%)
Mezclar 25 mg de azul de bromofenol y 25 mg de xilencianol com 3 mL de glicerol.
Aforar con agua bidestilada a 10 mL. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente.

Médio SOC

Disolver 2 g de triptona, 0.5 g de extracto de levadura, 1 mL de NaCl 1M y KCI 1M
en 97 mL de agua bidestilada. Agitar hasta disolver. Autoclavear y enfriar a
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temperatura ambiente. Afiadir stock de Mg™* y glucosa 2M, cada uno de estos 2
ultimos hasta alcanzar la concentracion final de 20 mM. Aforar a 100 mL con agua
bidestilada estéril. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente

NaCl (1 M) (Medio SOC)
Disolver 5.84 g de NaCl y aforar a 50 mL con agua bidestilada. Esterilizar por
filtracion. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente

KCI (1 M) (Medio SOC)
Disolver 3.72 g de KCL y aforar a 50 mL con agua bidestilada. Esterilizar por
filtracién. Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente

Glucosa 2 M (Medio SOC)

Disolver 36.04 g de D-glucosa en 50 mL de agua bidestilada estéril. Aforar a 100 mL
con agua bidestilada estéril. Esterilizar por filtraciéon. Almacenar a 4°C o a
temperatura ambiente.

Stock de Mg** 2M (Medio SOC)
Disolver 9.52 g de MgCl, y 24.65 g de MgS0O,-7H,0 en 100 mL de agua bidestilada
estéril. Esterilizar por filtracion.

BMG (Medio minimo glicerol amortiguado). (Fosfato de potasio 100 mM pH 6.0
YNB 1.34%, glicerol 1%, biotina 4 x 10°%)

Para 100 mL de BMG, mezclar 10 mL de buffer de fosfato de potasio 1M pH 6.0, 10
mL de YNB 10X, 0.2 mL de biotina 500X, 10 mL de glicerol 10% y 70 mL de agua
destilada estéril. Distribuir en alicuotas y poner de 48-72 h a prueba de esterilidad
(30°C), antes de su uso.

BMM (Medio minimo metanol amortiguado) (Fosfato de potasio 100 mM pH
6.0 YNB 1.34%, biotina 4 x 10-5%)

Para 100 mL. de BMM, mezclar 10 mL de buffer de fosfato de potasio 1M pH 6.0, 10
mL de YNB 10X, 0.2 ml de BS00X, y 80 mL de agua destilada estéril. Distribuir en
alicuotas y poner de 48 -72 h a prueba de esterilidad (30°C), antes de su uso.

BMMS (Medio minimo con metanol amortiguado y suplementado con sorbitol)
(Fosfato de potasio 100 mM pH 6.0 YNB 1.34%, sorbitol 2%, biotina 4 x 10°%)
Para 100 mL. de BMMS, mezclar 10 mL de buffer de fosfato de potasio 1M pH 6.0,
10 mL de YNB 10X, 10 mL de sorbitol 20%, 0.2 ml de B500X, y 70 mL de agua
destilada estéril. Distribuir en alicuotas y poner de 48 -72 h a prueba de esterilidad
(30°C), antes de su uso.

BMMA (Medio minimo con metanol amortiguado y suplementado con alanina)

g;‘osfato de potasio 100 mM pH 6.0 YNB 1.34%, alanina 0.8 %, biotina 4 x 10
’)

Para 100 mL de BMM, mezclar 10 mL de buffer de fosfato de potasio 1M pH 6.0, 10

mL de YNB 10X, 10 mL de alanina 8%, 0.2 ml de B500X, y 70 mL de agua

destilada estéril. Distribuir en alicuotas y poner de 48 -72 h a prueba de esterilidad

(30°C), antes de su uso.
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Buffer de electrotransferencia Towbin (Tris-Base 25 mM, Glicina 186 mM,
metanol 20 %)

Para 1 litro, pesar 3.02 g de Trizma Base, 14.71 g de glicina y 200 mL de metanol al
20%, disolverlos en 1 L de agua destilada, sin ajustar el pH. Almacenar a 4°C.

Buffer PBS 10X

Pesar 80 g de cloruro de sodio (NaCl), 2 g de cloruro de potasio (KCl), 11.5 g de
fosfato de sodio dibdsico heptahidratado (Na;HPO4.7H,0) y 2 g de fosfato de potasio
monobdsico (KH>POy4). Agregar 1 L de agua miliQ y se agita hasta disolver bien.
Antes de vertir en el recipiente que lo contendrd, éste debe enjuagarse bien con agua
destilada y miliQ para evitar contaminacién. Almacenar a 4°C.

Buffer TBS (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, NaCl 0.9%)

Pesar 12.1 g de Trizma Base, 9 g de cloruro de sodio (NaCl). Agregar 500 mL de
agua destilada y disolver bien, ajustar el pH a 7.5 con &cido clorhidrico (HCI1) 1 M,
aforar a 1 L con agua destilada. Almacenar a 4°C.

Buffer TTBS (TBS, 0.1% Tween 20)
Seguir el procedimiento normal para preparar TBS y agregar 1 mL de Tween 20.
Disolver agitando. Almacenar a 4°C.

SEVAG (Cloroformo-Alcohol isoamilico 24:1)
Mezclar 24 mL de cloroformo y 1 mL de alcohol isoamilico. No esterilizar.

NaOH (10 N)
Disolver 10 g de NaOH anhidro en agua ultrapura a 25 mL. Esterilizar por autoclave.

Solucion amortiguadora de lisis (TSNT) (Triton 100 2%, SDS 1%, NaCl 100
mM, Tris-Cl 100 mM pH 8.8, EDTA 1 mM)
Disolver 500 microlitros de Triton 100 en 15 mL de agua destilada, posteriormente
disolver 146.25 mg de NaCl, agregar 2.5 mL de SDS al 10%, agregar 500 uL de
Tris-Cl 500 mM pH 8 y 50 uL. de EDTA 500 mM. Aforar a 25 mL. Esterilizar en
autoclave. Almacenar a temperatura ambiente.

Tris-Cl 500 mM pH 8

Disolver 6.05 g de Tris en 50 mL. Ajustar el pH a 8 con HCI. Aforar a 100 mL con
agua bidestilada. Esterilizar por autoclave. Almacenar a 4°C o a temperatura
ambiente.
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APENDICE B

Plasmido pGEMTgQ
Sphl 27 Sfol 186 . Open reading frame
! Egel 186 .
Aatll 21 Ehel 186 B Origin of replication
Zral 19
soal'ls Mh,rll'il 185 W rromoter
Bsp1201 11 Mho s Marll85 PMiBI 297 B Reporter gene
Kasl 184 Van91l 297 [ Selectable marker
PspOMI 11 1 ‘ Bspl06l 437
Bbel 188 FlIMI 297 / M Unique restriction site
Dralll 3356 AccB71 297/ LBSIENIS32 (oo
Adel 3356 vl T e BSUTU|/437 Xa9|5/32/
BsaAl 3356 av e s Bsa29l 437 poxl 566
BStBAI 3356 : L FSpEIS37
: e
. i, ﬂsl 584
. . o éall 584
X Sobp i %< Msp20I 584
. lacZ_a reporter v XmaJl 808
-~ - s i
" - S200ep 1 origin e " ASPAZI BOB_ | 8‘5{::|I880480
; . . _Sdal
~ 4 _ —’f__‘___'__,.SDfI 840
" -~ =
_ 3% _amp prom s00bp = = Ecl1361 859
. - - Pspl24BI 861
Pdml 2761 P pCEMTgQ | . - acl 861
Xmnl 276 3 : 3766bp A PrOM 10000~ o st 861
Mrox| 2761 - ‘_ - Miul 866
Asp700] 2761 i Y ~ BfrBI 877
Scal 2642 " Nsil 879
Zrml 2642 -~ EcoT221879
Mphl1021 879
Zsp2| 879
BspLU11l 1269
Pcil 1269
AspEl 2162 / \
Dril 2162 R EEEE
EclHKI 2162
Eam110512162

Ahdl 2162 gopoY) 1949

90



APENDICE C

Plasmido pPIC9TgQ
Qpen reading frame
W Origin of replication
B Other gene
B Fromoter
Sacl 209 I selectable marker
ADX1 prom

B Terminator
. Unique restriction site

BamHI 939

i / alpha other
Far 4 /

% Xhol 1193
*
. — SRR -
o . \.‘ ssour, SWbp‘ " . \ "
* BO0ObR
™ - amp prom -
- _* 7seobe | amp marker . /,-Nrul 1707
- ‘ -““‘-._ -
= rootbe~pBR322 origin ___—Notl 1950
- AOX1 term
Nelel 6571—— " pPICITgQ - <= A0X1 term
= 8737bp -
= HI54 marlk er s
/ ~ Xbal 2747

o Hpal 2853

Stul 3977

Mcol 4347
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APENDICE D

Secuencia nucleotidica de la tripsina de camarén Lifopenaeus vannamei

LOCUS
18-APR-2005
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

Penaeoidea;

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

Penaeus

expression

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
France /

Concarneau,

FEATURES
source

CDS

X86369 854 bp mRNA linear INV

P.vannamei mRNA for trypsin.

X86369

X86369.1 GI:785034

trypsin.

Litopenaeus vannamei (Pacific white shrimp)

Litopenaeus vannamei

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Crustacea; Malacostraca;
Eumalacostraca; Eucarida; Decapoda; Dendrobranchiata;

Penaeidae; Litopenaeus.

1

Klein,B., Le Moullac,G., Sellos,D. and Van Wormhoudt,A.
Molecular cloning and sequencing of trypsin cDNAs from

vannamei (Crustacea, Decapoda): use 1in assessing gene

during the moult cycle
Int. J. Biochem. Cell Biol. 28 (5), 551-563 (1996)
8697100
2 (bases 1 to 854)
Van Wormhoudt,A.E.
Direct Submission
Submitted (18-APR!995) A.E. Van Wormhoudt, College de

CNRS, Laboratoire de Biologie Marine, BP 225, 29182

FRANCE
Location/Qualifiers
1..854
/organism="Litopenaeus vannamei"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6689"
/tissue_type="hepatopancreas"
/dev_stage="adult"
3..803
/EC_number="3.4.21.4"
/codon_start=1
/product="trypsin"
/protein_id="CAA60129.1"
/db_xref="GI:785035"
/db_xref="GOA:Q027761"
/db_xref="HSSP:P00760"
/db_xref="InterPro:IPR001254"
/db_xref="InterPro:IPR001314"
/db_xref="InterPro:IPR0O09003"

/db_xref="UniProtKB/TrEMBL:Q27761"

/translation="MKTLILCVLLAGAFAAPSRKPTFRRGLNKIVGGTDATPGELPYQ
LSFQDISFGFAWHFCGASIYNENWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQVVAGELNQDVDEGT
EQTVILSKIIQHEDYNGFTISNDISLLKLSQPLSFNDNVRAIDIPAQGHAASGDCIVS
GWGTTSEGGSTPSVLOKVTVPIVSDDECRDAYGOSDIEDSMICAGVPEGGKDSCQGDS
GGPLACSDTASTYLAGIVSWGYGCARPGYPGVYAEVSYHVDWIKANAV"

sig_peptide 3..41

ORIGIN

1 ccatgaagac cctcatcctc tgtgtgctcc ttgctggage ttttgccgcc ccctccagga
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

agcccacctt
agctgcecctta
gcgcctccat
acatgaacaa
agggcaccga
tcaccatcag
acgttcgcge
ccggctgggg
ttcccatcgt
ccatgatctg
gccccecttge
acggctgtgce
ggattaaggc
aagaaaaaaa

ccgccgeggt
ccagctcagt
ctacaacgag
ccccgattac
gcagacggtc
caacgacatc
catcgatatt
caccacctcc
gtctgacgac
tgccggagtg
ctgctctgac
ccgtccecggce
caatgctgtt
tata

ctcaacaaga
ttccaggaca
aactgggcca
cttcaggtcg
atcctctcca
tccctgcetca
cccgctcagg
gagggaggaa
gagtgtcgcg
cccgagggceg
acggcctcca
taccctggcg
taatcaagtt

tcgtcggagg
tctccttcgg
tctgcgecgg
ttgccggaga
agatcatcca
agctgtctca
gtcacgctgce
gcacccccag
atgcttatgg
gcaaggactc
cctacctggc
tgtacgctga
gtttaacatg

aactgacgcc
ctttgcctgg
ccactgcgtc
acttaaccag
acacgaggac
gcctctgage
ctctggcgac
tgtcctgcag
ccagagcgac
gtgccagggt
cggcatcgtg
ggtctcctac
tacttacctt

actcccggag
cacttctgcg
cagggcgagg
gatgtggatg
tacaacggct
ttcaatgaca
tgcatcgtct
aaggtgaccg
attgaggact
gactctggcg
tcctggggcet
catgtcgatt
gaaagcaata
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APENDICE E

Secuencia nucleotidica de la Tripsinégeno de Homo sapiens

LOCUS HUMTRPSGNA 800 bp mRNA linear PRI
14-JAN-1995

DEFINITION Human pancreatic trypsin 1 (TRY1l) mRNA, complete cds.
ACCESSION M22612

VERSION M22612.1 GI:521215
KEYWORDS trypsinogen.
SOURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates;

Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 800)

AUTHORS Emi,M., Nakamura,Y., Ogawa,M., Yamamoto,T., Nishide,T.,
Mori,T. and Matsubara, K.
TITLE Cloning, characterization and nucleotide sequences of two
cDNAs
encoding human pancreatic trypsinogens
JOURNAL Gene 41 (2-3), 305-310 (1986)
PUBMED 3011602
COMMENT On Aug 4, 1994 this sequence version replaced gi:340723.
Original source text: Homo sapiens pancreas cDNA to
mRNA .
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..800
/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
/map="7g32-gter"
/tissue_type="pancreas"
gene 1..800
/gene="TRY1"
CDS 7..750

/gene="TRY1"
/codon_start=1
/product="trypsinogen"
/protein_id="AAA61231.1"
/db_xref="GI:521216"
/db_xref="GDB:G00-119-620"

/translation="MNPLLILTFVAAALAAPFDDDDKIVGGYNCEENSVPYQVSLNSG
YHFCGGSLINEQWVVSAGHCYKSRIQVRLGEHNIEVLEGNEQF INAAKIIRHPQYDRK
TLNNDIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTAPPATGTKCLISGWGNTASSGADYPDELQC
LDAPVLSQAKCEASYPGKITSNMFCVGFLEGGKDSCQGDSGGPVVCNGQLQGVVSWGD
GCAQKNKPGVYTKVYNYVKWIKNTIAANS"

sig_peptide 7..51
/gene="TRY1"
/note="G00-119-620"
mat_peptide 76..747
/gene="TRY1"
/product="trypsinogen"
/note="G00-119-620"
polyA_signal 781..786
/gene="TRY1"
/note="G00-119-620"
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polyA_site

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

accaccatga
gatgatgatg
gtgtccctga
gtatcagcag
gaagtcctgg
tacgacagga
atcaacgccc
tgcctcatct
cagtgcctgg
attaccagca
gattctggtg
ggctgtgccce
attaagaaca
aataaagtga

800

/gene="TRY1"
/note="G00-119-620"

atccactcct
acaagatcgt
attctggcta
gccactgcta
aggggaatga
agactctgaa
gcgtgtccac
ctggctgggg
atgctcctgt
acatgttctg
gccctgtggt
agaagaacaa
ccatagctgc
ccctgttcte

gatccttacc
tgggggctac
ccacttctgt
caagtcccgce
gcagttcatc
caatgacatc
catctctctg
caacactgcg
gctgagccag
tgtgggctte
ctgcaatgga
gcctggagte
caatagctaa

tttgtggcag
aactgtgagg
ggtggctccce
atccaggtga
aatgcagcca
atgttaatca
cccaccgccce
agctctggcg
gctaagtgtg
cttgagggag
cagctccaag
tacaccaagg
agcccccagt

ctgctcttgc
agaattctgt
tcatcaacga
gactgggaga
agatcatccg
agctctcctce
ctccagccac
ccgactaccc
aagcctccta
gcaaggattc
gagttgtctc
tctacaacta
atctcttcag

tgcccccettt
cccctaccag
acagtgggtg
gcacaacatc
ccacccccaa
acgtgcagta
tggcacgaag
agacgagctg
ccctggaaag
atgtcagggt
ctggggtgat
cgtgaaatgg
tctctatacc
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APENDICE F

MCS del Vector pGEM

T7 Transcription Start

5. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
.. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

T7 Promoter

Apal Al Sph BstZ|

CCATG GCCGC GGGATT3

[ . ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
loned insert
GGTAC CGGCG CCCTA (c )
| | | |

B’TTAG'I'lG .&TC.&icl GCCGG CGl‘GAD GTClﬂl.& GCTGGl TATAC

Meol Sacll Spel Mot Pstl Sall Mdel
Bst7|

SP6 Transcnption Start

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT ... 3"
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA.. .5

SP6 Promoter

Sacl BstXl Meil
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APENDICE G

Secuencia nucleotidica de pPIC9

LOCUS 246233 8020 bp DNA linear PLN
14-NOV-2006

DEFINITION P.pastoris DNA for pPIC9 expression vector.

ACCESSION 746233

VERSION 746233.1 GI:559514
KEYWORDS beta-lactamase.
SOURCE Pichia pastoris

ORGANISM Pichia pastoris
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomyceta;
Saccharomycotina; Saccharomycetes; Saccharomycetales;
Saccharomycetaceae; Pichia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 7757)
AUTHORS Scorer,C.A., Clare,J.J., McCombie,W.R., Romanos,M.A. and
Sreekrishna, K.
TITLE Rapid selection wusing G418 of high copy number
transformants of
Pichia pastoris for high-level foreign gene expression
JOURNAL  Biotechnology (N.Y.) 12 (2), 181-184 (1994)
PUBMED 7764433
REFERENCE 2 (bases 1 to 8020)
AUTHORS Romanos,M.A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (18-0CT*994) Romanos M. A., Wellcome Research
Laboratories, Biology Division, Langley Court,
Beckenham, Kent, UK,
BR3 3BS
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..8020

/organism="Pichia pastoris"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:4922"
/clone="pPIC3"

misc_feature 1..8020
/standard_name="pPIC9"
/function="Pichia alpha-factor secretion
vector"
/label=pPIC9
terminator 1..354
/standard_name="A0X1"
CDS complement (1250..3280)

/standard_name="HIS4"
/codon_start=1
/protein_id="CAA86304.1"
/db_xref="GI:559515"
/db_xref="GOA:Q12201"
/db_xref="HSSP:P06988"
/db_xref="InterPro:IPR0O01692"
/db_xref="InterPro:IPR002496™"
/db_xref="InterPro:IPR0O08179"

/db_xref="UniProtKB/TrEMBL:Q12201"

/translation="MTFPLLPAYASVAEFDNSLSLVGKAVFPYAADQLHNLIKFTQST
ELQVNVQVESSVTEDQFEELIDNLLKLYNNGINEVILDLDLAERVVQRMIPGARVIYR
TLVDKVASLPANASIAVPFSSPLGDLKSFTNGGSRTVYAFSETAKLVDVTSTVASGIT
PIIDARQLTTEYELSEDVKKFPVSEILLASLTTDRPDGLFTTLVADSSNYSLGLVYSS
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KKSIPEAIRTQTGVYQSRRHGLWYKGATSGRTQKLLGIELDCDGDCLKFVVEQTGVGE
CHLERTSCFGQSKGLRAMEAPCGIVRAMLQKVLIPNGYLTTKFCLNAKIREEADELAE
AKSKEDIAWECADLFYFALVRCAKYGVTLDEVERNLDMKSLKVTRRKGDAKPGYTKEQ
PKEESKPKEVPSEGRIELCKIDVSKASSQEIEDALRRPIQKTEQIMELVKPIVDNVRQ
NGDKALLELTAKFDGVALKTPVLEAPFPEELMQLPDNVKRAIDLSIDNVRKFHEAQLT
ETLQVETCPGVVCSRFARPIEKVGLYIPGGTAILPSTSLMLGVPAKVAGCKEIVFASP
PKKDGTLTPEVIYVAHKVGAKCIVLAGGAQAVAAMAYGTETVPKCDKIFGPGNQFVTA
AKMMVQONDTSALCSIDMPAGPSEVLVIADKYADPDFVASDLLLKLNMVLIPR"

3589..4036

misc_feature

mRNA

prom

oter

sig_peptide

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

gcggccgega
gagaagaccg
gatgcaggct
tgtcattttg
atatcttgtg
cactcctctt
agctttaatg
aatctaacaa
gcttggttat
ccagtcacta
ttctcggage
gagccactat
aaatgtaagt
acagcattgc
atatgtttca
gtgttaactc
gaggagtaat
tgtacttgat
tactgattgg
gcaatacact
tcttcaattc
tcaataccat
tatcagcaat
atgtgtcatt
ttttgtcaca
ctcctgctag
taagggtacc
tggcaggaac
agaggccaac
caacttgcaa
gatcaatggc
ctaacacagg
tgtcaccatt
ttttctggat
caattttgca
taggttgttc
acttcatatc
ctaatgcaaa
ctgcaagttc
aaccgtttgg
tggctctaag
cacctgtttg
gcaacttttg
ggtagactcc
ggcccaacga
cagtagtcaa
gttcgtattc
tggaagtcac
cattagtgaa
tagcgggcaa

/standard_name="3"

AOX1™"

complement (5606..6466)
/product="beta-lactamase"
/standard_name="AmpR"

6766..7703
/standard_name="A0X1"
7727..7979

/standard_name="alpha factor leader"

attaattcgce
gtcttgctag
tcatttttga
tttcttctcg
gtaggggttt
cagagtacag
cggtagttta
tgcgctcatc
gccggtactg
tggcgtgctyg
actgtccgac
cgactacgcg
taaaatctct
ggtgagcatc
gtccctcagg
cgctgtattg
ctccacaact
caacataaga
acatttccaa
tgcgtacaat
tggcaagctc
gttcagcttg
aactagaact
ttgaaccatc
cttaggaaca
cacgatacac
atccttctta
acccagcatc
tttctcaata
cgtctccgtt
tctcttaacg
tgtcttcaaa
ttgacgaaca
aggacgacga
caattcaata
cttggtgtat
caggtttctc
ataaaataag
atcagcttcc
tataagaacc
accctttgat
ttcaaccaca
agttcgtcca
agtttgtgtc
gtaattagaa
agacgccaac
agtagtcaat
atctaccaac
acttttcaaa
ggatgcaact

cttagacatg
attctaatca
tactttttta
tacgagcttg
gggaaaatca
aagattaagt
tcacagttaa
gtcatcctcg
ccgggcecctcet
ctagcgctat
cgctttggcce
atcatggcga
aaataattaa
tagaccttca
agttacgtct
acgggcatat
ctctggagag
agaagcattc
agcctgctcg
ttcaaccctt
cttgtctgtc
agcagaaggt
tcagaaggcc
atcttggcag
gtttctgttc
ttagcaccaa
ggtggagatg
agggaagtgg
ggtcttgcaa
agttgagctt
ttatctggca
gcgactccat
ttgtcgacaa
agggcatctt
cgaccttcag
cctggcttgg
tccacctecgt
tcagcacatt
tccctaattt
ttctggagca
tggccaaaac
aatttcaagc
gatgtagcac
cttatagcct
gagtcagcca
aaaatttcac
tgccgagcat
tttgcggtct
tcgcccagtg
ttatcaacca

actgttcctc
agaggatgtc
tttgtaacct
ctcctgatca
ttcgagtttg
gagaagttcg
attgctaacg
gcaccgtcac
tgcgggatat
atgcgttgat
gccgcccagt
ccacacccgt
ataagtccca
acagcagcca
tgtgaagtga
ccgtacgttg
taggcaccaa
tcgatttgca
taggttgcaa
ggcaactgca
atatcgacag
ctgaggcaac
cagcaggcat
cagtaacgaa
cgtaagccat
ccttgtggge
caaaaacaat
aaggcagaat
aacgagagca
catggaattt
attgcataag
caaacttggce
ttggtttgac
caatttcttg
aagggacttc
catctccttt
ccaacgtcac
cccaggctat
tagcgttcaa
ttgctcttac
aggaagtgcg
agtctccatc
ctttatacca
ccggaataga
ccaaagtagt
tgacagggaa
caataatggg
cagaaaaagc
gagaagaaaa
gggtcctata

agttcaagtt
agaatgccat
atatagtata
gcctatcteg
atgtttttct
tttgtgcaag
cagtcaggca
cctggatgct
cgtccattcc
gcaatttcta
cctgctcgcet
cctgtggatc
gtttctccat
gatccatcac
tgaacttctg
gcaaagtgtg
caaacacaga
ggatcaagtg
ccgatagggt
cagcttggtt
ccaacagaat
gaaatctgga
gtcaatacta
ctggtttcct
agcagctact
aacgtagatg
ttctttgcaa
tgcggttcca
gactacacca
cctgacgtta
ttcctctggg
agttagttct
taattccata
tgaggaggcc
tttaggtttg
ccttctagtg
accgtacttg
atcttccttg
acaaaacttc
gatcccacaa
ttccaagtga
acaatccaat
caaaccgtga
ctttttggac
gaatagacca
ctttttgaca
gattatacca
ataaacagtt
aggcacagcg
gataacccta

gggcacttac
ttgcctgaga
ggattttttt
cagctgatga
tggtatttcc
cttatcgata
ccgtgtatga
gtaggcatag
gacagcatcg
tgcgcacccg
tcgctacttg
tatcgaatct
acgaacctta
tgcttggcca
gaaggttgca
gttggtaccg
tccagcgtgt
ttcaggagcg
tgtagagtgt
gtgaacagca
cacctgggaa
tcagcgtatt
cacagggctg
ggaccaaata
gcctgggege
acttctgggg
ccagcaactt
ccaggaatat
gggcaagtct
tctatagaga
aaaggagctt
aaaagggctt
atctgttccg
ttagaaacgt
gattcttctt
acctttaggg
gcacatctaa
gatttagctt
gtcgtcaaat
ggtgcttcca
cagaaaccaa
tcgataccca
cgacgagatt
gagtacacca
tcggggeggt
tcttcagaaa
gaagcaacag
ctactaccgc
atactagcat
gcgcctggga
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3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021

tcatcctttg
tattgtacaa
actcaacttg
gctggtcage
ctgcaacact
tgtagtcttg
tcctctacge
cctatatcge
cttgtttcgg
ccttgcatgce
gcttcctaat
gaatggtgat
aagcaaccgg
cgaactgtga
aagtcccacc
cggtgccttg
gcttaccttce
tgacaacgtt
tactattgat
tcatctttgt
aaatacccaa
aaaccccaaa
gagaaatttg
atctcaagat
gctcccggag
gggcgcgtca
tagcggagtg
catatgcggt
tcecgcettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggce
cgaaacccga
tctcectgttce
gtggcgcecttt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttccttt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggc
agctgactca
tattattcga
catccacagg
gcagaccgtt
cgaaaaacca
aggctactaa

gacaactctt
cttgagcaag
cacattaact
agcataggga
tgcgtatgca
agaaattctg
cggacgcatc
cgacatcacc
cgtgggtatg
accattcctt
gcaggagtcg
acccgcattc
aggaggagat
gactatctcg
aataaagaaa
aactataaaa
tggaccttca
gctatttcgt
ccaagccagt
atgaataaat
atctaaaact
tcagctcgta
cggagatgcg
ctctgcctceg
acggtcacag
gcgggtgttg
tatactggct
gtgaaatacc
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgcecccccee
caggactata
cgaccctgcce
ctcaatgctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcc
gtcctgcaac
gtagttcgcce
cacgctcgtc
catgatcccc
gaagtaagtt
ctgtcatgcc
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttcgtcet
tgttggtatt
gatctaacat
tccattctca
gcaaacgcag
gcccagttat
caccatgact

tctgccaaat
ttgtcgatca
tgaagctcag
aacacggctt
ggtagcaagg
aagccgtatt
gtggccggca
gatggggaag
gtggcaggcce
gcggcggcgg
cataagggag
ttcagtgtct
ttcatggtaa
gttatgacag
tccttgttat
tgtagagtgg
agaggtatgt
tcaaaccatt
gcggtcttga
ctagtctttg
cttttaaaac
gtctgatcct
atatcgagaa
cgcgtttecgg
cttgtctgta
gcgggtgteg
taactatgcg
gcacagatgc
ctcgctgegce
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgce
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttcgt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgcece
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
tcaagaatta
gtgaaataga
ccaaagacga
cacataagtg
gacctccact
tgggcttgat
ttattagcct

ctaggtccaa
gctcctcaaa
tcgattgagt
ttcctaccaa
gaaatgtcat
tttattatca
tcaccggcgce
atcgggctcg
ccgtggecgg
tgctcaacgg
agcgtcgagt
tgaggtctcc
atttctctga
cagaaatgtc
caggaacaaa
atatgtcggg
agggtttgta
ccgaatccag
aactgacaat
atctaaataa
gttaaaagga
catcaacttg
aaaggtacgce
tgatgacggt
agcggatgcc
gggcgcagec
gcatcagagc
gtaaggagaa
tcggtcgttce
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcccce
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacc
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggcccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgcet
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
attctcatgt
cgcagatcgg
aaggttgaat
ccaaacgcaa
cctcttctcce
tggagctcgce
gtctatcctg

aatcacttca
ttggtcctct
gaacttgatc
actcaaggaa
acttgaagtc
gtgagtcagt
cacaggtgcg
ccacttcggg
gggactgttg
cctcaaccta
atctatgatt
tatcagatta
cttttggtca
cttcttggag
cttcttgttt
taggaatgga
gatactgatg
agaaatcaaa
agtgtgctcg
tcttgacgag
caagtatgtc
aggggcacta
tgattttaaa
gaaaacctct
gggagcagac
atgacccagt
agattgtact
aataccgcat
ggctgcggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctccce
cggtgtaggt
gctgcgcectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgccat
gctccggttce
ttagctcctt
tggttatggce
tgactggtga
cttgcccgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
ttgacagctt
gaacactgaa
gaaacctttt
caggagggga
tcaacaccca
tcattccaat
gcccceccctgg

ttgataccat
gtaacggatg
aggttgtgca
ttatcaaact
ggacagtgag
catcaggaga
gttgctggcg
ctcatgagcg
ggcgccatct
ctactgggct
ggaagtatgg
tgcccaacta
tcagtagact
acagtaaatg
cgaacttttt
gcgggcaaat
ccaacttcag
gttgtttgtc
tgttttgagg
ccaaggcgat
tgcctgtatt
tcttgtttta
cgtgaaattt
gacacatgca
aagcccgtca
cacgtagcga
gagagtgcac
caggcgctct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggcgttt
tcagaggtgg
cctecgtgege
ttcgggaagce
cgttcgctcce
atccggtaac
agccactggt
gtggtggcct
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ccccgtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctgcaggce
ccaacgatca
cggtcctccg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaacacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa
aaataggcgt
atcatcgata
aaataacagt
tgccatccga
tacactagca
cttttgccat
tccttctatt
cgaggttcat
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7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981

gtttgtttat
ggctttctga
ttaaacgctg
tttggttcgt
accgtttgtce
gcgcagtcte
acacccgctt
gggaatactg
gacagcaata
tattagctta
ttttaacgac
agatttcctt
gtcaacacta
tcagatttag
gggttattgt
cgagaaaaga

ttccgaatgce
gtgtggggtc
tcttggaacc
tgaaatgcta
ttgtttggta
tctatcgcett
tttggatgat
ctgatagcct
tataaacaga
ctttcataat
aacttgagaa
caatttttac
caacagaaga
aaggggattt
ttataaatac

gaggctgaag

aacaagctcc
aaatagtttc
taatatgaca
acggccagtt
ttgattgacg
ctgaaccccg
tatgcattgt
aacgttcatg
aggaagctgce
tgcgactggt
gatcaaaaaa
tgcagtttta
tgaaacggca
cgatgttgct
tactattgcc
cttacgtaga

gcattacacc
atgttcccca
aaagcgtgat
ggtcaaaaag
aatgctcaaa
gtgcacctgt
ctccacattg
atcaaaattt
cctgtcttaa
tccaattgac
caactaatta
ttcgcagcat
caaattccgg
gttttgccat
agcattgctg
attccctagg

cgaacatcac
aatggcccaa
ctcatccaag
aaacttccaa
aataatctca
gccgaaacgce
tatgcttcca
aactgttcta
accttttttt
aagcttttga
ttcgaaggat
cctccgceatt
ctgaagctgt
tttccaacag
ctaaagaaga

tccagatgag
aactgacagt
atgaactaag
aagtcgccat
ttaatgctta
aaatggggaa
agattctggt
acccctactt
ttatcatcat
ttttaacgac
ccaaacgatg
agctgctcca
catcggttac
cacaaataac
aggggtatct
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APENDICE H

Vector pPICY9

Comments for pPIC9:
8023 nucleotides

5 AQOX1 promoter fragment. bases 1-948
5 AQOXT primer site; bases 855-875
a-Factor secretion signal(s): bases 949-1215
a-Factor primer site: bases 1152-1172
Multiple Cloning Site: bases 1192-1241
3 AQOXT primer site: bases 1327-1347
3" AQOX{ transcription

termination (TT): bases 1253-1586
HIS4 ORF. bases 4514-1980
3 AQOX1 fragment. bases 4870-5626
pBR322 ongin: bases 6708-6034
Ampicillin resistance gene: bases 7713-6853
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APENDICE I

MSC de pPIC9

73 AQxT mRNic\ 5" end (524)

|
ACRGCRARTAT ATRARCAGRRE GGRRGCTIGCC CTIGICTITARARR CCITITITIT TAICARTCARTT ATTAGCTIRC

5" AOX{ Primer Site (855-875)
I 1
TTTCATARTT GCGRACTGEIT CCARTTGARCE AGCTTTIGAT TTTARCGACT TTTRACGRCE RCTTGARGARG

.I:-Famr{mg-mﬁ}

ATCRRRRRAC AACTRATTAT TCGRARGGATC CARRACG ATG AGR TTT CCT TCR ATT TIT ACT GCR
M=t Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala

GIT TTAR TTC GCA CA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCR GTC AAC ACT ACAE ACH GAR GAT
Val Leu Phe Ala Rla Ser Ser Ala Leu Ala Rla Pro Val ARsn Thr Thr Thr Glu Asp

GRR ACG GCA CRA ATT CCG GCT GRR GCT GTIC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GRR GGG GAT
Glu Thr Ala Gln Ile Pro Rla Glu Rla Val Ile Gly Tyr Ser Lsp Leu Glu Gly Asp

TTC GAT GIT GCT IT TITG CCh TIT TCC AAC AGC ACR RAT AAC GGG TIA TTG TTIT ATR
Phe Rsp Val ARla Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe Ile

o-Facior Primer Site (1152-1172) Hho |

|
r 1
ART RACT ACT ARTT C0C RGC ATT 0T GCT RRAR GRAR GAR GGG TR TCT CTIC GRG RAR RGR

[
Asn Thr Thr Ile Rla Ser Ile Ala Rla Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu Glu Lys Arg
Signal cleavage (1204)

SHEII'Bl En?Ft | Al.lfr I N?fl

GRG GCT GRA GCT TAC GTA GAR TTC CCT AGG GCG GCC GCG AAT TAA TTCGCCTIRG
Glu Ala Glu Ala Tvr Val Glu Phe Pro Arg Ala Rla Rlsz RAsn *F#

—
ACATGRCTGT TCCTCAGITC RAGITGGGCA CITACGRAGAR GACCGGEICTT GCIAGATTCT AATCAAGAGG

3" ADXT Primer Site (1327-1347)
1
ATGTCRGRAT GCCATTTGCC TGAGRGATGC AGGCTTCATT TTTGATACTT TTITATTITGT ARCCTATATAR

AQX1 mRMA 3" end (1418)
|

GIRTAGGAIT TITITIGICR

* If cloning into the Yho [ site, the sequence between the Yhe I site and SnaB [ site (naderlined) omst be
recreated in order for efficient cleavage of the fiusion protemn to cccur.
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APENDICE J

Tabla de valores descriptivo-estadisticos de las cinéticas de crecimiento de
KM71TgQ, KM71Tg4 y KM71PhyC en los medios BMM, BMMS y BMMA.

Descriptives

MU
N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum Maximum
Lower Bound Upper Bound

BMIMI TgQ DO T 2 0.012 0.0013 0.0006 0.005 0014 0.010 0.013
UFC 2 3 0.005 0.0015 0.0009 0.002 0.009 0.004 0.007
BVMIMS TgQ 0o 3 6 0.073 0.0014 0.0006 0072 0075 0.072 0.075
uFc 4 s 0.074 0.0020 0.0009 0.072 0077 0.072 0.076
BVMMA TgQ 0o 5 6 0113 0.0021 0.0008 0111 0116 0112 0.116
UFC 6 a 0111 0.0006 0.0003 0110 0111 0.110 0111
BMM Tgd 0o 7 5 0.008 0.0039 00017 0,004 0013 0.002 0.012
urc 8 5 0.001 0.0022 0.0010 20001 0.004 0.001 0.004
BVMIMS Tga. 0o 9 6 0.055 0.0018 0.0007 0,053 0057 0.0s3 0.057
UFC 10 a 0052 0.0023 0.0012 0.0a8 0.056 0.050 0.054
BVMMA Tgd 0o 1 4 0.062 0.0017 0.0009 0.059 0.064 0.060 0.063
urc 12 4 0.091 0.0040 0.0020 0,084 0.097 0.087 0.094
BMM phyC 0o 13 s 0.050 0.0005 0.0002 0.049 0.050 0.049 0.050
UFC 1 4 0.060 0.0019 0.0010 0.056 0.063 0.057 0.061
BMMS phyC Do 15 4 0.061 0.0030 0.0015 0,056 0.065 0.057 0.063
urc 16 3 0102 0.0000 0.0000 0102 0102 0102 0.102
BMMA phyC 0o 7 6 0.098 0.0018 0.0007 0.096 0.100 0.096 0.100
uFC 18 6 0.074 0.0046 0.0019 0.069 0.079 0.071 0.080
Total 81 0.063 0034356161 0003748565 0.05510378 0070015268 0001 0116
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