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RESUMEN 

Loto La u n Escanilh T millo Fecha de Graduación: Abril 2002 
Universidad Atrtóaoma de Nuevo León 
Facultad de Cié ocias Biológicas 

Título del Estadio: PRODUCCIÓN DE TRIPSINA DE CAMARÓN BLANCO DEL PACÍFICO 
(f jtrprrvmi vamaimi) EN Pichia paúaris 

Número de páginas: 108 Candidato para d grado de Doctorado en Ciencias coa 
especialidad en Biotecnología 

Área de Estudio: Biotecnología 

Propósito y Método de Estadio: La importancia de la tripsina en mudi06 procesos biológicos y 
aplicaciones industríales, han hedió de esta «i7ima objeto de intenso estudio en vertebrados e 
invertebrados. Actualmente la principa] firma de producción de tripsina es mabmie su obtención a partir 
de tejido pancreática de animales er sacrificio, sin embargo las preparaciones de tripsina obtenidas 
contienen actividades trazas de otras enzimas proteoU ticas que son indeseables en algmos procesos 
industríales o de laboratorio. Adicionalmcnte lincamientos de organismos internariooales han conducido 
a la necesidad de IBO de tripona pura de origai recombinante. El presente trabajo tubo cono objetivo d 
de Llevar a cabo la producción de tripsina de camarón empleado un sistema de expresión que tiene como 
hospedero la levadura metilotróEca Pichia pastoris. Mediante el empleo de técnicas estándar de biología 
molecular se construyeron vecures de expresivo pcrtaido 1« ADNc's que codifican paa la tripsina y 
tripsinógeno de camarón, los cuales se emplearan para transformar la cepa GS115 de P. pastora. La 
integración de los vectores en el genoma de la levadura fiie verificada mediante PCR. Las cepas 
reoombinantes construidas se cultivaron bajo ctudi ciares de inducción y se realizaran análisis de 
proteínas extraed uLares e intraedola-es. Al no detectar los productos reccmbinantes bajo condiciones 
habituales de inducción, se llevaron a cabo estudios para determinar ta posibles factores que afectan la 
producción de las proteínas de interés y se realizó una búsqueda de coodidenes de famoitarifa que 
favorecieran la biosintesis de los productos recom binantes. 

Contribuciones y Conelasíoaes: Los vectores reconibinantes construidos conteníanlo la secuencia 
completa de tripsina y tripsinógeno de camarón fueron caracterizados satisfactoriamente mediante un 
análisis de restricción. A pesar de que las cepas transformadas integraron en su g*w»ng Los vectores 
recombinantes construidos, no se detectó tripsina y tripsinógeno de camarín. Al realizar la búsqueda de 
los factores que afectaban la producción de tripsina o tripsinógeno se encontraron importantes diferencias 
(velocidad especifica de crecimiento, actividad de coranas peroxisomales y proliferación peradsoraal) 
entre las cepas construidas (GS115-Tr y GSUS-Tg) y las cepas control (GSU5-22K y GS115-pPlC9K), 
Los resultados obtenidos sugieren que d gen de AOX de la cepa GSll5-Tr pudo haber sido afectado 
durante la integración, lo cual pudo haber ocurrido par un evento de integración poco habitual. Por otro 
lado se coocluye que las alteraciones encontradas de la cepa GS115-Tg bajo condiciones de induoción seo 
provocadas por el producto beterólogo. Estos resultadas son comparables con los encontrados 
recientemente en la Literatwa donde se menriona de las dificultades encontradas al tratar de producir 
tripsina, tales como actividad proteolítica contra proteínas endógenas del hospedero, inestabilidad de la 
proteína, autodi gestión de tripsina, etc. A pesar de las dificultades encontradas fue posble llevar a cabo la 
btosíntesLs de tripsinógeno de camarón en Pichia pastoris ai inducciones de altas daiadades celulares y 
empleando sorbitoi como fuente de carbono y energía adicknal al metano!, ftr otro lado tos resultados 
obtenidos con d suplemoxto de sorbitoi, sugieren que éste podría ser empleado ai fermentaciones que 
utilicen este sistema de expresión, psa mejorar el de biomasa sm reprimir d promotor de AOX 
durante la lase de Inducción. 

FIRMA DEL ASESOR: 



CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Biotecnología de proteínas 

La Biotecnología de Proteínas es una disciplina que se refiere a la producción comercial y 

aislamiento de proteínas especificas de fuente animal vegetal o microbiana y/o el subsecuente 

empleo de éstas, para llevar a cabo un evento biológico previamente definido. Una amplia 

variedad de proteínas como enzimas, anticuerpos, hormonas, factores sanguíneos, factores de 

crecimiento y factores regulatorios, son empleados como agentes terapéuticos, agentes de 

diagnóstico y en la manufactura de una amplia variedad de productos de interés industrial. 

Diversas tecnologías tanto antiguas como recientes se han entrelazado para formar k> que 

actualmente se denomina Biotecnología de Proteínas, tales corao fermentaciones y disciplinas 

aliadas, técnicas inmuno lógicas, técnicas de purificación, estabilización de proteínas y sin 

duda una disciplina que también juega un papel muy importante en la Biotecnología de 

Proteínas es la Tecnología del ADN Recombinante o Ingeniería Genética, la que facilita la 

producción de virtualmente cualquier proteína, incluso proteínas rediseñadas que no existen en 

la naturaleza (1). 

1.2 Tecnología del ADN recombinante 

Esta disciplina también denominada Ingeniería Genética a fomentado y estimulado más que 

cualquier otra la rápida expansión de la industria de Biotecnología de Proteínas. 

A finales de la década de los 70's e inicio de los 8Q's la insulina (hormona empleada en el 

padecimiento de diabetes tipo I), era exclusivamente producida a partir de tejido pancreático 

de animales en sacrificio, mientras algunas proteínas sanguíneas eran obtenidas 

exclusivamente de la sangre. Para producir la mayoría de estas proteínas era necesario 

procesar grandes cantidades de material o tejido y al final se obtenían cantidades apenas 

apreciables del producto o proteína de interés. Por ejemplo durante los ensayos iniciales de 



purificación y estudios de caracterización de la hormona liberadora de tirotrofina (factor 

hipotalámico), se inició con el procesamiento de 4 toneladas de tejido hipotalámico del que se 

obtuvieron solamente 1 mg de la hormona pura. Este ejemplo muestra h dificultad existente 

en aquella época al tratar de producir proteínas que en su ambiente natural son muy escasas. 

La mayoría de estas dificultades han sido resueltas con la llegada de la Ingeniería Genética, 

gracias a ella hoy es posible aislar el gen o ADNc que codifica para cierta proteína y éste 

puede ser introducido mediante un vector a un hospedero adecuado (usualmemté un 

microorganismo). Mediante fermentaciones a gran escala de tal organismo recombinante 

pueden producirse cantidades apreciables de prácticamente cualquier proteína (1). 

Actualmente una gran variedad de proteínas producidas bajo el empleo de éstas metodologías 

están comercialmente disponibles, algunas de las cuales se muestran en la tabla I (1). 

Tabla L Algunas proteínas recombinafltes producidas imJustrialmeate empleando 
organismos modificados por técnicas de Ingeniería Genética (1). 

Proteína Aplicación 

Insulina Tratamiento de diabetes 

Inter leucinas Anticancerígeno 

Interferones Antiviral, anticancerígena 

ai-Antitripsina Prevención del riesgo de efisema 

Antigeno de superficie de hepatitis B Vacuna contra la hepatitis B 

Hormona del crecimiento Inducción del crecimiento 

Quimiosina Manufactura de queso 

Fitasa Liberación del grupo fosfato del ácido fítico 

Desde la segunda mitad de la década de los 80's hasta ahora, el conocimiento en el área de 

expresión genética a aumentado considerablemente por lo que se han originado nuevos 

desarrollos en la tecnología de los sistemas de expresión. Actualmente existe una gran 

variedad de sistemas de expresión para producir proteínas recombinantes. Un sistema de 

expresión está constituido de un vector el que contiene un promotor adecuado, secuencias de 

control y un marcador de selección; y un hospedero que puede ser: una cepa de bacteria, o de 

levadura, o bien células en cultivo de mamíferos o de insectos, incluso una planta o un animal 



transgénico. El resultado es una amplia gama de sistemas de expresión disponibles para que 

los investigadores puedan llevar a cabo sus objetivos específicos: desde sutiles niveles de 

expresión para estudiar la función de la proteína en cuestión hasta altos niveles de expresión 

de proteínas recombinantes por producción a gran escala (2). 

1-3 Selección del sistema de expresión 

Para llevar a cabo la producción de una proteína beteróloga es necesario seleccionar un 

sistema de expresión que como se mencionó anteriormente está compuesto de un vector y un 

hospedero. 

Cuando se lleva a cabo la selección de un sistema de expresión para producir una proteína 

beteróloga es necesario tomar en cuenta diversas consideraciones entre las que se incluyen: 

intención de uso, tiempo disponible para desarrollar la tecnología de producción, 

disponibilidad de recursos y las características del producto recombinanie. La intención de uso 

puede ser para la producción a gran escala de la proteína heteróloga o bien el estudio de la 

función en una célula u organistas. Si el objetivo es la producción a gran escala, entonces una 

levadura tal como Pichia pastoris o un sistema que emplee un animal trasgénico podrían ser 

las opciones recomendables. En ambos sistemas se pueden llevar a cabo ahos niveles de 

producción de la proteína recombinante pero difieren en una serie de características a 

considerar para su selección. Si el tiempo y costo es importante, las levaduras ofrecen las 

ventajas de rápido crecimiento en un medio simple y económico, además las técnicas de 

manipulación son sencillas. Por el contrario un sistema transgénico involucra altos costos y el 

tiempo necesario para desarrollar el animal transgénico es extenso, sin embargo este sistema 

tiene la capacidad de producir proteínas correctamente procesadas y podría ser de esta manera 

la mejor elección cuando la proteína recombinante requiere modificaciones postraduccionales 

que las levaduras no pueden realizar (3). 

Si el objetivo del usuario es estudiar la función de la proteína recombinante, existen 

numerosos sistemas para expresión estable o transitoria y para expresión regulada o 

constitutiva- En este caso la elección dependerá de una serie de factores como: necesidad de 

procesamiento postraduccional para obtener actividad biológica del producto, toxicidad del 



producto recombinante solve el hospedero, la cantidad de proteina que 9e necesita y el tiempo 

disponible para el estudio. Si la proteina es tóxica o inhibe el crecimiento del hospedero se 

recomendaría el empleo de un sistema de expresión transitoria o bien un sistema que use un 

promotor inducible (3). 

En la tabla II se muestran los diferentes hospederos empleados en los sistemas de expresión y 

sus características. 

Tabla IL Comparación de los diferentes hospederos empleados para la producción de proteínas 
heterólogas (3). 

Hospederos en sistemas de expresión 

Característica Bacteria Levadura Células de Células de 
insecto mamífero 

Crecimiento Rapido Rápido Lento Lento 
Complejidad del medio de Minimo Mínimo Complejo Complejo 
cultivo 
Costo del medio de cultivo Bajo Bajo Alto Alto 
Producción extracelular Secreción al Secreción al Secreción al Secreción al 

periplasma medio medio medio 
Modificaciones 
postraduccioiiales 
Plegado de proteínas Replegamiento Replegamiento Plegamiento Plegamiento 

usualmente podría ser apropiado apropiado 
requerido requerido 

N-Glicosilación Ninguna Alto en mañosa Simple sin Compleja 
ácido siálico 

O-Gticosilacióu No Sí Sí Sí 
Fosforilación No Sí Si Sí 
Acetilación No Sí Si Sí 
Acilación No Si Sí Sí 
y-Carboxilación No No No Sí 

A pesar de todo el conocimiento sobre los sistemas de expresión disponibles es 

indispensable tomar en cuenta que podrán haber algunos elementos impredecibles en el 

comportamiento de una cierta proteína sobre el sistema de expresión seleccionado y más aún 

no existe un sistema de expresión totalmente predecible, por lo que el único camino seguro 

para saber si un sistema de expresión trabaja bien con cierta proteína es experimentar con él 

(3). 



La bacteria más ampliamente utilizada para la producción de protemas recombinantes ha 

sido Escherichia coli, aunque también se han utilizado Bacillus sp, Pseudomonas sp, entre 

otras. La primera levadura empleada paia la producción de proteínas recombinantes fue 

Saccharomyces cerevisiae, debido a que por su larga historia en la industria de panificación y 

de bebidas alcohólicas se le conocía por ser segura, además la experiencia de fermentaciones a 

escala industrial facilitaba el escalamiento de la producción (4). Recientemente se ha 

incrementado notablemente el empleo de la levadura Pichia pastoris gracias a una serie de 

características favorables que posee. También han sido empleadas otras levaduras como: 

Schizosaccharomyces pombe, Hansenula potymorpha, Trichoderma reesei, Kluyveromyces 

lactis, Yarrowia lipolytica, etc. (5). 

1.4 Sistema de expresión de Pichia pastoris 

Las levaduras al igual que los sistemas bacterianos de expresión, permiten una fácil 

manipulación y rápido crecimiento en medios de cultivo simples y económicos, además de que 

se conocen las herramientas para su manipulación genética. Además por su organización 

celular eucaristica, las levaduras proveen un ambiente adecuado para el procesamiento 

postraduccionai, característico de células animales y vegetales y es posible llevar a cabo la 

secreción de las proteínas recombinantes al medio de cultivo con relativa facilidad. Las 

proteínas heterólogas pueden ser dirigidas por la ruta de secreción fusionando sus formas 

maduras a la secuencia prepro del factor a de 5. cerevisiae y de esta manera el plegamiento, la 

formación de puentes disulfuro y la glicosilación toma lugar durante la secreción. (4). 

Los sistemas de expresión que emplean a £ cerevisiae son usualmente limitados por sus 

bajos niveles de producción. La levadura Pichia pastoris retiene todas las ventajas de & 

cerevisiae pero además cuenta con las herramientas necesarias para llevar a cabo niveles de 

producción de 10 a 100 veces mayores (6). 

Pichia pastoris tiene la capacidad de crecer en metano! como única fuente de carbono, por 

k> que se considera metilotrófica. La habilidad de las levaduras para utilizar metanol como 

única fuente de carbono para el crecimiento ha sido determinada en varios géneros tales como 

Hansenula, Candida, Torulopsls y Pichia. La ruta metabòlica para la conversión de metano 1 a 



dióxido de carbono y agua involucra a las enzimas alcohol oxidasa, cata lasa, fbrmaldehído 

deshidrogenasa, S-formil-glutatióa hidrolasa y formiato deshidrogenasa (7). En la primera 

etapa del metabolismo del metano 1, éste se oxida a fbrmaldehído empleando la enzima alcohol 

oxidasa y oxígeno molecular como donador de electrones, generándose peróxido de 

hidrógeno. La enzima alcohol oxidasa tiene poca afinidad por el O2, k> cual es compensada 

con la síntesis de grandes cantidades de esta enzima, llegando a representar el 35% de la 

proteína total celular (8). Existen dos genes en P. pastoría que codifican para la alcohol 

oxidasa, los genes AOXI y AOX2. Las proteínas producto de ambos tienen una similitud del 

97% y poseen aproximadamente la misma actividad específica. Sin embargo, la gran mayoría 

de los transcritos provienen del gen AOX1; por lo tanto la alcohol oxidasa que es responsable 

de casi toda la degradación del metanol es la codificada por AOX1 (6). 

La expresión del gen AOXi está apagada en medios de cultivo que tienen como fuente de 

carbono etano 1, glicerol, o glucosa pero su expresión es estimulada cuando la fuente de 

carbono es metanol, debido a la activación del promotor de dicho gen por el metanol (6), 

siendo este último el elemento regúlalo rio más empleado para dirigir la biosintesis de 

proteínas heteró logas en Pichia pastoris. 

En base a las características de este proceso metabòlico, la compañía The Phillips 

Petroleum Company desarrolló un sistema de expresión para la producción de proteínas 

recombinantes, el cual consiste de vectores de integración que portan el gen heterólogo de 

interés bajo el control del promotor del gen A0X1 y cepas matantes auxotró fitas de Pichia 

pastoris. Los vectores de integración poseen secuencias nucleoüdicas que permiten la 

integración sitio dirigida de éste al genoma de la levadura, siendo posible inducir la expresión 

del gen heterólogo al añadir el metanol como única fuente de carbono. 

Los elementos de un vector característico de este sistema (Fig.l) son los siguientes: 

Promotor y terminador de la transcripción del gen AOXi de P. pastoris (regiones 5'AOXl y 

3'AOXl 7T, respectivamente), región 3' del mismo ( i 'AOXI), gen de la histidinol 

deshidrogenasa (HIS4) también de P. pastoris el cual sirve como marcador de selección en 

cepas de P. pastoris mutadas en este gen (his4). Además para la secreción de la proteína al 

medio de cultivo se utilizan vectores que poseen una secuencia señal tal como la del factor a 

de S. cerevisiae o la secuencia señal de la fbsfetasa àcida de P. pastoris (PHOl). Finalmente 

los vectores también contienen secuencias necesarias tanto para su propagación en 



de his4. Aun así del 5 al 30% de las clonas son verdaderos (emplazamientos (Mut*>, mientras 

que las restantes tienen integraciones en AOX1 o HIS4 y son Mut+. Finalmente del 1 al 10% 

de los clones Muts tienen más de 30 copias integradas (9). 

Las fermentaciones de P. pastoris recombinante se llevan a cabo en dos lases. En la primera 

fase, se busca el aumento de masa celular empleando un medio de cultivo mínimo, siendo la 

fuente de carbono glicerol o glucosa. En esta etapa se encuentra reprimida la producción de la 

proteína recombinante debido a que el promotor del gen AOXí que dirige la síntesis se 

encuentra apagado. En la segunda fase, este promotor se activa al agregar metano 1 al medio y 

convertirse en la única fuente de carbono disponible, siendo en esta etapa cuando se produce la 

proteína recombinante. 

El sistema de expresión de P. pastoris ha sido exitosamente utilizado para producir numerosas 

proteínas heteró logas (Tab. 111] con una variedad de esquemas de fermentación (6). En la 

producción intracelular del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) con una 

cepa Muts de Pichia pastoris, a nivel matraz, se obtuvieron concentraciones de 2.3 mg/L. En 

este sistema se empleó un medio definido con 2% de glicerol hasta que el cultivo alcanzó una 

densidad de 5 x 107 céhjlas/mL, en seguida se cambió el medio por uno similar pero en el que 

metano 1 al 0.5% remplazó al glicerol como única fuente de carbono, manteniéndolo durante 

200 h a una densidad de 1 x 108 células/mL por dilución periódica con medio fresco. 

Utilizando un sistema similar pero a altas densidades celulares y en fomentadores, se 

obtuvieron concentraciones de 0.4 g/L de HBsAg (Tab. III) lo cual representa una 

concentración 200 veces más alta que las obtenida en matraz (10). En fermentaciones de lote 

alimentado, la producción del factor de necrosis tumo ral (TNF) coa una cepa Muts de Pichia 

pastoris con múltiples copias del cassette de expresión integrado al genoma alcanzó 

concentraciones finales de basta 10 g/L de medio (Tab. III). En cuhivos continuos se observó 

una productividad volumétrica de 0.108 g/L-h (11). Con una cepa Mut+ de copia sencilla y 

llevando a cabo fermentaciones de lote alimentado se llegaron a obtener concentraciones de 

liso zima c2 de 0.58 g/L. Al cambiar de lote alimentado a una etapa de cultivo continuo durante 

aproximadamente 1 semana, se obtuvieron concentraciones promedio de 0.35 g/L y 

productividades volumétricas de 13±2 mg/L-h (12). Para la producción del fragmento C de la 



toxina tetánica se utilizó una cepa Mut8 conteniendo 14 copias del cassette de eiqjresión, y en 

fermentaciones de lote alimentado se alcanzó una producción de 12 g/L (13). 

Tabla IIL Niveles de producción de proteínas recombinantes sintetizadas en 
Pichia pastorisifi). 

Proteína Producción (g/L) 

Frag. C de toxina tetánica 12.0 

Factor de necrosis tumoral 10.0 

Interleucina humana 2 4.0 

Albúmina sérica humana 4.0 

Invertasa 2.5 

Inhibidor de proteasas Kunitz 1.0 

Análogo de la apoproteína 0.8 

Lisozima c2 0.58 

Factor de crecimiento epidermico murino 0.45 

Ag de superficie de Hepatitis B 0.4 

La mayor ventaja de expresar proteínas heterólogas en P. pastoris mediante secreción es 

que esta levadura secreta niveles muy bajos de proteínas nativas. Esto significa que la mayor 

parte del medio de cultivo comprenderá a la proteína de interés y esto sirve como un primer 

paso en la purificación de dicha proteína (6). 

1.5 Tripsina 

La tripsina es una endopeptidasa digestiva, miembro de la familia de las serin-proteasas, la 

cual se caracteriza por un mecanismo catalítico común que involucra la presencia de una tríada 

catalítica compuesta por residuos de serina, histidina y ácido aspártko. Esta enzima 

proteolrtica en Los mamíferos es sintetrada en el páncreas y secretada en el intestino delgado 

como un precursor inactivo (zimògeno) llamado tripsinógeno, el cual mediante la pérdida de 

los primeros siete aminoácidos por corte proteolitico origina la tripsina activa de 24 kDa. La 



tripsina hidroliza los enlaces peptídicos selectivamente en el extremo catborilo de residuos 

lisina o arginina (14). 

La importancia de la tripsina en muchos procesos biológicos y aplicaciones industriales 

tales como digestión, evolución, adaptación de dietas, y procesamiento de alimentos, han 

hecho de esta enzima objeto de intenso estudio en especies de vertebrados (15, 16) e 

invertebrados (17,18,19). 

La tripsina ha sido tradicionalmente usada en el proceso de curtido de pieles para 

proporcionar suavidad y plegabiüdad. Junto con la colagenasa, se utiliza para eliminar los 

tejidos muertos de heridas, quemaduras, úlceras. Además, estas limpian efectivamente heridas 

abiertas mediante remoción de material externo y tejido muerto, permitiendo una rápida 

cicatrización de la herida. También se ha empleado para acelerar el crecimiento de nuevos 

tejidos e injertos de piel así como para inhibir el crecimiento de algunos microorganismos 

contaminantes (20). La tripsina se ha utilizado con éxito para sotubilizar las proteínas del 

suero de quesería desnaturalizadas por calor, recuperando éstas antes de que se complete la 

reacción con un adsorbente de *finiH*H ligado a celulosa (21). 

1.5.1 Tripsina de camarón 

La tripsina de camarón fue primeramente detectada en la glándula digestiva de Litopenaeus 

setifena (22) y más tarde aislada y caracterizada de otras especies del género Litopenaeus (23, 

24). En la glándula digestiva de Litopenaeus japonicus, la tripsina representa 

aproximadamente el 6 % del total de proteínas solubles, por lo que resulta una del las 

proteasas más importantes en este organismo (25). 

El mecanismo de activación para enzimas digestivas por rompimiento proteolítico específico 

ha sido extensamente estudiado en especies de mamíferos; sin embargo, no existen datos 

suficientes para confirmar la presencia de zimógenos en tripsinas de crustáceos, aunque la 

caracterización del ADNc de Penaeus vannamei recientemente renombrado Litopenaeus 

vannamei provee la primera descripción de una probable secuencia de un zimógeno en 

especies de crustáceos (26). 



Estudios de las enzimas digestivas del hepatopáncreas de algunos crustáceos indican que la 

tripsina es la principal proteasa (6.1% de las proteínas solubles del hepatopáncreas) y que 

llevan a cabo del 40 al 50% de la proteolisis digestiva total Además de la tripsina, han sido 

encontradas otras «wimas digestivas del hepatopancreas de algunos crustáceos tales como: 

quimk)tripsina, carboxipeptidasa A y B, leucma-ammopeptidasa, colagenasa, proteasa alcalina 

de bajo peso molecular, entre otras (27).-Es importante remarcar la ausencia de pepsina en el 

tracto digestivo del camarón, éstos carecen de estómago verdadero y no cuentan con células 

secretoras de ácido, por lo que su digestión se lleva a cabo a un pH básico o neutro. 

Recientemente el grupo de investigación de van Wormhoudt (28) logró aislar y caracterizar 

de las giÁTKh'ia? digestivas de camarón (Litopenaeus vannamei) tres isofbrmas de tripsina, 

además de lograr obtener cinco ADNc's de cinco isofbrmas de tripsina detectadas. La 

secuencia más larga de ADNc codificante para la preproenzima de 255 aminoácidos fue 

clonada y caracterizada, esta secuencia correspondió a un precursor de tripsina (tripsinógeno) 

conteniendo un péptido precursor de 14 residuos. 

La tripsina de Litopenaeus vannamei tiene un 45% de similitud con la tripsina bovina (Bos 

taurus), otros porcentajes de similitud se muestran en la tabla L (28). 

Tabla IV. Comparación de porcentajes de similitud entre tripsinas maduras de diferentes especies. 
Litopenaeus vannamei (LU va), Procambarus clarkii (Pro el), Squalus acantbias (Squ ac), Drosophiia 
me/anogaster (Dro ene), Anophila (Ano J^X Aedes aegypti (Aed ac), Streptomyces griseta (Str gr) y 
Bos taurus (Bos ta) (28). 

Especie Lit va Proel Squ ac Dro me Ano ga Aed ae Str gr Bovina 

Pen va 100 74 42 44 40 41 44 45 

Astfi 100 43 40 40 40 41 43 

Squ ac 100 39 41 40 35 66 

Dro me 100 43 44 37 43 

Ano ga 100 64 33 40 

Aed ae 100 34 41 

Str gr 100 32 

Bovina 100 



1.6 Producción de tripsina 

Actualmente la principal forma de producción de tripsina que se encuentra en el mercado para 

cualquiera de los usos antes mencionados, es mediante su obtención a partir de tejido 

pancreático de animales en sacrificio ya sea bovino o porcino, sin embargo a pesar de que se 

emplean varios procesos unitarios para su purificación, las preparaciones de tripsina obtenidas 

contienen actividades trazas (te otras enzimas proteolíticas pancreáticas que son indeseables en 

algunos procesos industriales o de laboratorio (29). Adicionalmente los estrictos Lincamientos 

y regulaciones de la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos y otros 

organismos internacionales han conducido a la necesidad de uso de tripsina pura de origen 

recombinante sobre todo en el procesamiento de proteínas para uso farmacéutico y en 

investigación (29). 

Por lo tanto muchos investigadores se han enfocado a la tarea de producir tripsina en forma 

recombinante con el fin de contar con una fuente pura y homogénea de tripsina sin otras 

actividades traza y por supuesto tratar de mejorar el proceso, aumentando productividad y 

disminuyendo costos. Sin embargo en el caso específico de la tripsina ha sido difícil su 

producción en forma recombinante y en la mayoría de los casos se ha encontrado una 

producción muy baja (30). 

Higaki y cois, empleando Escherichia coli observaron una producción de 0.03 mg/L de 

tripsina de rata. A pesar de que la proteína era producida en forma inactiva como proteína de 

fusión, cuando ésta era secretada al periplasma había ruptura del péptido señal activándose la 

tripsina. La observación de lísis celular durante el crecimiento en conjunto con la expresión 

génica sugirió que la causa fue la actividad proteo lírica de la tripsina sobre proteínas celulares. 

Otras posibles causas responsables de la baja producción incluyen: autodigestión de tripsina, 

inadecuada formación de los seis puentes disulfuro o incluso degradación del producto 

recombinante por proteasa endógenas periplásmicas (31). Yee y Blanch emplearon el mismo 

sistema de Higaki y cois, para producir tripsina de rata en termentador empleando tecnologías 

de altas densidades celulares en una fermentación de lote alimentado. La producción 

volumétrica de tripsina de rata fue de 56 mg/L alcanzando una densidad celular de 92 g de 

peso seco de biomasa/L de medio de cultivo, cifra más alta alcanzada para una cepa 

recombinante de Escherichia coli hasta ese momento. Esto se logró cuando se inició la 



inducción en la fase logarítmica tardía. Sin embargo, cuando el cultivo fue inducido en la fase 

logarítmica temprana la producción de tripsina fue de 13 mg/L y la densidad celular final fue 

de 14 g de peso seco de biomasa/L de medio de cultivo (32). Woldike y cois, en 1999 

describieron la producción de tripsinógeno humano y porcino en hongos filamentosos del 

género Aspergillus sin presentar los niveles de producción obtenidos (30). 

Recientemente se llevó a cabo ta producción de análogos de tripsinógeno bovino en Pichia 

pastorisy entre otros hospederos, usando ADNc's modificados en su secuencia del péptido 

líder. Estas modificaciones consistieron en sustituir la secuencia del péptido líder natural por 2 

a 6 amiittácidos diferentes de arginina o lisina. De esta manera el precursor de tripsina 

producido fue inactivo y bastante estable a diferencia del precursor natural (el tripsinógeno) 

por lo que no causaba problemas a la cepa hospedero. Posteriormente el precursor inactivo 

producido fue tratado con una amino peptidasa para activarlo (29). 

Distintos reportes mencionan las dificultades encontradas al tratar de producir tripsina en 

forma recombinante, siendo los problemas más comunes: actividad proteo lit ica contra 

proteínas endógenas del hospedero, inestabilidad de la proteína, autodigestión de tripsina, 

inadecuado plegamiento y degradación del producto recombinante por proteasa endógenas. Es 

por ello que se han empleado estrategias como el uso de precursores inactivos naturales o 

modificados y sistemas con promotores inducibles para poder realizar fermentaciones de alta 

densidad celular antes de inducir la producción de tripsina. 

1.7 Importancia del proyecto 

Con estos antecedentes se planteó la necesidad de llevar a cabo la producción de tripsina de 

camarón en un sistema recombinante y asi contar con una fuente pura y homogénea de dicha 

enzima para su posterior aplicación. 

En el presente proyecto se decidió usar el sistema de Pichia pastoris debido a que este 

sistema cuenta con un promotor finamente regulable, el que se puede inducir hasta tener una 

densidad celular deseada, k) que puede ser útil si la proteína heteróloga es tóxica, se han 

producido y secretado algunas proteasas entre ellas la enterokinasa bovina la cual es una serin-

proteasa y ha demostrado ser un eficiente sistema de expresión. 



CAPÍTULO! 

OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Construir cepas recotnbinantes de Pichia pastoris portadoras del ADNc de tripsina o 

tripsinógeno de camarón (Litopenaeus vannameí), que sean capaces de producir y secretar 

dichas proteínas. 

2.1.1 Objetivos específicos 

1. Construir dos vectores de integración, uno portador del ADNc que codifica para la 

tripsina y otro portador del ADNc que codifica para el tripsinógeno de camarón (Penaeus 

vannameí). 

2. Tranformar la cepa GS115 de Pichia pastoris con los vectores construidos cada uno por 

separado. 

3. Llevar acabo fermentaciones a nivel matraz. 

4. Realizar una caracterización biológica y fisicoquímica del producto recombinante 

producido. 

2.1.2 Objetivos específicos adicionales 

1. Determinar los posibles factores que afectan la producción de la proteína de interés. 

2. Búsqueda condiciones de fermentación que favorezcan la biosíntesis de los productos 

recombinantes. 



CAPÍTULO 3 

MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1 Area de Trabajo, Reactivos y Material Biológico 

El trabajo experimental se desarrolló principalmente en el laboratorio de Quíínica 

Biomolecular y otros laboratorios pertenecientes al Departamento de Microbiología de la 

Facultad de Medicina y en el Departamento de Bioquímica de la UA.N.L. 

Las enzimas de restricción utilizadas y otras enzimas para uso en Biología Molecular 

fueron adquiridas de Lakeside (México D.F.), Pro mega Corporation (Madisan Wl EUA), 

Bethesda Research Laboratories {Gaithersburg MD, EUA) y Stratageoe (La Jolla CA), Otras 

enzimas tal como la cata lasa, peroxidasa, alcohol oxidasa y tripsina provienen de Sigma 

Chemical Co. (Sí Louis Mo, EUA). 

Los reactivos para las diferentes soluciones provienen de Sigma Chemical Co. (Sí Louis 

A/o, EUA), Merck de México (Monterrey, N.L.) y Productos Químicos 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 

adquirió de Bio-101 (La Jolla Ca, EUA). El sistema de expresión de Pichia pastoris se 

adquirió de Invitrogen Corporation (San Diego Ca, EUA). El plásmido portador del ADNc de 

tripsina fue donado por el grupo de investigación del Dr. Alain Van Wormhoudt (Marine 

Biology Laboratory, College de France, Concarne u, Cedex, Francia). 

3.2 Equipo 

Los equipos empleados para el desarrollo de este trabajo fueron: Una Estufe FELISA mod. 

131, un horno de tnicrooodas GoldStar modelo MA-857M (Seúl, Corea), microcentrifugas 

Eppendorf modelo 5415 y Hennle modelo Z180 M (National Labnet Co.), una fuente de poder 

Biorad 200/2.0 (Nebraska, EUA), un agitador de tubos Baratead/Termolyne modelo Maxi Mix 

(fowa, EUA), una balanza granataria digital marca Sartorios modelo PT600 (Camibh 

Góttingen Germany), balanza analítica Mectler modelo AE163 (New Jersey EUA), un 

Liofilizador marca Labonco Corporation modelo 78100-00 (Missouri, EUA\ un 



Termociclador Hybaid PCR Sprint (Hybaid UK), una Centrifuga Servali SS4 rotor SS34 

(Connecticut, EUÁ), un bloque de calentamìnto Thermo lyne tipo 17600 modelo DB17615 

(Iowa, EUA), un uKramicrotoroo LKB Ultratome, un microscopio electrónico Zeiss modelo 

EM109, un transiluminador de luz ultravioleta Vilber Lourmat (Cedex Francia), 

espectro fotómetros Sequoia Turner modelo 340 (7aiwnn), Bekcman DU-70 y Spectromc 

Genesys 2. 

El procesamiento de datos se realizó en una computadora Compaq Presaría 2253. Se utilizó 

el procesador de texto Microsoft Word for Office 97, procesadores de gráficos Micro sft Power 

Point for Office 97 y hoja de cálculo Microsoft Excel for Office 97 (O 1983-1997 Microsoft 

Corporation). La toma de imágenes de geles de agarosa teñidos con bromuro de etídk) se 

realizó con una camara Kodak DC40 (New York, EUA). Para la captura de imágenes de geles 

de proteínas o Western blot se empleó un equipo HP ScanJet 3200C. El análisis de imágenes 

se realizó con el programa coraputacional Kodak Digital Science ID versión 2.0.2. (New 

Haven CT, EUA). 

Los programas computac tonales de Biología Molecular fueron: Amplify versión 1.0 (01992 

University of Wisconsin Genetics M. Madison, Wi EUA), DNA Strider ™ l . l (©1989 

Service de B iochimie- Départemet de Bio logie-Instituí de Recherche Fondamentale-CEA-

FRANCE), Oligo versión 4.0 (© 1992, Plymouth, Mn, EUA). 



3.3 Metodología 

3 J . 1 Estrategia General 

La estrategia general fue realizada de acuerdo a las siguientes etapas: a) Construcción de los 

vectores pPlC9Tr (portador del ADNc de tripsina de camarón) y pPIC9Tg (portador del 

ADNc de tripsinógeno de camarón) mediante amplificación de los ADNc's y clonación de los 

mismos en un vector de expresión, b) Análisis de los vectores construidos mediante 

caracterización enzünática, c) Transformación de P. pastoría GS115 con los vectores 

construidos pPIC9Tr y pPlC9Tg, d) Caracterización de los genotipos y fenotipos de las cepas 

recombinantes obtenidas, e) Determinación de posibles factores que afecten la producción de 

las proteínas heterólogas y f) Búsqueda de condiciones de fermentación que favorezcan la 

biosíutesis de las proteínas heterólogas. Una representación esquemática de la estrategia 

general y sus etapas se muestra en la figura 3. 

3.3.2 Construcción de vectores 

El vector conteniedo el ADNc completo codificante para tripsinógeno de camarón 

(Liiopenaeus vannameí] obtenido por el gurpo de Alain Van Wormboudt (28) fue enviado a 

nuestro laboratorio, ra donde se propagó de la siguiente manera: se realizó una transformación 

de una cepa de E. coli TOPIOF' con el plásmido donado, posteriormente una de las clonas 

transformadas se cultivo en 100 mL de medio LB y se realizo aislamiento de ADN plasmídico 

a nv^iana escala de acuerdo al método descrito por Morelle (33). La estrategia de 

construcción de los vectores de expresión (Fig. 4) consistió en amplificar por PCR tanto el 

ADNc de la tripsina como el del trisirtógeno empleando como templado el vector donado. Los 

productos amplificados contaban con los sitios de restricción Xho I y Avr n que fueron 

previamente introducidos deliberadamente en los iniciadores empleados. De esta manera los 

ADNc tanto de tripsina como de tripsinógeno se introdujeron en los sitios Xho I y Avr II del 

vector de expresión pPIC9hGH22K sustituyendo de esta manera el fragmento hGH22K (Fig. 

4). 



Además para realizar el diseño de los iniciadores se tomaron en cuenta las siguientes 

consideraciones: 

A) Que los iniciadores contaran con los sitios de restricción apropiados para su clonación, es 

decir que el iniciador 5' poseyera el sitio Xho I mientras que el iniciador 3' contara con el 

sitio Avr II. 

B) Que los iniciadores contaran con 3 nucleótidos adicionales posteriores al sitio de 

restricción 

C) Que al alimentar el programa Amplify versión 1.0 con la secuencia de los oligomicleótklos 

y la secuencia molde, la simulación de la PCR resulte positivo y sin bandas inespecificas. 

Las temperaturas de fusión de los oligonucleótidos (Tm) calculadas con el programa 

computacional O ligo 4.0, fueron útiles para calcular la temperatura de apareamiento óptima 

teórica (Tap), esta última calculada emplendo el programa Microsoft Excel for Office 97 

mediante la siguiente ecuación (34): 

Tap - 0.3 Tmp + 0.7 T m f - 14.9 

donde Tmp es la temperatura de fusión más baja de los oligonucleótidos y Tmf es la 

temperatura de fusión del fragmento amplificado. Para calcular la temperatura de fusión del 

fragmento amplificado se usó la siguiente ecuación (35). 

Tmf = 16.6 log (X4) + 0.41 %GC - 675/L + 81,5 

donde (X4) es la concentración molar de K* en el ensayo de PCR (0,5 mM), %GC es el 

porcentaje de G + C en el fragmeato amplificado y L es la longitud de dicho fragmento antes 

calculados con el programa Amplify 1.0. 



3 J Í . 2 Reacción en cadena de la po time rasa (PCR) 

Para realizar la reacción en cadena de la polimerasa se emplearon los iniciadores previamente 

diseñados y mandados a sintetizar (Biosynthesis Inc): B251-3 (5' tripsina), B251-1 (5' 

tripsinógeno) y B251-2 (35 tanto para tripsina como para tripsinógeno). El ADN molde fue el 

plásmido donado por Van Wormhoudt y propagado en el laboratorio (28) conteniendo el 

ADNc de tripsinógeno de camarón. £1 primer paso fue Uevar a cabo la estandarización de la 

PCR empleando la enzima Taq DNA polimerasa (Promega Co.), se varió principalmente la 

concentarción de ADN molde, temperatura de apareamiento y número de ciclos. La mezcla de 

reactivos para la PCR estandarizada fue la indicada en la Tabla V. 

Tabla V. Volumen j concentradla final de reactivos empleados 
en la PCR estandarizada coa Taq DNA polimarasa para la 
amplificación de productos a clonar. 

Reactivo Volumen (pL) Concentración final 

Buffer 10X de PCR 2.5 IX 

dNTP's (10 mM) 0.5 0.2 mM 

Primer 5' (5 ^M) 2.5 0.5 nM 

Primer 3 ' (5 nM) 2.5 0.5 (iM 

MgCl2 (25 mM) 1.5 1.5 mM 

Taq polimerasa (5 u/pL) 0.2 0.04u/jiL 

HzO 13.3 -

ADN molde (50 ng/|iL) 2 4 ng/iiL 

Volumen final 25 -

El programa llevado a cabo para la amplificación del ADNc de tripsina fue el siguiente: 1 

ciclo 94°C (2 min), 30 ciclos 94°C (1 min) 60°C ( l min) 72°C (1 min), 1 ciclo 72°C (7 min). 

Para la amplificación del ADNc de tripsinógeno se empleó la misma programación de 

temperaturas y tiempos que en el caso de! ADN de tripsina a excepción de la temperatura de 

apareamiento que en lugar de 60gC fue de 63°C. El producto de la PCR se analizó (5 uL) por 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE. 



Posteriormente se emplearon esas mismas condiciones estandarizadas pero empleando 1.25 

unidades totales por reacción de la enzima Pfu DNA polimerasa (Stratagene) en lugar de Taq 

DNA polimerasa y además el buffer para la enzima Pfu DNA polimerasa ya incluía el cloruro 

de magnesio. Se empleo esta enzima debido a que incorpora un numero menor de de 

nucleótidos erro neos al producto amplificado que la Taq DNA polimerasa. 

El producto amplificado obtenido se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1% en 

TBE y posteriormente se tiñó el gel con una solución de bromuro de etidio 2 ^ig/mL en TBE. 

3 J . I 3 Clonación de los ADNc'a de tripsina y tripsinógeno en pPIC9 

Los productos amplificadas así como el plásmido pPlC9hGH22K (Escamilla 2000) fueron 

digeridos con las enzimas Xho I y Avr II siguiendo las indicaciones de la casa comercial y 

posteriormente fueron sujetos a una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en TBE. 

Empleando un bisturí se recortó del gel de agarosa las bandas del ADNc de tripsina del ADNc 

de tripsinógeno y el vector digerido, se sometieron a una purificación empleando la técnica de 

"Geneclean" (The Geneclean n Kit Bio 101, Inc.). Posteriormente, se llevaron a cabo las 

reacciones de ligación empleando los fragmentos purificados: el fragmento de tripsina (726 

pb) con el vector digerido (7984 pb) para generar el plásmido pPlC9Tr y el fragmento de 

tripsinógeno (768 pb) con el vector digerido (7984 pb) para generar el plásmido pPIC9Tg. La 

reacción de ligación se llevó a cabo en una proporción molar aproximada de 1:10 (vector: 

fragmento de tripsina o tripsinógeno), siendo aproximadamente el vector con un peso 

molecular 10 veces mayor a los fragmentos, la proporción molar 1:10 se obtenía cuando se 

agregaba a la reacción de ligación las mismas cantidades en ng tanto de vector como de 

fragmento. La mezcla de reactivos de la reacción de ligación se muestra en la Tabla VI. 



Tabla V I Mésela de reaccióa de ligacna. 

Reactivo Volumen (|iL) 

Fragmento de tripsina o tripsinógeno (80 ng/p.L) 3 

Vector (80 ng/nL) 3 

Bufíer de ligasa 5 X 4 

T4 DNA Ligasa 40 U/^L (Gibco BRL) 1 

H2O Milli-Q 9 

Volumen total 20 

Después de realizar esta mezcla se incubó durante una hora a 37 °C y se corroboró la 

ligación mediante electrofbresis en gel de agarosa al 0.8%, para visualizar la ausencia de los 

fragmentos de ligación y la presencia de bandas de mayor peso molecular. Posteriormente se 

llevó a cabo la transformación de E. coli TOP 10F' con una alícuota de 5 pL de producto de 

ligación usando bacterias calcio-competentes preparadas de acuerdo a la técnica descrita por 

Sambrook 1989(36). 

De las colonias obtenidas de la transformación (resistentes a ampicilina) se levantaron 20 

de cada transformación (con pPIC9Tr y con pPIC9Tg) y se inocularon individualmente en 

tubos con 4 mL de caldo LB (1% p/v de triptona, 0.5% p/v de extracto de levadura y 1% p/v 

de NaCl) con ampicilina (100 ng/rnL). Se incubaron a 37°C y a 250 rpm durante 18 h. 

Posteriormente se tomaron 2 mL de cada cultivo y se realizó aislamiento de ADN plasmídico 

a pequeña escala de acuerdo al método descrito por Morelle (33). Se realizó una electrofbresis 

en gel de agarosa al 0.8 % de los ADN's plasmídicos aislados se tiñeron con bromuro de 

etidio y se observaron empleando un transiluminador de luz UV. Los ADN's plasmídicos que 

presentaban bandas de mayor tamaño se sometieron a digestión con la enzima Pst I siguiendo 

las recomendaciones de la casa comercial y se realizó el análisis de los fragmentos obtenidos 

por electro foresis en gel de agarosa 1% en TBE. Los fragmentos teóricos según el análisis 

computado nal empleando el programa DNA Strider alimentado con la secuencia de pPIC9Tr, 

pPIC9Tg o pPIC9hGH22K se muestra en la tabla VIL 



Tablm VIL Tamaño de los fragmentos teóricos obtenidos 
al digerir cada uno de los plásmklos con la endonucleasa 
PSÍ I 

Plásmido Tamaño de fragmentos (pb) 

pPIC9Tr 6217, 1827 y 668 

pPIC9Tg 6217,1827 y 710 

pPIC9hGH22K 6217, 1827 y 365 

Las clonas de E. coli que contenían los vectores ya caracterizados pPIC9Tr (tripsina) y 

pPIC9Tg (tripsinógeoo), se cultivaron en 100 mL de medio LB durante 18 h a 37°C y 

agitación constante de 250 rpm, se obtuvo el paquete celular y se realizó aislamiento de ADN 

plasmídico a mediana escala (33). Los ADN's plasmídicos obtenidos se utilizaron para la 

transformación de células de Pichia pastoris. 

3 J J Transformación de Pichia pastoris GS115 

Para llevar a cabo la transformación de células de Pichia pastoris se recomienda usar vectores 

linearizados, que expongan las regiones susceptibles a recombinación, por lo tanto los vectores 

pPIC9Tr y pPIC9Tg fueron digeridos con las enzimas de restricción Sac I o Sal I siguiendo las 

recomendaciones de la casa comercial. La linearizacióo de los plásmidos fue corroborada 

mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE. El plásmido linearizado con 

Sac I favorece la inserción génica en el locus A 0X1 y el plásmido linearizado con Sal I 

favorece la inserción génica en el locus his4 (9). Las células de Pichia pastoris GS115 fueron 

transformadas por la técnica de formación de esferoplastos (37), la cual consistió en eliminar 

la pared celular mediante acción de la enzima líticasa (Sigma Co.) y poner en contacto el ADN 

plasmídico lineal con las células sin pared celular (esferoplastos) en precencia de 

polietilenglicol para facilitar (a entrada del ADN. La preparación se inoculo en un medio de 

recuperación. Se incubó a 30°C y las colonias aparecieron de 3 a 6 días. 



3 Í J . 1 Crecimiento celular 

Células de Pichia pastoris cepa GSU5 se inocularon por estrías en placas con YPD para 

aislar colonias sencillas y posteriormente crecerlas de forma individual. La placa se incubó a 

30°C por dos días. Se transfirió una colonia de Pichia pastoris cepa GS115 a un matraz de 

100 m f ; conteniendo 10 mL de YPD caldo y se dejó crecer durante toda la noche con 

agitación a 250 rpm a 30°C. Posteriormente, se inocularon tres matraces diferentes de 500 mL 

cada uno, conteniendo 200 mL de medio YPD caldo, con 5 ,10 y 20 nL de células del cultivo 

de toda la noche. Los matraces se incubaron nuevamente durante toda la noche a 30°C con 

agitación a 250 rpm. Al día siguiente se midió la DO«» de cada uno de los tres cultivos, las 

células que alcanzaron una DO«oo entre 0.2 y 0.3 se cosecharon por centrifugación a 

temperatura ambiente durante 10 min a 1500 g. La pastilla de células se re suspendió en 20 mL 

de agua estéril y se cosechó nuevamente por centrifugación a 1500 g durante 5 min a 

temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante, y la pastilla de células se utilizó para 

preparar los esferoplastos (37). 

3,3.3.2 Formación de esferoplastos 

Primeramente se lavó la pastilla con 20 mL de SED (19 mi de SE [IM sorbitol, 25 mM de 

EDTA, pH 8] y 1 mL de DTT 1M) preparado en fresco, y se centrifugó a 1500 g durante 5 

min a temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante, se lavó la pastilla con 20 mL de 

sorbitol 1 M, se centrifugó a 1500 g, se elininó el sobrenadante y las células se re suspendieron 

finalmente en 20 mL del amortiguador SCE (1 M sorbitol, 1 mM de EDTA y 10 mM de 

amortiguador de citrato de sodio, pH 5.8) por agitación suave. La suspensión se dividió en dos 

tubos falcon de 50 mL, uno de ellos se mantuvo en hielo (tubo A), mientras que el otro (tubo 

B) se utilizó para monitorear la formación de esferoplastos mediante el tratamiento con 

liticasa (Sigma Chemical Co.). La liticasa es una enzima que digiere pared celular y hace 

extremadamente frágiles las células por lo que se deben manejar con cuidado. La digestión de 

la pared celular empieza al momento de la adición de la liticasa.. Se ajustó el 

especirofbtó metro a cero de absorbancia utilizando con» blanco 800 fiL de SDS al 5% y 200 



tiL de SCE (Sorbitol X M, EDTA 1 mM y amortiguador de cítrato de sodio 10 mM, pH 5.8). 

Se preparó un juego de 9 tubos de micro centrífuga estériles y marcados como: 0, 5, 10, 15, 

20, 25, 30, 40, y 50, a los cuales se les agregó 800 |xL de SDS al 5%. Se retiraron 200 nL de 

células contenidas en el tubo B y se añadieron al tubo marcado como "0", Esta muestra se 

utilizó como tiempo cero. Al resto de la suspensión de células del tubo B se le añadió 7.5 jiL 

(3 mg/mL) de liticasa, se mezcló perfectamente y se incubó las células a 30°C. La formación 

de esferoplastos se monitoreó de la siguiente manera: Se retiraron 200 jiL de células a los 

cinco minutos de tiempo (tubo B + liticasa) y se añadieron al tubo marcado "5" (con 800 jiL 

de SDS al 5%). Esto mismo se repitió para cada uno de los diferentes tiempos; t = 10,15, 20, 

25, 30, 40, y 50. A cada una de las muestras se determinó la DOgoo- Finalmente, se calculó el 

porcentaje de esferoplastos para cada tiempo utilizando la ecuación: 

% de esferoplastos = [1-(DOMO al tiempo //DOsoo al tiempo 0) X 100] 

Una vez determinado el tiempo mínimo de incubación donde se formaron el 70% de 

esferoplastos se procedió al tratamiento con liticasa del tubo remanente (tubo A en hielo). Se 

agregaron 7.5 |¿L de liticasa (3 mg/mL) al tubo A y se incubó a 30°C durante el tiempo 

establecido para la formación de un 70% de esferoplastos. Los esferoplastos fueron 

cosechados por centrifugación a 750 g durante 10 min a temperatura ambiente. Se descartó el 

sobrenadante y los esferoplastos se lavaron con 10 mL de sorbitol I M (mezclando 

suavemente). Se centrifugó como se menciona anteriormente y los esferoplastos se 

resuspendieron en 0.6 mL de CaS (1 M sorbitol, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 y 10 mM de CaCy, 

Esta preparación fue utilizada inmediatamente (hasta 30 min) para su transformación (37). 

3.3.3.3 Transformación 

Se colocaron 100 pL del preparado de esferoplastos en tubos falco n de 15 mL y se agregaron 

10 fig de ETNA (tanto de pPIC9Tr, como de pPIC9Tg en otro tubo, arabos cortados con Sal I y 

Sac I,) (volumen entre 10 y 20 pL incubando a temperatura ambiente durante 10 min. 

Transcurrido este tiempo, se añadieron 10 mL de solución de PEG/CaT preparada en fresco 



(mezcla 1:1 de polietilenglicol al 40% y CaT [ 20 rnM Tris, pH 7.5 y 20 mM CaCfe ]), se 

mezcló por inversión, y se incubó a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se 

obtuvieron los esferoplastos por centrifugación a 7S0 g durante 10 min a temperatura 

ambiente, se descartó el sobrenadante y los esferoplastos se resuspendieron en 150 jiL de 

medio SOS (1 M sorbitol, 0.3X YPD, y 10 mM CaCfc ) y se incubaron por 20 min a 

temperatura ambiente. Finalmente, se les agregó 850 pL de sorbitol 1 M y se procedió a 

sembrar en la placa (37). 

3.3.3.4 Selección de («combinantes 

Se mezclaron 200 |iL de cada una de las soluciones de esferoplastos-DNA preparadas con 10 

mL de agarosa fundida y se vaciaron en placas con RDB-agar (sin histidina, solo las 

transformantes crecen en este medio). Una vez solidificada la agarosa, las placas se invirtieran 

e incubaron a 30°C. La aparición de transformantes se observó de 4 a 6 días. Además se 

realizó una prueba de viabilidad celular, la cual se llevó a cabo de la siguiente manera: Se 

mezclaron 100 pL de esferoplastos (sin ADN) con 900 jiL de sorbitol 1 M. Posteriormente se 

mezclaron solamente 100 pL de esta dilución con 10 mi. de agarosa fundida, esta mezcla se 

virtió en placas con RDHB-agar (con histidina). Una vez solidificada la agarosa, las placas se 

invirtieron e incubaron a 30°C. La aparición de colonias se observó de 4 a 6 días. Este método 

proporciona una selección inicial de transformantes HIS4+, ya que solamente las células que 

integraron en su genoma el vector de integración (conteniendo el cassette de expresión), 

podrán crecer en medio carente de histidina (37). 

3.3.4 Caracterización de genotipos y fenotipos de las clonas recombinantes 

La caracterización genotípica se realizó verificando la integración del vector de expresión en 

el genoma de cuatro cepas que contenían el ADNc de tripsina (GS115-Tr) y cuatro cepas que 

contenían el ADNc de tripsinógeno (GS115-Tg) mediante ensayos de PCR. La caracterización 



fenotipica se realizó medíante la inducción del gen clonado y la caracterización de su producto 

recombinante en éstas mismas cepas. 

3.3.4.1 Verificación de la integración del vector de expresión 

3.3.4.1.1 Aislamiento de ADN genómico de Pichia pastora 

Para la extracción de ADN genómico de P. pastoris, se empleó una modificación a la técnica 

de TSNT (38): Las levaduras se crecieron en 4 mL de caldo YPD durante 24-48 h, se cosechó 

el paquete celular por centrifugación durante 5 min a 16,000 g y se lavó con 500 pL de agua 

Milli-Q. Al paquete celular se resuspeodió en 300 »iL de solución TSNT (Tritón X-100 al 2 %, 

SDS al 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCl l O m M y EDTA ImM, pH=8), se dejó reposar a 37°C 

durante l h, posteriormente se agitó en vortex a máxima velocidad durante 2 min, se agregó 

650 pL de fenol saturado y se mezcló en vortex durante 1 min. Posteriormente se agregaron 

650 pL de Sevag (cloroformo: alcohol isoamílico 24:1) y se agitó en vortex durante 1 min y 5 

min más por inversión. Una vez concluida la agitación, se añadieron a la mezcla 300 p.L de TE 

pH=8 y se procedió a centrifugar por 10 min a 16000 g. Se transfirió la fase acuosa a un tubo 

de micro centrifuga de 2 mL y se precipitó el ADN agregando 1.3 mL de etanol al 100%. Se 

centrifugó por 10 min a 16000 g y se decantó el sobrenadante. La pastilla de ADN se 

resuspendió en 500 ¿iL de TE, se le agregaron 6 pL de una solución de RNAsa (1 mg/mL) y se 

incubó 15 min a 37°C. Se realizaron dos extracciones cada una con 500 pL de fenol-sevag, se 

separó la fase acuosa por centrifugación durante 5 min y 16,000 g, se transfirió a un tubo 

nuevo al que se le añadieron 10 pL de acetato de amonio 7.5 M y 1.3 mL de etanol al 100% 

para precipitación del ADN, se mezcló por inversión y se centrifugó por 10 min a 16000 g 

para decantar el sobrenadante. Se realizaron dos lavados con etanol al 70 % y se resuspendió 

en 50 JIL de TE. 

El ADN genómico obtenido fue sometido a una electro ib resis en gel de agarosa al 0.8 % en 

TBE junto con estándares de ägo \ para la construcción de una curva de calibración y de esta 

manera realizar la cuantificación del ADN genómico aislado por densrtometria de los geles, 

con la ayuda del programa computacional Kodak Digital Science ID versión 2.0.2. 



33.4.1.2 Reacción en Cadena de la Polímeras» (PCR) 

Los ADN's geno micos de cuatro cepas recombinantes portadoras del ADNc de tripsina y 

cuatro cepas recombinantes portadoras del ADNc de tripsinógeno fueron analizados por la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para corroborar la integración del plásmido 

pPIC9Tr y pPIC9Tg, respectivamente, en el genoma de las cepas GS 115 de P. pastoría. El 

iniciador 57 (5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-31) se aparea en la región 5' AOXi 

(nucleótido 855-875) del plásmido pPlC9, el iniciador 58 (5'-

GCAAATGGCATTCTGACATCC-3") se aparea en la región 3' AOXI TT (nucleótido 1327-

1347) del mismo. Ya que en la PCR del plásmido pPIC9 resulta un producto amplificado de 

493 pb y el sitio de policlonación de pPIC9 se encuentra entre las dos regiones de 

apareamiento de los iniciadores, el fragmento clonado causa un aumento del tamaño del 

producto amplificado y a su vez se 1c resta el pequeño fragmento que se pierde con el corte 

Xho I + Avr II. Por lo tanto, el análisis teórico de la amplificación con el plásmido pPIC9Tr 

genera un producto amplificado de 1183 pb (493 del vector, 726 del fragmento amplificado y 

digerido coa Xho I - Avr II restándole 36 micleótidos liberados al cortar el plásmido pPIC9 con 

Xho I - Avr II ) de mientras que el del plásmido pPlC9Tg genera un producto amplificado de 

1229 pb (493 + 768 - 36). El análisis teórico de la PCR del ADN genómico de P. pastoris no 

recombinante da por resultado un producto de 2105 pb proveniente de la amplificación del gen 

AOXi. La PCR de ADN genómico de cepas recombinante que conservan el gen AOXI (Mut4), 

da por resultado el productos del gen AOXi (2105) y el producto que proviene del vector 

recombinante 1183 pb para cepas GS115-Tr y de 1225 para cepas GS115-Tg 

correspondientes. Los volúmenes de los diferentes reactivos empleados en la PCR se muestran 

en la tabla VIH. 



Tabla VIIL Voi ornea y concentración final de reactivos empleados 
en la PCR para comprobar la integración de k» vectores 
construidos al genoma de P. pastori». 

Reactivo Vohimen (ML) Concentración final 

Buffer lOXde PCR 2.5 IX 

dNTP's (10 mM) 0.5 0.2 mM 

Primer 5' (5 nM) 2.5 0.5 pM 

Primer 3' (5 pM) 2.5 0.5 nM 

MgCfc (25 mM) 1.5 1.5 mM 

Taq polimerasa (5 u/pL) 0.2 0.04 u/|¿L 

H20 13.3 -

ADN molde (50 ng/pL) 2 4 ng/pL 

Volumen final 1 25 -

Se empleó un termociclador Hybaid PCR Sprint (Hybaid UK), con la siguiente 

programación de tiempos y temperaturas: l ciclo 94®C (2 min), 30 ciclos 94°C (1 min) 60'C 

(1 min) 72°C (2 min), 1 ciclo 72°C (10 min). El producto de la PCR se analizó (5 pL) por 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE, 

3.3.4,2 Inducción de la expresión de los ADNc's de tripsina y tripsinógeuo 

Cuatro cepas recombinantes GS115-pPIC9KTr (tripsina) y cuatro cepas recombinantes 

GS 115-pPIC9KTg (tripsinógeno) se inocularon en 25 mL de BMG (Fosfeto de potasio 100 

mM, pH 6, base nitrogenada para levaduras [YNB] 1.34 % p/v, biotina 0.4 mg/L y glicerol 1 

% v/v) con cultivos con 100-200 pL de YPD almacenados en refrigeración por no más de tres 

semanas, se incubaron a 30°C con agitación constante a 250 rpm hasta obtener una DOmo de 3 

a 5, se obtuvo el paquete celular mediante centrifugación a 5000 tpm durante 10 min. 

(centrífuga Serval l SS4 rotor SS34) y se re suspendió en BMM (Fosfeto de potasio 100 mM, 

pH 6, base nitrogenada para levaduras [YNB] 1.34 % p/v, biotina 0.4 mg/L y metanol 0.75 % 

v/v) de esta manera se inició la inducción La incubación se continuó a las mismas condiciones 



durante 150 h, añadiendo 187.5 jiL de metanol al 100% (concentración final en el cultivo 

0.75% de metanol) cada 24 h. Se tomaron muestras al final de la inducción para el análisis de 

tripsina y trípsinógeno de camarón del medio de cultivo libre de células por SDS-PAGE e 

inmunodetección por la técnica de Western blot. 

3.3.4.2.1 Análisis de proteínas 

Los plásmidos fueron diseñados y construidos de tal manera que el producto fuera secretado al 

medio de cultivo, sin embargo se realizó tanto el análisis de proteínas extracelulares como 

intracelulares, en caso de que se presentara una secreción deficiente. 

Se tomaron 2 mL de las fermentaciones anteriormente descritas se centrifugaron a 16,000 g 

por 2 min y se separó el paquete celular del medio de cultivo. El medio de cultivo libre de 

células fue dializado contra agua destilada. Las bolsas de diálisis con un máximo de 15 mL de 

medio permanecieron en un vaso de precipitados con 4 L de agua fría durante 3-4 h con 

agitación moderada y se realizaron tres cambios más de agua destilada. El medio se llevó a 

sequedad mediante una liofilización en un Liofilizador Labconco Mod. 78100-00 (Labconco 

Co.) y se resuspendió en 1/20-1/50 de su volumen original en buffer SDS-PAGE, se calentó 

durante 10 min a temperatura de ebullición, se realizó un pulso de centrifugación para 

sedimentar el líquido evaporado y condensado en las paredes del tubo y se aplicaron de 10 a 

20 jiL en gel de poliacrilamida con la ayuda de una jeringa Hamihon. 

Para realizar la electroforesis de proteínas intrecelulares fue necesario lisar las levaduras 

empleando la siguiente procedimiento: El paquete celular fue resuspendido en 100 ^L de 

buffer de lisis (fosfato de sodio 50 mM pH=7.4, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, glicerol 5%), a la 

suspensión celular se le agregó un volumen igual de perlas de vidrio de 0.5 mm y se sometió a 

diez ciclos de agitación en vortex por 30 seg. y enfriamiento en hielo por 30 seg. 

Posteriormente, se centrifugó durante 5 minutos a 14,000 rpm y el sobrenadante fue 

transferido a un tubo nuevo, se tomaron 20 (iL y se mezclaron en otro tubo con 20 [iL de 

buffer de muestra. Posteriormente se calentó dicha mezcla durante 10 min a temperatura de 

ebullición, se realizó un pulso de centrifugación para sedimentar el líquido evaporado y 



condensado en las paredes del tubo y se aplicaron de 10 a 20 \iL para el análisis por 

electroforesis en gel de poliacrilamida. 

La separación de proteínas tanto para proteínas intrace lulares como extracelulares se realizó 

por electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida (gel separador al 12% y un gel 

concentrador de acrilamida al 4%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se aplicó 

una corriente inicial de 10 mA, cuando el colorante penetró en el gel separador se incrementó 

la corriente a 15 mA, así se mantuvo la electroforesis hasta que el colorante salió del gel. Se 

desensamblaron los vidrios que contenían el gel y éste se colocó en un contenedor con 

solución fijadora (metanol 50%v/v, ácido acético 10%v/v en agua destilada) para luego 

someterlo a agitación alrededor de 50 rpm durante 1 hora. Después se retiró la solución 

fijadora y se añadió la solución colorante de Coomassie (Azul brillante de Coomassie 0.05% 

p/v, metanol 50%v/v, ácido acético 10%v/v, en agua destilada) y se agitó a 50 rpm durante 25 

minutos, se retiró la solución colorante y se añadió solución decolorante (metanol 5%v/v, 

ácido acético 7%v/v, en agua desionizada) agitando a 50 rpm durante 1 hora. El gel se 

continuó decolorando con cambios periódicos de la solución decolorante, hasta que se 

observaron bandas azules de proteínas en un fondo claro del gel. 

Se realizó la técnica de inmunodetección por "western blot" con el propósito de detectar 

tanto tripsina como tripsinógeno de camarón empleando anticuerpos antí-tripsina de camarón. 

Se realizó una electroforesis (SDS-PAGE) bajo las mismas condiciones anteriormente 

descritas en este mismo apartado. Posteriormente se llevó a cabo una electrotransferencia a 

una membrana de nitrocelulosa (0.45 p.m HAHY Millipore) por 45 min. a una corriente de 250 

mA, ésta se incubó con agitación por 1 h a 40 rpm en solución de bloqueo [Leche descremada 

1.5% p/v en PBS (NaCl 137 mM, KC12.68 mM, Na2HP04 4.3 mM y KH2PO4 1.46 mM)] con 

el propósito bloquear en la membrana las áreas libres de proteína. La membrana se incubó 

durante 2 h a temperatura ambiente con el primer anticuerpo, un antisuero anti-tripsina 

desarrollado en cobayo (donado por Van Wormoudth) en una dilución 1:100 en solución de 

bloqueo, se le hicieron 3 lavados con PBS con agitación moderada durante 15 min cada uno. 

Una vez descartado el PBS del último lavado, la membrana se incubó 1 h a temperatura 

ambiente con el segundo anticuerpo, un anti-IgG de cobayo desarrollado en conejo y 

conjugado con peroxidasa (Sigma Co.) en una dilución 1:1000-1:2000 en solución de bloqueo. 

Se realizaron 3 lavados con PBS con agitación moderada durante 15 min cada uno. Para el 



revelado, la membrana de nitrocelulosa se colocó en la solución reveladora (Diaminobeacidina 

1 mg/rnL, H2O2 0.03% en agua destilada) preparada justo antes de usarse, hasta la aparición de 

las bandas de interés (~10 min), Posteriormente se lavó con abundante agua de la llave y se 

almacenó en la oscuridad. 

3.3.5 Determinación de los posibles factores que afectan la producción de tas proteínas de 

interés 

El estudio de los posibles factores que afectan la producción se realizó en una cepa 

recombinante portadora del ADNc de tripsina (GSUS-Tr), otra portadora del ADNc de 

tripsinógeno (GS115-Tg) y dos cepas control: una con el vector integrado pero sin inserto 

recombinante (GS115-pPIC9K) (39) y otra productora de una proteína heteróloga de 22 ItDa 

(GS115-22K) (40). El estudio detallado consistió en lo siguiente: 

a) Cinéticas de crecimiento para determinar la velocidad específica de crecimiento, tiempo de 

duplicación y viabilidad de las cepas a diferentes tiempos además se determinaron los 

tiempos de las diferentes fases del cultivo. 

b) Determinación de la actividad de las enzimas alcohol oxidasa y catalasa en la fraccción 

soluble de Usados celulares a diferentes tiempos de cultivo. 

c) Análisis de ukraestructura por microscopía electrónica para determinar las características 

morfológicas de las células recombinantes a diferentes tiempos y a las condiciones de 

cultivo estudiadas. 

3.3.5.1 Cinéticas de crecimiento en medio BMM 

Para realizar las cinéticas de crecimiento en medio BMM (condiciones de inducción) fueron 

inoculados 4 tubos cónicos de 50 mL conteniendo 10 mL de medio YPD con varias colonias 

de cada una de las cepas anteriormente descritas (GS115-Tr, GS115-Tg, GS115-pPIC9K, 

GS115-22K), se incubaron a 30°C en agitación constante de 250 rpm durante 16-20 h. Estos 

cultivos se utilizaron para inocular matraces con 25 mL de medio BMG los cuales se 



Para obtener las velocidades específicas de crecimiento (n) se construyeron gráficas 

semüogaritmicas de LnDOc vs tiempo y LnVc vs Tiempo, se calculó la pendiente de dichas 

curva de crecimiento en la fase exponencial mediante el método de mínimos cuadrados. La 

pendiente resultante es igual las velocidades especificas de crecimiento en h"1. Para calcular 

los tiempos de duplicación (td) se aplicó la siguiente ecuación: 

td = Ln 2/p 

El procesamiento de datos para el cálculo de logaritmos naturales, valores corregidos de Ln 

velocidades específicas de crecimiento y tiempos de duplicación así como la construcción de 

las gráficas de las cinéticas de crecimiento se realizaron mediante la ayuda del programa 

Microsoft Excel fbr Office 97. 

Cada una de las cinéticas de crecimiento se realizaron por triplicado para cada cepa, los tres 

valores de velocidades específicas de crecimiento y tiempos de duplicación para cada cinética 

se promediaron y se calculó la desviación estándar y el coeficiente de variación. También se 

construyeron gráficas promedio de cada una de las cinéticas de cada cepa tomando el valor 

promedio de DO«« y UFC/mL a cada uno de los tiempos de los tres ensayos y graficando el 

Ln corregido de estos valores contra tiempo. Todo este tipo de procesamiento de datos se 

realizaron mediante la ayuda del programa Microsoft Excel for office 97. Los valores de 

velocidad específica de crecimiento y tiempos de duplicación entre las diferentes cepas, se 

compararon realizando un análisis de varianza (ANOVA) con comparaciones múltiples de 

Tukey con la ayuda del programa SPSS 8.0. 

3.3.5.2 Determinación de la actividad enzima tica de alcohol oxidasa y catalasa en nedio 

BMM 

Durante el crecimiento en metanol como única fuente de carbono, las enzimas alcohol oxidasa 

y cata lasa están activas en la levadura Pichia pastoris (7). La alcohol oxidasa cataliza el 

primer paso en la degradación del metanol mientras que la cata lasa se encarga de la 

eliminación de H2O2 que se genera por el propio metabolismo del metano L Debido a la 



importancia que estas enzimas poseen durante el proceso de inducción se decidió determinar 

su actividad especifica en las cepas descritas en el apartado anterior cultivadas en BMM 

Para la determinación de estas enzimas se tomaron muestras a las 0, 2,4, 6, 8, 10 y 12 h de 

un cultivo en medio BMM bajo las mismas condiciones descritas en el punto anterior. Las 

muestras de 1 mL de medio se centrifugaron a 16,000 g por 2 min para separar el paquete 

celular del medio de cultivo. El paquete celular fue lisado empleando el siguiente 

procedimiento: Se resuspendió en 100 uL de buffer de lisis (KH3PO4 10 tnM pH=7.4, DTT 

0.5 mM, PMSF 1 tnM), a la suspensión celular se le agregó 0.1 g de perlas de vidrio de 0.5 

mm y se sometió a diez ciclos de agitación en vortex por 30 seg. y enfriamiento en hielo por 

30 seg. Posteriormente, se centrifugó durante 5 minutos a 16,000 g y el sobrenadante fue 

transferido a un tubo nuevo, se realizó un lavado de las perlas de vidrio y restos celulares con 

300 pL de bufièr de lisis agitando vigorosamente en el vortex, se repitió el paso de 

centrifugación y el sobrenadante se transfirió al mismo tubo y este se llevó a un volumen final 

de 500 p.L de buffer de lisis. Dicha solución fue empleada para las determinaciones 

enzimáticas y para la determinación de proteínas totales. 

La determinación enzimàtica de alcohol oxidasa se realizó empleando el método descrito 

por Janssen y Ruelius (42), que se basa en la medición de la formación del radical cat iónico 

del compuesto 2^'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) de amonio (ABTS). Este radical 

catiónico se forma debido a la acción del H203 sobre el ABTS, reacción que es catalizada por 

una peroxidasa, el H2O2 es producido por la oxidación del metano!, reacción que es catalizada 

por la AOX (42). 

La reacción enzimàtica se realizó de la siguiente manera: En una celda de plástico se 

agregaron 1.4 mL de ABTS 2 mM y 5 11L de peroxidasa de rábano (Sigma) 250 U/mL, se 

mezcló por inversión, se ajustó a cero de absorbancia a 405 mn (Espectrofotómetro Beckmaa 

DU-70), se agregaron 50 pL de AOX 0.1 U/mL y 5 *iL de H2O1 0.003%, se mezcló por 

inversión inmediatamente y se registró el incremento de absorbancia a 405 nm durante 5 min, 

también se corrió un blanco de la reacción enzimàtica, la cual se realizó como se mencionó 

anteriormente, pero en lugar de agregar 50 jaL de AOX 0.1 U/mL se agregaron 50 |iL de 

buffer de fosfatos 100 mM. 

Se calculó el incremento de absorbancia (AA) por min, a 405 nm mediante la pendiente de 

la curva de absorbancia vs tiempo utilizando el método de mínimos cuadrados tanto del 



ensayo blanco como del ensayo a evaluar. Se calcularon las U/mL de la AOX con la siguiese 

ecuación: 

U/mL = (AAWminAOX-AAWminAOX blancoXl-51)(FD)/<36.8)(0.05) 

donde FD es el factor de dilución, 1.51 es el volumen total del ensayo en mililitros, 36.8 es el 

coeficiente de absorción milimolar del ABTS a 40S nm y 0.05 es el volumen de muestra usado 

en mililitros. 

Para la medición de la actividad enzímática de cata lasa se empleó el método de Aebi (43), 

el cual se basa en la medición de la disminución de la absorbancia a 240 nm del H2O2 debido a 

la disminución de la concentración de H2O2 por la acción de la cata lasa sobre este compuesto. 

Se mezclaron 950 p.L de buffet de fosfato de potasio 50 tnM pH=7.0 con 40 pL de una 

solución de catalasa (Sigma Chemical Co.) 14,500 U/mL, con esta mezcla se ajustó a cero de 

absorbancia (espectrofotómetro Spectronic Genesys 2) a 240 nm, por último se agregarón 10 

pL de Hz02 al 6%, se mezcló por inversión y se registró la absorbancia cada min. durante 5 

min. a una temperatura de 25°C. Se calculó el incremento de absorbancia (AA) por min 

mediante la pendiente de la curva de absorbancia vs tiempo utilizando el método de mínimo^ 

cuadrados. Las U/tnL se calcularon con la siguiente ecuación; 

U/mL = AAWmin x 692.5 

donde 692.5 es el factor obtenido en base al coeficiente de absorción molar del H2O3 y el 

factor de dilución de la muestra en la reacción. 

También se determinó la concentración total de proteínas en cada muestra para poder 

calcular la actividad específica de alcohol oxidasa y catalasa (U/mg) empleando la ecuación 

que se muestra a continuación; 

U/tng = (U/raL)/PT 

donde PT es Proteínas totales (mg/mL) 



La determinación de proteínas x realizó por el método de Bradíord (44), empleando 

alícuotas de 10 a 20 pL de la solución del lisado. Se midió la absorbancia a 595 nm que se 

presenta por la unión del azul brillante de Coomassie a las proteínas en un espectnofotó metro 

(Sequoia Turner). Se realizaron curvas de calibración con estándares de albúmina de suero 

bovino (ASB), en un intervalo de concentración de 1 a 9 pg/mL (Tab. IX). Tanto las muestras 

como los estándares fueron preparados por triplicado. 

Tabla DL Curva de calibración para la determinación de proteínas de soluciones de Usados por 
el método de Bradford 

Estándar ASB 0.5 mg/mL NaCl 0.15M Reactivo de Conc. final 

W (HL) Coomassie (mL) ASB(ng/mL) 

1 6 394 1.6 1.5 

2 12 388 1.6 3.0 

3 18 382 1.6 4.5 

4 24 376 1.6 6.0 

6 36 364 1.6 9.0 

blanco 0 400 1.6 0.0 

Las muestras se prepararon agregando 20 pL de la solución de lisado, 380 pL de una 

solución de NaCl 0.15 M y 1.6 mL de solución de azul brillante de Coomassie. Posteriormente 

fueron obtenidas las lecturas de absorbancia a 595 tira tanto de los estándares como de las 

muestras. Con las lecturas de los estándares se construyó una curva de calibración la que fue 

estimada por el método de mínimos cuadrados. En base a la curva construida, se determinó la 

concentración de las muestras empleando la ecuación de la recta. 

El procesamiento de datos, los cálculos y la realización de las gráficas U/mL vs Tiempo (h) 

y U/mg vs Tiempo (h) se realizaron con la ayuda del programa Microsoft Excel fbr Office 97. 



3 J Ü Análisis de ultra estructura por microscopía electrónica 

Para realizar el análisis de ultraestnictura se tomaron muestras de 0.5 mL a las 0, 3, 6, 14 y 

150 h de un cultivo en medio BMM empleando las mismas condiciones descritas (3.3.5.1 

pag.36) para la cinética de crecimiento en medio BMM. Las muestras fueron centrifugadas a 

16,000 g durante 2 min. y se desechó el sobrenadante. Se lavó el paquete celular con 500 pL 

de agua Milli-Q, se resuspendió en 200 pL de KMnO* al 1.5% y se dejó reposando a 

temperatura ambiente durante 45 min., se centrifugó a 16,000 g durante 2 mía, se eliminó el 

sobrenadante y se realizaron dos lavados con 500 |xL de agua Milli-Q. Se resuspendió el 

paquete celular en 200 ¿il de acetato de uranilo al 1%, se centrifugó a 16,000 g durante 5 min., 

se dejó reposar durante una hora a temperatura ambiente o bien en refrigeración hasta el 

siguiente día. Posteriormente se realizó la deshidratación con lavados a concentraciones 

crecientes de etanol: a) etanol al 50% 15 rain., b) etanol 70% 15 min., c) etanol 96% 15 min, 

d) etanol 100% 15 min,, e) etanol 100% 15 min., en cada paso de deshidratación con la 

solución de etanol se agitó en el vortex, se dejó a temperatura ambiente el tiempo indicado, se 

centrifugó a 16,000 g durante 2 min. y el sobrenadante se desechó. Posterior a la 

deshidratación se agregaron 500 |xL de óxido de propileno al 100% se dejó reposar durante 15 

min., se centrifugó y se eliminó el sobrenadante (2 veces). Se realizó una preinclusíón con 500 

pL de epón óxido de propileno 1:1 durante 1.5 h a temperatura ambiente, posteriormente 500 

[íL epón óxido de propileno 3:1 durante una hora a temperatura ambiente (3 veces) o bien por 

toda la noche. Posteriormente 500 pL de epón puro durante 30 min. (tres veces), al agregar el 

epón, el paquete celular se agitó con un aplicador de madera, se dejó a temperatura ambiente 

el tiempo indicado, se centrifugó y se desechó el sobrenadante cada vez. Se colocan los tubos 

en la estufe por toda la noche a 60°C, se desprendieron los bloques de epón de los tubos y se 

realizaron cortes finos en el ukramicrotomo, se montaron las rejillas y se contrastaron con 

acetato de uranilo. Posteriormente se observaron a el Microscopio Electrónico de Trasmisión y 

se obtuvieron micro grafías electrónicas para observar la ultraestructura de la célula. Los cortes 

finos, la toma, revelado e impresión de las micrografias electrónicas (7000X y 12000X) se 

realizaron en el Departamento de Histología de la Facultad de Medicina de la U. A.N.L. 



promediaron y se calculó la desviación estándar. También se construyeron gráficas promedio 

de cada una de las cinéticas de cada cepa tomando el valor promedio de 00«oo y UTC/mL a 

cada uno de los tiempos de los tres ensayos y graficando el Ln corregido de estos valores 

contra tiempo. Todo este tipo de procesamiento de datos se realizaron mediante la ayuda del 

programa Microsoft Excel fbr Office 97. Los valores de velocidad especifica de crecimiento y 

tiempos de duplicación entre las diferentes cepas, se compararon realizando un análisis de 

varianza (ANOVA) con comparaciones múltiples de Tukey con la ayuda del programa SPSS 

8.0. 

3-3.5.5 Cinéticas de crecimiento en medio BMM suplemantado con sorbitol 

El sorbitol es una fuente de carbono que no reprime al promotor del gen de AOXÍ (45), por lo 

tanto se decidió realizar cinéticas de crecimiento en el medio BMM + S (BMM suplementado 

con sorbitol 2% p/v) para observar el comportamiento del crecimiento de las cepas GS115-Tr 

y GS115-Tg con esta fuente de carbono y energía adicional. 

Para realizar estas cinéticas de crecimiento se emplearon las cepas GS115-Tr, GS115-Tgy 

una cepa control GS115-pPIC9K. Se realizó exactamente el mismo procedimiento para las 

cinéticas en medio BMM (sección 3.3.5.1 pag.36) con excepción de que las tomas de muestras 

se realizaron a las O, 2, 4, 6, 8, 10, [2, 14 y 16 h. Cada una de las cinéticas de crecimiento se 

realizaron por triplicado y se realizaron los mismos cálculos y procesamiento de datos 

anteriormente descritos (sección 3.3.5.1 pag.35). 

3.3.6 Búsqueda de condiciones de fermentación que favorezcan la biosintesis de los 

productos recombinantes 

Para cumplir con este objetivo las cepas recombinantes antes mencionadas GS115-Tr, GS115-

Tg, GS115-pPIC9K, GSU5-22K fueron cultivadas bajo condiciones de inducción partiendo 

de inóculos con altas densidades celulares con DO«» de ~60 (~2 x 109 céluWmL) en los 



medios BMM, BMM + S (BMM suplemenlado coa sorbitol 2% p/v) 7 BMMY (BMM 

suplemeatado con 2% p/v de peptona y 1% p/v de extracto de levadura). 

Para obtener el inóculo, las cepas se cultivaron en tubos felcon de 50 mL con 10 mL de 

medio YPD a 30"C durante 24 h, 0.5 mL de estos cultivos se emplearon para inocular en 100 

mL de BMG, estos se incubaron a 30°C con agitación constante a 250 rpm hasta obtener una 

DO«» de 15, en ese momento se obtuvo el paquete celular medíante centrifugación a 5000 

rpm durante 10 min. (centrífuga Servall SS4 rotor SS34) y se resuspeodió en 25 mL de uno de 

los medios inductores (BMM, BMMY o BMM+S) y de esta manera se inició la inducción (El 

paquete celular proveniente de los 100 mL de BMG y re suspendido en 25 mL de medio 

inductor tenía una DO«w de 60 aproximadamente). Se continuó la incubación a 30°C y 

agitación constante a 250 rpm durante 48 h, se le agregó metano 1 absoluto a las 24 h a una 

concentración final de 0.75%. Se realizó la técnica de RT-PCR para detectar transcritos 

específicos de tripsina en la cepa GSU5-Tr y de tripsinógeno en lacepaGSU5-Tg. Se realizó 

una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y una inmunodetección por la técnica 

de "Western blot" del medio de cultivo libre de células de acuerdo al procedimiento 

anteriormente descrito (sección 3.3.4.4 pag. 34). También se determinó actividad de tripsina 

por el método descrito por Bergmeyer 1974 (46), tanto de medios de cultivo libres de células 

como del paquete celular. En la figura 10 se esquematiza el procedimiento de fermentación a 

altas densidades celulares, también se esquematizan las tomas de muestras para los diferentes 

estudios. 

3.3.6.1 Detección de transcritos por la técnica de RT-PCR 

Se llevó a cabo la detección de transcritos de muestras tomadas a las 3 y 6 h de inducción de 

fermentaciones de alta densidad celular (DO«» de 15). Para ello primeramente se realizó 

aislamiento de ARN total, éste se trató con la enzima DNAasa I para eliminar el ADN que 

pudiera estar contaminando al ARN, posteriormente se llevó a cabo una reacción de 

retrotranscripción y PCR (RT-PCR). 



min, y se eliminó el sobrenadante. El paquete de RNA se lavó 2 veces con 1 mL de etanol al 

75% con agitación y subsecuente centrifugación a 7,500 g durante 5 min. Los tubos se dejaron 

boca abajo en un papel absorbente durante 1 h, posteriormente se resuspendieron en 30 pL de 

agua DEPC. 

3.3.6,1.2 Tratamiento con DNAasa I 

El ARN obtenido se trató con la enzima RQ1 DNAasa libre de RNAasa (Promega Co.) para 

eliminar la posible contaminación coa ADN, que en pasos subsecuentes pudiera generar 

resultados falsos. Para llevar a cabo el tratamiento con la enzima DNAasa I antes mencionada 

se realizó la mezcla de reacción que se muestra en la Tabla X. 

Tabla X. M o d a de reacción para llevar a cabo el 
tratamiento coa RQ1 DNAasa libre de RNAasa 
(Promega Co.}. 

Reactivo Volumen (jiL) 

Solución de ARN 24 

Buffer de RQ1 DNAasa 10X 3 

RQl DNAasa (l u/^L) 3 

Total 30 

Se incubó durante 1 h a 37°C, posteriormente se agregó 1 pL de la solución "Stop" de la 

RQl DNasa libre de RNasa y se incubó a 65°C durante 10 min. para inactivar la enzima 

DNasa. La solución obtenida fue la que se empleó para llevar a cabo la reacción de 

retrotranscripción (RT). 



3J.Ü.1.3 Reacción de retrotranscripción 

La reacción de retrotranscripción se realizó para llevar a cabo la síntesis del ADN 

complementario de los transcritos específicos y heterólogos de las cepas recombinantes. En la 

reacción de RT se empleó la enzima retrotranscriptasa M-ML V (Promega Co) y el iniciador 58 

3' (5-GC AAATGGC ATTCTGACATCC-3que se aparea en la región 3 ' AOXl TT 

(nucleótido 1327-1347) del plásmido pPIC9. Para llevar a cabo b retrotranscripción se realizó 

la mezcla de reacción que se muestra en la Tabla XI. 

Primeramente se mezcló la solución de ARN con el agua DEPC, se calentó la mezcla 

durante 5 min. a 95"C e inmediatamente se puso en hielo, se agregó el resto de los reactivos y 

se incubó a 37°C durante 1 h, tiempo durante el que se realizó la síntesis del ADN 

complementario. Esta solución se empleó para realizar b PCR con los mismos iniciadores 

específicos para amplificar el ADN complementario sintetizado a partir de los transcritos. 

Tabla XL Mezcla de reacción para llevar a cabo la síntesis 
de ADN complementario mediante retrotranscripción 
empleando la enzima M-ML V {Promega Co.). 

Reactivo Volumen (pL) 

Solución de ARN* 3 

Agua DEPC 15.5 

Bufia- para la enzima M-ML V 5X 6 

Iniciador 3' (5 pM) l 

DTT (0.1 M) 1 

dNTPs (10 mM) 1.5 

Enzima M-ML K(200 u/pL) 2 

Total 30 
* LtespuÉs del tratamiento cen DNasa I 



3*3.6.1.4 PCR de la RT 

Se llevó a cabo la reacción en cadena de la polimerasa para amplificar el AON 

complementario sintetizado a partir de los transcritos. Los iniciadores 57 y 58 descritos 

anteriormente (sección 3.3.4.1.2 pag. 32) fueron empleados para llevar a cabo la PCR. La 

mezcla de reacción para realizar la PCR se muestra en la Tabla XII. 

La PCR tuvo las siguientes condiciones: Buffer de PCR (Promega) 1 X, reacción de RT 3 

pL en 25 de reacción, dNTP's 200 pM, iniciador 5'AOXl 0.5 pM, iniciador 3 AOXI 0.5 pM, 

agua estéril y 2 unidades de Taq DNA polimerasa en 25 pL de reaccióa Se empleó un 

termociclador un Termociclador Hybaid PCR Sprint (Hybaid UK), el programa llevado a cabo 

lúe el siguieute: 1 ciclo 94°C (2 min.), 30 ciclos 94°C (1 min.) 60°C (1 min.) 72°C (2 min.), 1 

ciclo 72°C (10 min.). Se realizó el análisis de 5 pL del producto de la PCR por electro fbresis 

en gel de agarosa al 0.8% en TBE. 

Tabla XXL Mezcla de reaccióa realizada para 
PCR de la RT 

Reactivo Volumen (pL) 
Buffer de PCR 10X 2.5 
dNTP's (10 mM) 0.5 
Iniciador 5' (5 p.M) 2.5 
Iniciador 3' (5 pM) 2.5 
MgCfe (25 mM) 1.5 
H20 tnilliQ 12.1 
Taq DNA poL (5 U/^L) 0.4 
Reacción de RT 3 
Total 25 



3.3.6.2 Análisis de proteínas de fermentaciones a altas densidades celulares 

Se tomaron muestras de 2 mL de fermentaciones a altas densidades celulares (DO«» ~60) de 

los diferentes medios de cultivo (BMM, BMMY y BMM + S) a las 24 y 48 b de inducción 

descritas anteriormente (sección 3.3.6 pag. 45) y se realizaron análisis de SDS-PAGE e 

inmunodetección de tripsina y tripsinógeno de camarón por la técnica de Western blot del 

medio de cultivo libre de células, siguiendo los protocolos descritos anteriormente (sección 

3.3.4.4 pag. 34). 

3.4 Determinación de la actividad de tripsina 

La actividad de tripsina se determinó en muestras de 24 h de inducción de fermentaciones y 

ah as densidades celulares (~60) de los medios de cultivo BMM y BMM + Soibitol La 

actividad de tripsina midió en el medio de cultivo libre de células empleando como controles 

positivos, extracto de hepatopáncreas y tripsina de páncreas bovino (Sigma T4665) y se 

realizó para los casos siguientes: a) Medio BMM, dializado contra H2O, b) Medio BMM 

dial izado y concentrado 20 veces, c) Medio BMM + Sorbttol directo, d) Medio BMM + 

SorbitoL dializado y concentrado por ultrafütración y lavado con HC11 mM, e) Medio BMM 

+• Sorbitol, dializado y concentrado por ukrafihración y lavado con amortiguador de acetatos 

pH = 4. 

La actividad de tripsina se realizó por el método descrito por Bergmeyer 1974 (46). Este 

ensayo enzimàtico se basa en la medición de la hidrólisis del BAEE (N-a-bezoil-L-arginina 

etil éster) por la tripsina. Los productos de hidrólisis son: N-a-bezoil-L-arginina y etanol 

generándose un aumento en la lectura a 253 nm, lo que se traduce en unidades por mL de 

enzima (U/mL). La reacción se llevó a cabo de la siguiente manera: en una celda de cuarzo, de 

3.5 mL se agregó 3 mL de BAEE 25 mM, se determinó la absorbancia a 253 nm hasta que 

permaneciera constante (1 minuto aproximadamente) y se calibró a cero de absorbancia. 

Posteriormente, se agregaron 200 pL de la solución problema o bien de los controles positivos 

(extracto de hepatopáncreas de camarón o tripsina bovina), se mezcló por inversión e 

inmediatamente se registró el incremento de absorbancia a 253 nm durante 5 nv", También se 

analizo un blanco de la reacción enzimàtica, la cual se realizó como se mencionó 



anteriormente, pero en lugar de agregar los 200 jiL de la solución problema, se agregaron 200 

HL de HC11 mM. 

Se calculó el incremento de absorbancia (AA) por min a 253 nm del blanco, problemas y 

controles positivos mediante el método de mínimos cuadrados y se calcularon las U/mL de 

tripsina con la siguiente formula: 

U/mL=(AA253/min problema-AA^min blanco)(FD)/(0.001)(0.20) 

donde FD es el factor de dilución, 0.001 es el cambio de A253/min por unidad de tripsina a pH 

7.6, 25°C en un volumen de reacción de 3.2 mL y 0.20 es el volumen en mL del problema o la 

enzima usada. 



CAPÍTULO 4 

RESULTADOS 

4.1 Construcción de los vectores 

4.1.1 Diseño de Oligonucleótidos 

La secuencia núcleo tidica de 854 pb obtenida del Genebank correspondiente al RNAm de la 

tripsina de camarón (Litopenaeus vannamel) con el número de acceso X86369 (Klein 96) se 

muestra en el Anexo. Esta secuencia tiene las siguientes regiones: los nucleótidos 3, 4, y 5 

corresponden al codón de iniciación (ATG), los nucleótidos del 3 al 41 codifican para al 

péptido señal, los nucleótidos del 42 al 903 codifican para el tripsinógeno y dentro de ésta, los 

nucleótidos del 90 al 803 codifican para la tripsina activa de camarón (Klein 96). Del 

nucleótido 3 al 803 corresponden a la secuencia codificante (tripsinógeno y su secuencia 

señal). Los nucleótidos no mencionados corresponden a secuencias no traducibles. 

La secuencia de los iniciadores diseñados y las diferentes porciones de éstos, tales como los 

sitios de restricción, secuencia correspondiente al sitio de corte proteolítico del factor KEX2, 

porción correspondiente a parte de la secuencia señal del factor a , inicio de la secuencia 

madura, codón de terminación así como secuencia no traducible se muestran en la figura 11. 

La verificación del diseño de los oligonucleótidos mediante la simulación del PCR en el 

programa Amplify 1.0 teniendo como secuencia molde la obtenida del Genebank de 854 pb, se 

muestra en la figura 12 y 13. Empleando los oligonucleótidos B251-1 y B251-2 en la 

simulación, se obtuvo el producto amplificado esperado de 780 pb correspondiente al ADNc 

de tripsinógeno (756 pb) con 15 nucleotidos adicionales en el extremo 5' y 9 nucleótidos en el 

extremo 3', mientras que empleando los oligonucleótidos B251-3 y B251-2 se obtuvo el 

producto amplificado de 738 pb correspondiente al ADNc de tripsina (714 pb) con los mismos 

nucleótidos adicionales. En la figura 14 se muestra el apareamiento de los iniciadores con la 

secuencia molde obtenido con el programa Amplify 1.0. 



4.1.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Al realizar la PCR con la enzima Pfu DNA polimerasa y el vector donado como molde (Klein 

96) se obtuvo el producto amplificado esperado de 738 pb cuando se emplearon los iniciadores 

B251-3 y B251-2, mientras que cuando se emplearon los iniciadores B251-1 y B251-2 se 

obtuvo un producto amplificado esperado de 780 pb tal como se muestra en el análisis de 

electro foresis en gel de agarosa (Fig. 15). 

Figura 15. Electroforcsis en gcl de agarosa al 1% en TBE de productos amplificados para 
clonación. Carril 1: Marcador do peso molecular(l00 bp DNA ladder NEB), Carril 2: Producto 
amplificado de 780 pb correspondiente al ADNc de tripsinógeno, Carril 3: Control negativo de la PCR. 
Carril 4: Producto amplificado de 738 pb correspondiente al ADNc de tripsina, Carril 5: Control 
negativo de la PCR. 
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4.1.3 Clonación de los ADN's de tripsina y tripsinógeno en pPIC9 

La digestión del plásmido pPIC9hGH22K (Escamilla 2000) con las enzimas Xho I y Avr II 

liberó un fragmento de 603 pb y el resto del vector de 7984 pb (esta parte del vector 

pPIC9hGH22K es equivalente al vector de expresión pPIC9 digerido con las enzimas de 

restricción Xho I y Avr II es decir sin los nucleótidos del 1193 al 1228, por lo que contiene 

todas las regiones necesarias para la expresión, como son: el promotor de AOX, el marcador de 

selección H1S4 etc.) detectados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 

(Fig. 16). Las digestiones de los productos amplificados con las mismas enzimas de restricción 

no pudo ser comprobado debido a la liberación de fragmentos muy pequeños, por lo que no 

era posible diferenciar entre el producto amplificado digerido y no digerido (780 vs 768 pb 

para tripsinógeno y 738 vs 726 pb para tripsina). La purificación de los fragmentos (vector y 

productos amplificados digeridos) por la técnica de "Geneclean" dio buenos resultados ya que 

los fragmentos antes mencionados fueron recuperados eficientemente a partir del gel de 

agarosa y quedaron listos para la reacción de ligación. 
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Figura 16. Electro foresis en gel de agarosa al 1% en TBE para verificar la digestión de 
pPIC9hGII22K con las endonucleasas Xho I y Avr n . Carril 1: Marcador de peso molecular (K + Pst 
I), Carril 2: PPIC9hGII22K (8587 pbX Carril 3: pPIC9hGH22K + Xho I + Avr II (7984 y 603 pb). 



El análisis electroforético de la reacción de Ligación del fragmento de 7984 pb con uno 

de los fragmentos de 726 y 768 pb mostró la presencia de bandas de mayor peso molecular 

que el fragmento de ligación de 7984 pb (correspondiente al vector) tanto para la construcción 

de pPIC9Tg como pPIC9Tr. Estas bandas mostraron una mayor intensidad que ios propios 

fragmentos de ligación. Esto fue indicativo de una reacción de ligación eficiente aunque 

ligeramente parcial, que sin embargo fiie aceptable y suficiente para llevar a cabo las 

siguientes etapas. 

De la transformación de £. cotí con 5 pL del producto de ligación para construcción del 

piásmido pPlC9Tg se obtuvieron 43 colonias mientras que para la construcción del plásmido 

pPlC9Tr se obtuvieron 53 colonias. De 20 colonias de cada transformación que se les hizo 

aislamiento de ADN plasmidico solo a 6 de cada una se les digirió con la endonucleasa Pst I 

enzima con la que era posible distinguir entre los plásmidos pPIC9Tg, pPIC9Tr y 

pPIC9hGH22K. Todas las clonas analizadas resultaron poseer el plásmido de interés ya que al 

digerir dichos plásmidos con ia endonucleasa Pst 1 se obtuvieron los fragmentos esperados: 

para pPIC9Tg 6217,1827 y 710 pb y para pPIC9Tr 6217, 1827 y 668 pb. Además, también se 

obtuvieron los fragmentos esperados al digerir con la enzima Pst I el plásmido pPIC9hGH22K 

empleado en la construcción (6397, 1827 y 365 pb). En la figura 17 se muestra la 

electroforesis en gel de agarosa de la digestión de pPIC9Tg, pPIC9Tr y pPIC9hGH22K con la 

endonucleasa Pst 1. 
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de los plásmidos pPIC9Tg, pPlC9Tr y 
pPIC9hGH22K digeridos con la endonucleasa Pst I. Carril 1 Marcador de peso molecular (100 bp 
DNA ladder NEB), Carril 2: pPIC9Tg + Pst 1 (6217, 1827 y 710 pb), Carril 3: pPIC9Tr + Pst I (6217, 
1827 y 668 pbX Carril 4: pPIC9hGH22K + Pst I (6397, 1827 y 365 pb), Carril 5: Marcador de peso 
molecular (?. + Pst I). 

Con estos resultados se comprobó la identidad de los plásmidos construidos. Los 

fragmentos de 710 pb de pPIC9Tg, 668 pb de pPIC9Tr y 365 pb de pPIC9hGH22K obtenidos 

de la digestión de estos plásmidos con la endonucleasa Pst I son los que permiten distinguir 

entre estos tres plásmidos. En la figura 18 se muestra gráficamente los plásmidos pPIC9Tr y 

pPIC9Tg y sus regiones más importantes. El plásmido pPIC9Tr contiene el promotor de AOXI 

(5'AOX1) en la posición 1-948, la secuencia señal del factor a de S. cerevisiae de 949 a 1203, 

el ADNc de tripsina de 1204 a 1917, el terminador de la transcripción de AOXI (YAOX1 77) 

de 1943 a 2276, el gen de la histidinol deshidrogenasa de P. pastoris (HIS4) de 5203 a 2670, 

el fragmento 3' de AOXI de 5558 a 6315, el origen de replicación Col El de 7400 a 6781 y el 

gen de resistencia a ampicilina (amp r) de 8402 a 7542. Las posiciones de las diferentes 

regiones del plásmido pPIC9Tg son las siguientes: 5 'AOXI de 1 a 948, la secuencia señal del 

factor ct de 949 a 1203, el ADNc de tripsinógeno de 1204 a 1959, VAOX1 7Tde 1985 a 2318, 

HIS4 de 5245 a 2712, 3' de AOXI de 5600 a 6357, ColEl de 7442 a 6823 y amp r de 8444-

7542. 



De acuerdo con lo señalado en la literatura esta selección nos indica que las colonias tienen un 

fenotipo His' gracias a la integración del vector de expresión. El vector digerido con Sac I se 

integra en el locus AOX1 mientras el vector digerido con Sal I se integra en el locus his4 (9). 
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Figura 19. Electruforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de digestiones preparativas previas a 
la transformación de Pichia pastoris. Carril 1: Marcador de peso molecular (X + Pst I), Carril 2: 
pPIC9Tg sin digerir. Carril 3: pPIC9Tg + Sac I (8754 pb), Carril 4: pPIC9Tg + Sal I (8754 pb). Carril 
5: pPIC9Tr sin digerir. Carril 6: pPIC9Tr + Sac I (8712 pb), Canil 7: pPIC9Tr + Sal I (8712 pb). 

4.3 Caracterización de genotipos y fenotipos de las clonas recombinantes 

4.3.1 Verificación de la integración del vector de expresión 

Los ADN's genómicos aislados de 4 cepas recombinantes GS115-Tr, 2 cepas recombinantes 

GS115-Tg y las dos cepas control no mostraron degradación aparente (Fig. 20). La 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de los ADN's genómicos y los estándares se 

muestran en la Figura 20, mientras que los resultados de la cuantificación se presentan en la 

tabla XIII. 
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de ADN's genómicos de cepas 
recombinantes de P. pas/oris y estándares de fago X. Carril 1: Fago X 10 ng, Carril 2: Fago X 20 ng, 
Carril 3: Fago X 30 ng, Carril 4: ADN genómico cepa üSll5-Trl, Carril 5: ADN genómico cepa 
GS115-Tr2, Carril 6: ADN genómico cepa GS115-Tr3, Carril 7: ADN genómico cepa GS115-Tr4, 
Carril 8: ADN genómico cepa GS115-Tgl, Carrü 9: ADN genómico cepa GS115-lg2, Canil 10: ADN 
genómico cepa GS115-22K, Carril 11: ADN genómico cepa GS115-pPIC9K. 

Tabla XIII. Resultados obtenidos de la cuantificación de ADN de 
diferentes cepas recombinantes de P. pastoris. 

Cepa Masa (ng) Volumen en 

el carril (¿iL) 

Conc. (ng/pL) 

GS115-Trl 24.40 2.5 61.00 

GS 115-Tr2 14.22 2.5 35.55 

GS115-Tr3 13.55 2.5 33.88 

GS115-Tr4 20.33 2.5 50.83 

GS 115-Tgl 14.66 2.5 36.65 

GS115-Tg2 15.70 2.5 39.25 

GS115-22K 13.41 2.5 33.53 

GS115-pPIC9K 15.67 2.5 39.18 



El tamaño de cada uno de los productos amplificados obtenidos por la PCR 

correspondieron a cada uno de los ADN's moldes empleados: De la PCR de los plásmidos 

pPlC9 (sin inserto), pPIC9Tg (ADNc de tripsinógeno) y pPIC9Tr (ADNc de tripsina) se 

obtuvieron productos amplificados de 493, 1225 y 1183 pb respectivamente. De la PCR de las 

cepas recombinantes se obtuvieron los siguientes productos amplificados: la cepa GSl 15-

pPIC9K 493 y 2107 pb, la cepa GS115-Tg 1225 y 2107 pb mientras que la cepa GSl 15-Tr se 

detectó en forma muy tenue un producto amplificado de 1183 pb y el fragmento de 2107 pb 

que se suponía debía amplificar, no fue así. En la figura 21 y 22 se muestra una electroforesis 

con los diferentes productos amplificados de PCR de las cepas recombinantes de Pichia 

/fastoris. 

2107 pb 

1183 y 1225 pb 

pb 

14055 y 13485 

5080, 4749 y 4505 

2561, 2493 y 2454 
2133 

1159 y 
805 

Figura 21. Electro foresis en gel de agarosa al 1% en TBE de productos amplificados; cepas 
GSl 15-Tg. Carril 1 Marcador de peso molecular (X + Pst I), Carril 2: Cepa GSl 15 (producto 
amplificado de 2107 pb). Carril 3: pPlC9Tr (producto amplificado de 1183 pb). Carril 4 y 5: Cepas 
GSl 15-pPIC9KTg (productos amplificados de 1225 y 2107 pb), Carril 6: Control negativo de la PCR. 



1183 pb 

493 pb 

Figura 22. Elcctroforcsis en gel de agarosa a) 1 % en TBE de productos amplificados; cepas 
GSI15-Tr. Carril 1 Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder NEB), Carril 2, 3 y 4: Cepas 
GS115-Tr (producto amplificado de 1183 pb muy tenue). Carril 5: Cepa GSll5-pPIC9K (productos 
amplificados de 493 y 2107 pb), Carril 6: plásmido pPIC9Tr (producto amplificado de 1183 pb), Carril 
7: Control negativo de la PCR. 

4.3.2 Inducción de la expresión de los ADNc's de tripsina y tripsinógeno 

En los análisis de proteínas extracelulares realizados por SDS-PAGE para las cepas GS115-Tr 

de fermentaciones de 150 h, se observó una banda de aproximadamente 33 kDa (Carril 2 y 3 

Fig. 23A) tamaño similar a la tripsina de camarón previamente reportada aislada de fuente 

natural 31 kDa, sin embargo la inmunodetección por la técnica de Western blot resultó 

negativa (Fig. 23B). La banda de 22 kDa correspondiente a la proteína heteróloga producida 

por la cepa GS115-22K demuestra que las condiciones de inducción fueron adecuadas. El 

extracto de hepatopáncreas (carril 4 Fig. 23) presentó señal positiva en la inmunodetección 

para una banda con un tamaño aproximado a 31 kDa correspondiente a la tripsina natural de 

camarón glicosilada. La tripsina sin glicosilar tiene un tamaño aproximado de 25 kDa, 

aproximadamente a este tamaño se observa una banda intensa en el carril correspondiente al 

extracto de hepatopáncreas de camarón (carril 4 Fig. 23A) que sin embargo no presentó señal 

en la inmunodetección. Esto conduce a pensar que la glicosilación es necesaria para que la 

tripsina sea reconocida por los anticuerpos o bien se trata de otra proteína. 



Figura 24. ElectroforesLs SDS-PAGE al 12% teñido con azul de Coomassie de la fracción de 
proteínas intracclulares solubles de cepas GS115-Tr bajo condiciones de inducción. Carril 1 y 7: 
Marcadores de peso molecular. Carril 2: Cepa GS115-pPIC9K 150 h de inducción como control. Carril 
3 al 6: Diferentes cepas GS115-Tr 150 h de inducción. Se observa un patrón de bandas diferente entre 
las cepas que portan el ADNc de tripsina y la cepa control. F.n el carril 2 se señala con una flecha la 
probable banda que corresponde a la enzima alcohol oxidasa. 

En cuanto a los análisis electroforéticos de los medios de cultivo libre de células y proteínas 

intracelulares solubles de las cepas GS115-Tg, no se logró identificar con los métodos 

empleados el producto recombinante esperado. En los geles de poliacrilamida de medios de 

cultivo libre de células se observó una banda de un tamaño aproximado a -35 kDa, sin 

embargo en la cepa control fue detectada una banda con tamaño similar (Fig. 25). Por otro 

lado, en el extracto de hepatopáncreas de Litopenaeus se observó una banda de un tamaño 

aproximado de 31 kDa correspondiente a tripsina glicosilada (Fig. 25), también se observó una 

banda de aproximadamente 24 kDa que podría ser tripsina de camarón no glicosilada. La 

inmunodetección por la técnica de Western blot resultó negativa para la cepa GS115-Tg, tanto 

en medios de cultivo libre de células como en proteínas intracelulares solubles. El extracto de 

hepatopáncreas presentó Is misma señal positiva descrita anteriormente (carril 4 Fig. 23). 
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Figura 25. Electroforesis SDS-PAGE al 12% de proteínas extracelulares de la cepas GSl 15-Tg y 
una cepa control (GS115-22K), bajo condiciones de inducción. Carrill y 5: Marcadores de peso 
molecular. Carril 2: Extracto proteico de hepatopáncreas de camarón. Carril 3: Cepa GSl 15-Tg. Carril 
4: Cepa GS115-22K. Se observa que el patrón proteico de las cepas GS115-Tg y GSl 15-Tr es muy 
similar a excepción de la proteína de 22 kDa producida por la cepa control. 

4.4 Determinación de los posibles factores que afectan la producción de las proteínas de 

interés 

4.4. í Cinéticas de crecimiento en medio BMM 

Las cinéticas de crecimiento en medio BMM (condiciones de inducción) estimadas tanto 

por DOeoo como UFC/mL, evaluadas para las cepas GSl 15-Tg, GSl 15-Tr, GSl 15-pPIC9K y 

GSl 15-22K arrojaron los valores de LnDOc vs tiempo mostrados en la tabla XIV y los valores 

de LnVc vs tiempo mostrados en la tabla XV. 



Tabla XIV. Valoras de logaritmos u t a r a k s de DO«« corregidos (LaDOJ para cada cepa y a 
cada tiempo. Cada valor es el promedio de tres valares de LaDO«. Al valor de DO«o 
originalmente obtenido se le calculó d logaritmo natural y se le aplicó un factor de corrcción 
anteriormente descrito (sección 3.3.5.1 pag 39), obteniendo de esta manera d LnDOe 

Tiempo (h) LnDO« LnDOe LnDO„ LnDOe 
GSllS-Tr GSll5-Tg GS115-22K. GSU5-pPlC9K 

0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 
0.5 0.0318 0.0251 0.0101 0,0411 
1 0.1359 0.0362 0.0069 0.0673 

1.5 0.1601 ND ND ND 
2 0.0852 -0.0004 -0.0245 0.0396 

2.5 0.0713 ND ND ND 
3 0.0247 0.0449 0.0791 0.1186 

3.5 0.0454 ND ND ND 
4 0.0109 0.1301 0.1462 0,2031 
5 0.0166 0.2393 0.2716 0.2739 
6 -0.0286 0.3394 0.3737 0.3438 
8 -0,0758 0.3470 0.5961 0.5369 
10 -0.0603 0.3324 0.7855 0.6882 
12 -0,1069 0.3561 0.9249 0.8528 
14 -0.0857 0.3939 1.0415 0.9863 
16 0.3499 1.0358 1.0330 

ND: No determinado 



Tabla XV. Valores de logaritmos naturales de UFC/mL corregidos (LnVc) para cada cepa 
y a cada tiempo. Cada valor es el promedio de tres valores de LnVc. Al valor de UFC/mL 
originalmente obtenido se le calculó el logaritmo natural y se le aplicó un factor de corrección 
anteriormente descrito (sección 3.3.5.1 pag 39), obteniendo de esta manera el LnVc. 

Tiempo (h) LnVc LnVc LnVc LnVc 
GSl 15-Tr GS115-Tg GS115-22K GS115-pPIC9K 

0 0 0 0 0 
0.5 0.1757 -0.2217 0.0219 0.3428 
1 0.1664 0.0211 0.0708 0.2316 

1.5 0.3743 ND ND ND 
2 0.3700 -0.4884 0.0714 0.3329 

2.5 0.4430 ND ND ND 
3 0.5063 -J .0237 0.0834 0.3197 

3.5 0.5384 ND ND ND 
4 0.5897 -1.6281 0.1434 0.3022 
5 0.4536 -1.8633 0.3199 0.6028 
6 0.5097 -3.4528 0.4504 0.4714 
8 0.4592 -4.1897 0.4127 0.6357 
10 0.5040 -2.98Q9 0.7178 0.8273 
12 0.5391 -3.4942 0.8376 1.0923 
14 0.5403 -1.6136 0.9863 1.3429 
16 ND -2.6747 1.4075 1.3219 

ND: No determinado 

En base a los resultados mostrados en las tablas XIV y XV se construyeron las gráficas 

mostradas en la figura 26 y los resultados de velocidades específicas de crecimiento y tiempos 

de duplicación mostrados en la tabla XVI. 

La cepa GSl 15-Tr presentó un tiempo de duplicación 1.72 y 1.98 veces menor (diferencia 

estadísticamente significativa con p<0.05) que el de las dos cepas controles (GS115-22K. y 

GSl 15-pPIC9K respectivamente), por lo tanto una mayor velocidad específica de crecimiento 

(tabla XVI), sin embargo este aparente crecimiento dio lugar en un intervalo muy corto de 

tiempo ya que la fase estacionaria se alcanzó alrededor de las 2-3 h (en D0600 y UFC/mL) de 

inducción. 



«5115-Tr ÜSI1S-Tg GS115-pPlC9 GS115-22K 
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Figura 26. Cinéticas de crecimiento de cepas recombinantes de Pichia pas Inris bajo condiciones 
de inducción en medio BMM (gráficas promedio). 1.a gráfica superior fue construida por mediciones 
de DO«» mientras que la gráfica inferior fue construida por determinaciones de UFC/mL. El eje de la 
ordenadas muestra los valores de LnDOc (gráfica superior) y I.nVc (gráfica inferior) mientras que el eje 
de las abscisas muestra los valores de tiempo en horas. El color café ( • ) representa a la cepa GS115-
Tg, el color rojo ( • ) a la cepa GS115-Tr, d color azul (A) a la cepa GS115-pPIC9K y el color verde 
( • ) a la cepa GS115-22K. IXK valores de cada punto representan una media de n=3. 



La gráfica de la cinética de crecimiento D O m vs tiempo de la cepa GSI I5-Tg muestra una 

velocidad específica de crecimiento (tabla XVI) estadísticamente sin diferencias significativas 

a la velocidad específica de crecimiento de cepas controles, p a o a diferencias de éstas alcanzó 

la lase estacionaria más rápidamente, alrededor de las 6 h. Sin embargo la gráfica de la 

cinética de crecimiento UFC/tnL vs tiempo de esta oepa nuestra claramente la muerte del 

cultivo (Figura 26 gráfica inferior). Esto nos indica que en este caso el análisis por DO«» no es 

confiable debido a que dichos valores fueron las suma de las levaduras viables y DO viables. 

Las cepas controles GS 115-pPIC9K y GS 115-22K a diferencia de las cepas problemas, no 

alcanzaron la fase estacionaria durante las 16 h de la inducción, ni presentaron muerte celular. 

Estos hallazgos inducen a pensar en un posible efecto tóxico de los productos recombinantes 

(tripsina y tripsinógeno) sobre las células de Pichia pastoris. 

Tabla XVL Tiempos de duplicación y velocidades especificas de 
crecimiento ea medio BMM. Los resultados se expresan como la media 
± la desviación estándar (n - 3) *(o - 5). ND: No determinado. Literales 
diferentes indican diferencias significativas con p<0.05. 

Tiempo de duplicación (h) 

Cepas DO«, UFC/mL 

GS115-Tr* 4.12 ±1 .78 ' 4.89 ±0.62" 

GS115-Tg 6.69 ± 1.21""** ND 

GS115-pPIC9K 8.19±0.49h 6.19± l.l0"*b 

GSI15-22K 7.10 ±0.21* 7.43 ± 0.99h 

Velocidad específica de crecimiento (h ') 

GSll5-Tr* 0.19 ±0.06* 0.14 ±0.01* 

GSll5-Tg 0.11 ±0.02' , b ND 

GSll5-pPIC9K 0.08 ± 0.01b 0.11 ±0.02b 

GSI15-22K 0.098 ±0.003" 0.09 ±0.01* 



4.4.2 Determinación enánútic» de alcohol oxidan y catatas« 

Las actividades específicas de alcohol oxidasa de las fermentaciones de las cinéticas de 

crecimiento para k>s tres ensayos realizados d e cada cepa se muestran en la tabla XVII. 

En los tres ensayos realizados para la determinación de AOX no se detectó la actividad 

específica de la enzima a los tiempos estudiados ea la cepa GSUS-Tr, mientras que en la cepa 

GS115-Tg2 la actividad específica aumento durante las primeras 6-8 h (Fig. 27) pero ésta 

disminuyó rápidamente hasta niveles coo actividades próximas a cero en las siguientes 4-6 h. 

Para el caso de la cepas controles GS115-pPIC9K y GS115-22K la actividad especifica de 

AOX tendió a aumentar durante las primeras 4-6 h, las sigiuentes 6-8 h presentaron un 

comportamiento variable entre ensayos, sin embargo las actividades de AOX en las cepas 

control de las S a las 12 h fueron mucho mayor a las cepas problema (GSUS-Tg y GSU5-Tr). 

La gráfica de los tres ensayos de actividad específica de AOX vs tiempo se muestra en la 

figura 27. 



Tabla XVtL Valora de Actividad de alca bol oxidasa de extractos cdalarcs de 
cepas recombinaotes de fíckia pastora cosechadas m diferentes tiempos de 
inducción en medio BMM. 

Actividad de Alcohol Oxidasa U/mg) Ensayo 1 
Tiempo (h) GS115-Tr GSl 15-Tg GSl 15- GS1I5-22K 

pPIC9K 
0 0.000 0.000 0.000 0.011 
2 0,000 0.0 U 0.102 0.074 
4 0.000 0.064 0.148 0.251 
6 0.000 0.107 0.071 0.210 
8 0.000 0.046 0.088 0.257 
10 0.000 0.013 0.089 0.328 

Actividad de Alcohol Oxidasa (U/mg) Ensayo 2 
Tiempo (h) GS115-Tr GS115-Tg GSl 15-

pPIC9K 
0 0.000 0.000 0.000 
2 0.000 0.007 0.065 
4 0.000 0.097 0.357 
6 0.000 0.252 0.305 
8 0.000 0.214 0.201 
10 0.000 0.072 0.486 
12 0.000 0.009 0.536 

/ Lctividad de Alcohol Oxidasa U/mg) Ensayo 3 
Tiempo (h) GSl 15-Tr GSl 15-Tg GSl 15-Tg GS115-22K 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
2 0.000 0.002 0.000 0.078 
4 0.000 0.069 0.036 0.055 
6 0.000 0.247 0.284 0.752 
8 0.000 0.337 0.329 0.458 
10 0.000 0.130 0.035 0.438 
12 0.000 0.014 0.003 0.264 
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Figura 27. Actividad específica de la enzima AOX de la fracción intracelular de las cepas 
recombinantes cultivadas en BMM a diferentes tiempos. Se muestran los tres ensayos realizados. 
Cepa GS115-Tg ( • ) , ccpa GS 115-Tr ( • ) , cepa GS115-pPIC9K (A), cepa GS115-22K (•). 



Las actividades específicas de catalasa para les tres ensayes realizados para cada cepa se 

muestran en La tabla XVIII. 

Tabla XVTTL Valores de actividad de cítalas« de extractos cdalares de cepas 
recombinaotea de fíehia pastora cosechadas a diferentes tiempos de indocctóa ea 
medio BMM. 

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 1 
Tiempo (h) GSU5-

pPIC9K 
GS115-Tr GSll5-Tg GS115-22K 

0 166.41 2052.41 150.58 71.31 
2 618.19 4260.34 401.88 493.89 
4 803.65 1110.15 579.30 714,93 
6 755.92 860.21 498.90 500.29 
8 1268.41 1873.16 907.55 996.16 
10 1361.96 1076.51 914.05 768.55 
12 1686.29 4999.26 1200.46 1137.92 

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 2 
Tiempo (h) GS115-

pPIC9K 
GS115-Tr GS115-Tg 

0 100.26 349.31 26.41 
2 370.36 339.36 263.73 
4 841.94 631.45 511.95 
6 1088.82 561.69 419.89 
8 761.39 535.06 578.74 
10 866.65 455.04 783.62 
12 1208.86 584.91 1096.81 

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 3 
Tiempo (h) GS115-Tr GSll5-Tg GS115-22K 

0 19.28 17.10 78.67 
2 724.78 443.14 809.50 
4 1193.55 688.36 930.05 
6 637.05 687.57 637.83 
8 1799.57 946.90 821.21 
10 1289.69 1318.41 918.02 
12 1177.43 1455.82 1242.03 

Por otro lado en los resultados de la actividad especifica de la catalasa no se percibe 

ninguna tendencia en especial en las cepas recombinantes que indiquen diferencias con las 

cepas controL Las gráfica de actividad especifica de catalasa vs tiempo se muestra en la figura 

28. 



os i i v j iM» asi i *.Tr • caí i v r B osi i i-J2K 

ii—f i» 

Figura 28. Actividad específica de la enzima catalasa de la fracción intracelular de las cepas 
recombinantes cultivadas en BMM a diferentes tiempos. Se muestran los tres ensayos realizados. 
Cepa GS115-Tg ( • X cepa GS115-Tr(*). cepa GS115-pPIC9K (A), cepa GS115-22K (•). 



4.4J Análisis de ultra estructura por microscopía electrónica 

Los análisis de ultraestructura de las cepas recombinaiues de P. pastoris cultivadas en medio 

BMM bajo las condiciones descritas anteriormente (sección 3.3.5.2 pag.42 ) muestran los 

siguientes resultados: A las 0 h de inducción la cepa GS115-Tg (tripsinógeno) no mostró 

diferencias cualitativas con las cepas control, se observó de manera, normal los diferentes 

organelos tales como pared celular (PC), mhocondrias (M) y vacuolas (V), no se observaron 

peroxisomas, lo cual es normal al haber cultivado las levaduras en BMG (0 h de inducción). 

La cepa GS115-Tr (tripsina), mostró células más pequeñas y con una pared celular mucho más 

gruesa (Fig. 29), 

En las levaduras de las muestras recolectadas a las 6 h de inducción se observó la presencia 

de peroxisomas tanto en cepas control como en la cepa GS115-Tg (tripsinógeno), no así para 

la cepa GSl 15-Tr (tripsina) la cual mostró una morfología similar a la de las 0 h. 



GS115-22K GS115-Tg 

GS115-Tr 

Figura 29. Micrografias electrónicas 7000X de cepas recombinantes de Pichia posions cosechadas 
a las 0 h inducción es decir durante su crecimiento en medio BMG. En la cepa control GSI15-22K. 
se observan células normales y sin proliferación pcroxlsomal. F.n la cepa GSI 15-pPIC9KTr, se 
observan células más pequeñas de lo normal, sin proliferación peroxisomal y una muy gruesa pared 
cclular. En la cepa GS115-pPIC9KTg, se observan células iguales a la cepa control. PC: Pared celular, 
M: Mitocondria y V: Vacuola. 



En las cepas GSI l5-pPIC9K y GS115-22K de las muestras recolectadas a las 14 y 150 h de 

inducción se observaron células intactas y la típica proliferación peroxisomal de células 

inducidas con metanoL mientras que en la cepa GSI 15-Tg (tripsinógeno) a las 14 h se observó 

desorganización celular. En algunas células se observaron peroxisomas dañados y otras no 

presentaban peroxisomas (Fig. 30). A las 150 h las células mostraban desorganización celular 

amplia impidiendo distinguir organelos intactos incluyendo peroxisomas. En la cepa GSI 15-

Tr (tripsina) se observaron células muy pequeñas, con pared celular gruesa y sin proliferación 

peroxisomal (Fig. 30). 

GSI 15-Tg GS115-22K GSI 15-Tr 

Figura 30. Micrografias electrónicas 7000X de cepas recombinantes de Pichiapastora cosechadas 
a las 14 h inducción en medio BMM. En la ccpa control GS115-22K se observan células con 
morfología intacta y la típica proliferación peroxisomal de células inducidas con metanol. En la ccpa 
GSI 15-pPIC9KTr, se observan células más pequeñas de lo normal, sin proliferación peroxisomal y una 
pared celular muy gruesa. En la ccpa GSI 15-pPIC9KTg, se observan células dañadas, desorganización 
celular y ausencia de proliferación peroxisomal. P: Peroxisome PC: Pared celular, M: Mitocondria. 

Las células de GSI 15-Tr (tripsina) no presentaron muchas diferencias ultraestructurales 

entre las 0, 6, 14 y 150 h de inducción. Esto en conjunto con previos estudios de cinéticas de 

crecimiento y actividad de alcohol oxidasa, conduce a pensar que estas cepas permanecieron 

en un estado de latencia durante la inducción. 



4.4.4 Cinéticas de crecimiento en medio BMG 

Las cinéticas de crecimiento de las cepas GS115-Tr, GS115-Tg y GS115-pPIC9K en i n d i o 

BMG (condiciones de DO inducción) estimadas tanto por DO«» como UFC/mL, arrojaron los 

valores de LnDO« vs tiempo y de LnV« vs tiempo mostrados en la tabla XIX. 

Tabla XIX. Valores de LnDO« y de LaV, para cada tiempo obtenidos 
durante las cinéticas de crecimiento en medio BMG. Cada valor es el 
promedio de tres valores de LnDO« o de LnV«. Al valor originalmente 
obtenido (DOm o UFC/mL) se le calculó el logaritmo natural y se le aplicó 
un factor de correción anteriormente descrito (sección 3.3.5.1 pag 39), 
obteniendo de esta manera d LnDOc y de LnVc 

Tiempo (h) LnDOc LnDO« LnDO« 
GS115-Tr GS115-Tg GSll5-pPIC9K 

0 0 0 0 
2 0.6138 0.4541 0.3746 
4 1.0233 0.9019 0.9720 
6 1.7852 1.3823 1.3155 
8 2.1452 1.9663 1.9049 
10 2.4388 2.6319 3.0170 

Tiempo (h) LnVc 

GS115-Tg 
8 1 

10 1.1163 
12 1.1582 
14 1.1954 

Tiempo (h) LnVc 
GSl 15-Tr 

2 1 
3 0.9777 
4 1.0030 
5 1.0020 
7 1.0398 
8 1.0727 
10 1.0518 

23.25 1,2207 
25.25 1.2321 
28.25 1.2539 



Las cinéticas de crecimiento en medio BMG mostraron que existen diferencias en las 

velocidades específicas de crecimiento y por lo tanto en el tiempo de duplicación entre las 

cepas recombinantes GSl 15-Tg y GSl 15-Tr, y a su vez de éstas con la cepa control GSl 15-

pPIC9K. El tiempo de duplicación de la cepa GS115-Tg es 1.05 veces mayor que el de la cepa 

control GS115-pPIC9K (p<0.05), mientras que el tiempo de duplicación de la cepa GS115-Tr 

es 1.43 veces mayor que el de la cepa control y 1.37 veces mayor que el de la cepa GS 115-Tg 

(p<0.01). Las velocidades específicas de crecimiento y tiempos de duplicación de estas cepas 

en medio BMG se muestran en la tabla X X Reportes anteriores en la literatura (11) indican 

que aún bajo estas condiciones de no inducción, existe una expresión basal de los genes 

heterólogos los cuales están controlados por el promotor de AOX1. La diferencia percibida en 

velocidades específicas de crecimiento podría ser efecto de ios productos heterólogos 

sintetizados a causa de esta expresión basal. 

Tabla XX. Tiempos de duplicación y velocidades específicas de 
crecimiento en medio BMG. Los resultados se expresan como la media 
± la desviación estándar (a - 3). NI>: No determinado. Literales 
diferentes indican diferencias significativas con p<0.Ql en las 
comparaciones con GSl 15-C2B4 de los valores obtenidos por DO«g y 
p<O.Ü5 para los demás. 

Tiempo de duplicación (h) 

Cepas D.O. UFC/mL 

GSl 15-Tr 3.48 ± 0.02* 2.99 ± 0.45' 

GSl 15-Tg 2.54 ± 0.02* 1.54 ±0.40* 

GSl 15-pPIC9K 2.43 ±0.07* N D 

Velocidad especifica de crecimiento (h ') 

GSl 15-Tr 0.199 ±0.001' 0.235 ±0.039" 

GSl 15-Tg 0.273 ± 0.002k 0.475 ±0.14" 

GSl 15-pPIC9K 0.286 ±0.008* N D 



4.4.5 Cinéticas de crecimiento en medio BMM suplementado con sorbitol (BMM + S) 

Las cinéticas de crecimiento de las cepas GS115-Tg, GSl 15-Tr y GSlI5-pPIC9K en medio 

BMM súpleme atado con sorbitol estimadas tanto por DO«o como UFC/mL, arrojaron los 

valores de LnDO c vs tiempo mostrados en la tabla XXI y los valores de LnVc vs tiempo 

mostrados en la tabla XXII. 

Tabla XXL Valora de logaritmos naturales de DO«« corregidos (LnDO,) de los tres 
ensayo» realizados para cada cepa y a cada tiempo. Al valor de DOsoc originalmente obtenido 
se le calculó el logaritmo natural y se 1c aplicó un (actor de corrección anteriormente descrito 
(sección 3.3.5.1 pag 39), obteniendo de esta manera el L n D O c 

LnDOc GSI 15-Tr LnDOc GS 115-Tg LnDOe GS U5-pPTC9K 
Ti aupo 

(h) 
Ensayo 

1 
Ensayo 

2 
Ensayo 

3 
Ensayo 

1 
Ensayo 

2 
Ensaye 

3 
Ensayo 

l 
Ensayo 

2 
Ensayo 

3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 0.4112 0.5735 0.5085 0.1595 0.1769 0.2679 0.3039 0.2716 0.2968 
4 0.8989 1.0275 0.8641 0.2324 0.3540 0.4014 0.4480 0J991 0.4533 
6 1.1707 1.2722 1.2434 0.3378 0.5300 0.5918 0.6822 0.6803 0.6557 
10 2.0126 2.1226 2.1999 0.2900 0.5550 0.5370 1.1731 1.1782 1.1084 
14 Z8612 2.9496 Z7711 0.4023 0.6604 0.6116 1.5650 1.4658 1.5581 
16 3.1766 3.3301 2.9503 04747 0.703S 0.7051 1.6065 1.5118 1.6776 

Tabla XXIL Valores de logaritmos na ta rales de UFC/mL corregidos (LnVe) de los tres 
ensayos realizados para cada cepa y a cada tiempo. Al valor de UFC/mL originalmente 
obtenido se le calculó el logaritmo natural y se le aplicó un factor de corrección antpiormeute 
descrito (sección 3.3.5. L pag 39), obteniéndose de esta manera el LaVe. 

LnV0 GSl 15-Tr LnVe GS 115-Tg 1 LnVcGSll5-pPIC9K 
Tiempo 

<M 
Ensayo 

1 
Ensayo 

2 
Ensayo 

3 
Ensayo Ensayo 

2 
Ensayo 

3 
Ensayo 

l 
Ensayo 

2 
Ensayo 

3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 1.2536 1.0799 1.0371 0.3675 0.1709 0.3568 0.6194 0.3621 -0.0793 
4 1.4937 1.2327 1.5937 -0.3027 -0.0974 -0.9171 0.7817 0.5034 0.2078 
6 2.2201 1.7079 1.7576 •1.3863 -1.3101 -0.8401 0.7302 0.7298 0.4558 
10 3.3851 2.8250 2.7085 -Z5543 -2.4265 -2.7668 0.7817 1.0734 0.3533 
14 3.9805 3.6381 3.4147 -2.6676 -2.7317 -2.6000 1.6882 2.3494 1.1735 
16 4.2777 3.7105 3.4016 -2.1484 -2.3505 -1.9457 1.3555 2.1161 1.3477 

En base a k>s resultados mostrados en las tablas XXI y XXII se construyeron las gráficas 

mostradas en la figura 31 y se calcularon las velocidades específicas de crecimiento y tiempos 

de duplicación mostrados en la tabla XXIII. 
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Figura 31. Cinéticas de crecimiento de cepas recombinantes de Pichia pastoris en medio BMM 
suplemantado con sorbitoL 1.a gráfica superior fue construida con mediciones de DO*» mientras que 
la gráfica inferior fue construida con determinaciones de UFC/mL. El eje de la ordenadas muestra ios 
valores de LnDOc (gráfica superior) y LnVe (gráfica inferior) mientras que el eje de las abscisas 
muestra los valores de tiempo en horas. El color eafé ( • ) representa a la cepa GSI 15-Tg. el color rojo 
( • ) a la cepa GS115-Tr, y el color azul (A )a la cepa GS115-pPIC9K. 



Tabla XXIIL Tiempos de duplicacaóa j velocidad«« «spedficai de 
crecimiento en medio B N M + S. Los resultados se expresan como la 
inedia t la desviación estándar (n = 3). ND: No determinado. Litares 
diferentes indican diferencias significativas con p<0.01, 

Tiempo de duplicación (h> 

Cepas D.O. UFC/mL 

GSI 15-Tr 3.52 ± 0.01* 2.79 ± 0.27* 

GSI 15-Tg 8.73 ± 3.02* ND 

GS115-pPIC9K 6.36 ±0.12* 6.95 ±2.17* 

Velocidad específica de crecimiento (h ') 

GSI 15-Tr 0.197 ±0.008* 0.25 ± 0.024* 

GSI 15-Tg 0.079 ± 0,022* ND 

GS115-pPIC9K 0.109 ± 0.002* 0.108 ±0.039* 

Estas cinéticas de crecimiento indican que existen grandes diferencias entre las tres cepas 

estudiadas. La cepa GSI 15-Tr presentó un tiempo de duplicación menor que el de la cepa 

control, por lo tanto una mayor velocidad específica de crecimiento (Tabla XXIII), y este 

crecimiento se mantuvo constante Ainii tf las 16 h de la cinética. 

Al realizar la cinética de crecimiento DOg» VS tiempo de la cepa GSI 15-Tg se observó una 

vebcidad específica de crecimiento (Tabla XXIII) estadísticamente sin diferencias 

significativas a las cepa GS115-pPIC9K, pero a diferencia de éstas alcanzó la fese estacionaría 

más rápidamente, alrededor de las 6 h. Sin embargo al realizar b cinética de crecimiento 

UFC/mL vs tiempo de esta cepa se observó crecimiento solamente en las primeras dos horas y 

posteriormente se observó claramente la muerte del cultivo (Figura 31, gráfica inferior). Como 

ya se había mencionado en una sección anterior el análisis por DO«OQ no es confiable debido a 

que dichos valores fueron las suma de las levaduras vivas y muertas. 



4.5 Búsqueda de condiciones de fermentación que favorezcan la biosíntesis de los 

productos recombinantes 

4.5.1 Detección de transcritos por RT-PCR 

El análisis de RT-PCR de las cepas recombinantes de P. pastoris cultivadas bajo condiciones 

de inducción en medio BMM arrojó los siguientes resultados: Para la cepa GS 115-Tr no fue 

posible detectar el transcrito especifico esperado de 1183 pb. Para la cepa GS115-Tg se 

detectó el transcrito específico esperado de 1225 pb aunque la banda en el gel de agarosa se 

presentó de manera tenue. También se detectó el transcrito específico para cada una de la 

cepas control GS115-22K y GS115-pPIC9K de 1060 y 493 pb, respectivamente. Los 

transcritos correspondientes al gen de AOX1 de 2107 pb no fueron detectados para ninguna 

cepa. En la figura 32 se observa una electroforesis en gel de agarosa que muestra los 

resultados descritos. 

Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de las RT-PCR*s de diferentes cepas 
recombinantes de P. pastoris a las 6 h de inducción en medio BMM. Carril 1: Marcador de peso 
molecular. Carril 2: RT-PCR de la cepa GS115-Tr, Carril 3: RT-PCR (-) de la cepa GS115-Tr, Carril 4: 
RT-PCR de la cepa GSll5-Tg (fragmento de 1225 pb), Carril 5: RT-PCR (-) de la cepa GSl 15-Tg, 
Carril 6: RT-PCR de la cepa GS115-pPIC9K (493 pb). Carril 7: RT-PCR (-) de la cepa GSl 15-
pPIC9K, Carril 8: RT-PCR de la cepa GSl 15-22K (1060 pbX Carril 9: RT-PCR (-) de la ccpa GSl 15-
22K, Carril 10: PCR del plásmido pPIC9Tr, Carril 11: PCR (-). 

pb 
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Los resultados del análisis de RT-PCR de las cepas de P. pastoris cultivadas en medio 

BMM suplementado con sorbitol son los siguientes: Para la cepa GSll5-Tr no fue posible 

detectar el transcrito específico esperado de 1183 pb, mientras que para las demás cepas si 

fueron detectados los transcritos específicos, para la cepa GS115-Tg de 1225 pb, para la cepa 

GS115-22K de 1060 pb y para la cepa GSll5-pPIC9K de 493 pb. Los transcritos 

correspondientes al gen de AOXl de 2107 pb fueron detectados solamente para las cepas 

control (GS115-22K y GS115-pPIC9K). En la figura 33 se observa una electroforesis en gel 

de agarosa que muestra los resultados descritos. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

9* 

-

2107 pb 
1225 pb 

1183 pb 

1060 pb 

493 pb 

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de las RT-PCR's de diferentes cepas 
recombinantes de P. pastoris bajo condiciones de inducción en medio BMM suplementado con 
sorbitol. Carril 1: Marcador de peso molecular (100 bp DNA laddcr NF.B), Carril 2: RT-PCR de la 
ccpa GS115-Tr, Carril 3: RT-PCR (-) de la cepa GSl 15-Tr, Carril 4: RT-PCR de la cepa GS115-Tg 
(fragmento de 1225 pb), Carril 5: RT-PCR (-) de la ccpa GSl 15-Tg, Carril 6: RT-PCR de la ccpa 
GSl 15-22K (1060 pb y 2105 pb). Carril 7: RT-PCR (-) de la ccpa GSl 15-22K, Carril 8: RT-PCR de la 
ccpa GSl 15-pPIC9K (493 y 2105 pb), Carril 9: RT-PCR (-) de la ccpa GSl 15-pPIC9K, Carril 10: PCR 
del plásmido pPIC9Tr (1183 pb), Carril 11: PCR (-). 



4.5.2. Análisis de proteínas de fermentaciones a altas densidades celulares 

Las fermentaciones con altas densidades celulares (DO«» = 60 al iniciar la inducción) con tres 

diferentes medios de inducción: BMM, BMM suplementado con sorbitol y BMMY arrojaron 

los siguientes resultados: Para el caso de la cepa GS115-22K, los análisis por SDS-PAGE de 

medios de cultivo libre de células de los tres medios de cultivo estudiados mostraron una 

intensa banda de 22 kDa correspondiente a la proteína heteróloga esperada (Fig. 34). Al 

llevarse a cabo la producción de la proteína heteróloga de 22 kDa se demostró que no existió 

represión del promotor AOX1 en los medios de cultivo mencionados. 

Figura 34. Electro ib resis SDS-PAGE al 15% de proteínas exracelulares de fermentaciones con la 
cepa GS115-22K. Carril I: Marcador de peso molecular. Carril 2 y 3: En medio BMM 12 y 24 h de 
inducción. Carril 4 y 5: En medio BMM suplemantado con sorbitol 12 y 24 h de inducción. Carril 6 y 
7: En medio BMMY 12 y 24 h de inducción. 

Proteína 
de 22 kDa 

Al realizar el análisis de SDS-PAGE de los tres medios de cultivo de las fermentaciones 

con la cepa GS115-Tg no fue posible detectar una banda probable de tripsinógeno (Fig. 35), 

sin embargo cuando se realizó la inmunodetección por la técnica de Western blot, se obtuvo 

un resultado positivo (Fig. 36), detectando el tripsinógeno en fermentaciones con el medio 



BMM suplementado con sorbitol, mientras que en los medios BMM y BMMY la 

inmunodetección resultó negativa. 

El medio de cultivo libre de células de fermentaciones con la cepa GS115-Tr cultivada en 

medio BMM suplementado con sorbitol presentó una banda de tamaño aproximado a 33 kDa 

(tamaño similar al de la tripsina de camarón purificada de fuente natural 31 kDa) (Fig. 35) que 

no se observó en los otros medios de cultivo ni en las cepas control. Sin embargo la 

inmunodetección por Western blot resultó negativa (Fig. 36). 

La cepa GS115-pPlC9K no mostró patrones electroforéticos significativamente diferentes 

en los diferentes medios empleados. En la figura 35 se muestra un análisis de SDS-PAGE de 

proteínas extracelulares de las cepas GS115-Tr y GS115-Tg cultivadas en BMM y BMM + S 

y la cepa control GS115-22K cultivada en medio BMM + S. 

1 2 3 4 5 6 7 

banda de 
- 3 3 kDa 

banda de 
-22 kDa 

Figura 35. Electro So res» SDS-PAGE al 12% de proteínas eiracelulares de fermentaciones de 
diferentes cepas recombinantes de P. pasluris. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2 y 3: 
Cepa GS115-Tr a las 24 h de inducción en medio BMM suplementado con sorbitol y BMM 
respectivamente. Carril 4 y 5: Cepa GS115-Tg a las 24 h de inducción en medio BMM suplementado 
con sorbitol y BMM respectivamente. Carril 6: Cepa GS115-22K a ls 24 h de inducción en medio 
BMM suplementado con sorbitol. 
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Figura 36.Western blot de medios de cultivo libre de células de fe rmen tac iones a altas densidades 
celulares con las cepas GS115-Tg y GSl 15-Tr a las 48 h de inducción en medio BMM + S. Carril 
1: Marcad«* de peso molecular. Carril 2: Extracto de hepatopáncreas de camarón como control (+), 
Carril 3: Cepa GS115-Tr, Carril 4: Cepa GS115-Tg (señal positiva a una altura aproximada de 31-33 
kDa). Carril 5: Cepa GSl 15-22K (control negativoX Carril 6: Marcador de peso molecular. 

4.6 Determinación de la actividad de tripsina 

Bajo las condiciones experimentales evaluadas no fue detectada actividad de tripsina tanto 

para la cepa de tripsina (GSl 15-Tr), como para la cepa de tripsinógeno (GSl 15-Tg) en los 

diferentes medios de cultivo estudiados, mientras que los controles positivos empleados 

(tripsina bovina y extracto de hepatopáncreas de camarón) mostraron actividades de tripsina 

con valores reproducibles con la técnica empleada. 



CAPÍTULO 5 

DISCUSIÓN 

S.l Construcción de los vectores pPIC9Tr y pPIC9Tg 

El iniciador B251-3 de 32 nucleótidos se apareaba en 23 nucleótidos de la secuencia blanco 

(ADNc de tripsinógeno y su secuencia señal), el iniciador B251-1 de 33 nucleótidos, solo 22 

se apareaban totalmente a la secuencia blanco y el iniciador B231-2 para ambas secuencias 

blanco de 27 nucleótidos, 24 se apareaban totalmente. Los nucleótidos sin complementariedad 

correspondían a sitios de restricción o bien parte de la secuencia del factor a de £ cerevisiae 

que debían incluirse de acuerdo a la estrategia de construcción descrita en material y métodos. 

Cada iniciador se diseñó para que al menos 17 nucleótidos se aparearan de manera continua en 

su extremo 3' lo cual favorecía la amplificación debido a que la extensión de la cadena en la 

PCR ocurre en dirección del extremo 31. Tanto la simulación de la PCR como los ensayos 

reales resultaron positivos para una banda de 738 pb (iniciadores B251-3 y B251-2) o una 

banda de 780 pb (iniciadores B251-1 y B251-2), corroborando con esto que el diseño de los 

iniciadores ñie correcto. 

Para realizar la clonación de los ADNc's de tripsina y tripsinógeno en pPIC9 se empleó el 

vector pPIC9hGH22K debido a que al digerir con las enzimas de restricción Xho I y Avr II se 

obtenía exactamente el mismo esqueleto al del vector pPIC9 digerido con estas enzimas y 

además con pPIC9hGH22K se liberaba un fragmento de 603 pb a diferencia de pPIC9 que 

libera un fragmento de 36 pb, y así se podía comprobar la digestión completa. También esta 

estrategia permitió realizar una mejor purificación del esqueleto del plásmido por la técnica 

del "Geneclean" ya que era posible distinguir entre el vector digerido con una sola enzima 

(digestión parcial) y el vector digerido con ambas (digestión completa), y asi con un bisturí 

obtener la porción de agarosa correspondiente a la banda del vector digerido con ambas 

enzimas y posteriormente realizar la técnica de "Geneclean". Con la técnica de "Geneclean" 

fue posible purificar el vector digerido con las enzimas de restricción Xho I y Avr H y los 

productos amplificados digeridos con las mismas enzimas. Todas las colonias que se 

analizaron para identificar la presencia del plásmido de interés después de la transformación 
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de células de E. coli coa los productos de ligación resultaron positivas al poseer el plásmido de 

interés, k> que evidenció que los procedimientos realizados fueron eficientes. 

La integridad de los plásmidos construidos pPIC9Tg (portador del ADNc de tripsinógeno) 

y pPIC9Tr (portador del ADNc de tripsina) fue corroborada mediante la digestión de éstos con 

la endonucleasa Pst I. Los tamaños de cada uno de los fragmentos obtenidos con estas 

digestiones correspondieron a los tamaíios teóricos obtenidos por el programa DNA Strider 

1.1, además coa esta digestión fue posible diferenciar entre los plásmidos pPIC9Tg, pPIC9Tr y 

pPIC9hGH22K debido a que cada uno éstos presentó un producto de digestión distintivo. El 

pPIC9Tg de 710 pb, el pPIC9Tr de 668 pb y el PPIC9hGH22K de 365 pb. 

5.2 Transformación de P. pastoris coa los vectores pP(C9Tr y pPIC9Tg 

Al realizar la transformación de la cepa GS115 (His") de P. pastoris con los vectores de 

integración pPrC9Tr o pPIC9Tg digeridos con Sac I o Sal I y la selección de clonas mediante 

un cultivo en placa en medio m í n i m n sin histidina se obtuvieron aproximadamente 5 0 0 

colonias para cada transformación. 

Debido a que el plásmido confiere la capacidad de crecer en un medio mínimo sin histidina 

(His*) a las células de P. pastoris este primer proceso de selección indica que el plásmido fue 

integrado en el genoma salvo muy raros eventos de conversión de His" a His*. 

S J Caracterización de genotipos y fenotipos de cepas recombinantes 

5.3.1 Verificación de la integración de los vectores de expresión 

La integración del vector pPIC9Tg fue corroborada en una clona obtenida de la transformación 

del vector digerido con Sal I (integración en el locus his4) y en otra obtenida de la 

transformación del vector digerido con Sac I (integración en el locus AOX1) al llevar a cabo la 

PCR y obtener dos productos amplificados de 1225 y 2105 pb (correspondientes al vector 

recombinante y al gen AOX1 respectivamente), mientras que al llevar a cabo el análisis de 



PCR de cuatro clonas para comprobar la integración de pPIC9Tr por la misma metodología: 2 

obtenidas de la transformación del vector digerido con Sal 1 y otras dos obtenidas de la 

transformación del vector digerido con Sac I, presentaron solo un producto amplificado de 

1183 pb identificado por una banda tenue en un gel de agaiosa al 1% (correspondiente al 

vector recombinante), el fragmento de 2105 pb proveniente del gen A 0X1 no fue detectado. 

Inicialmente se pensó que el gen heterólogo o su producto ocasionaba alguna alteración en la 

célula, debido a que al realizar el aislamiento de ADN genómico se presentaron mayores 

dificultades con estas cepas (GS115-Tr) que con las demás cepas anal irada» (GSU5-Tg, 

GSU5-22K y GS115-pPIC9) por ejemplo, se obtenía menor cantidad de ADN genómico 

debido a que fueron más difícil de lisar dichas células. También se pensó que estas 

alteraciones afectaban la eficiencia de la PCR por lo que difícilmente se obtenía una sola 

banda y muy tenue. 

53.2 Inducción de la expresión de los ADNc's heterólogos 

La banda de "33 kDa detectada en los análisis de proteínas extracelulares realizados por SDS-

PAGE de fermentaciones (medio BMM) con las cepas GS115-Tr se pensó que se trataba de 

tripsina de camarón recombinante por su tamaño similar a la tripsina de camarón aislada de 

fuente natural 31 kDa además de que esta banda estuvo ausente en el patrón de proteínas 

extracelulares de las cepas control El resultado negativo en la inmunodetección para esta 

banda (-33 kDa) sugiere dos posibilidades: La banda detectada por SDS-PAGE es tripsina 

recombinante, pero los patrones de glicosilación distintos de P. pastoris respecto a los del 

camarón impiden que ésta sea reconocida por los anticuerpos específicos, o bien que la banda 

(~33 kDa) no es tripsina sino otra proteína detectada por la alteración del metabolismo 

protéico en esta cepa recombinante. Los análisis de proteínas intracelulares solubles por SDS-

PAGE de esta misma cepa cultivada bajo las mismas condiciones de inducción, confirman que 

existen alteraciones en el metabolismo protéico debido a que el patrón de bandas es claramente 

distintos al de la cepa control (GS115-pPIC9K), en el patrón de bandas de esta última se 

observó una banda gruesa e intensa correspondiente a la enzima alcohol oxidasa, la cual no fue 

observada en el patrón de las cepas GS115-Tr. 



En cuanto a los análisis electroforéticos de proteínas intracelulares solubles de 

fermentaciones (medio BMM) con las cepas GS115-Tg, no se logró identificar el producto 

recombinante esperado, mientras q u e en los análisis de SDS-PAGE de medias de cultivo libre 

de células se observó una banda d e un tamaño ~35 kDa, sin embargo en la cepa control fue 

detectada una banda con tamaño similar, para cada caso el Western blot fue negativo, 

Por otro lado, distintos reportes en la literatura (29, 30, 31, 32) han mencionado de las 

dificultades encontradas al tratar d e producir tripsina de mamífero en forma recombinante, 

siendo los problemas más comunes: actividad protelítica contra proteínas endógenas del 

hospedero, inestabilidad de la proteína, autodigestión de tripsina, inadecuado plegamiento y 

degradación del producto recombinante por proteasas endógenas, de esta manera con los 

resultados obtenidos, se pensó que algunos de estos problemas podrían haber sucedido en las 

cepas rccombinantes construidas impidiendo que se acumularan cantidades suficientes del 

producto recombinante (tripsina o tripsinógeno) para ser detectado tanto por SDS-PAGE como 

por Western blot. 

Debido a esta situación, se plantearon dos estrategias a seguir: Determinar los posibles 

factores que afectaban la producción de tripsina y del tripsinógeno de camarón y realizar una 

búsqueda condiciones de fermentación que favorezcan la biosíntesis de los productos 

recombinantcs. 

5.4 Factores que afectan la producción de las proteínas de interés 

5.4.1 Cinéticas de crecimiento en B M M 

En las gráficas de las cinéticas de crecimiento en medio BMM se observan grandes diferencias 

entre las dos cepas construidas (GS115-Tr y GS U 5-Tg) y también de éstas con respecto a las 

cepas control. La cepa GS 115-Tr presentó inexplicablemente un tiempo de duplicación 1.72 y 

1.98 veces menor (diferencia estadísticamente significativa p<0.05J a las dos ccpas controles 

(GS115-22K y GS115-pPIC9 respectivamente). Sin embargo este aparente crecimiento se dio 

en un intervalo muy corto de tiempo y se alcanzó muy rápidamente la fase estacionaria tanto 

en las cinéticas evaluadas par DO«» como UFC/mL, Por otro lado hasta las 16 h evaluadas no 



se observó disminución de la viabilidad k> que sugiere que las células se encontraban en estado 

de laieocia bajo las condiciones estudiadas. 

La cinética de crecimiento de la cepa GS115-Tg evaluada por DO«» muestra una velocidad 

específica de crecimiento (tabla XVI) estadísticamente sin diferencias significativas a la 

velocidad específica de crecimiento de las cepas control, pero a diferencias de éstas la 

fase estacionaria más rápidamente, alrededor de las 6 h. Sin embargo la cinética de 

crecimiento evaluada par UFC/mL de esta cepa muestra claramente la muerte del cultivo. Esto 

indica que en este caso el análisis por DO«oo no es confiable debido a que dichos valores 

fueron las suma de las levaduras viables y no viables. Las cepas controles GS115-22K y 

GS115-pPIC9 a diferencias de las cepas problema, oo alcanzaron la fase estacionaria durante 

las 16 h de inducción evaluadas, ni presentaron muerte celular. Con estos hallazgos se pensó 

en un posible efecto tóxico de los productos ^combinantes sobre las células de Pichia 

pastoris. 

5.4.2 Determinación enzimàtica de alcohol oxidasa y catatas* 

A pesar de que se realizaron tres ensayos para las determinaciones de las actividades de 

alcohol oxidasa y catalasa para cada cepa a diferentes tiempos, no fue posible obtener valores 

promedio debido a la gran variabilidad obtenida en la actividad de estas enzimas entre 

ensayos, por k) cual no fue posible establecer una comparación de este parámetro entre las 

cepas construidas y las cepas control, sin embargo se observaron ciertas tendencias repetitivas 

entre ensayos. Una de ellas bastante contundente, fue que las cepa GS115-Tr no presentó 

actividad de alcohol oxidasa a ningún tiempo estudiado. Este resultado nos conduce al 

siguiente razonamiento: Debido a que la alcohol oxidasa es la única enzima responsable de 

iniciar la degradación del metanol para adquirir energía, y el metanol era la única fuente de 

carbono y energía disponible en el medio BMM, la ause ocia de actividad de alcohol oxidasa 

indica la incapacidad de esta cepa de adquirir energía para cualquier actividad metabòlica que 

requiera, razón por lo que estas cepas se mostraron en estado de latencia durante las cinéticas 

de crecimiento en medio BMM. 



Con la cepa GS115-Tg se observó otra tendencia repetitiva: La actividad de AOX 

incrementó en las primeras horas de inducción de manera similar a las cepas control hasta las 

6-8 h, pero posteriormente disminuyó notoriamente hasta niveles cercanos a cero, fenómeno 

no observado en (as cepas control Con estos resultados se cree que el incremento de la 

actividad de AOX durante las primeras horas le permitió a la célula poseer energía para 

realizar todas las tareas celulares incluyendo la producción de tripainógeno y este úhimo 

desencadenó la muerte celular observada en las cinéticas de crecimiento evaluadas' por 

UFC/mL. Los resultados de ultraestructura por Microscopía Electrónica discutidos en la 

siguiente sección reforzaron los fenómenos hipotéticos planteados para las cepas GS115-Tr y 

GS115-Tg. 

Los resultados de actividad de cata lasa fueron muy variables por k> cual no fue posible 

establecer una comparación de este parámetro entre las cepas construidas y las cepas control y 

además no fue posible observar alguna tendencia repetitiva. 

S.4J Análisis de ultraestructura por Microscopía Electrónica 

Las cepa GS115-Tr mostró una ultraestructura celular muy diferente a las demás cepas 

estudiadas y sin cambio considerable a los diferentes tiempos de inducción evaluados (0,6, 14 

y 150 h). La ausencia de proliferación peroxisomal durante la inducción está en concordancia 

con los datos de ausencia de actividad de AOX1, enzima que se ensambla como octámero en 

los pero »so mas. Además, el hecho de que no presentó cambios en su ultraestructura durante el 

tiempo de inducción es una prueba más de que estas células se encontraban en un probable 

estado de latericia. 

La cepa GS115-Tg cultivada en medio BMM no mostró diferencias a las 0 h en su 

ultraestructura celular con la mostrada por las cepas control, a las 6 h se observaron 

peroxisotnas de igual manera que en las cepas control, mientras que a las 14 y 150 h de 

inducción mostraron daño y desorganización celular, fenómeno no observado en las cepas 

controL A pesar que la muerte celular de las cepa GS 115-Tg comienza casi de manera 

inmediata de acuerdo a las cinéticas al iniciar la inducción en medio BMM y que la 



disminución de actividad de AOX se observa a partir de las 6-8 h, los daños en la 

ultraestructura celular son evidentes solo hasta las 14 h de inducción. 

Estos fenómenos de muerte celular, disminución de actividad de AOX, desorganización y 

daño celular probablemente sea ocasionado por la proteólisis de proteínas endógenas, entre las 

que se encuentra el monómero de la alcohol oxídasa, por el producto recombinante 

(tripsinógeoo) o el producto recombinante activado (tripsina), producidos durante la inducción 

del ADNc de tripsinógeoo. 

5.4.4 Cinéticas de crecimiento en medio BMC 

Los resultados de las cinéticas de crecimiento en medio BMC indican que la velocidad 

especifica de crecimiento de la cepa OS115-Tr fue menor que la cepa control (GS115-pPÍC9), 

mientras que la cepa GS115-Tg mostró una ligera diferencia (menor) en el crecimiento que el 

mostrado por la cepa control. Anteriores reportes en la literatura (11) indican que aún bajo 

estas condiciones de no inducción, existe una expresión basal de los genes beterólogos los 

cuales están controlados por el promotor de AOXI. La diferencia percibida en velocidades 

específicas de crecimiento podría ser efecto de los productos beterólogos sintetizados a causa 

de esta expresión basaL 

5.4.5 Cinética de crecimiento en medio BMM +S 

Las cinéticas de crecimiento en medio BMM + S indican que existen grandes diferencias entre 

las tres cepas estudiadas. La cepa GS115-Tr presentó un mayor crecimiento que la cepa 

control, manteniéndose el crecimiento constante durante las 16 h de la cinética. El crecimiento 

superior de la cepa GS115-Tr sobre el de la cepa control DO tiene una explicación lógica 

debido a que es improbable que solo el efecto del gen heterólogo origine dicha diferencia. 

Con este resultado se puede recapitular que estas cepas presentan una velocidad especifica 

de crecimiento distinta ra todos los medios empleados con respecto a la cepa control, además 

de presentar una ultraestructura muy distinta a las cepas control a todos los tiempos de 



inducción estudiados. A pesar de tener una morfología de colonia igual a las cepas de P. 

pastoris y crecer en un medio mínimn sin histidina como las cepas transformadas, ae cree que 

esta cepa tiene alteraciones genéticas que influyen en sus características fisiológicas. 

La gráfica de las cinética de crecimiento en medio B M M + S de la cepa GSll5-Tg indica 

que hay muerte celular tal como lo hay en el medio BMM, sin embargo la fase de muerte 

celular en BMM + S inicia alrededor de 2 h después respecto a la iniciado en BMM, lo que 

indica que el sorbitol ayuda ligeramente en la viabilidad celular pero no impide la muerte 

celular. Estos resultados sugieren que el probable efecto negativo del producto beterólogo 

sobre las células de P. pastoris sea no solo sobre el metabolismo del metanol sino también 

sobre otros procesos vitales para la célula. 

5.5 Búsqueda de condiciones de fermentación q u e favorezcan la biosíntesii de los 

productos recombinante 

5.5.1 Detección de transcritos por RT-PCR 

Con el análisis de RT-PCR fue posible detectar el transcrito específico que codifica para 

tripsinógeno en las células de la cepa GS115-Tg bajo condiciones de inducción tanto en medio 

BMM como en BMM + S, así como también se detectó el transcrito específico para cada una 

de la cepas control GS115-22K y GS115-pPIC9K en ambos medios de cultivo. Los transcritos 

específicos detectados en las cepas recombinantes de P. pastoris cultivadas en BMM + S 

indican que el sorbitol añadido al medio de cultivo no reprimió la expresión de los genes 

heterótogos. El gen de tripsinógeno en las cepas GS115-Tg cultivadas en medio BMM o 

BMM + S se expresó y de esta manera se refuerza la hipótesis de que el fenómeno de muerte 

celular es ocasionado por la actividad del tripsinógeno recombinante sobre la célula. 

Para la cepa GS115-Tr no fue posible detectar su transcrito específico (que codifica para 

tripsina) en ninguno de los medios empleados. Esta cepa presentó durante la mayoría de los 

estudios realizados grandes diferencias con las cepas control e incluso en muchas de las 

ocasiones presentó comportamientos inexplicables, por ejemplo presentó mejor crecimiento 

que las cepas control en medio BMM + S, pero sin embargo los transcritos no fueron 



detectados cuando la cepa se cultivo en este medio. No presentó actividad de AOX bajo 

condiciones de inducción y su uhraestructura celular fue muy distinta a la de las demás cepas. 

El hecho de que no presentó proliferación peroxisomal, ni actividad de AOX concuerda con el 

hecho de que no fue posible amplificar la banda de 2105 correspondiente al gen de AOX. Estos 

resultados sugieren que no está presente el gen de AOX o bien sufrió una alteración durante la 

integración. El hecho de que las cuatro cepas GS115-Tr «nal í^»« presentaron un fenotipo 

His+ indica que la integración ocurrió debido a que el gen HIS4 del vector, complementó a la 

cepa GS115 que tiene inactivo este gen. Por otro lado en la literatura se menciona (9) que 

ocurren eventos de conversión his4 (incapaz de producir su propia histidina) a HIS4 (capaz de 

producir su propia histidina) y en estas cepas no se produce la proteína heteróloga, sin 

embargo estos eventos de conversión ocurren con una frecuencia muy baja (menor al 1%), por 

lo que se piensa que es improbable que en las cuatro cepas analizadas haya ocurrido dicho 

fenómeno. Se cree que ocurrió un evento raro de integración de aha frecuencia ocasionado 

probablemente por el gen beterólogo. 

5.5.2 Análisis de proteínas de fermentaciones de altas densidades celulares 

En los geles de poliacrilamída la banda intensa correspondiente a la proteína de 22 kDa de la 

cepa GS115-22K fue observada en los tres medios de cultivo empleados (BMM, BMMY y 

BMM + S) es una prueba más de que no existió represión del promotor A 0X1 y además se 

llevó a cabo la traducción en los medios de cultivo mencionados. 

La tripsina recombinante de camarón no fue detectada al cultivar la cepa GS115-Tr a altas 

densidades celulares en los medios de cultivo empleados. A pesar de que las cinéticas de 

crecimiento en medio BMM + S muestran un crecimiento sostenido de esta cepa no fue 

detectado el producto heterólogo, ni el transcrito correspondiente. Con este resultado se 

sostiene la hipótesis de que ocurrió un evento raro de integración afectando al gen de AOX y al 

gen beterólogo. 

Para el caso de los medios de cultivo procedentes de las fermentaciones con altas densidades 

celulares en BMM+S de la cepa GSU5-Tg una banda de aprórimadamente 35 kDa fue 

positiva para la inmunodetección con anticuerpos específicos anti-tripsina de camarón. Es 



importante eniatizar que los medios procedentes de las fermentaciones de la cepa control no 

dieron señal positiva para esta banda en el análisis por Western blot. Estos resultados muestran 

que el sorbitul añadido como fuente de carbono y energía adicional al medio BMM fue útil 

para aumentar la concentración de tripsinógeno recombinante a un nivel detectable por 

Westem blot. Sin embargo los niveles producidos aún son muy bajos ya que apenas son 

detectables por Westem blot y empleando altas densidades celulares al iniciar la inducción. En 

la literatura (45), se ha mencionado que el sorbhol es una de las fuentes de carbono que DO 

reprimen al promotor de AOX, en este trabajo no solo a quedado confirmada esta aseveración 

(detección de transcritos específicos y proteína heteióloga) sino también fue observado que 

mejora el crecimiento de las cepas de Pichia pastoris respecto a cuando se emplea, solamente 

metanoL Por lo tanto el sorbhol podría ser útil en otras fermentaciones que emplean este 

sistema de expresión, para mejorar el aumento de biomasa sin reprimir el promotor de AOX 

durante la fase de inducción. En el medio de cultivo BMM asi como con la adición de otras 

fuentes de energía como peptona y extracto de levadura no fue detectado el tripsinógeno en las 

cepas GS115-Tg. 



CAPÍTULO« 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En este trabajo se logró la construcción del vector pPIC9Tr, portador del ADNc de tripsina de 

camarón y del vector pPIC9Tg, portador del ADNc de tripsinógeno de camarón, los cuales 

contienen los elementos genéticos necesarios para su integración en el genoma de P. pastorts y 

su expresión beteróloga. Estos vectores se emplearon para construir cepas recombmantés de P. 

pastoría portadoras en su genoma del ADNc de tripsina (GS115-Tr) y de tripsinógeno 

(GS115-Tg) de camarón, los cuales fueron integrados bajo la regulación del promotor de 

AOX1. 

Las cepas recombinantes constnddas y cultivadas bajo condiciones habituales de inducción 

resultaron negativas en la producción de tripsina y tripsinógeno tras el análisis por SDS-PAGE 

o Western blot del medio de cultivo libre de células y la fracción protéica intracelular soluble. 

Al realizar la búsqueda de ios factores que afectaban la producción de tripsina o 

tripsinógeno se encontraron importantes diferencias entre las cepas construidas (GS115-Tr y 

GS115-Tg) y las cepas control (GS115-22K y GS115-pPIC9K). 

La cepa GS115-Tr cultivada bajo las diversas coaliciones en estudio presentó un 

comportamiento diferente respecto a las cepas controL Asi bajo condiciones de inducción no 

se detectó actividad de AOX, ni la proliferación peroxisomal esperada y no fue posible 

detectar los transcritos específicos para tripsina y para AOX así como el producto 

recombinante esperado. Estos resultados sugieren que el gen de AOX pudo haber sido 

afectado durante la integración k> cual pudo haber ocurrido por un evento de integración poco 

habitual. 

Por otro lado, la cepa GS115-Tg mostró una serie de alteraciones durante la inducción tales 

como muerte celular, disminución de la actividad de AOX e importantes alteraciones 

ultraestructurales, bajo condiciones de no inducción dichas alteraciones no se presentaron La 

detección de transcritos y el producto heterólogo (tripsinógeno) en conjunto con los resultados 

antes descritos sugieren que las alteraciones de la cepa GSU5-Tg bajo condiciones de 

inducción son provocadas por la producción a niveles bajos del producto heterólogo. 



Con el empleo de sorbitol como fuente de carbono alterna al metanol y cultivos de ahas 

densidades celulares se lograron determinar condiciones de cultivo que permitieron retrasar la 

muerte del cultivo en las cepas GSl 15-Tg, además de permitir la biosíntesis de tripsinógeno 

recombinante en cantidades detectables por western bkit. 

Los resultados obtenidos son comparables con los encontrados en la literatura donde se 

mencionan las dificultades encontradas al tratar de producir tripsina, tales como actividad 

proteolítica contra proteínas endógenas del hospedero, inestabilidad de la proteina, 

auto digestión de tripsina, etc. Por lo tanto las prospectivas de este trabajo son llevar a cabo la 

producción de análogos de tripsinógeno tal como se menciona recientemente en la literatura 

(29). Estos análogos contienen modificaciones en la secuencia del péptido líder del 

tripsinógeno que consisten en sustituir la secuencia del péptido líder natural por 2 a 6 

aminoácidos diferentes de argioina o Usina. De esta manera el precursor de tripsina producido 

es inactivo y bastante estable a diferencia del precursor natural (tripsinógeno) por lo que no 

causa problemas a la cepa hospedero. Posterior a su producción el precursor inactivo 

producido es tratado con una aminopeptidasa para activarlo (29). 
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CAPÍTULO« 

ANEXO 

Reporte del Genebank del ADNc de tripsina de camarón 

REFERENCE 
AUTHORS 
TITLE 

JOUPHAL 
MEDLINE 

REFERENCE 
AUTHORS 
TITLE 
JOURNAL 

FEATURES 
s o u r c e 

LOCUS PVTRYPSIN 8 5 4 bp SNA INV Ol-OCT-1996 
DEFINITION P . v a n n a m e i mRNA f o e t r y p s i n . 
ACCESSION X86369 
NID g 7 8 5 0 3 4 
KEYWORDS t r y p s i n . 
SOURCE P e n a e u s v a n n a m e i . 

ORGANISM p e n a e u s v a n n a p e i 
B u k a r y o t a e ; m i t o c h o n d r i a l e u k a r y o t e s r M e t a z o a ; A r t h r o p o d a / 
C r u s t a c e a ; M a l a e o s t r a c a ; E u c a r i d a ; D e c a p o d a ; D e n d r o b r a n c h i a t a ; 
P e n a e i d a e ; P e n a e u s . 
1 ( b a s e s 1 t o 854 ) 
K l e i n , 8 . , Le H o u l l a c , G . , S e l l o s , D . and Van Wosxnhoudt,A. 
M o l e c u l a r c l o n i n g and s e q u e n c i n g o f t r y p s i n cDNAs f r o m P e n a e u s 
vannamei ( C r u s t a c e a , D e c a p o d a ) : u s e i n a s s e s s i n g g e n e e x p r e s s i o n 
d u r i n g t h e m o u l t c y c l e 
I n t . J . B i o c h e m . C e l l B i o l . 28 ( S ) , 5 5 1 - S 6 3 ( 1 9 9 « ) 
9 5 2 5 2 8 8 1 
2 ( b a s e s 1 Co 9 5 4 ) 
Van Wormhoudt, A. E. 
D i r e c t S u b m i s s i o n 
s u b m i t t e d ( 1 8 - A P R - 1 9 9 5 ) A - Ï . Van Normhoudt , C o l l e g e d e F r a n c e / 
CNRS» L a b o r a t o i r e de B i o l o g i e M a r i n e , BP 2 2 5 , 2 9 1 6 2 C o n c a r n e a u . 
FRANCE 

L o c a t i o n / Q u a i i £ i e r s 
1 . . 8 5 4 
/ o r g a n i s r p > " P e n a e u s v a n n a a e i " 
/ d b _ x r e f — " t a x o n : 6 6 0 9 " 
/ d e v a t a g e - " a d u 1 t " 
/ t i s s u e _ t y p e - " h e p a t o p a n c r e a s " 

s i g _ _ p e p c i d e 3 . . 41 
CDS 3 . . 8 0 3 

/ E C _ n u r a b e r - " 3 . 4 . 2 1 . 4 " 
/ c o d o n s t a i t " 1 
/ p r o d u c t - " t r y p s i n " 
/ d b _ j c r « f — " F l D s g 7 6 5 0 3 5 " 
/ t r a n s laticn"BMKrLILCVLIJiGAFAAPSRKPTFRRGLNKTVGGrOATPGELPYQ 
LS FQOIS PGFAWH FCGA3IYNENHAICAGHCVQ3EDMKNP DYLQWAGELWQ OVDE CT 
EQTVILSKI IQHEDYNGmSNDISLLKLSQPLS FN WJ VRAIDIPAQGHAASGDCIVS 
GWGTTSEGGSTPSVLQKVTVPIVSDDECRDAYGQS015DSKlCAGVPEGGKDSCQGDS 
GGPIACSOTASTYLAGIVSMGYGCARPGYPGVYAEVSYHVDWIKÀNAV" 

BASE COUNT 174 a 211 c 2 2 2 g 1 8 1 t 
ORIGIN 

1 c c a t g a a g a c c c t c a t c c t c t g t g t g c t c c t t g c t g g a g c t t t t g c c g c c c c c t c c a g g * 
€ 1 a g c c c a e c t t c c g c c g c g g t c t c a a c a a g a t c g t c g g a g g a a c t g a c g c c a c t c c c g g a g 

1 2 1 a g c t g c c t t a c c a g c t c a g t t t c c a g g a c a t c t c c t t c g g c C t t g c c t g g c a c t t c t g o g 
1 8 1 g c g c c t c c a t c t a c a a c g a g a a c t g g g c c a t c t g c g c c g g c c a c c g c g t c c a g g g c g a g g 
2 4 1 a c a t g a a c a a c c c c g a t t a c c t t c a g g t c g t t g c c g g a g a a c t t a a c c a g g a t g t g g a t g 
3 0 1 a g g g c a c c g a g c a g a c g g t c a t c c t c t c c a a g a t c a t e e a a c a c g a g g a c t a c a a c g g c t 
3 6 1 t c a c c a t c a g c a a c g a c a t c t c c c t g c t c a a g c t g t c t c a g c c t c t g a g c t t c e a t g a c a 
4 2 1 a c g t t c g c g c c a t c g a t a t t c e c g c t c a g g g t c a c g c t g c c t c t g g c g a c t g c a t c g t c t 
4 9 1 e c g g c t g g g g c a c c a c c t c c g a g g g a g g a a g c a c c c c c a g t g t c c t g c a g a a g g t g a c c g 
5 4 1 t t c c c a t c g t g t c t g a c g a c g a g t g t c g c g a t g c t t a t g g c c a g a g c g a c a t t g a g g a c t 
6 0 1 c c a t g a t c t g t g c c g g a g t g c c c g a g g g c g g c a a g g a c t c g t g c c a g g g t g a c t c t g g c g 



661 g c c c c c t t g c c t g c t c t g a c a c g g c c t c c a 
7 2 1 a c g g c t g t g c c c g t c c c g g c t a c c c t g g c g 
7 8 1 g g a t t a a g g c c a a t g c t g t t t a a t c a a g t t 
6 4 1 a a g a a a a a a a t a t a 

c c t a c c t g g c c g g c a t c g t g t c c t g g g g c t 
t g t a c g e t g a g g t c t c c t a c c a t g t c g a t t 
g t t t a a c a t g t a c t t a c c t t g a a a g c a a t a 
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