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RESUMEN

La expresion de proteinas en sistemas eucariotas es una necesidad, las levaduras son los sistemas
preferidos por sus propiedades uUnicas. La levadura Yarrowia lipolytica es muy utilizada, se
reportan mas de 42 proteinas expresadas/secretadas en Y. lipolytica, su produccién a gran escala
es muy eficiente, se conoce ampliamente su genética y su genoma. Bacillus thuringiensis es una
bacteria con gran interés biotecnoldgico debido a su accidn insecticida, esta propiedad es gracias
a las proteinas producidas durante su etapa de esporulacion, denominadas proteinas cry, estas
altimas han sido expresadas en diferentes sistemas tales como E. coli, asi como en plantas, sin

embargo, la expresion de las proteinas cry en levaduras es escaso.

El trabajo se baso en la clonacién de la proteina CrylAc asi como la toxina de Bacillus
thuringiensis en dos vectores de expresion propios para la levadura Y. lipolytica, siendo el vector
pPRRQ1 de tipo replicativo y el vector comercial pYLEX1 de tipo integrativo, para de esta forma
expresar la proteina Cryl. Primeramente se disefié un par de oligonucleétidos que permitieran
recuperar la toxina y el ORF del gen que codifica para la proteina Cry, los cuales se amplificaron
por PCR, usando como ADN molde, el ADN plasmidico de B. thuringiensis, el producto se
clond en los vectores de expresion y con ellos, se transform6 la cepa receptora Polg de Y.

lipolytica .

La expresion de la proteina heter6loga CrylAc en las clonas recombinantes de Y. lipolytica se
evalué mediante analisis comparativos en geles SDS-PAGE. La verificacion de la expresion de
la proteina CrylAc se comprobd por medio de tiras reactivas comerciales que detectan dicha
proteina. Este constituye el primer acercamiento de la expresion de alguna proteina Cryl en
levaduras y revalidando a Y. lipolytica como un sistema noble en cuanto a expresién de proteinas

se refiere.
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ABSTRACT

The expression of proteins in eukaryotes systems is a need, the yeast are the most systems
preferred by their unique properties. The yeast Yarrowia lipolytica is widely used, there’re more
than 42 proteins expressed/secreted reported. Y. lipolytica its large scale production is highly
efficient, widely know it’s genetic and genome. Bacillus thuringiensis is a bacterium with great
biotechnological interest due to its insecticide action, this property is due to the proteins
produced during the sporulation, called cry proteins, the last ones have been expressed in various

systems such as E. coli and in plants, however, the expression of the cry proteins in yeast is low.

This work was based in the cloning the protein CrylAc and toxin of Bacillus thuringiensis, in
two own expression vectors of yeast Y. lipolytica, being the vector pRRQ1 replicative vector and
the commercial vector pYLEX1 integrative vector thereby to express the Cryl protein. Firstly, it
was design a pair of oligonucleotides that can recuper the toxin and the ORF gene encoding the
cry protein, which were amplified by PCR, using DNA as template, the DNA plasmidic of
Bacillus thuringiensis, the product was cloned in the expression vectors and transform them la

strain receptore Polg of Y. lipolytica.

The expression of heterologous protein CrylAc in recombinant clones Y. lipolytica was
evaluated by comparative analysis on SDS-PAGE gels. The verification of the CrylAc protein
expression was verified by commercial reagent strips which detect the protein. This represents
the first expression of a protein Cryl in yeast and revalidating Y. lipolytica as a noble system in

terms of protein expression is concerned.
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1. Introduccion

Las proteinas son las moléculas més abundantes de las células. Estas cuales constituyen los
bloques para el ensamblaje de la misma, determinan la forma y la estructura celular; ademas,
cada proteina lleva a cabo una funcion especifica y en su conjunto da como resultado el 6ptimo
funcionamiento y desarrollo celular (Alberts et al., 2004). EI mal funcionamiento o la falta de
algin elemento proteico resultan en un rompimiento de la homeostasis y desembocaria en
enfermedades e incluso la muerte del organismo carente. De manera general, los organismos se
han valido de multiples estrategias para suplir todos sus requerimientos nutricionales, en este
caso el hombre ha complementado su nutricion, incluyendo aditivos proteicos para suplir alguna
carencia. Hasta 1982, algunas proteinas terapéuticas eran obtenidas de fuentes animales tales
como el cerdo (Glazer, 2007), asi como de cadaveres humanos (Drago, 2006); teniendo como
consecuencias otras enfermedades como la hepatitis C e infecciones, ademas de su alto costo al

mercado.

Debido al incremento en la demanda de proteinas terapéuticas, fue necesario buscar otras
fuentes para la obtencion de proteinas a gran escala, siendo las bacterias como Escherichia. coli
una de las principales candidatas para lograr este propdsito. Debido al amplio conocimiento, que
se tiene de su genética, su rapido periodo de crecimiento ademas de su facilidad de
manipulacion, teniendo la capacidad de acumular proteinas heteroldgas hasta en un 20 % de su
peso total (Schmidt, 2004).

En 1977, Itakura et al. fueron los pioneros en cuanto a la expresion heteréloga de proteinas se
refiere, eligiendo a E. coli como sistema de expresion y a la somatostatina la proteina a expresar.
Sin embargo las bacterias presentan algunos inconvenientes para propdésitos de expresion
heterologa, entre los cuales destacan la acumulacion de endotoxinas, la formacion de cuerpos de
inclusién, diferencias en la vias de codones (donde algunas veces resulta en una proteina no
deseada o no funcional), ademas que ciertas proteinas son expresadas sin modificaciones
postraduccionales tales como la glicosilacion (Terpe, 2006). Debido a estas desventajas se han
buscado sistemas alternativos para la expresion de proteinas. Las levaduras ofrecen al igual que
las bacterias la facilidad de manipulacién, asi como de un rapido crecimiento, y las ventajas que

proporcionan en cuanto al procesamiento de un sistema eucariota, por ejemplo: plegamiento de



proteinas, ensamblaje y capacidad de llevar a cabo modificaciones postraduccionales, la ausencia
de endotoxinas y ADN viral u oncogénico, dando rendimientos en rangos de multigramos (Porro
etal., 2012).

Entre las levaduras comdnmente empleadas para la expresion de proteinas, se encuentra la
levadura del pan Saccharomyces cerevisae, Pichia pastoris, Kluveromyces lactis, Hansenula
polimorpha entre otras (Dominguez et al., 1998). Pero sin duda el sistema que ha llamado la
atencion en los ultimos 20 afios como un atractivo hospedero para la expresion de proteinas
heterdlogas, es la levadura no convencional Yarrowia lipolytica. Donde mas de 40 proteinas de
diversos organismos (bacterias, hongos, virus y humano) y rango de tamaiio (6 a 116 kDa) han
sido satisfactoriamente expresadas (Duguesne et al., 2012), sin embargo a pesar de esto adn
faltan un sin nimero de proteinas de diversas fuentes, las cuales pueden ser expresadas en esta

levadura.

Algunas de las proteinas que han sido explotadas a nivel biotecnologico son las proteinas Cry
de Bacillus thuringiensis, esto debido a su accion insecticida, representando una alternativa (til
para el control de plagas agricolas, forestales asi como el control de insectos de importancia en la
salud humana (Cabrera y Rodriguez, 2009).

Desde el punto de vista biotecnolégico, la proteina Cry ha sido foco de atencién para la

expresion en diferentes sistemas.



2. Antecedentes Bacillus thuringiensis

2.1. Historia de Bacillus thuringiensis

Esta bacteria patdgena de insectos ha sido ampliamente utilizada como un agente eficaz para
el control biolégico de plagas por mas de 100 afios, comenzando desde 1901 en Japdn, cuando
Shigetane Ishiwata descubrio que la enfermedad del gusano de seda ‘Bombyx mori’ estaba
relacionaba con bacterias, las cuales no habian sido anteriormente descritas, llamando a esta
bacteria Bacillus sotto. (Sansinenea, 2012). 10 afios después Ernest Berliner aislé nuevamente
esta bacteria de larvas de la harina, y la nombré Bacillus thuringiensis (Bt) en honor a Thuringia,
Alemania, lugar donde se llevé a cabo el aislamiento. Ademas concluyo que esta bacteria era el
agente causal de la muerte del gusano (Galan et al., 1996). Posteriormente Hannay en 1953,
mediante micrografias electrénicas noto la presencia de un segundo cuerpo en la bacteria, junto a
la espora, ambas estructuras estaban dentro del esporangio, a este cuerpo lo describié como un
cristal en forma de diamante (Figura 1); asi mismo determin6 la composicién quimica del cuerpo
cristalifero, llegando a la conclusion de que esta estructura era de naturaleza proteica. Y
mediante los experimentos de separacion de esporas y cristal de Heimpel y Angus en 1960,
demostraron que las proteinas cristal son las causantes de la accion insecticida, y que la
secuencia codificante para estas proteinas se encontraba en los plasmidos (Nester et al., 2002).
Otro acontecimiento relevante en la historia de Bt, ha sido la creacion de plantas transgénicas

protegidas contra insectos (Barton et al., 1987).



Figura 1. Micrografia electronica de barrido, con aumento de 1250 X, donde se observa la espora (a), asi como el
cristal (b) en forma de diamante (bipiramidal) de Bacillus thuringiensis var. Thuringiensis, tomado de Heimpel y

Angus, 1960.

2.2 Generalidades de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria ubicua la cual se ha aislado de suelos, agua,
insectos muertos, granos, telarafias y hojas de plantas (Soberon y Bravo, 2008). La morfologia
macroscopica de Bt en medio rico, se distinguen colonias cuyo tamafio varia de 1 a 1.5 cm de
diametro, color blanco-grisaceo, planas, opacas, de consistencia ligeramente costrosa, con bordes

irregulares ya sean ramificados o lobulados (Cabrera, 2009).

En tanto su morfologia bajo microscopio se observa su forma bacilar, Gram positiva,
formadora de esporas, con flagelacion peritrica, su longitud oscila entre 3 a 5 um. Es un
organismo aerobio facultativo, quimiotrofo el cual posee capacidad de fermentar glucosa,
fructosa, trealosa, maltosa, ribosa. Ademas hidrolizar varios compuestos tales como: gelatina,

almidon, glucdgeno, esculina y N-acetil-glucosamina (Sauka y Benintende, 2008).



2.3 Ciclo de vida de Bacillus thuringiensis

Durante su ciclo de vida Bt presenta dos fases, la primera llamada vegetativa, se da cuando
los nutrientes y el medio ambiente son favorables, bajo estas condiciones la bacteria crece y la
espora germina produciendo una célula, que posteriormente se divide por fision binaria. La
segunda fase denominada de esporulacion, se lleva a cabo cuando algin nutriente (azlcares,
aminoacidos u oxigeno) llegan a ser insuficientes para realizar el crecimiento vegetativo, por lo
tanto, la célula forma una espora (Federici et al., 2010). Ademas de los caracteristicos cuerpos de
inclusion, también denominados &-endotoxinas, los cuales son visibles bajo microscopia de
contraste de fases (Carmona, 2002, Bechtel y Bulla, 1976) (Figura 2), llegando estos cristales a

constituir del 25 al 30 % del peso total seco de la célula (Agaisse y Lereclus, 1995).

Figura 2. Fase de esporulacion en un fermentador visualizado en microscopio electrénico 1000X A) durante las
primeras 14 horas de incubacion pequefios granulos son visibles. B) a las 23 horas se observa la espora y el cristal

C) a las 48 horas tanto la espora como el cristal son liberados de la célula madre (Sarrafzadeh et al., 2005).

2.4 Clasificacion cientifica de Bacillus thuringiensis

La bacteria Bt pertenece al género Bacillus junto con Bacillus cereus y Bacillus antracis,
ambas bacterias causantes de enfermedades. La primera provoca envenenamiento por el
consumo de comida contaminada, infecciones en los ojos y enfermedades periodontales,
mientras que la segunda, es el agente causal del antrax, una enfermedad letal en humanos y
animales. Para distinguir entre Bt y sus especies relacionadas se toman en cuenta algunas de
estas caracteristicas como: la habilidad para vivir en el medio ambiente, la produccion de
cristales los cuales tienen accion insecticida y la sobrevivencia dentro del intestino medio o
hemocele de insectos (Ibrahim et al., 2010). Bajo diversos marcadores moleculares tales como la

tipificacion de secuencia en multiples locus (MLST), polimorfismos en la longitud de los
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fragmentos amplificados (AFLP), electroforesis enzimatica de multiples locus (MLEE), se ha
observado una estrecha relacion filogenética entre Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus

(http://mlstoslo.uio.no/).

2.5 Genética molecular de Bacillus thuringiensis

Diversos genomas de Bt han sido secuenciadas a la fecha, entre ellos el correspondiente a la
cepa Al Hakam que consta de 5.31 Mb distribuido entre sus dos replicones, el cromosomal de
5.26 Mb y un fago circular (Challacombe et al., 2007). En tanto el genoma de la subesp.
chinensis (cepa CT-43) consta de 6.15 Mb contiene 11 replicones, un cromosoma circular de 5.5
Mb que codifica 5 596 ORFs, 10 plasmidos cuyo tamafio varian entre 6.6 Kb el mas pequefio y
de 281 Kb el de mayor tamafio (He et al., 2011). Otra cepa es la serovar finitumus (YBT-020), la
cual consta de 3 replicones, donde el cromosoma circular posee un tamafio de 5.4 Mb, los otros
dos plasmidos cuyo tamafio es de 187 Kb y 139 Kb ( Zhu et al., 2011).

En la cepa YBT-520 se ha determinado que el tamafio del ADN plasmidico oscila entre los
8.7 Mb, el cual est4d comprendido en 11 plasmidos, este tamafio es 1.6 veces mayor que el ADN

cromosomal, donde se reporta que es de aproximadamente entre 5.4 Mb (Zhong et al., 2011).

Actualmente diversas cepas de Bt se continlan secuenciando, 0 ya se han secuenciado
completamente, una guia completa de este status se encuentran disponible en la pagina web

http://www.genomesonline.org

2.6 Proteinas de Bacillus thuringiensis

Esta bacteria produce una gran variedad de proteinas durante la etapa de esporulacién, entre
ellas las parasporinas, las cuales han demostrado un efecto citocida hacia células de cancer
uterino, asi como contra células leucémicas humanas (Mizuki et al., 2000). Otras proteinas
producidas por Bt, son las proteinas insecticidas vegetativas (Vip), que son secretadas y tienen
un efecto toxico hacia insectos plaga aun sin tener similitud con las proteinas Cry, ni Cyt (Rang,
2005), estas ultimas exhiben una actividad hemolitica (Bravo et al., 2008) y finalmente las

proteinas Cry.



2.7 Proteinas Cry

La principal caracteristica de las proteinas Cry de ‘cristal’ es la actividad toxica de estas hacia
insectos, mediante la formacién de poros en el intestino del insecto (Soberdn y Bravo, 2007). En
1998, Crickmore definié que una proteina Cry es una inclusion paraesporal de Bt, la cual exhibe
algunos efectos tdxicos verificables experimentalmente a un organismo blanco, o cualquier

proteina la cual tiene similitud a alguna secuencia cry conocida como tal.

Existe una amplia variedad de proteinas Cry (méas de 143), siendo las del tipo Cryl las méas
abundantes, presentandose al menos en el 75% de las cepas de Bt (Gillis y Santana, 2008). En
una bacteria pueden coexistir dos 0 mas tipos de proteinas Cry. Un ejemplo de esto es la cepa
HD-133, por medio de analisis HPLC se mostré que esta cepa contiene 3 genes en diferentes
proporciones, CrylAb en un 60 %, Cry1C en un 37 %, asi como 3 % de toxina CryD (Masson et
al., 1998). Debido a esto se han llevado a cabo diversas clasificaciones, la primera se realiz6 con
base al insecto blanco susceptible, se sabe que los genes que codifican proteinas Cryl tienen
accion toxica contra insectos del orden Lepiddptera, Cryll tiene un doble espectro contra
Lepiddpteros y Dipteros, mientras que los coledpteros son susceptibles a las proteinas Crylll, en
tanto las CrylV su insecto blanco son aquellos del orden Diptera, CryV y CryVI tienen accién
nematicida (Roh et al., 2007) asi como la Cry21A (Wei et al., 2003).

Otro método de identificacion de las cepas de Bt, es por medio del antigeno flagelar

(flagelina), donde mas de 69 serotipos H han sido clasificados a la fecha (Xu y Cété, 2008).

La actual nomenclatura de los genes cry se basa en un alineamiento multiple a nivel
aminoacidico de la proteina completa, mediante el programa ClustalW, se calcul6 el porcentaje
de identidad entre cada par de toxinas, dando como resultado una matriz (Crickmore et al.,
1998).

El conjunto de las proteinas generaron un arbol filogenético, a partir de este arbol se
establecieron los limites de identidad, definiendo cuatro categorias (Crickmore et al., 1998). La
primer categoria corresponde a un numero arabigo, el cual fue sustituido por el numero romano
(p. €j. Cryl, Cry2), este nivel representa un 46% de similitud, el segundo nivel consta de una

letra mayuscula (p. ej. CrylA, Cry2B), con un 78% de similitud, el tercer nivel engloba las



secuencias con un 96% de similitud, y se simboliza con una letra minuscula (p. ej. CrylAa,
CrylAc), y finalmente el cuarto nivel se designa de acuerdo al orden cronoldgico de publicacion

de la secuencia (p. ej. CrylAal, CrylAa2) (Lorence y Quintero, 1996).

Actualmente existen 143 toxinas Cry Unicas reportadas las cuales se encuentran depositadas
en un banco de datos electronico: Nomenclature Toxic of Bacillus thuringiensis
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/),  sitio que se  actualiza

frecuentemente.

Algunos métodos en biologia molecular utilizados para identificar los genes cry contenidos en
una cepa son: hibridaciéon de anticuerpos mono y policlonales, asi como la deteccién mediante
PCR, ya sea para identificar genes cry generales, donde los oligonucleétidos estan disefiados en
regiones conservadas, asi como especificos y degenerados, la recopilacion del disefio de 52
oligonucledtidos tanto generales como especificos ha sido publicada por (Porcar y Jua, 2003;
Juarez-Peréz, 1997)

Algunas estrategias para mejorar la accion insecticida de las proteinas Cry incluyen:
inhibidores de la actividad proteolitica protein-serina, adicion de quitinasas, toxinas hibridas,
mutagénesis sitio dirigida hacia los dominios Il y 11, la eliminacién de pequefias regiones de la

toxina Y la introduccidn de sitios proteoliticos corte especificos (Pardo-Lépez et al., 2010).

2.8 Estructura terciaria de las proteinas Cry

A pesar de su diversidad, las proteinas Cry presentan una estructura terciaria muy similar
entre ellas, esto se ha evidenciado mediante andlisis de cristalografia de rayos X, en las
secuencias de las proteinas CrylAa, CrylAc, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry4Aa, Cry4Ba
(Pigott y Ellar, 2007). Su estructura consiste basicamente de una porcion C-terminal, la cual esta
involucrada en la formacion del cristal y la porcion N-terminal que se compone de tres dominios
que conforman la toxina. EI dominio uno esta conformado por siete alfa hélices, de las cuales
seis son anfipaticas ubicado entre los aminoacidos 18 hasta el 254; este dominio es el
responsable de la insercion en las células del intestino y de la formacion del poro. El segundo
dominio el cual inicia en el aminoacido 259 hasta el 461, estd conformado de tres laminas 3

plegadas antiparalelas, mientras que el dominio tres es una estructura de laminas 3 en sandwich,


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/

correspondiente en los residuos 464 y finaliza en el residuo 608. Estos dos Ultimos dominios son
los responsables de la especificidad al sitio de union hacia los receptores del insecto (Sanahuja et
al., 2011).

2.9 Modo de accion de Bacillus thuringiensis

Debido a su accion insecticida, Bt ha sido ampliamente utilizada para el control de plagas
agricolas y forestales, asi como en el control de vectores de importancia en la salud publica,

ambos de la clase Insecta.

De manera general, el modo de accion de esta toxina es relativamente simple. El cristal
producido por la bacteria durante la fase de esporulacion, se genera como protoxina de un
tamario de aproximadamente 65 a 140 kDa, dependiendo del tipo de gen expresado (Ruiz de
Escudero et al., 2006). Posteriormente la protoxina es solubilizada, y digerida por la accion de
proteasas del intestino medio del insecto, esta protedlisis genera la toxina, la cual se unira a los
receptores especificos en la membrana apical del intestino medio, teniendo como resultado la
formacion de un poro, el cual hace que la membrana sea permeable a moléculas como iones
inorganicos y aminoacidos; provocando que se pierda el equilibrio osmético y se dafie
severamente la homeostasis celular hasta provocar la muerte (Vachon et al., 2012), ademas que

puede ocurrir una septicemia por enterobacterias (Broderick et al., 2006).

A la fecha se han descrito profundamente tres modelos de accién de las proteinas Cry, aunque
estos no estdn completamente bien definidos. El primero fue propuesto por Bravo vy
colaboradores, cuyo modelo fue llamado ‘Modelo formador de poro’, en el cual propone que una
vez que el insecto ingiere la proteina, esta tiene contacto con las proteasas del intestino medio del
insecto en pH alcalino de 9 a 10, estas proteasas cortan a la protoxina, generando el segmento
toxico, el cual se une a receptores especificos como las cadherinas. Esta interaccion rompe el
extremo N-terminal de la toxina, eliminando la a-hélice 1, teniendo como consecuencia la
formacion de una estructura oligomérica denominada ‘pre-poro’ la cual a su vez se une a un
segundo receptor, los cuales son proteinas de unién al glucosilfosfatidilindositol (GPI) tales

como la aminopeptidasa N (APN) o la fosfatasa alcalina (Mufidz-Garay et al., 2009) facilitando



la insercion del oligdbmero dentro de las balsas de la membrana lipidica, formandose de esta
manera el poro (Figura 3) (Jimenez-Juarez et al., 2009).
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Figura 3. Modo de accidn de la toxina de Bt. A) La espora y el cristal se encuentran en la superficie foliar, B) tras
ser ingerida por el insecto la protoxina es solubilizada, posteriormente las proteasas del intestino medio del insecto
cortan el extremo C-terminal dando como resultado la toxina activa. C) esta Ultima se une a los receptores
especificos de la superficie intestinal teniendo como resultado la formacion del poro, D) finalmente la espora

germina y el insecto muere por septicemia. Tomado de Sauka et al., 2011.

En el segundo modelo, se sefiala que existen dos tipos de rutas de interaccién entre la toxina y la
célula, la primera es una union no especifica dando como resultado un complejo de union
membrana-toxina la cual no forma poros ni provoca la muerte celular, mientras el segundo tipo
de ruta es una integracion especifica entre la toxina Cry y el receptor, dando como resultado la
muerte celular debida a la iniciacién de la ruta de sefializacién dependiente de magnesio (Mg*?)

que induce la citotoxicidad en la células huésped (Zhang et al., 2005).

El tercer modelo, sugiere que una vez ingerido el cristal, este es solubilizado para activarlo como
mondmero para unirse al receptor HelCaLP (proteina con funcion de cadherina en Heliotis
vicerans), activando una ruta de sefializacion intracelular regulada por fosfatasas, posteriormente
a la unién con HelCaLP los monémeros toxicos son procesados para formar oligémeros, los

cuales se unen a proteinas de union a GP1 (HVALP, APN). Estas proteinas estan concentradas en
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las balsas lipidicas donde se llevan a cabo dos fenomenos: la formacion del poro y la activacion
de la ruta de sefializacion, estos dos procesos activan la respuesta apoptética y el estrés osmatico,
el cual es inducido por la formacion del poro, provocando la muerte celular (Jurat-Fuentes y
Adang, 2006).

2.10 Uso de Bacillus thuringiensis

En los ultimos afios, la industria del biocontrol ha tenido un aumento del 2 % anual (Hunter,
2009); siendo los bioinsecticidas a base de Bt los mas utilizados alrededor del mundo. Se calcula
que aproximadamente 90 % de los productos en el mercado son a base de esta bacteria (Marquez
y Fernandez, 2006). Los principales efectos tras la exposicion ya sea cronica o aguda a algun
producto a base de Bt se observa el cese de la alimentacion de la larva, disminuye la longevidad

y ademas se reduce a un 45 % la produccion de huevecillos (Costa et al., 2000).

Desde la aparicion en 1930 del primer bioinsecticida comercial, llamado Sporaine, la
clasificacion de los bioinsecticidas se ha identificado y ordenado segin su composicion, en tres

categorias:

Los bioinsecticidas de primera generacion (BPG), constituidos a base de una mezcla de cristales
y esporas, donde la cepa HD-1 Bt var kurstaki es el ingrediente principal de los formulados
comerciales (Dipel®, Thuricide®) (Orrieta y Larrea, 2002).

A través de la transformacion o conjugacion genética de Bt se dio inicio a los bioinsecticidas
de segunda generacién (BSG), a una cepa nativa se le transfieren uno 0 mas genes cry ¢ vip para
obtener un mayor potencial insecticida o ampliar el espectro (Caballero, 2006), por ejemplo la
cepa Bt subsp. tenebrionis se le ha afadido el gen cry3A que afecta al género Coledptera, asi

como el gen crylAa especifico para insectos lepidopteros (Lecadet et al., 1992).

Los bioinsecticidas de tercera generacién (BTG), son aquellos organismos que han sido
modificados genéticamente por la incorporacion de algin gen cry, hecho que le da mayor
estabilidad y eficacia a la accion de las toxinas, por ejemplo, la clonacion del gen cry en
Pseudomonas fluorescens, esta tecnologia fue denominada Cell Cap® y su principal objetivo
consistio en proteger la proteina recombinante Cry de la radiacién ultravioleta, el calor o los

exudados de la planta, incrementando la estabilidad de las proteinas (Peng et al., 2003). Otro
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ejemplo de este tipo de productos se llevo a cabo mediante la integracion del gen crylAc en la
bacteria fijadora de nitrégeno Bacillus polymyxa, obteniendo un hibrido con accion nitrificante e
insecticida (Sudha et al., 1999). Actualmente las investigaciones se encuentran enfocadas a la

generacion de bioinsecticidas de tercera generacion.

2.11 Expresion heterologa de las proteinas Cry

Diversas proteinas Cry se han expresado en distintos organismos, esto debido a la importancia
que representan los insecticidas dentro del control biologico de insectos plaga. Basado en ello,
las proteinas Cry se han expresado en bacterias, asi como en organismos superiores,
incrementando con ello el rango de hospederos susceptibles y la eficiencia de los mismos. En el
siguiente cuadro se hace un recuento de algunos ejemplos de la expresion heteréloga de estas
proteinas.
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Cuadro 1. Organismos en los cuales se ha expresado las proteinas cry de

Bacillus thuringiensis.

Organismo Proteina  Método  de Insecto Blanco Referencia
Hospedero Transformacion
Manduca sexta
E. coli Cry Choque térmico  |epidodptera (Schnepf y
Whiteley,
1981)
Plutella xylostella
E. coli CrylAc22 Choque térmico  |epidoptera (Liu et al,
2010)
Plastidos de CrylAc Biobalistica Heliotis virescens  (McBride y
algodon Lepiddptero Maliga, 1996)
Raices ~ de Cry5B Agrobacterium  Meloidogyne (Li et al,
tomate incognita 2008)
Nematoda
Embriones de CrylAb Biobalistica (Lee et al,
Palma 2006)
Plantas de CrylAb Biobalistica Diatraea (Tu et al., 2000)
Arroz saccharalis
Lepiddptera
Plantas de CrylAc Agrobacterium  Manduca sexta (Barton et al.,
Tabaco tumefasciens Lepidoptera 1987)
Embriones de CrylAc Agrobacterium  Cydia pomonella (Dandekar et
Nogal Lepiddptera al., 1998)
Pichia Cry2 Electroporacion (Ogunjimi et
Pastoris al., 2002)
Pino CrylAc Biobalistica Teia anartoides (Grace et al.,
Lepiddptera 2005)
Papa Cry3A Electroporacion  Leptinotarsa (Adang et al.,
decemlineata 1993)

Coledptera
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Pseudomonas  CrylAc Electroporacion Pijeris brassicae (Peng et al.,
flourescens Lepidoptera 2003)

2.12 Cultivos Transgénicos

La generacion de vegetales transgenicos se siguen incrementando por la necesidad que existe
de obtener una mayor produccién, la mayoria de los vegetales transgénicos han sido perfilados
hacia la resistencia a los insectos a través de la incorporacién de genes cry. Los principales
beneficios de estos cultivos es obtener mayor rendimiento. En este caso la siembra de algodon
Bt, efectuado en paises en desarrollo, como Argentina, China, India, México y Sudéfrica, indican
mayores rendimientos promedio, reduccién en el uso de plaguicidas y beneficios netos
superiores en relacion con sus homdlogos convencionales. (Castro, 2005).

Los principales cultivos que se han modificados con algin gen cry de Bt son: maiz, arroz,
trigo, soya, algodon, canola y hortalizas. El pais que sobresale en el uso de semillas de este tipo
es Estados Unidos, donde se cultivan alrededor de 67 millones de Has, le siguen Brasil,
Argentina, India, Canada y China con 25.5, 23, 10, 9 y 3.5 millones de Has respectivamente. Se
preve que el cultivo de plantas transgénicas ird en aumento a corto plazo con la introduccion de
nuevas variedades de arroz. En otros paises como Pakistan, Suecia y Alemania, esta tecnologia
se esta implementando. Para nuestro caso, en México los primeros cultivos de maiz transgénico

estan en proceso de evaluacion (FAO, 2011).

Actualmente el mercado de las semillas transgénicas que expresan la toxinas Cry de Bt es
dominado por la empresa Monsanto™, con una cobertura del 80 % en las ventas, seguido por
Aventis™ con un 7 %, mientras Syngenta™ y Dow™ con el 3 % cada una respectivamente

(Santamarta, 2004).
2.13 Inocuidad de Bacillus thuringiensis
Aungue se ha sefialado que Bt es una bacteria in6cua para mamiferos, debido a que estos

ualtimos carecen de receptores especificos en el intestino, esta afirmacion se ha confirmado

experimentalmente con ratas alimentadas con la proteina Cryllal2, donde no se observo alguna
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alteracion fisioldgica o etoldgica (Guimardes et al., 2010). En otros estudios se confirmd que
cerdos alimentados con maiz transgénico (CrylAb) no presentaron respuesta alérgica, ni
inflamatoria (Walsh et al., 2012). Estas evidencias confirman por qué Bt se le ha catalogado
como una bacteria con alta especificidad. Por otro lado, con la finalidad de evitar la transferencia
vertical de genes foraneos, via polen, grupos de investigacion han integrado el gen cry2Aa2 en el
genoma del cloroplasto, lo que resulta en la falta de expresion de la toxina en el polen, y se ha

demostrado su inocuidad hacia la mariposa monarca (De Cosa et al., 2001).

Sin embargo, en la literatura existen algunos reportes sobre la resistencia a los productos de
Bt, y aunque la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA) publica sus lineamientos en cuanto al
registro de cepas de Bt asi como su uso Yy liberacion al medio ambiente para controlar insectos
plaga, esta agencia realiza pruebas de bioseguridad, entre las que se incluyen algunas reacciones
fisio-metabdlicas. Asi como la inyeccion subcutanea de esporas en ratones (Tamez-Guerra et al.,
2005). Aunque estos controles son realizados previo a la liberacion de productos agricolas al
medio ambiente algunos grupos ambientalistas realizan cuestionamientos dentro del tema de la
salud humana con respecto al uso de Bt argumentando que algunas cepas son capaces de
producir toxinas que afectan al ser humano (Frederiksen et al., 2006), algunas de estas toxinas
provocarian diarrea y envenenamiento (Han et al., 2006, @kstad et al., 2011) (Cuadro 2). Otros
grupos mencionan que la exposicion prolongada a bioinsecticidas a base de esporas de Bt causan
inflamacién sub-crénica del pulmén (Barfod et al., 2010), incluso dosis de 10* UFC afectan los
testiculos de rata provocando severas erosiones germinales (Adetunji y Anyanwu, 2011); asi
Hernandez et al. (1998) menciona que la inyeccion intravenosa de 10" UFC de var. konkukian en

raton produce infeccion y necrosis cuando esta inmunodeprimido.
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Cuadro 2. Comparacion de las enterotoxinas producidas por especies del grupo

Bacillus
Especie de Bacillus
Enterotoxina B. anthracis B. cereus B. cereus B.t. B. cereus
Ames 10987 14759 97-27 E33L
hemolitica HBL Ausente Presente Ausente Presente Ausente
No hemolitica Presente Presente Presente Presente Presente
NHE

diarreica BceT Ausente Ausente Presente Presente Ausente
Genes cry Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

(Han et al., 2006)

Por otro lado, dentro del marco ambiental se habla que los cultivos transgénicos podrian
representar un riesgo medio-ambiental, debido al autocruzamiento de plantas no transgénicas por
medio del polen, ademas de presentarse la transferencia horizontal de transgenes a organismos
no relacionados, asi como la perdida en susceptibilidad a insectos plaga blanco, y otros efectos
sobre la biodiversidad (Naranjo et al., 2005). Pocos reportes describen algln tipo de resistencia
generada hacia las proteinas Cry; sin embargo en algunos organismos, como en el caso del
gusano rosado Pectinophora gosypiella, en el cual se observa una modificaciéon a nivel de los
receptores del intestino (Morin et al., 2003); por otro lado, en un analisis del proteoma del
intestino medio de Plodia interpunctella, se muestran diferencias en los niveles de proteinas del
intestino medio expresadas en insectos resistentes, comparado con los niveles detectados en los
insectos susceptibles (Candas, 2002). De igual manera Caenorabditis elegans presenta algun tipo
de resistencia a la toxina Cry5B (Barrows et al., 2007). Pese a estas evidencias aun queda en

duda la toxicidad y resistencia no blanco de Bt.

2.14 Antecedentes Yarrowia lipolytica

Como organismos unicelulares las levaduras cuentan con diversas ventajas tales como: la

facil manipulacion durante su aislamiento, presentan una tasa de crecimiento alta con
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requerimientos nutricionales minimos, tienen la capacidad para producir proteinas N-
glicosiladas, y de afadir puentes disulfuro, ademas de no ser susceptibles a las infecciones
virales. Estas propiedades le otorgan grandes beneficios, lo cual se ve reflejado en que la célula
sea capaz de generar altos rendimientos en la produccion de proteinas (Jeffries y Cregg, 2010).
Dentro de las levaduras, Saccharomyces cerevisiae ha sido la levadura mas estudiada en cuando
a la expresion de proteinas heterdlogas se refiere; sin embargo esta tiende a hiperglicosilar las
proteinas, ademas de que no posee una ruta de secrecion fuerte; por esta razon, se han buscado
sistemas alternos, denominadas ‘levaduras no convencionales’ entre las que se encuentran:
Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis y Yarrowia lipolytica. Esta ultima
Ilama la atencion por diversas caracteristicas especificas que posee, tales como: alta capacidad de
expresion y secrecion de proteinas, resultando con rendimientos de 4.5 veces superior en
comparacion con lo generado por S. cerevisiae, como se evidencio en la expresion de diversas
enzimas como: celulasa I, xilanasa |, lipasa I, y la poligalacturonasa | (Muller, 1998). Otra
ventaja que presenta Y. lipolytica es sin duda la capacidad de realizar las modificaciones de
maduracion, de manera co-traduccional, siendo este tipo de modificaciones las que realizan las
células de mamiferos a diferencia de S. cerevisae donde sus modificaciones las lleva a cabo de

manera post-transduccional (Boisramé et al., 1998).

2.15 Antecedentes de Yarrowia lipolitica

La levadura no convencional Y. lipolytica primeramente fue clasificado como Candida
lipolytica debido a que su ciclo sexual no habia sido descrito, posteriormente la forma perfecta
de C. lipolytica fue identificada a finales de 1960 por Wickerham, este aislado encontrado en
residuos de fibra de una planta procesadora de maiz contenia ascos unidos a la hifa, esta forma
perfecta fue reclasificada primeramente como Endomycopsis lipolytica, luego como
Saccharomycopsis lipolytica debido a que exhibia esporulacion y finalmente como Yarrowia
lipolytica en honor a David Yarrow por sus contribuciones en la sistemética de hongos (Walt y
Arx, 1980).
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2.16 Generalidades de Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica es un ascomiceto de gran interés biotecnoldgico, ya que esta levadura es
clasificada como GRAS (Generalmente Reconocida como Segura) por la FDA (Administracion
de Drogas y Alimentos), ademas, no tiene la capacidad de fermentar azlcares y el nitrato no es
asimilable. Para su identificacion bioquimica se utilizan diversas pruebas, entre ellas la
asimilacion de glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, eritrol y otros azlcares (Kurtzman,
1998). Y. lipolytica es un excelente modelo de estudio en diversos campos de investigacion como
lo es la secrecion de proteinas, biogénesis de peroxisomas, dimorfismo, degradacion de sustratos
hidrofobicos (Fickers et al., 2005).

Debido a su naturaleza aerobia estricta, esta levadura comunmente se encuentra creciendo
como contaminante en los alimentos ricos en lipidos y proteinas que habitualmente consumimos,
por ejemplo: queso, yogurt, salchicha o ensaladas que contengan camarén o carnes, ademas, en
sustratos como los alcoholes y los acetatos. Esta levadura también es cominmente encontrada en
sustratos hidrofébicos, tales como los acidos grasos, alcanos y parafinas, sin embargo no es
capaz de crecer en sacarosa como Unica fuente carbén (Barth y Gaillardin, 1997). Con relacién a
habitats no convencionales, esta levadura ha sido aislada de suelo y aguas residuales, asi como
en microambientes contaminados con aceite. El rango de pH de donde ha sido aislada, es neutro
tendiendo a lo alcalino, y la temperatura de crecimiento oscila desde los 28 °C hasta los 34 °C
(Kim et al., 1999).

2.17 Relacién Filogenética de Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica diverge de otras levaduras pertenecientes al grupo de los ascomicetos (Figura 4)
debido a ciertas caracteristicas tipicas, como lo es: a) el alto contenido de GC, b) la alta
frecuencia de intrones, donde el 13% de los genes tienen uno o mas intrones de tamafio
relativamente grande, c) presenta una estructura inusual en sus genes ribosomales, d) presenta un
bajo nivel de similitud con genes de otras levaduras a nivel aminoacidico, e) contenido de

elementos transponibles (Madzak et al., 2005).
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S. cerevisiae
S. servazzii

_E S. kluyveri
K marxianus
{ C. tropicalis

D. hansenii
— P. angusta

Y. lipolytica
Figura 4. Filogenia de levaduras pertenecientes al grupo de Hemiascomicetos, a partir del 18S (Bon et al., 2003).

2.18 Ciclo celular de Yarrowia lipolytica

Gran parte de los aislados de Y. lipolytica son haploides, es una levadura heterotalica con una
reproduccion sexual de tipo A 6 B. Aunque la reproduccién sexual es poco comun, (de un 10 al
20%) (Kurischko et al., 1992), sin embargo cuando esta se realiza, se genera una célula diploide
estable, la cual forma de 1 a 4 esporas haploides por asca, de forma muy diversa, esféricas, o en
forma de sombrero (Figura 5) (Barth y Weber, 1985). Macroscdpicamente las colonias cambian

su coloracién de blanco a un tono café ligero cuando ya han formado las esporas.

2.19 Dimorfismo en Yarrowia lipolytica

El dimorfismo es la capacidad que disponen ciertos hongos para poder alternar su forma de
crecimiento, de levadura a micelio y viceversa; Y. lipolytica presenta un crecimiento hifal o
levaduriforme. Estos cambios fisiolégicos y morfoldgicos son controlados por diversas
condiciones del microambiente de crecimiento, como el pH, temperatura, estrés atmosférico o
bien por componentes especificos en el medio de cultivo (Coehlo et al., 2010); por ejemplo, se
ha observado que el pH neutro se favorece el crecimiento micelial, mientras que un pH acido (de

3 a 4) induce el desarrollo de células levaduriformes (Ruiz-Herrera y Sentandreu, 2002).
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Figura 5. Morfologia microscopica de Y. lipolytica, se observa el asco con ascoesporas después de una semana

de crecimiento en agar YM a 25 °C. (Kurtzman, 1999)

2.20 Genomica de Yarrowia lipolityca

A partir de 1997 se iniciaron los intentos por descifrar completamente la gendmica de Y.
lipolytica, a través de ensayos en electroforesis de cariotipos se calculaba que el genoma de esta
levadura era de aproximadamente de 21 a 22 Mb (Barth y Gaillardin, 1997). Posteriormente el
genoma de la cepa E150 fue determinado por el consorcio francés Genolevures, este determind
que el tamafio del genoma de esta levadura es de 20.5 Mb, el cual se encuentra distribuido en 6
cromosomas, presentando 6073 secuencias codificantes, encontrdndose un gen cada 3 Kb
aproximadamente, con un contenido de GC de 49% (Dujon et al., 2004); mientras que su

genoma mitocondrial consiste de una molécula circular de 47.9 Kb y un contenido de GC de

27% (Kerscher et al., 2001).

El transposon repetitivo de la familia Ty3 llamado YItl de 9.4 kb se ha detectado en el
genoma de Y. lipolytica, este elemento esta rodeado por repeticiones largas terminales (LTR)
denominados elementos zeta, los cuales son de aproximadamente 714 pb formando parte de este
retrotransposon; el nimero de copias en el genoma varia entre cada cepa, teniendo como minimo
30 o hasta 60 copias por célula. El andlisis de secuencias de los motivos encontrados en estos
LTR muestran similitud con sefiales para el inicio y terminacion de la transcripcién (Schmid-
Berger et al., 1994).
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2.21 Vectores en Yarrowia lipolytica

Debido a su interés en la expresion heterdloga de proteinas, se han desarrollado distintas
estrategias para una mayor explotacion. Uno de los principales elementos como herramientas
para la expresion de proteinas es sin duda la disponibilidad de los vectores. A la fecha no se ha
encontrado ADN episomal en esta levadura, sin embargo, gracias a la descripcion de las
secuencias de replicacion autbnoma (ARS) ha sido posible mantener el ADN de manera
extracromosomal, lo cual ha permitido el desarrollo de diversos tipos de vectores. Actualmente
existen vectores replicativos que se encuentran de 1 a 3 copias por célula, los cuales poseen una
secuencia de replicacion auténoma, ademéas de los vectores que contienen una secuencia
centromérica (CEN) (Figura 6), los cuales se comportan como un mini cromosoma segregandose
2:2 durante la meiosis y pueden encontrarse de 2 a 3 copias por célula de manera estable. Cabe
destacar que estas secuencias no muestran ninguna similitud con los centromeros de otras

levaduras como S. cerevisae (Fournier et al., 1993).

Los vectores integrativos se insertan en el genoma de la célula por recombinacion ya sea
dirigida o al azar, (Figura 7) por ejemplo: teniendo como blanco el ADNr a donde se obtienen de
3 a 39 copias en el genoma, mientras que teniendo como blanco el locus XPR2 se muestran de 3
a 19 copias por célula, sin embargo, se ha demostrado que un mayor nimero de copias integradas
en el genoma disminuye la estabilidad del mismo (Juretzek et al., 2000). Estos vectores, son
hibridos entre secuencias bacterianas y de levaduras; las secuencias bacterianas estan integradas
por un origen de replicacion (ori), un marcador de seleccion de E. coli el cual regularmente es un
gen de resistencia a algin antibi6tico, mientras que las secuencias correspondientes a levadura
incluyen elementos para la seleccidon de las transformantes, secuencias para el mantenimiento
dentro de la célula, ademas, para dirigir la expresion de proteinas se afiade una secuencia
promotora regularmente derivada de un gen implicado en alguna ruta metabolica (Thevenieau et
al., 2009), asi como una secuencia sefial si es que se requiere secretar la proteina y finalmente
una secuencia terminadora para permitir el correcto tamafio de dicha proteina (Béer et al., 2007).
Actualmente la compafiia Taiwanesa Yeastern® se ha dedicado a la comercializacién de vectores

de expresion-secrecion para Y. lipolytica. http://www.yeastern.com/.
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Figura 6. Vectores replicativos. pRRQ1 vector replicativo de Y. lipolytica (A) (Rosas y Gaillardin, 2011). Vector
replicativo con region centromérica (B) (Senam y Barth, 2003). En ambos vectores se muestra la secuencia
correspondiente al marcador de seleccion (LEU2), la secuecia de replicacion autonoma (ori/cen), la region

........
" =
T TR
-----
el

promotora en el vector A correspondiente al promotor XPR2, asi como la secuencia terminadora.

XPR2 pre #h,_'.'r uraddd
LEU? pad
pINA1296 pINA1297
(7205 bp) i 'zeta (5291 bp)
{‘-n.i}"l.-'mlf

Notl
Figura 7. Vectores integrativos de Y. lipolytica los cuales se insertan en el genoma de la levadura (Madzak et al.,

2005), en la figura A se muestra un vector integrativo dirigido hacia el locus del gen XPR2, en tanto la figura B

muestra el vector integrativo al azar ya que este contiene los elementos zeta.
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2.22 Promotores en Yarrowia lipolytica

La expresion de alguna proteina es dirigida bajo una regién 5’ rio arriba conocida como
region promotora. Esta region tiene cierta peculiaridad en su distribucion y organizacion, pero lo
comun es que son blanco para que elementos regulatorios de la trascripcion sean ahi reclutados.
El éxito de la expresion heter6loga dependera mucho de la region promotora utilizada. Para el
caso de Y. lipolytica, existen varios ejemplos de ellas, sin embargo, la secuencia de la proteasa
extracelular alcalina codificada por el gen XPR2 (principal proteina secretada en esta levadura),
ha sido ampliamente utilizado para la induccion de la expresion, con altos niveles de peptonas en
medios cuyo pH sea superior a 5.5 (Madzak et al., 2000). Sin embargo, esto podria ser una
desventaja para la aplicacion industrial, por lo tanto cuatro copias en tandem de una secuencia
activadora rio arriba (UAS) del promotor pXPR2 se unieron para formar el denominado
promotor hp4d el cual actia de manera independientemente de las condiciones ambientales tales
como pH, fuentes de carbon, nitrégeno y peptonas (Blanchin-Roland et al.,1994). Otros de los
promotores estudiados son los genes que participan en la p-oxidacion de los acidos grasos, asi
como del metabolismo del glicerol, todos estos promotores son inducibles o reprimidos por
diferentes fuentes de carbono, por ejemplo: la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (pG3P) y 3-0xo-
acyl-CoA-thiolasa (pPOT1). Otro promotor cominmente usado es el isocitrato liasa (pICL1) el
cual es inducible con acetatos o etanol pero reprimido por la glucosa y el glicerol (Juretzek et al.,
2000). Mientras que el promotor acyl-CoA-oxidasa 2 (pPOX2) es inducible con alcanos y &cidos
grasos (Shiningavamwe et al., 2006), seleccionar uno u otro, dependera en gran manera de los

fines de la investigacién o aplicacion.

2.23 Marcadores de seleccion en Yarrowia lipolytica

Para seleccionar las transformantes generadas en Y. lipolytica, se ha preferido utilizar los
marcadores de auxotrofia tales como el leu2, este participa en la ruta de la biosintesis de la
leucina (Davidow et al., 1987), asi también ura2, mientras que el alelo defectivo ura3d4 es
incapaz de conferir un fenotipo ura+, sin embargo alrededor de 10 copias permiten el
crecimiento normal de la célula en un medio libre de uracilo, otros marcadores son los genes lysl
y lys5, ambos codifican para la primera y ultima enzima de la ruta biosintetica de la lisina (Xuan

et al., 1988). La insercidn del gen suc2 de S. cerevisae le permite crecer en medios con sacarosa
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(Nicaud et al., 1989). Aunque Y. lipolytica es resistente a la mayoria de los antibioticos se ha
encontrado su sensibilidad a la pleomicina, por lo tanto, este antibiotico también se ha utilizado
como un marcador de seleccion (Davidow et al., 1987). Actualmente se han desarrollado
vectores a los cuales se les ha integrado la proteina mCherry, y la seleccion de las transformantes
se realiza por medio de la visualizacion de la coloracion en el medio de cultivo; esta tecnologia

facilita también la obtencidn de las proteinas expresadas (Bulani et al., 2012).

2.24 Técnicas de Transformacién en Yarrowia lipolytica

La transformacion de Y. lipolytica se ha realizado mediante la aplicacion de dos diferentes
técnicas, la primera de ellas se realiza mediante un método quimico que consta en utilizar acetato
de litio, con este protocolo se obtiene alrededor de 10* a 10° transformantes por pg de DNA
linearizado. Este método se elige cuando se hace una transformacién con un vector integrativo
(Xuan et al., 1988). La segunda técnica empleada es la electroporacion, la cual se aplica cuando
se trabaja con vectores replicativos. La combinacién de ambos tratamientos, una hora con 150
mM de LiAc antes de la electrotansformacion con 1.5 kV tiene como resultado un rendimiento

30 veces superior al obtenido por los tratamientos individuales (Wang et al., 2011).

2.25 Proteinas heterélogas expresadas Yarrowia lipolytica

Actualmente ha existido gran interés de utilizar esta levadura en la expresion no solo de
proteinas, sino también otros compuestos de interés industrial tales como acido citrico, manitol y
eritrol (Tomaszewska et al., 2012). Y. lipolytica tiene la capacidad de secretar de manera natural
varias enzimas entre las que destacan la proteasa extracelular alcalina (AEP), la proteasa
extracelular acida (AXP), lipasas, ARNsas, fosfatasas y una esterasa (Le Dall et al., 1994). El
aprovechamiento de estas herramientas ha dado como resultado que las proteinas expresadas en

esta levadura vayan en aumento (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Comparacion de las diferentes proteinas expresadas en Y. lipolityca

Proteina Fuente Peso Referencia
Molecular

a-amilasa Oriza sativa 45kDa (Park et al., 1997)

Factor de crecimiento  Homo sapiens 6.1 kDa (Hamsa et al.,

epidermal 1998)

Endoglucanasa | Trichoderma reesei 45 kDa (Park et al., 2000)

Citocromo P450 Homo sapiens 54 kDa (Nthangeni et al.,
2004)

Laccasa Illb Trametes versicolor 53 kDa (Jolivalt et al.,
2005)

Laccasa | Pycnoporus 70 kDa (Madzak et al.,

cinnabarinus 2005)

Citoquinina  oxidasa/ Zea mays 69 kDa (Kopecny et al.,

deshidrogenasa 2005)

S-Mananasa Aspergillus aculeatus 70 kDa (Roth et al., 2009)

Interferon alpha 2b Homo sapiens 19 kDa (Gasmi et al,
2011)

Recombinasa Cre Bacteriofago P1 41 kDa (Rosas y
Gaillardin, 2011)

Lipasa Rhizopus oryzae 32.270 Da (Yuzbashev et al.,
2012)

2.26 Glicosilacion

La glicosilacién es una modificacion postrasduccional la cual involucra la unién selectiva de
moléculas de carbohidratos a las proteinas o a los lipidos (Mazola et al., 2011). Las células de

mamiferos generan tres tipos de glicosilacion, las levaduras como eucariotes inferiores tan solo
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son capaces de llevar a cabo N-glicosilacion agregando residuos de manosa a las cadenas
externas, siendo estas cadenas mas largas comparadas con las de mamiferos, por ejemplo: en S.
cerevisae los residuos agregados son de 50 a 150 residuos de manosa, lo cual tiene como
resultado una hiperglicosilacion, mientras que otras levaduras tales como P. pastoris y H.
polymorpha producen cadenas de 8 a 14 residuos de manosa. Se ha observado que Y. lipolytica
solo afade de 8 a 10 residuos, cifra comparable con la glicosilacion de las células de mamiferos
(Mazdak et al., 2005).

2.27 Aplicaciones potenciales de Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica es un excelente modelo de estudio y aplicacion en el ambito industrial. En la
industria alimenticia, la proteasa extracelular producida por Y. lipolytica es utilizada como agente
coagulador de la leche, como una alternativa al uso de la renina bovina (Yu et al., 2010). Dentro
del area medio ambiental esta levadura tiene la capacidad de utilizar el agente toxico
trinitrotolueno (TNT) y transformarlo por medio de la reduccion de su anillo aromético (Jain et
al., 2004). Como un organismo bioremediador de ambientes marinos y terrestres, se ha
observado que Y. lipolytica es capaz de degradar hasta un 68 % del contenido de aceites
contaminantes presentes en derrames en tan solo 10 dias (Margesin y Schinner, 1997). Por otro
lado, debido a la tolerancia a diversos metales pesados, esta levadura podria ser un sistema
eficiente para la bioabsorcion de estos metales, los cuales estan designados como contaminantes
(Strouhal et al., 2003). Finalmente, Y. lipolytica ha sido catalogado como un noble sistema para

la expresién de proteinas heter6logas (Bankar et al., 2009).

2.28 Asimilacion de Lipidos

Una caracteristica sobresaliente de esta levadura y de ahi su nombre, es la capacidad
metabdlica de almacenar, degradar y crecer sobre sustratos lipidicos. Y. lipolytica es considerada
una levadura oleaginosa debido a esta capacidad, logrando almacenar hasta un 50 % de su peso
seco (Beopoulos et al., 2009). Para asimilar estos sustratos hidrofébicos del medio, Y. lipolytica
utiliza diversas rutas metabdlicas las cuales se llevan a cabo en diferentes compartimentos
celulares, produciendo surfactantes que ayudan a reducir los sustratos, uno de ellos es un

emulsificador extracelular Illamado liposan, asi como una lipasa extracelular, que permite la
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hidrolisis de los triglicéridos. Tanto el liposan, como las lipasas reducen el tamafio del sustrato,
una vez en la célula, diversas rutas catabolicas se involucran en la transformacion de los lipidos.
(Beopoulos et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente el estudio sobre el control bioldgico de plagas va en aumento dia con dia y poco
a poco va tomado fuerza a nivel mundial como un método para obtener el mantenimiento de los
insectos a niveles no perjudiciales; anteriormente el control quimico representaba el principal
método de control, debido a su caracteristicas: bajo costo, amplio espectro y facilidad de manejo;
sin embargo diversos efectos adversos se han elucidado, entre ellos el dafio a nivel del medio
ambiental debido a su alta residualidad, se calcula que estos quimicos pueden permanecer por
méas de 20 afios sin alteracion alguna, ademas de las consecuencias que estos insecticidas
provocan a la salud humana ya que estan considerados como agentes carcinogénicos y alérgicos;
de hecho se calcula que 20 000 personas mueren al afio por la exposicién a algun tipo de
insecticida, esto conjugado a la resistencia que ha presentado por algunos insectos, requiriendo el
aumento en las dosis del insecticida, y en consecuencia la acumulacion de los efectos nocivos.
Por estos motivos, diferentes paises han regulado el uso de estos compuestos quimicos
promoviendo el uso alterno que es el control bioldgico, por los beneficios que este otorga; tales

como: nula contaminacién del medio ambiente asi como su alta especificidad.

Hoy en dia el organismo con mayor explotacion en cuanto a biocontrol se refiere es sin duda
la bacteria entomopatogena Bt ocupando el 90% de los bioinsecticidas. La expresion de las
proteinas Cry en diferentes sistemas para producir las proteinas insecticidas es una tarea

interesante.
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4. OBJETIVO GENERAL

¢+ Expresion de una proteina Cry1 de Bacillus thuringiensis en la cepa Polg de Yarrowia

lipolytica
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4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Identificacion y clonacion un gen cryl de Bacillus thuringiensis.

+ La construccion de un vector de expresion para el gen cryl de Bacillus thuringiensis en la

cepa Polg de Yarrowia lipolytica.

%+ Generacion de la cepa Polg de Yarrowia lipolytica, que produzca la proteina insecticida

Cry1 de Bacillus thuringiensis.
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5. HIPOTESIS

“La proteina Cryl de Bacillus thuringiensis se expresa satisfactoriamente en la levadura

Yarrowia lipolytica™
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6. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Seleccion de cepas de Bacillus thuringiensis
Visualizacién macroscépica y microscopica

v

Extraccion de ADNp
/
Diagnéstico de genes Amplificacion  por
cryl contenidos en cada PCR a ORFcry ¥
cepa toxina cry
/
Clonacién de insertos
en vectores de
clonacién (pGEM T
Easy, pDnve, Topo
2.1)
\
Extracciéon de ADNpde | Transformaci¢n en
las transformantes A B coli
W
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(ORF y toxina) en vectores
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pYLEX]
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material Biologico:
Se emplearon diversas cepas bacterianas de B. thuringiensis asi como células competentes de

E.coli, ademés de la levadura Y. lipolytica. (Cuadro 4)

Cuadro 4. Material bioldgico utilizado en este trabajo.

Microorganismo Genotipo Referencia Uso

Escherichia coli

HB101 F-, thi-1, hsdS20 (rg-mg-), Promega® Transformacion
SUpE44, recAl3, ara-14,
leuB6, proa2, lacY1,
galK2, rpsL20 (str"), xyl-5,
mtl-1

JM109 endAl, recAl, gyrA96 , Promega® Transformacién
hshR17 (rk- mg’), relAl,
supE44, A(lac-proAB), [F’,
traD36, proAB,

laclZAM15].

Strataclone endA, lacZAM15, recA, Agilent Transformacion
tonA, F’ Technologies®

Bacillus

thuringiensis

GM7 cryl Howard Amplificacion

Dulmage genes cry

GM10 cryl @ <

HD551 cryl ¢ "

HD133 cryl @ ©

HD273 cryl @ ©

HD27 cryl ¢ ¢

HD29 cryl ¢ ¢

Dipel cryl o o
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Thuricide
Yarrowia
lipolytica
Pola

Polg

Polg Tox1(l)

Po1gBtORF(I)

PolgBtTox1(R)

PolgBtCrylAc(R)

cryl

(Mat A, Leu 2-270, Ura
3-302)

Mat-A, Leu 2-270, Ura 3-
302::URA3, xpr2-332,
axp-2.

Mat-A, Leu 2-270, Ura 3-
302::URA3, xpr2-332,
axp-2. Tox1

Mat-A, Leu 2-270, Ura 3-
302::URA3, xpr2-332,
axp-2. crylAc

Mat-A, Leu 2-270, Ura 3-
302::URA3, xpr2-332,
axp-2. Tox1

Mat-A, Leu 2-270, Ura 3-
302::URA3, xpr2-332,
axp-2. crylAc

INRA- Francia

Yeastern

Biotech, Co.®

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(%)

Expresion

proteina Cry

¢

Expresion de la

toxina cry

Expresion de la

proteina CrylAc

Expresion de la

toxina cry

Expresion de la

proteina CrylAc

7.1.1 Plasmidos:

Se emplearon diversos plasmidos, unos para realizar la clonacion de los segmentos y realizar

las diversas manipulaciones y mantenimiento de los genes de interés y otros para la expresion de

la proteina Cryl de Bt en Y. lipolytica. (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Plasmidos de clonacion/expresion usados en el presenta trabajo

Plasmido de clonacién en E. coli Plasmido de clonacién en E. coli
Amn | 2009 T4 ;I? promoler
Sc3 11890 Nae| 2707, Apz | sla1't origin gf‘?.ﬂ
1 orl /:3&: ;ﬂ . iz.:ﬂ
o BomHI
amp’ / BstZ1 | 37 §“ ) Eccll
PGEM®-TE3sy  (scz Notl | 42 $
Vector : Egllill ig “'? . Ecoll
(3015bp) - 5°  pDrive Cloning Vector o
spel | 64 3.85kb A
\ & E
E§rZ| 77 AwrllfSnd
Psrl Ul Mhel
orl Ssfl 0 . Kbal
Ngel | o7 Eeora!
\ &8 [1% o
\ Nsf | 13? 2:3:
14 of
\ ?m LT 5P& promoter
Plasmido de clonacién en E. coli Plasmidods de clonacion recombinante con

ORFcry

PGEM T Easy

pC-ORFcryl

6 659 pb
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Plasmido de clonacién recombinante con
toxina cry

5 609 pb

Plasmido de expresion integrativo en Y.

lipolytica

NEAR IR)
Xom | (8T62)
EamH 5530
Py g6
Boyl 8675

Mukxple cloming
ste for insertion
of the gene

Cla | (7237)

Sl | 2042

pYLEX1
725%9bp

Bami (5320

Sycd (4624) 3 ‘%
N T (461K N o
S%¢ for genomic \:n 1 r::-&: = b r
Intergration &;' 1 C4604) \)

- 503 (4542)

Plasmidos de expresion replicativo en Y.

lipolytica

EcoRI (1)
EcoRl

B Konl(are)

BamHI(srz)
Pmll (593)

Pvull(s3sry

EcoRl (8064)

Pvull(sosry Sall (12200

pRRQ1

EcoRI (6729) 5025pb

Notl (2641)

Scal (82141
Pyvul(6103)

Plasmido de expresion recombinante

integrativo con toxina cry

Pl Toxina Cry
" ! Kenl

promater hpdd,

/ Ecort
primer Toxina F

pEI-BtTox

9530 pb

gene Amp
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Plasmido de expresion recombinante

integrativo con ORFcry

promoter hpdd_
Sall__
Fox

PEI-BtORF

10 804 pb

gene LEUZ

Plasmido de expresion replicativo
recombinante con ORFcry

primer ATG_
Pl |

rRRQ1Prom " -
promoter XPRZ_ ., '\

gene CrylAc
/ Kpnl

_ary1 forward

_Primer STOP
__Pmil

pER-BtCrylAc

12 542 pb

ARS 68

‘gene LEUZ

Plasmido de expresion recombinante

replicativo con toxina cry

promoter XPR2, Kpnl

-~ 8.
P
7.5k
= Bl

7 Pl
Toxina Forward

pPER-BtTox e

AR5 68

11 309 pb
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7.1.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizaron en el presente estudio se mencionan a continuacion:
Caldo Luria-Bertani: 10 g/l de Bactopeptona, 5 g/l Extracto de levadura, 10 g/l de Cloruro de
Sodio (Ibi Scientific®).

Agar Luria Bertani: 10 g/l de Bactopeptona, 5 g/l Extracto de levadura, 10 g/l de Cloruro de
Sodio y 15 g/l de agar agar (Ibi Scientific®) el cual fue suplementado con 100 pg/mL de
ampicilina (Excipin®), 500 uM de IPTG (Promega®) y 40 pg/mL de X-Gal (Promega®) cuando
fue requerido.

Agar YNB: 1.7 g/l de la mezcla Base de Nitrogeno para Levaduras (YNB) (Difco®), 5 g/l de
Sulfato de amonio (Reserch Organics®), 20 g/l de Dextrosa (Research Organics®), 20 g/l de

agar agar (Research Organics®) suplementado con 0.01% de Uracilo (Sigma®).
Caldo YPD (Difco®): 10 g/l de extracto de Levadura, 10 g/l de peptona, 20 g/l dextrosa.
Agar PDA (Difco®).
7.1.3 Condiciones de cultivo
Las cepas bacterianas de E. coli. fueron inoculadas en caldo LB. Para el caso de Bt estas

cepas se activaron a 30°C en estufa de incubacion durante 16 horas, mientras que las cepas de E.

coli fueron propagadas a 37°C con una agitacion constante a 200 rpm, durante 12 h.

La cepa de Y. lipolytica se activo en agar PDA, mientras que para su propagacion se realizé
un cultivo en medio YPD liquido y se incubé a 30°C con agitacion constante a 300 rpm, durante
10 h.

Las transformantes de Y. lipolytica se distribuyeron en placas de YNB (Polg), y las
tranformantes de la cepa Pola a las placas se les adiciono uracilo, ambas cepas de incubaron a

una temperatura de 30 °C durante 48 h.

39



7.2 Visualizacion de morfologia microscopica de Bacillus thuringiensis

Las células de Bt se incubaron a 30°C durante 16 horas en agar LB. Transcurrido el periodo
de la incubacién, fue preparado un frotis del cultivo, colocandolo en un portaobjetos y
exponiéndolo suavemente a la flama del mechero para su fijacion por medio de calor. Las células
bacterianas fueron tefiidas mediante la técnica de Gram. La morfologia fue observada empleando

un microscopio de campo claro Olympus® modelo BX 41 con el objeto de inmersién de 100X.

7.2.1 Extraccion de ADN plasmidico

La obtencion del ADNp de las cepas de referencia de Bt se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito por Reyes e Ibarra (2008), con la siguiente modificacion: la precipitacion del ADN se

realiz6 incubando el material a -80 °C durante una hora en lugar de -20°C durante toda la noche.

La extraccion del ADNp de las clonas recombinantes de E. coli se llevé a cabo mediante el
protocolo descrito por Birboim y Dolly (1979). En algunos casos fue utilizado el kit comercial
Wizard SV Minipreps de Promega ®, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

7.2.2 Visualizacién de acidos nucleicos

Para la visualizacién y verificacion de los acidos nucleicos, estos fueron sometidos a una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En cada pozo del gel se deposité una mezcla de los
siguientes componentes: 1uL de Syber Gold 100 X (Invitrogen®), mas 2 puL de Orange G
(Sigma®) y 1puL de TE 0.1X (10mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA), adicionando el ADN cuyo
volumen varia de acuerdo a su procedencia, tomando 3 pL cuando se trat6 de ADNp, 5 pL
cuando se tratd de un producto de PCR, y 10 pL si fue el producto de una reaccidn de restriccion,
empleando en cada separacion un marcador de peso molecular de ADN (1Kb, Promega®) como
referencia de la migracion. Las corridas fueron realizadas empleando el amortiguador de corrida
TAE 1X (40mM Tris, 20mM acido acetico, 1ImM EDTA), a 80 volts durante 1 hora. Las
iméagenes de los geles fueron visualizados y registrados mediante el uso del fotodocumentador

Molecular Image® Gel Doc™ XR System, con el programa QualityOne® version 4.6.7.
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7.3 Disefio de oligonucledtidos

En el presente estudio, se utilizaron oligonucleétidos generales y especificos previamente
reportados en la literatura para los genes cryl, crylAa, crylAb, crylAc y crylF de Bt (Cuadro 6),
mientras que otros fueron disefiados como los oligonucleétidos denominados ORF cry, asi como

los codificantes a la toxina Cry.

Para el disefio de los iniciadores ATG-STOP cry asi, como los oligonucle6tidos que
amplifican la toxina, se descargaron las secuencias completas correspondiente a la proteina Cryl
de Bt, tomadas de la base de datos del NCBI. Estas secuencias fueron empleadas para realizar un
alineamiento multiple con el programa Unipro (UGENE version 1.9.5). El disefio considerd el
codén de inicio y de terminacion del alineamiento consenso, mientras que para los
oligonucleotidos que codifican Unicamente la toxina, se consideraron la posicion de los cortes
proteoliticos que la generan en 1le”® el extremo amino terminal, asi como Lys°? en su extremo
carboxilo terminal. Para facilitar la subclonacion en el vector de expresion, a los
oligonucledtidos disefiados se les adiciono el sitio de restriccion que reconoce la endonucleasa
Pmll.
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Cuadro 6.0ligonucledtidos utilizados en el desarrollo experimental

Tamafio
Gen Secuencia 5’ 3’ esperado Referencia

Cryl Gral. ‘TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT 277 pb (Ben-Dov et al., 1997)

CATGATTCATGCGGCAGATAAAC

Cryl Aa MDATYTCTAKRTCTTGACTA 1283 pb (Juarez-Perez, 1997)
TTCCCTTTATTTGGGAATGC
CrylAb MDATYTCTAKRTCTTGACTA 1371 pb (Juarez-Perez, 1997)

CGGATGCTCATAGAGGAGAA

Crylac MDATYTCTAKRTCTTGACTA' 844 pb (Juarez-Perez, 1997)
GGAAADTTTCTTTTTAATGG

CrylF TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC 177 pb (Ceron, Ortiz, & Quintero, 1995)
CGGTTACCAGCCGTATTTCG

ATG ATTCACGTGATGGATAACAATCCGAACATC 3549 pb Este trabajo

STOP AATCACGTGCTATTCCTCCATAAGGAGTAA

Toxina F ATCACGTGATGATCGATATTTCCTTGTCGCTAAC 1780 pb Este trabajo

Toxina R ATCACGTGCTAAGTAACTGGAATAAATTCAAATC

M13 Forward TGTAAAACGACGGCCAGT

r-RRQ1 Prom. ACAGATTTTCACTCCACACA Este trabajo

f-RRQ1 Term.. TCATATCGGAGCCGGGGGCA Este trabajo

6560 F GATCCGGCATGCACTGAT YLEX Kit

6904 R AACACCGGTGTTGGACTCAG YLEX Kit

7.4 Identificacién de los genes cryl especificos mediante PCR

Se llevo a cabo mediante PCR, la identificacion de genes del tipo cryl en cada una de las
cepas de Bt utilizadas en este estudio, donde se emplearon diferentes juegos de oligonucleétidos,

descritos en la seccion anterior.

Una mezcla de reaccion tipica de PCR se realizo siguiendo las proporciones de los siguientes
reactivos: 100 pg de ADNp, 6 pL de amortiguador 5X, 1.5 mM de MgCl,, 10 mM de dNTs, 0.2
mM oligonucle6tido sentido, 0.2 mM oligonucleétido antisentido, 2 unidades de GoTaq DNA
polimerasa (Promega®), Agua MiliQ estéril para completar un volumen final de reaccion de 30
pL. Finalmente la reaccion de polimerizacion se realizé en un termociclador GeneAmp® PCR
System 9600 PE de Applied Biosystems®.
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Para la amplificacion de la secuencias codificantes de los diferentes genes cry de las cepas de

referencia, las condiciones se encuentran descritas en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Condiciones de amplificacion para los diferentes genes cry de Bt.

Gene Paso inicial 30 ciclos Paso final
Cryl 94 °C por 2 min 94 °C por 1 min, 72 °C por 5 min
56 °C por 35 s,

72 °C por 1 min

CrylAa 94 °C por 2 min 94 °C por 1 min, 72 °C por 10 min

Cry1Ab 45 °C por 45 s,

CrylAc 72 °C por 2 min

CrylF 94 °C por 2 min 95 °C por 1 min, 72 °C por 5 min
44 °C por 1 min,
72 °C por 1 min

Toxina cry 94 °C por 2 min 94 °C por 1 min, 72 °C por 5 min
60 °C por 1 min,
72 °C por 2 min

ORF cry 94 °C por 2 min 94 °C por 1 min, 72 °C por 10 min

60 °C por 1 min,

72 °C por 3 min

7.4.1 Purificacion de ADN amplificado

Los productos de PCR, asi como los fragmentos de ADN digeridos por endonucleasas fueron
separados en gel de agarosa al 1 %, durante 2 horas a 100 volts. La banda de interés fue

rescatada y purificada con el kit Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System siguiendo
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las instrucciones del proveedor. EI volumen final de resuspension fue de 40 pL en todos los

Casos.

7.5 Clonacion de los genes de interés

El producto de amplificacion del gen cryl (ORF o toxina) purificado se ligd a un vector
comercial de clonacion (0 GEM®-T Easy Vector System (Promega), o bien el TOPO 2.1 PCR®
(Invitrogen) pDrive (Qiagen®)en una relacion 2:linserto-vector utilizandoluL de vector bajo las
siguientes condiciones: 50 pg del producto de PCR fresco, SuL. de Buffer de ligasa 2X y 3 U de
la enzima T4 Ligasa (Promega®) en un volumen final de 10 L, esta reaccion se incub6 durante

15 min a temperatura ambiente.

7.5.1 Construccion del vector de expresion

Los vectores utilizados para la expresion de la proteina Cryl de Bt en Y. lipolytica, fuéron el
pRRQ1 de tipo replicativo, asi como el vector comercial pYLEX1 de tipo integrativo, los cuales

primeramente fueron preparados bajo los siguientes tratamientos:

7.5.2 Digestiones enzimaticas

Inicialmente el vector pRRQ1 fue digerido con diferentes enzimas para confirmar su
identidad. Se realizaron diversas digestiones con las enzimas Pmll (Biolabs®), EcoRlI
(Promega®, Roche®), BamHI (Invitrogen®), Kpnl (Promega®, Invitrogen®), Ncol
(Invitrogen®), Pstl (Invitrogen®), Pvull (Biolabs®) cada una de las enzimas empleadas fue
segun su disponibilidad. En tantp el vector comercial pYLEX1 se lineariz6 con la endonucleasa
Pmll. Una reaccidn tipica consistio en usar 10 pg de ADNp, 3uL de amortiguador de reaccion
10X, 1pL de enzima equivalente a 5 U, H,0O esteéril para un volumen final de 30uL, en el caso
especifico de la enzima Pmll se agregd 0.3 puL de BSA. El periodo de incubacion fue de 3 a 12
horas dependiendo de la enzima a una temperatura de 37 °C. Finalmente en cada una de las
reacciones se llevd a cabo la inactivacion de la actividad enzimatica bajo el tratamiento de 65 °C

por 15 min, en todos los casos.

El plasmido fue digerido con la enzima Pmll como se describié arriba, la digestion fue
sometida a una separacion en gel y se purifico la banda de interés (lineal aprox. 9 Kb en el caso
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del vector pRRQ1 y de 7 259 para el vector pYLEX1) como se describio en la seccion

correspondiente.

7.5.3 Desfosforilacion del VVector

Para aumentar la eficiencia de la reaccion de ligacion del inserto al vector de expresion, este
altimo fue sujeto a una desforforilacion con la enzima TSAP de Promega®, en la cual se
tomaron 10 ug del vector, 2uL de amortiguador MULTI-CORE™, 2 unidades de Enzima TSAP
(Fosfatasa Alcalina TermoSensible) y 10 puL de H,O para un volumen final de 20uL. Esta
reaccion se incubd por 15 min a 37 °C. Transcurrido este periodo se llevd a cabo la inactivacion
de la actividad enzimatica a 74°C durante 15 min. Cuando se utiliz6 la enzima CIAP (Fosfatasa
Alcalina Intestinal de Ternero), se utilizaron 15 pg del vector, 4 uL de Buffer CIAP, 1 uL de la
enzima y H,O estéril para tener un volumen final de 30 uL el cual se incubd a 50°C durante 1
hora para su optima actividad. Finalmente se procedi6é a eliminar la enzima, por medio de la

columna SV Clean Up Wizard de Promega ®, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

El inserto fue preparado de la siguiente manera: 1 pg producto amplificado y purificado bajo
las condiciones mencionadas anteriormente fue digerido con la enzima Pmll, al final de la
reaccion el segmento fue purificado por columna SV Clean Up Wizard de Promega® y se

verifico su integridad y la concentracion por medio de un gel de agarosa.

Una vez preparado el vector y el inserto se llevo a cabo la reaccion de ligacion utilizando 50
ng de vector con 50 ng de inserto esto da una proporcion de 1:3 molar vector-inserto, utilizando
5 pL de buffer ligasa 2X y 3 U de T4 ligasa en un volumen de 10 uL, la reaccion se incub6 por

15 min a temperatura ambiente.

7.5.4 Rellenado de los extremos 3’

En algunos casos el vector y los extremos no fueron compatibles con los insertos; para lo
cual fue necesario rellenar los extremos o bien rasurarlos. La reaccion de rellenado se realizd
usando el Fragmento Largo de la Polimerasa Klenow (Invitrogen), en el cual se adicion 10 ng
de ADN, 0.5 mM de cada dNTPs, 3uL de buffer de reaccion, 0.5 U de Polimerasa Klenow y
H,O mili Q estéril para tener un volumen final de 30 pL. Todos estos compuestos se

homogenizaron por medio de pipeteo suave, posteriormente esta reaccion se mantuvo en hielo
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durante 20 min, en este periodo se llevo a cabo la incorporacion de los nucleotidos a los
extremos, finalmente la inactivacion de esta enzima se realizé por medio de calor durante 10 min

a una temperatura de 75 °C.

7.5.5 Rasurado de los extremos 5° con S1 Nucleasa

Para la reacciones de rasurado de los extremos cohesivos se prepard el buffer de reaccion
especifico para la nucleasa S1 el cual contiene: 0.28 M NaCl, 0.05 M de acetato de sodio pH 4.5,
45 mM ZnSO, 7H,0. Se agrego6 la enzima S1 a una concentracion de 500 U/ mL. Segln
Sambrook y Rusell en 2001, de esta mezcla se tomaron 5 pL mas 10 pg de ADN aforando con
agua miliQ para un volumen de 50 pL, durante un periodo de incubaciéon de 15 min a 37°C, se
llevd a cabo la actividad enzimatica, esta enzima se elimind por medio de una purificacion en

columna SV Clean Up Wizard de Promega®.

7.6 Transformacion genética de los organismos

Los diversos productos de las ligaciones se utilizaron para transformar células quimico
competentes de E.coli de acuerdo a Sambrook y Rusell en 2001. El fundamento bésico de la
incorporacion del ADN exdgeno se realizd a través de un choque térmico a 42°C durante 50 seg.
Posteriormente, la seleccion de las clonas recombinantes se observd por su resistencia a
ampicilina y por la alfa-complementacion utilizando 500 puM de IPTG y 40 pg/mL de X-Gal,

después de un periodo de incubacion a 37°C durante 16 horas.

La transformacion genética de las cepas Polg y Pola de Y. lipolytica, fue desarrollada
utilizando el protocolo de transformacién descrito por Xuan et al. en 1988, con una modificacion
en la concentracion del acetato de litio ajustando a 1 M en lugar de 0.1 M que normalmente es
utilizado en el protocolo base. La seleccion de las transformantes se realizé por su auxotrofia a

leucina.

7.7 Secuenciacion

Algunos productos de amplificacion asi como clonas recombinantes fueron sujetos a una
reaccion de secuenciacion, utilizando el oligonucledtido Cryl general forward. y el
oligonucleotido M13 forward. Bajo las condiciones de reaccion descritas en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Componentes usados para la reacciéon de secuenciacion.

Reactivo Volumen
Buffer Big Bye 5X 4 uL

Big Dye 3.1 ReadyMix 4 uL
Oligonucleotido 1 pL (0.5 uM)
ADN 1-3 pL (20 ng)
H,0 9 L
Volumen Final 20 pL

La reaccion se llevdo a cabo en un termociclador Perkin Elmer® bajo las siguientes
condiciones: Un ciclo de 96 °C por 1 min, 25 ciclos de 96 °C por 10s.,50 °C por5s., 60 °C

por 4 min.

Al final de la reaccion de amplificacién el producto se purificd utilizando el reactivo
Xterminador, para lo cual se utilizaron 10 pL de la reaccion de amplificacion y 45 pL de la
solucién SAM. La mezcla se incub6 a 25 °C por 30 min a 14 000 rpm en el agitador térmico, se
tomaron 10 pL de la reaccion de secuenciacion la cual fue depositada en equipo capilar modelo
ABI PRISM 3130 de Applied by Systems™.

7.7.1 Anadlisis de las secuencias
Las secuencias generadas fueron analizadas y editadas en los programas Chromas Lite 2.01,

0 UniproUGene version 1.10.3. Finalmente, la secuencia editada se comparé con la base de datos

del NCBI, para determinar la identidad de dicha secuencia a través de un analisis tipo BLAST N.
7.8 Expresion de las proteinas
La deteccion de la expresion de la proteina recombinante Cryl de Bt en Y. lipolytica, por un

lado, se realiz6 mediante una separacion en gel de poliacrilamida y se reveld con el reactivo azul

de Coomasie y de esta manera se comparo el perfil proteico entre las diferentes cepas utilizadas,
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por otro, fue necesario utilizar la deteccidon especifica mediante anticuerpos, utilizando tiras

reactivas QuickComb™ de Envirologix® especificos para las proteinas Cryl Ab/Ac.

Las muestras de la levadura recombinante, se prepararon de la siguiente manera: Las
proteinas son obtenidas de extractos crudos del crecimiento de la levadura, el cual ha sido
crecido toda la noche en medio YNB a una temperatura de 30 °C, con una agitacion de 300 rpm.
Este cultivo se centrifugd a 3500 rpm y se descarto el sobrenadante, se adicionaron 25 pL de
buffer de carga, se agitd en vortex hasta homogenizar el sedimento con el buffer y se calento a
99 °C por 20 min en agitador térmico, posteriormente se centrifugd por 2 min a 5000 rpm vy se
colocd en hielo, del sobrenadante se depositan los 20 pL en el pocillo del gel.

Sin embargo, para incrementar la calidad y concentracion de las proteinas, las transformantes
del plasmido integrativo se crecieron en medio YPD, mientras que las transformantes con el
vector replicativo se crecieron en medio YNB, donde una colonia se tomé e inoculé en un matraz
de 250 mL a 30 °C con agitacion de 300 rpm por un periodo de 5 dias, posteriormente 50 mL del
cultivo se centrifugd para la obtencién de las proteinas totales donde se empleo el kit Red Protein
Yeast de MP Biomedicals™. Asi como del homogenizador Sigma Aldrich® durante 2 min a una
velocidad méxima para la completa lisis celular, esta columna se centrifugé a 1 200 rpm vy el

sobrenadante se tom6 como muestra para la deteccién de la proteina Cryl.

Los geles de poliacrilamida fueron preparados siguiendo las instrucciones de los protocolos
descritos en Sambrook y Rusell en 2001. Primeramente, se realiz6 la preparacion de
Bis/Acrilamida asi como de los buffers de carga, de corrida, soluciones de tincion y de lavado.

La preparacion de los siguientes buffers se realizo como se describe a continuacion:

Bis/Acrilamida: la preparacion de este reactivo se realiz6 pesando 38.93 g. de Acrilamida,
1.07 g. de Bis-Acrilamida y se aforo a 100 mL con H,O estéril, se filtro y se desgasifico; este

buffer se mantuvo a 4 °C en un frasco &mbar o cubierto con aluminio.

El buffer de corrida tris-glicina: Se prepard a partir de una solucion madre o Stock 5X (15.1 g
de Tris base, 94 g de glicina grado electroforesis, 50 mL de SDS 10 % grado electroforesis),

posteriormente se hace la dilucion de trabajo correspondiente 1X.
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El amortiguador de carga se prepar0 bajo las siguientes concentraciones: 50mM de Tris-Cl
pH 6.8, 100 mM de Ditiotreitol (DTT), 2 % de SDS grado electroforesis, 0.1 Azul de
Bromofenol, y 10% glicerol, este buffer se almaceno a 4 °C, siendo el DTT el reactivo que se
adiciono antes de ser usado el buffer de carga.

Las proteinas en el gel de acrilamida fueron reveladas a través de la tincion con el reactivo
azul de Coomasie, para preparar la solucion, se disolvio 0.25 g de azul de Coomasie en 90 mL de
metanol: H,O (1:1 v/v) y se agregd 10 mL de &cido acético glacial, finalmente se filtro y se
mantuvo a temperatura ambiente. Una vez corrido el gel este se separd del dispositivo y fue
colocado en un recipiente con 250 mL del reactivo de Coomasie, posteriormente se puso en
contacto con el reactivo durante 5 horas en agitacion constante a 50 rpm, durante este periodo se
llevaron a cabo diversos lavados para eliminar el exceso de tincién en el gel con una solucion de
lavado la cual incluye 500 mL de metanol, 400 mL de H,O estéril y 100 mL de acido acético
glacial hasta la aparicion de bandas discretas.

El gel SDS-PAGE contiene dos fases. Una resolutiva que es la que lleva una concentracion
del 8 % de acrilamida la cual, una vez polimerizada, se forma la segunda fase que se denomina
de apilamiento o concentradora, esta consiste en poliacrilamida al 5 %. La preparacion del gel se
realizd de acuerdo a los componentes del cuadro 9 y 10, el reactivo Temed se agrega al final ya

que este inicia la polimerizacion.

Cuadro 9. Reactivos usados para la preparacion del gel SDS-PAGE al 8 %

Reactivo Volumen
Acrilamida 30% 2.7 mL
1M Tris pH 8.8 2.5mL
SDS 10% 100 pL
PSA 10% 100 pL
Temed 6 pL
H,0 4.6 mL
Volumen Final 10 mL

Se mezclé por pipeteo, y al final se afiadid el isopropanol, hasta la polimerizacion del gel.
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Cuadro 10. Reactivos usados para la preparacion del gel SDS-PAGE al 5 %

Reactivo Volumen
Acrilamida 30% 830 uL
1M TrispH 6.8 630 uL
SDS 10% 50 pL
PSA 10% 50 pL
Temed 5uL
H,O 3.4 mL
Volumen Final 5mL

La separacion de las proteinas en los geles de corrida, se realiz6 a 100 volts en la fase de
apilamiento, después se aumentd a 180 volts en la fase de separacion, la corrida se realiz6 por 5
horas a temperatura ambiente, se utiliz6 como referencia de la migracion el marcador de peso
molecular Color Plus Prestained Protein Ladder 10-230 kDa (Biolabs). La imagen del gel fue
registrado en el fotodocumentador de geles y la imagen se analiz6 con el programa Quatity One

version 4.6.7., para un analisis comparativo en el patron de bandeo.
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8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacion de Cepas de Bacillus thuringiensis y Yarrowia lipolytica

En el presente trabajo fueron utilizadas nueve cepas de Bt. Las cepas de Bt, fueron
seleccionadas por su morfologia en agar LB, en un periodo de 12 horas y a una temperatura de
30 °C [Figura 8(A)], todas las cepas mostraron una morfologia macroscopica similar, registrando
las colonias de aproximadamente 1 cm de didmetro, coloracion blanca, opacas, con bordes
irregulares; posteriormente mediante el analisis de microscopia de contraste de fases las cepas
GM7, GM10, HD29, HD27, Dipel y Thuricide mostraron los cristales bipiramidales, estos
cristales son tipicos de las cepas que contienen al menos un gen cryl [Figura 8 (B)], sin
embargo, en las cepas HD133, HD551 no fue posible localizar alguna estructura de tipo cristal

bajo estas condiciones de microscopia.

Figura 8. A) Morfologia macroscépica de Bt después del crecimiento en agar LB por un periodo de 12 horas y una
temperatura de 30°C B) Morfologia microscdpica proveniente de un frotis bacteriano de Bt donde se observa: a) la
espora asi como cristales bipiramidales tipicos del producto génico cryl de esta bacteria (b). Observacion al
microscopio 100X.

Mientras tanto las cepas Polg y Pola de Y. lipolytica que se utilizardn, se crecieron en agar
PDA durante 48 horas, para la visualizacion macroscopica [Figura 9 (A)], observandose
colonias blancas, opacas, de consistencia cremosa y bordes lisos. Posteriormente la colonia se
observo bajo el microscopio con un aumento de 100X [Figura 9 (B)], mostrando el crecimiento
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tipico levaduriforme con forma ovoide. En la Figura 10 (A), se muestra la morfologia
macroscopica de crecimiento de Y. lipolytica en un medio minimo (YNB), observandose la
produccion de micelio, ademas en la visualizacion microscépica [Figura 10 (B)] se logran
observar las hifas.
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Figura 9. A) Morfologia macroscopica tipica de Y. lipolytica crecida en medio PDA. B) El crecimiento de la

levadura es mayoriatariamente levaduriforme, aumento 100X.
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Figura 10. A) Morfologia macroscopica de Y. lipolytica crecida en medio minimo YNB. B) Morfologia

microscopica bajo un aumento 100X donde se observa una morfologia aparante de crecimiento micelial.

8.2 Caracterizacién molecular de Bacillus thuringiensis

Debido a que la secuencia codificante de los genes cry se encuentran principalmente en los
plasmidos, la extraccion se realiz6 de acuerdo a lo sefialado en materiales y métodos, obteniendo
ADN de calidad y cantidad, el cual constituyd el molde para las diversas reacciones de
amplificacion (Figura 11).
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Figura 11. Perfil plasmidico de las diferentes cepas de Bt utilizadas, el corrimiento se realizé en agarosa al 0.8 %,
las muestras han sido depositadas en el siguiente orden. Carril 1) GM7, 2) GM10, 3) HD27, 4) HD29, 5) HD133, 6)

HD277, 7) HD551, 8) Dipel, 9) Thuricide.

A partir del ADN plasmidico de las cepas de Bt anteriormente descritas en la seccion de
materiales y metodos, se realizaron diversas amplificaciones con oligonucleotidos tanto
generales como especificos para determinar el contenido de genes del tipo cryl en cada cepa,
estos datos se encuentran condensados en el Cuadro 11. Aqui se observa que en todas las cepas,
se logra la deteccion de al menos un gen cryl y en consecuencia, con los oligonucleétidos
generales deberia de ser positiva la reaccion. Sin embargo destaca la cepa HD27 en la cual la

reaccion fue negativa.
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Cuadro 11. Amplificaciones de los diferentes genes cry mediante PCR en

las cepas utilizadas en este trabajo

Genes
Cryl
Cepa general CrylAa CrylAb CrylAc CrylF
GM7 Si No No No No
GM10 Si No No Si No
HD27 No No No Si No
HD29 Si No No No Si
HD133 Si No No No Si
HD273 Si No No No No
HD551 Si No Si Si No
Dipel Si No No Si Si
Thuricide Si No No Si No

Una vez realizada la caracterizacion de las cepas, se disefiaron los oligonucle6tidos que
amplifican el ORF del gen cryl, esto mediante un alineamiento mdltiple de diferentes secuencias
descargadas del Gene Bank. En la Figura 12 se muestra el alineamiento multiple en el programa
U Gene, en el cual se disefid el oligonucleétido ATG, asi como el oligonucledtido denominado
STOP. Las flechas negras indican los nucleédtidos tomados para la sintesis de estos

oligonucledtidos. Ambos corresponden al inicio y el final del gen cryl respectivamente.
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Figura 12. Alineamiento multiple de la secuencia de genes cryl, la flecha indica la zona seleccionada para el disefio

del oligonucledtido.

Cada una de las cepas referenciadas en materiales y métodos, se le realizé la amplificacion

para generar el marco de lectura abierto (ORF) completo, y el resultado, indica una amplificacion

positiva practicamente en todas las muestras a excepcion de la cepa HD27. El fragmento

amplificado fue de una talla aparentemente constante de aproximadamente 3.5 Kb (Figura 13).
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Figura 13. Amplificacién del ORF cryl en las diferentes cepas utilizadas en este trabajo, se observa una banda
Unica de aproximadamente 3500 pb en gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1) Marcador de peso molecular 1 Kb Promega
® 2) cepa GM7 3) GM10 4) HD27 5) HD29 6) HD133 7) HD273 8) HD551 9) Dipel® 10) Thuricide®.

8.3 Confirmacion del gen cry por Secuenciacion

A partir del ADN plasmidico de las clonas recombinantes cry, la reaccion de secuenciacion
con un juego de oligonucle6tidos ver Cuadro 6, el cual dio como resultado la secuencia del gene
clonado. Estos valores obtenidos confirman que dicha amplificacién se trata de un gen del tipo
crylAc, el cual es proveniente de la cepa GM7. En el Cuadro 12 se muestra los cinco primeros
valores arrojados en el andlisis tipo Blastn, este segmento consta de 3 546 pb desde al codon
ATG hasta el codon STOP.
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Cuadro 12. Analisis tipo Blastn del gen cryl amplificado mediante PCR de la cepa GM7

Accesion Descripcion Resultado  Resultado  Cobertura Valor Identidad

maximo Total E maxima
AJ130970.1  Gene codificante proteina 6510 6510 99% 0.0 99%

cristal de Bacillus

thuringiensis

AY925090.2  Bacillus  thuringiensis 6501 6501 99% 0.0 99%
serovar kenya cepa
HD-549 CrylAc

M73248.1  Bacillus  thuringiensis 6501 6501 99% 0.0 99%
gene crylA(c)

HMO61081.1  Bacillus  thuringiensis 6945 6945 99% 00 99%
strain  ZQ-89 proteina

cristal insecticida, gene

CrylAc

DQ285666.1  Bacillus  thuringiensis 6484 6484 99% 0.0 99%
delta-endotoxina  gene
(crylAc)

Para realizar la amplificacion de la toxina, Unicamente la cepa comercial Thuricide® se
utilizé como templado para la amplificacion, debido a que ya se ha reportado la toxicidad de esta
cepa. El producto de amplificacion resultante fue de aproximadamente 1700 pb. En este caso, al
emplear las condiciones descritas en materiales y métodos, la amplificacion no fue clara por lo
que fue necesario estandarizar las condiciones de amplificacion especificas. En ellos se probaron
diferentes temperaturas de alineamiento donde 60 °C muestra ser la temperatura 6ptima. Esta

amplificacion se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Temperaturas de alineamiento para la amplificacion de la toxina cry, en gel de agarosa al 0.8%, usando
como molde ADN plasmidico del producto comercial Thuricide®. MPM) Marcador de peso molecular 1Kb
Promega® 2) Temperatura de alineamiento con 63 °C 3) Amplificacién con temperatura de alineamiento a 60 °C,
siendo esta Ultima la temperatura dptima de amplificacion, ya que no presenta bandas inespecificas y corresponde al
tamafo esperado.

8.4 Clonacion de los insertos del gen cry

Cada uno de los fragmentos amplificados se lig6 al vector de clonacién disponible (\GEM®-
T Easy, Topo 2.1, pDrive), obteniendo transformantes con insertos provenientes de las cepas
GM7, H29, HD133, HD277, Dipel® y Thuricide®.

De cada transformacion se seleccionaron 10 clonas, las cuales dieron un resultado positivo en
la PCR en colonia diagnostico, utilizando los oligonucleétidos que amplifican el gen cryl
generales; sin embargo al poner a crecer las clonas correspondientes a la cepa HD133 en caldo
LB con antibiotico para su posterior extraccion de ADN plasmidico, no se observo turbidez lo
que indicaba que no habia crecimiento bacteriano, por lo tanto fue descartada del presente
trabajo; asi como las otras cepas en la cuales no se obtuvieron transformantes. Al final, la

obtencion del ADN plasmidico de las clonas recombinantes, se llevo a cabo con 10 clonas de la

58



cepa GM7, 10 clonas cepa HD29, 5 clonas cepa HD277, 10 clonas de cepa Dipel®, 10 clonas
cepa Thuricide® ORF, y finalmente 10 clonas de Thuricide® toxina.

Por conveniencia, se decidié tomar Unicamente un plasmido de clonacion recombinante que
contuviera el ORF cry, este inserto es proveniente de la cepa GM7 y fue denominado pC-
ORFcryl, en tanto el plasmido de clonacion recombinante con la toxina fue nombrado como

pC-Tox1, siendo la toxina clonada la amplificacion proveniente de la cepa Thuricide®.

8.5. Subclonacion del gen cryl en el vector de expresion

Posterior a la extraccion del ADN plasmidico, de estas clonas recombinantes las cuales
contenian los plasmidos pC-Toxl y pC-ORFcryl. Se llevd a cabo la digestion con la
endonucleasa Pmll, para liberar el inserto correspondiente a la toxina del plasmido pC-Tox1 el
cual consta de 5 609 pb., correspondiendo a 3850 pb del vector de clonacién pDrive, asi como
un fragmento de 1 759 pb afin al inserto de la toxina (Figura 15). Ademas en la Figura 16, se
muestra la digestion entre el vector pC-ORFcryl (6 659 pb), dando lugar a dos fragmentos,
siendo el vector de clonacion pGEM T-Easy (3 015 pb) y el ORFcry (3 546 pb). Observandose

en ambos casos una digestion exitosa.

- — 3850R0

. 1700 pb

Figura 15. Digestién de la clona pC-Tox1 con la endonucleasa Pmll. Donde se muestra en el carril 1) Digestién de
la clona recombinante, liberando el inserto de 1.7 pb. Asi como el vector pDrive de 3.85 pb, y en el carril 2) muestra

la clona recombinante sin ser sometida a digestion, carril 3) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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Figura 16. Digestion del plasmido recombinante pC-ORFcryl, digeridas con la enzima Pmll, en el carril 1 se
encuentra depositado el marcador de peso molecular 1 Kb Promega®. El carril 2 representa el ADNp sin ser
sometido a algun tratamiento de digestion y los carriles 3 y 4 corresponden a la digestién del plasmido pC-ORFcryl

con la endonucleasa Pmll.

8.6 Preparacion de los vectores de expresion

Los vectores de expresion aqui empleados pRRQ1 asi como pYLEX1® se sometieron a una
digesion con la enzima Pmll, obteniendo la linearizacion del vector pYLEX a las 5 horas en
termociclador [Figura 17 (A)], mientras que el vector pRRQ1 no se alcanzaba su completa
digestion independientemente del tiempo sometido a digestion, este periddo de incubacion varid
entre 2 a 16 horas en incubadora [Figura 17 (B)]. Esta digestién tuvo como resultado facilitar la
subclonacion, linearizando el vector y posteriormente ligarlo al inserto cry (ORF o toxina), sin
embargo en el caso del plasmido pRRQ1 dicha reaccion solo se produjo de manera parcial;

obteniéndose como fondo una forma sin cortar del plasmido.
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Figura 17. (A) Digestion del plasmido de expresion integrativo (pYLEX1) con la enzima Pmll en un periodo de 5
horas a 37 °C, carril 1) Plasmido pYLEX1 linearizado y en el carril 2 se muestra el plasmido pYLEX sin ser sometido
a algun proceso de digestion como control, teniedo como marcadr de referencia 1 kb de Promega®.

Figura 17. (B) Carril 3) Digestion del pldsmido de expresion replicativo (pRRQ1) con la enzima Pmll durante 13
horas a 37 °C. el carril 4 muestra el vector pRRQ1 sin someterse a algln corte con la enzima.

Los segmentos lineales, tanto de vector como de inserto, se recuperaron a través de gel y

posteriomente se realiz6 una transformacion para valorar el fondo de cada uno, antes de realizar
la ligacion.

8.7 Plasmidos recombinantes obtenidos en este trabajo
Finalmente en las clonaciones se obtuvieron plasmidos recombinantes con el ORF cry y la

toxina en plasmidos de clonacion, asi como en los plasmidos de expresion (pPRRQ1 y pYLEX1).
En el Cuadro 13 se sefiala cada uno de los plasmidos recombinantes obtenidos.
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Cuadro 13. Construcciones recombinantes desarrolladas en este trabajo.

Esquema de plasmidos recombinantes

Descripcion

PGEM TEasy
;

_rep_origin

pC-ORFcryl

(6 561 pb) e EcoRI

Vector pDrive,

,

pC-Tox1

5609 pb

Toxina Cry

Plasmido de Clonacion

recombinante

pC-ORFcryl (6 561 pb)

Amp', CrylAc

Plasmido de Clonacion
recombinante

pC-Tox1 (5 609 pb)

Amp', Kan", Toxina cryl
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gene CrylAc
J

CrylForw

promoter hp4d__k
SaII_‘____h y
Ly
PEI-BtORF

10 804 pb

Mot

'gene LEUZ2

Pll_ Toxina Cry

promoter hp4d ™,

RS

iKpnI

: ,-"‘
65k /
g &£

EcoRI
primer Toxina F
primer Toxina R
" Pmil
" BamHI
heeem __IKpnI

terminator XPR.2

pEI-BtTox

Notl

9530 pb

“Pyull

L

T,

%, EcoRI

. Pwull
gene LEUZ

Qri

gene Amp'

Plasmido de expresion
integrativo

PEI-BtORF (10 804 pb)

LEU2, Amp', CrylAc

Plasmido de expresion
integrativo

pEI-BtTox (9 530 pb)

LEU2, Amp', Toxina cry
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primer ATG, gene CrylAc
PmiL, | i Kpnl
rRRQ1Prom_ R
promoter XPR2 . '\._

_cry1 forward

_Primer STOP
=" Pmil

pPER-BtCrylAc

12 542 pb

.
gene LEUZ2

promoter XPR2,

pPER-BtTox

11 309 pb

*,
'gene LEU2

Plasmido de expresion
replicativo
pPER-BtCrylAc (12 542 pb)

LEU2, Amp', CrylAc

Plasmido de expresion
replicativo
pER-BtTox (11 309 pb)

LEU2, Amp', Toxina cry
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8.8. Andlisis de las clonas recombinantes en los plasmidos de expresion

En la transformacion de la levadura mediante el protocolo de Acetato de Litio se obtuvieron
18 X 10° transformantes en el caso de la transformacion con el vector replicativo, mientras que

con el vector integrativo resultaron 3 X 10* transformantes.

Al igual que las clonas recombinantes de E. coli, las clonas recombinantes de Y. lipolytica,

fueron analizadas por medio de PCR en colonia.

En el caso de las clonas donde se integraron los plasmidos pEI-BtTox y pER-BtTox, el
diagnostico se realizd con los oligonucledtidos que amplifican la toxina, Ver cuadro 6, donde se
observa una amplificacion evidente en todas las clonas, con una banda Unica de 1700 pb (Figura
18), evidenciando la insercion de la parte toxica en las clonas de Y. lipolytica.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 + -

Figura 18. PCR en colonia utilizando los oligonucleétidos que amplifican la toxina cry, donde se muestra en todos
los carriles una sefal positiva de amplificacién siendo el carril 10 y 11 los controles en la reaccion de amplificacion

positivo (+) y negativo (-). Teniendo como marcador de peso molecular 1 Kb Promega®.

Para el diagndstico de las transformantes obtenidas con el vector pEI-BtORF, se utilizaron los
oligonucledtidos que amplifican el gen cryl general como diagndéstico, en dicha amplificacion se

obtuvo una banda Unica y del tamafio esperado (277 pb) (Figura 19).
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Figura 19. PCR en colonia para el diagndstico a las transformantes con el plasmido de expresién pEI-BtORF,
utilizando los oligonucledtidos cryl generales. En los carriles 1, 7, 11, 13 se observa una sefial de amplificacion de
tamarfio esperado 277 pb, el cual corresponde en tamafio a la banda de amplificacion del control positivo (+) y

teniendo como referencia de peso el marcador 1 kb.

El diagnostico con las transformantes obtenidas con el plasmido pER-BtCrylAc, se
emplearon los oligonucleétidos ORF cry (Figura 20), en estas clonas el analisis no pudo ser
realizado con los oligonucledtidos cryl generales, ya que estos Gltimos tienen cierta homologia
con el plasmido de expresion pRRQ1, observandose una amplificacion de aproximadamente 300
pb en clonas que no contenian el inserto cry, por lo tanto en el caso de esta construccién el

diagnostico se hizo por medio de los oligonucle6tidos ATG y STOP.
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Figura 20. Diagnéstico en transformantes con el plasmido pER-BtCrylAc utilizando los oligonucleétidos ATG-
STOP, donde se observa en el carril 3 la amplificacion del tamafio esperado, y los controles de la reaccion positivos
(+) y negativo (-).

8.9 Verificacion de la orientacion del inserto

La verificacion de la orientacion de los plasmidos recombinantes integrativos (pEI-BtTox y
pEI-BtORF) se realizd por medio de secuenciacion con el oligonucle6tido 6904 R (Ver cuadro
6). Obteniéndose en cada caso 2 clonas de Y. lipolytica con la orientacion correcta.
Denominandolas PolgTox1(l) las que contenian la toxina, y dos clonas con el vector pEIl-
BtORF, dichas transfomantes se nombraron Po1gBtORF(l).

En el caso de la clona obtenida con el plasmido de expresion pER-BtCrylAc, la orientacion
se determind por medio de una reaccion de PCR con el oligonucle6tido cryl general sentido y
los oligonucleotidos rRRQ1 Prom y fRRQ1 Term. (Cuadro 6), en la siguiente imagen (Figura
21) se evidencia la conjugacién de los oligonucledtidos cryl general sentido con el
oligonucle6tido rRRQ1 Prom. (carril 1), aqui unicamente se observa un fondo correspondiente al
ADN plasmidico, en tanto la mezcla con los oligonucleétidos cryl general sentido y el

oligonucledtido fRRQ1 Term (carril 2), claramente se evidencia una amplificacion de
aproximadamente 400 pb.
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MPM 1 2

~ < 350pb

Figura 21. Amplificacién con oligonucle6tidos 1) cryl general forward y r-RRQ1 prom. 2) cryl general forward
con f-RRQ1 term., donde se observa una evidente amplificacién, teniendo como marcador 1 Kb de referencia

(Promega).

Posteriormente, la determinacion de la orientacion del inserto en el caso de las clonas
recombinantes del plasmido pER-BtCrylAc se realiz6 por medio de una reaccion de PCR con
los oligonucle6tidos toxina forward en ambos casos, y cambiando los oligonucleétidos rRRQ1
prom. y fRRQ1 term., donde las clonas que estuviesen en la orientacién correcta tendrian un
producto de amplificacion. En la Figura 22 se muestra la amplificacion, usando el juego de
oligonucledtidos, se muestra que las clonas 1 y 2, tienen el inserto en el sentido no deseado,

mientras que la clona numero 3 tiene el inserto en la orientacion correcta.

MPM 1 2 3 r 2 3

™ . o

Figura 22. Reaccion de PCR amplificando 3 clonas positivas con el vector de expresion pER-BtTox, para la
determinacion de la orientacion del inserto, en los primeros 3 carriles se muestra las clonas con el mix de

oligonucleétidos toxina forward y rRRQ1 prom., mientras que los siguientes carriles muestran las mismas clonas
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con el mix de oligonucledtidos toxina forward y fRRQ1 term. Teniendo en marcador de peso molecular 1 Kb de
referencia.

8.10 Analisis de la expresion en Gel SDS-PAGE

La extraccion de las proteinas totales de las clonas recombinantes, (PolgTox (I),
PolgBtORF(l), PolgBtCrylAc(R) y PolgBtTox1(R), asi como de la cepa Polg, se corrieron en
un gel SDS-PAGE, el cual se muestra el patron proteico en la Figura 23, y se muestra con una
flecha roja el tamafio esperado del la proteina completa ORF cry, y con flecha negra se sefiala el
tamafo en que se esperaba la toxina; sin embargo bajo estas condiciones, no se observa un
patrén evidente de expresion debido a la actividad del gen heter6logo, por lo que se propuso

hacer una determinacion inmunoldgica.

1 2 3 4 5 6 7 8 MPM

Figura 23. Gel SDS-PAGE de las proteinas totales de las clonas recombinantes; carril 1. Cepa Polg, carriles 2y 3
PolgBtTox1(R), carril 4 clona PolgBtCrylAc(R) Carriles 5 y 6 Transformantes PolgBtTox1(l) y carril 7y 8

Po1gBtORF(l). Teniendo como marcador de peso molecular Presteined Protein Broad Range, Biolabs®.
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8.11 Deteccidn de proteina Cryl en Yarrowia lipolytica

La prueba QuickComb™ realizada tiene 3 posibles lecturas del resultado, la aparicion de una
banda superior sefiala que la tira reactiva es Util pero es una reaccion negativa a la deteccion de la
proteina, dos bandas es el resultado de la deteccion de la proteina, es decir es positiva; ninguna
banda, la tira reactiva no es funcional, por lo que la reaccion se invalida. El resultado de las 8
reacciones de las transformantes, se observo la aparicion de 2 bandas, las cuales son evidentes,
como un control positivo a la reaccion, se utiliz6 el lisado proteico de la cepa de Bt Dipel, bien
caracterizada y que contiene un gen cryl y produce cristales bipiramidales, esta arrojo el
resultado positivo al mostrar las 2 bandas tipicas de la reaccion, mientras que en la cepa Polg
(cepa parental), se muestra Unicamente la banda superior, considerada como una reaccién

negativa (Figura 24).

Figura 24. Tiras reactivas a la proteina Cryl en Y. lipolytica en el siguiente orden: tiras 1 y 2 corresponden a las
transformantes PolgTox1(l), 3 y 4 PolgBtORF(l), en tanto la tira 5 representa las proteinas de la clona
PolgBtCrylAc(R), mientras que las tiras 6 y 7 corresponden a PolgBtTox1(R). Teniendo en como controles de
reaccion la tira positiva correspondiente a la cepa Dipel® de Bt, ademas teniendo como control negativo la cepa

silvestres Polg de la levadura Y. lipolytica.

Para verificar le especificidad de las ritas reactivas hacia la proteina CrylAc, se tomaron
como contro, negativo las tiras reactivas hacia la proteina Cry9, obteniendo en todos los casos
una reaccion negativa, corroborando que estas tiras inicamente reaccionan hacia la proteina del
tipo CrylAc (Figura 25).

70



Figura 25. Tiras reactivas a la proteina Cry9, donde se muestra una banda Unica, demostrando la nula deteccion de
esta proteina, siendo la tira 1. La muestra correspondiente a la cepa nativa de Y. lipolytica. Tira 2. Transformante
PolgBtCrylA(R), tira 3. Transformante PolgTox1(l).
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9. DISCUSION

Bt se caracteriza por ser una bacteria ubicua, con una gama amplia de contenido en genes cry,
de los cuales, destacan los de la familia cryl debido a su abundancia en las cepas nativas.
Diferentes cepas aisladas muestran que todas tienen por lo menos un gen del tipo cryl (Ramirez
et al., 2010). El amplio rango de insectos plaga lepidopteros los cuales son susceptibles a estos
genes, representan aproximadamente el 70% de los insectos plaga de interés agricola, por lo que
la relevancia a proponer formulaciones basados en derivados de los genes cryl son atractivos

para aplicaciones biotecnoldgicas.

En este estudio se trabajo con 9 diferentes cepas de Bt, las cuales fueron seleccionadas con
base a reportes que indican que son toxicas contra insectos del orden lepidéptera (Tamez et al.,
2005). Durante la caracterizacion de estas cepas, se realizd la observacion de la morfologia tanto
macroscopica como microscépica. La morfologia macroscopica de las nueve cepas en estudio
presentaron la forma tipica de Bt (Cabreras, 2009); unicamente en 7 de ellas se observo la
formacion de cristales bipiramidales mediante microscopia de contraste, este tipo de morfologia
esta intimamente relacionada con la presencia de genes del tipo cryl (Bar¢ et al., 2009), por lo
que su seleccion perfilaba a que ellas contienen algun gen de este tipo. Las cepas HD133 y
HD551 en las cuales no fue posible observar el cuerpo paraesporal, pudo deberse a que estas
cepas se transformaran acristaliferas. De la Torre y Fabrera en 1997 mencionan que la aparicion
de cepas acristaliferas se relaciona cuando el cultivo de Bt se desarrolla a temperaturas por arriba
de los 30 °C, o hien, cuando el cultivo ha sido frecuentemente resembrado; dichas acciones
provocan que la cepa pierda los plasmidos en los cuales se codifican las proteinas y la

acumulacion de estas formen los cristales.

A estas 9 cepas se les realizd la caracterizacion molecular con los oligonucle6tidos descritos
en la seccion de materiales y métodos. El resultado sefial6 que 8 de las 9 cepas dieron positivo a
la reaccion de amplificacion con los oligonucleétidos cryl generales, este resultado confirma que
las cepas que contienen genes de la familia cryl son abundantes, en las cepas nativas que hasta
ahora han sido analizadas. En México, las diferentes cepas aisladas hasta ahora, muestran que
todas tienen por lo menos un gen del tipo cryl (Bravo et al., 1998). En este analisis, se destaca la
cepa HD27 en la cual, especificamente la amplificacién por los oligonucle6tidos generales cryl

fue negativa, mientras que la amplificacion con los oligonucledtidos crylAc en esta misma cepa
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fue positiva. Dicho resultado podria deberse a algin problema en la reaccion de PCR, debido a
que una sefial positiva con los oligonucleotidos crylAc, necesariamente debe de ser positiva a la

reaccion general.

En el andlisis con los oligonucledtidos especificos se observa también que, en el 33% de las
cepas, el gen crylAc fue el mas representado, se conoce a la fecha que esta proteina es especifica
hacia el control de insectos del orden lepidoptera (Sanahuja et al., 2011); ademas, se puede
observar que en algunas de estas cepas se logro la identificacion de mas de un gen cryl,
propiedad descrita por Rosales-Reyes et al., 2003, quienes sefialan que dentro de una misma
cepa pueden existir mas de dos genes cry, inclusive de la misma familia. Esta frecuencia se habia
predicho en el registro de la morfologia microscopica, debido a que practicamente en los casos
en donde se observa la presencia de cuerpos cristalinos, estos mostraron una forma bipiramidal,
que como se discutio anteriormente, es el resultado de la actividad transcripcional de al menos un

gen cryl.

Los genes cry son secuencias conservadas, en estudios anteriores como los de Rukmini et al.,
2000 sefiala que los genes crylAa, crylAb y crylAc muestran mas del 80% de similitud a nivel
de residuos aminoacidicos, en este estudio se realizd un alineamiento mdltiple de los genes
completos que a esta fecha (2011) habian sido reportados, corroborando que efectivamente la
similitud anteriormente descrita se cumple. Sin embargo es a un nivel del 95 al 91% hacia la
region amino terminal y del 68 % hacia la region carboxilo terminal, dato que a la fecha no habia

sido reportado.

Con los oligonucle6tidos disefiados ATG y STOP se generd un producto de amplificacion de
un tamafo de aproximada a 3500 pb, este tamarfio fue homogéneo en todos los casos positivos a
la reaccion; Sauka, et al (2007) reportan que el tamafio de los genes cryl es de 3489 pb para caso
del gen crylAa, de 3465 pb para el gen crylAb, y de 3492 pb para el gen crylAc y debido a que
este rango es tan estrecho, no era aun posible determinar el tipo de gen cryl especifico estudiado,
sin embargo por el tamafio se perfilaba a ser un gen crylA. Para identificar dicho gen fue

necesario llevar a cabo la secuenciacion del segmento.

El andlisis de la secuencia del gen seleccionado identificé al gen crylAc. Este es uno de los

genes mas representativos y ampliamente explotados en cuanto a expresion heteordloga se
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refiere, se ha expresado en nogal (Dandekar et al., 1998), arroz (Tu et al., 2000), pino (Grace et
al., 2005) y Pseudomonas flourecens (Peng et al., 2003) entre otros, en cada uno de los casos en
los que ha sido expresado, su explotacion siempre ha sido exitosa. Y ahora en este trabajo se
describe la expresion de esta proteina en la levadura no convencional Y. lipolytica.

La estrategia planteada en el presente estudio fue inicialmente el experimento considerando la
clonacion del ORF completo del gen cryl, ya que se ha propuesto que la integracion del transgen
maduro podria tener accidn contra insectos no blanco debido a que pierde la especificidad como
lo ha reportado Jabeen et al., 2010, sin embargo en la mayor parte de los cultivos transgénicos,
Unicamente se ha integrado la toxina, por lo que también se decidié expresar este fragmento
como estrategia alterna. Para la amplificacion de la region toxica Unicamente se tomo como
molde el producto comercial Thuricide®, un producto el cual esta basado a partir de la cepa Bt
var. kurstaki, la cual se conoce que presenta una toxicidad alta hacia insectos del orden
lepidoptera (Ruiz y Montiel, 2005). Un dato adicional a la estrategia aqui planteada consiste en
utilizar a la levadura como el agente transportador de la proteina. Se conoce actualmente que la
proteina insecticida debe de protegerse de las condiciones ambientales como es la luz ultravioleta
0 la misma desecacion. Por tanto, producirla dentro de la levadura en la forma inmadura se
protegeria de estos factores medio ambientales y tener el mismo comportamiento que la proteina

nativa.

La expresion heter6loga de las proteinas Cry en otros sistemas han sufrido modificaciones en
el contenido de GC para ofrecer una mayor estabilidad de la misma (Maagd et al., 1999; Peng et
al., 2003), sin embargo en este trabajo no se llevo a cabo ningun tipo de modificacién, debido a
que en principio no existe algin reporte sobre la expresion de esta proteina en Y. lipolytica,
ademas que, al analizar la secuencia se pudo observar que el gen clonado posee un alto contenido
de GC (47 %) en comparacién de la mayor parte de los genes cry reportados, donde este valor se
presenta alrededor del 30 al 40% en contenido GC. Ademas, las diferentes proteinas expresadas
en Y. lipolytica, hasta ahora, en ningln caso se les ha modificado la via de uso de codones,

evidentemente este trabajo representa la primera aproximacion referente a este topico.

Se utilizaron dos fuentes de vector de expresidn, uno de ellos disponible de manera comercial.

Esto nos permitio tener dos estrategias de expresion, una integrativa y otra replicativa. EI mayor
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porcentaje de proteinas han sido expresadas en los vectores de tipo integrativos, este tipo de
vectores garantizan que en cada division celular en cada genoma exista una copia del gen de
interés, por otro lado, se ha demostrado que si la integracion ocurre en el promotor XPR2 en Y.
lipolytica se pueden tener de 3 a 19 copias por célula (Juretzek et al., 2000). Ejemplos de
proteinas expresadas bajo este esquema son: hINF alpha 2b (Gasmi et al., 2011) Laccasa Ill
(Jolivat et al., 2004), alpha amilasa (Park et al., 1998). En tanto que la expresion de proteinas
con vectores replicativos se ha reportado que pueden existir de 1 a 3 copias por célula. Ejemplos
de expresion de proteinas bajo este modelo son: la Recombinasa Cre del fago P1 (Rosas y
Gaillardin en 2011), la Higromicina B (Cordero Otero y Gaillardin, 1996), y el citocromo bovino
p450 (Juretzek et al., 1995). En cualquier caso, replicativo o integrativo, se tiene como resultado

una sobreexpresion de la proteina de interés.

La fuerza de la expresion de las proteinas estd garantizada por el tipo de promotor utilizado,
en este caso, para ambos tipos de vector la expresion es dirigida de manera constitutiva y fuerte
debido justamente al tipo de promotor empleado (Hp4d) el cual, es un promotor hibrido
originario de un promotor inducible de la proteasa alcalina (XPR2). Madzak et al. (2000)
describieron que el promotor Hp4d es constitutivo y dirige la expresién de manera fuerte.
Existen varios ejemplos de proteinas expresadas bajo este tipo de promotor, y en todos ellos
siempre ha sido una sobreexpresion. Entre ellas estd la glucoamilasa (Sneween et al., 2002),
leucina aminopeptidasa (Nicaud et al., 2002), citoquinina (Mazdak et al., 2001), Alpha amilasa
(Park et al., 1997), interferon alfha bovino (Nicaud et al., 1991), factor de crecimiento epidermal
(Hamsa et al., 1991).

En el presente estudio se utiliz6 como referencia de la expresion, las tiras reactivas Quick
Comb de Envirologix®, las cuales detectan la presencia o ausencia de la proteina Cryl especifica
por medio de anticuerpos, estas tiras son faciles y rapidas de emplear, siendo este tipo de Kits los
empleados en la deteccion rapida de cultivos transgénicos a nivel cualitativo, el uso de estas tiras
ha sido empleado por diversos grupos de investigacion entre ellos, Saxena et al., 2002, Darsi et
al., 2010 y Ho et al., 2006, sin embargo este ultimo grupo de trabajo también ha cuantificado la
expresion mediante pruebas de tipo ELISA. Székacs et al., 2010 sefiala que la cuantificacion por

medio de pruebas ELISA, demuestra si se tratase de una sobreexpresion de la proteina.
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En este trabajo se evidencian las bondades que proporcionan las levaduras como un sistema
para la expresion heter6loga de proteinas; como lo mencionan Celik y Calik en 2011, Demain y
Vaishmav en 2009, Romanos et al., 1992. La levadura Y. lipolytica muestra una facilidad de
manipulacion, el diagnostico de las transformantes se facilita debido a que se pueden llevar a
cabo por medio de PCR en colonia, su crecimiento en placa aun bajo condiciones de seleccion no
es superior a tres dias, lo que garantiza que en un muy corto tiempo, se obtengan el analisis de

los resultados.

Algunas proteinas de Bt anteriormente ya han sido expresadas en levaduras tal es el caso de la
proteina Cyt2Aal (Gurkan y Ellar, 2003), asi como la proteina Cry2 en la levadura Pichia
pastoris (Ogunjimi et al., 2002), ademés de la proteina Cryl1lA en Saccharomyces cerevisae
(Quintana Castro et al., 2005), todas estas, utilizadas para el control de mosquitos, debido a que
estas, son proteinas especificas para este tipo de orden de insecto (Schnepf et al., 1998); sin
embargo, las proteinas especificas para el control de Lepidopteros (Cryl), no han sido
ampliamente estudiadas en sistemas levaduriformes, salvo el caso especifico de la proteina
CrylAa que Unicamente han sido expresada de manera heterologa en S. cerevisae (Watanabe et
al., 1996), y que similar a este caso de estudio, los autores no pudieron demostrar la expresion
aun por medio de analisis de tipo Western blot, sino que la expresion quedé demostrada por
medio de bioensayos en contra de Plutella xylostella. Esta dato, puede proponer el disefio de un
bioensayo que confirme fielmente la expresion heter6loga de la proteina CrylAc de Bt en la

levadura Y. lipolytica.

Estos resultados muestran que Y. lipolytica es un sistema noble para la expresion de proteinas
heterologas, incluyendo ahora entre sus expresiones a la proteina CrylAc de Bt,
independientemente de los tipos de vectores empleados (replicativo o integrativo); asi como de la
secuencia clonada (toxina o ORF cry), obteniéndose en ambos casos una clara sefial de expresion

de la proteina.
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10. CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron 2 plasmidos de clonacién recombinantes: pC-ORFcryl y pC-
Tox1, ademas de 4 plasmidos de expresion recombinantes; pEI-BtORF, pEI-BtTox, pER-
BtCrylAc y pER-BtTox.

Se secuencio el gen completo del inserto clonado y correspondiente al gen crylAc.

La proteina Cry, no se ha logrado evidenciar por medio de geles SDS-PAGE, sin embargo,
por medio de tiras reactivas especificas de genes cryl, se ha comprobado la expresion heteréloga
de la proteina CrylAc en la levadura Y. lipolytica.
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11. RECOMENDACIONES O PERSPECTIVAS

El andlisis de la expresion de la proteina podria también determinarse por medio de

anticuerpos mono o policlonales especificos hacia las proteinas Cry, en ensayos tipo ELISA o
bien tipo Western blot.

La purificacion y cuantificacion de la proteina recombinante; asi como la verificacion de la

actividad bioldgica mediante bioensayos hacia insectos lepiddpteros.
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12.1 Secuencia del gen crylAc clonado en los vectores de expresion pYLEX1 y pRRQ1,
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14. GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico.- Polimero lineal integrado por unidades repetidas de desoxirribo-
nucleodtidos (compuestos de azlcar 2-desoxirribosa, fosfato y una base pdrica o pirimidinica)
enlazados por el grupo fosfato que une la posicion 3’ de un azhcar con la 5’ de la siguiente

azulcar.

Oligonucleotidos.- Secuencia corta de ADN o ARN, con cincuenta pares de bases 0 menos.
Tienen distintas funciones: se utilizan como cebadores en reacciones de amplificacion, como

sondas de hibridacién y en bloqueos especificos de ARN mensajero.

Polimerasa.- Enzima que enlaza nucle6tidos entre si para formar cadenas polinucledtidicas.

Plasmido.- Moléculas de ADN extracromosémico circular o lineal que se replican y transcriben
independientes del ADN cromosdmico. Estan presentes normalmente en bacterias, y en algunas

ocasiones en organismos eucariotas como las levaduras.
Proteina.- Moléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.- Técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por
Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN

particular.

Replicon.- Molécula circular de ADN, que inicia el ciclo de replicacion, controla la frecuencia de
eventos de iniciacion de la replicacion y ordena la produccion de componentes estructurales de la

célula.

SDS-PAGE.- Técnica ampliamente utilizada en bioquimica, genética, biologia molecular para

separar las proteinas de acuerdo a su movilidad electroforética.
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