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RESUMEN

Un grupo de mutantes his™ seleccionados a partir de
una mutagénesis se sometieron a ensayos de
complementacién por transformacién, utilizdéndose
para cllo un vector que contiene ¢l gen HIS-3 de
Saccharomyces cerevisiac. En este trabajo se
demuestra que el gen HIS-3 de S. cerevisiae
complementa una mutacién his™ de Pichia pastoris.

SUMMARY

Several his™ mutants isolated after a mutagenesis
were subjected to complementation assays by
transformation experiments, using for that a vector
bearing HIS-3 gene of Saccharomyces cerevisiae.
In this work was demostrated that such gene
complements a his™ mutation in Pichia pastoris.

INTRODUCCION

Las levaduras metilotréficas comprenden
un grupo de microorganismos capaces de
utilizar el metanol como fuente de carbono
y energia. La levadura P. pastoris por
presentar esta caracteristica es de consi-
derable interés académico.

La primera enzima requerida para el
proceso de asimilacién del metanol es la
alcohol oxidasa, la cual se encuentra

compartimentada en los peroxisomas
(Veenhuis et al., 1983). Estos orgédnulos
contienen también catalasas, las cuales
destruyen el per6xido de hidrégeno, que es
uno de los productos finales de la oxidacién
del metanol; el otro producto de la reaccién
es el formaldehido, el cual puede ser
asimilado por una via ciclica que involucra
la enzima dihidroxiacetona-sintetasa
(DHAS) que es la enzima m4s importante
del ciclo, o puede ser degradado a CO, y
agua para producir energfa.

El proceso en general es fuertemente
regulado por represién catab6lica. En
condiciones apropiadas, los peroxisomas
alcanzan hasta el 80% del volumen celular,
las enzimas alcohol oxidasa (AOX) y
dihidroxiacetona-sintetasa alcanzan hasta
el.30% de la proteina total soluble
(Couderec y Baratti, 1980) cuando las
células son crecidas en medio con metanol
como fuente de carbono.

Sin embargo, una de las cuestiones que
afecta el estudio de la biologfa molecular
de estas levaduras es la ausencia de

Copyright © 1992, Sociedad Iberolatinoamericana para Investigaciones sobre Interferén
y Biotecnologia en Salud. Publicado por el Palacio de las Convenciones, La Habana, Cuba 55



V. Yong et al.

mutantes y de vectores que porten marca-
dores genéticos capaces de complementar
algunos tipos de mutaciones.

Recientemente, Cregg et al. (1985), han
desarrollado un sistema de transformaci6n
en la levadura P. pastoris empleando el gen
HIS-4 de S. cerevisiae como marcador de
seleccién. En nuestro trabajo se llevo a
cabo la caracterizacion de mutantes his- de
la levadura P. pastoris, utilizando para ello
un vector que contiene el gen HIS-3 de
S. cerevisiae.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de bacterias y levaduras

Escherichia coli MC1066 (F, 1acX74, r- m-, gal U,
gal K, Kan, trpC 9830, leu B600, pirF::TnS) se usé en
todas las transformaciones bacterianas y
propagaciones de plasmidios. P. pastoris BCM-90 fue
la cepa utilizada en esta investigacién. Los mutantes
his™ de P. pastoris MP-4, MP-9, MP-18, MP-29 y
MP-36 se aislaron en este laboratorio.

Medios y condiciones de cultivo

Las cepas de E. coli se crecieron a 37°C en
medio LB (NaCl 20 g/l, triptona 10 g/, extracto de
levadura 0,5 g/l, pH 7,5) y la ampicillina se afiadia al
medio con una concentracién final de 50 ug/ml.

Las cepas de levadura se crecieron a 30°C en
medio YPD (extracto de levadura 10 g/l, peptona
20 g/l, dextrosa 20 g/l) o medio GO. El medio agar
de regeneracion contiene sorbitol 1 M, agar 3% y
medio minimo GO (Galzy y Slonimski, 1957).

Preparaciones de plasmidios

Las preparaciones de plasmidios se llevaron a
cabo a partir de transformantes de la cepa bacteriana
MC-1066 siguiendo el método descrito por Maniatis
et al. (1982). Las minipreparaciones de plasmidios se
realizaron de acuerdo con el método de Birboin y
Doly (1979).

Procedimiento de transformacién

El procedimiento de transformacién se llevd a
cabo segin el método descrito por Cregg et al. (1985),
con algunas modificaciones.
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Aislamiento de ADN total

Las células dec levadura transformadas se
crecicron en medio minimo y el ADN de alto peso
molecular se purificé segin el método descrito por
Maniatis et al. (1982).

Andlisis de Southern blot

El andlisis de Southern blot se llevé a cabo segin
el método descrito por Maniatis et al. (1982).

Enzimas y reactivos

Las endonucleasas de restriccién, ADN T4 ligasa
y el fragmento Klenow de la ADN pol-I, se obtuvieron
de Enzibiot (Cuba). Los deoxinucleétidos y el ATP
se obtuvieron de Boehringer Mannheim (RFA).
La agarosa se obtuvo de Sigma Chemical Co. (USA).
El dATP se obtuvo de Amersham (U.K.). La
fosfatasa alcalina bacteriana se obtuvo de Boehringer
Mannheim (RFA). EIl polietilenglicol PEG-4000 se
obtuvo de BDH Chemical (U.K.).

RESULTADOS

Construccion del vector pYF-85

Para llevar a cabo la caracterizacion de
los mutantes his~ se construyd un vector
integrativo que contiene una secuencia de
5,5 kb aproximadamente, que codifica para
la enzima alcohol oxidasa (AOX-I). Este
vector porta, ademds, el gen HIS-3 de
S. cerevisiae como marcador de seleccién
en levaduras y el gen responsable de la
sintesis del enzima beta-lactamasa que
permite seleccionar transformantes en
bacterias (figura 1).

El vector pYF-85 se construyd a partir
de la clonacién de un fragmento que
contiene el gen AOX-I de P. pastoris en un
sitio EcoRI del vector pYF-92, con
anterioridad a este paso se eliminé el tinico
sitio Sal-I del vector por tratamiento con el
fragmento Klenow de la enzima polimerasa



El gen HIS-3 como marcador de seleccidén

FIG. 1. Vector integrativo pYF-85 utilizado para
todos los experimentos de transformacién llevados
a cabo en este trabajo. Las regiones flanqueantes
al fragmento AOX-1, sefialadas con la letra E y las
regiones que se encuentran en las fronteras del gen
HIS-3 sefialadas con la letra B, corresponden a los
sitios de restriccién EcoRl y BamHI respectivamente.
El sitio S sefalado en el fragmento correspondiente
al gen AOX-1 y el sitio P sefialado en el gen que
confiere resistencia al antibiético ampicillina,
corresponden a los sitios de restriccién Sal-I y BamH-I
respectivamente.

del ADN de E. coli y un fragmento que
contenfa el origen de replicacién del
plasmidio 2 # de la levadura S. cerevisiae.

Experimento de transformacion

Para transformar una levadura, la pared
celular debe ser removida por digestién
enziméitica con glucanasas que den lugar a
la formaci6n de esferoplastos que puedan
ser transformados con un plasmidio
recombinante (Hinnen et al., 1978) (tabla 1).

Los mutantes his- de P. pastoris son
incapaces de crecer en medio minimo, si
éste carece de histidina. En este experimento
nosotros tratamos de probar si el gen HIS-3
de S. cerevisiae podia conferirle un fenotipo
his* a algunos de los mutantes his~ de
P. pastoris. Para probar esta posibilidad
estos mutantes se transformaron con el
vector pYF-85 (ver figura 1).

Tabla 1
EXPERIMENTO DE TRANSFORMACION CON DIFERENTES MUTANTES HIS™ DE LA LEVADURA
P. PASTORIS

Los experimentos de transformacién se realizaron segin se describe en Materiales y Métodos. Para ellos se

emplearon en todos los casos 20 ug de ADN.

El nimero de transformantes por célula viable se calculé mediante la relacion del nimero de colonias
transformantes y el nimero de colonias viables capaces de regenerar la pared celular.

El nimero de transformantes por microgramos de ADN se calculé mediante la relacién del nimero de colonias
transformantes y la cantidad de ADN empleado en cada experimento de transformacién.

En todos los casos se utilizé6 como vector de transformacién el vector pYF-85.

57




V. Yong, et al.

De los 57 mutantes probados cinco cepas
mostraron un fenotipo his*, sin embargo, la
frecuencia de transformacién de cada.una
de las cepas no fue la misma (ver tabla 1).

Los transformantes HIS* aislados se
verificaron reestriando sobre medio minimo.

Evidencia para la integracion
del vector pYF-85

En la transformaci6én de levadura, es
posible lograr la integracion dirigida de un
vector transformante a un sitio especifico
del genoma celular, si se linealiza el mismo
por una regién homodloga a la del cromosoma
(Orr-Weaver et al., 1981).

El vector pYF-85 contiene una regién de
homologia con el gen AOX-1 de P. pastoris,
el cual permite dirigir la integracién del
vector hacia el locus alcohol oxidasa del
cromosoma celular y contiene ademis,
como marcador de seleccién, el gen HIS-3
de S. cerevisiae (ver figura 1), atributo
indispensable para lograr la funcionalidad
del mismo.

Este vector es linealizado por un sitio
Sal-I que se encuentra en el extremo 3’ que
flanquea el gen AOX-Iy, de esta forma, se
utiliz6 para todos los experimentos de
transformacién.

Sin embargo, las pruebas de estabilidad
sirven como criterio para definir si un
plasmidio se replica con autonomia o se
integra al cromosoma, de acuerdo con su
crecimiento en medio no selectivo, al cabo
de 10 6 20 generaciones (Sreekrishna et al.,
1987). Ademas, la inestabilidad es una
caracteristica fundamental de los plasmidios
replicativos y generalmente estd por debajo
del 1% al cabo de 10 generaciones en
medio no selectivo (Chang y Tye, 1980).
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En nuestro trabajo, algunos de los
transformantes obtenidos manifestaban
el 40% de estabilidad al cabo de 10 genera-
ciones de crecimiento en medio no selectivo
(datos no mostrados). La posibilidad de
demostrar si el vector se replicaba fue
confirmada por anélisis de Southern
(ver figura 2) y se observd que preparaciones
de ADN de alto peso molecular de
levaduras transformadas digeridas con la
endonucleasa de restriccion Pst-1, mostraban
un patrén de restriccion similar al plasmidio
replicativo al ser hibridado con el plasmidio
pUC-19. Ellos muestran dos bandas, una
de 4 kb y la otra de 5,4 kb correspondiente
al patron replicativo del vector.

1 2 3 4 5 & 7 8.9 10

3.4kt
4.0kb

FIG. 2. Andlisis por Southern blot de algunas
colonias transformantes con el vector pFY-85 donde
se evidencia el estadio de replicacién del mismo:

1) ADN del fago lamda digerido con la endonucleasa
de restriccién Hind I1I; 2, 3, 5, 7 y 10) ADN de
algunos clones transformantes; 4 y 8) ADN de una
cepa no transformada; 6 y 9) Vector pYF-85.

En todos los casos, el ADN de alto peso molecular de
cada una de las cepas transformantes y de las cepas
no transformadas, al igual que el vector pYF-85, fue
digerido con la endonucleasa de restriccién Pst-L.

El plasmidio pUC-18 marcado con alfa ATP se utilizé
como sonda de hibridacién en este experimento.
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No obstante, algunos clones mostraron
una estabilidad mucho mayor (més del 9%6%)
y por andlisis de Southern se demostré que
el vector estaba integrado al genoma de
P. pastoris (ver figura 3). En este caso,
el patrén de restriccién observado es
diferente cuando es comparado con el
patrén de restriccién mostrado por los
clones replicativos, a causa de que al estar
integrado el vector en el cromosoma,
aparece una seinal a la altura de 7,5 kb,
correspondiendo esto con el patrén del
vector integrativo.

?.5Kb

4.8Kh—+

DISCUSION

Entre los mutantes auxotr6ficos al
aminoé4cido histidina probados en este
trabajo, solo cinco revirtieron el fenotipo
his- al tipo salvaje.

En el trabajo se demostré que el gen
HIS-3 de S. cerevisiae complementa una
mutacion his- de la levadura P. pastoris.
Estos fenomenos de complementacién
génica son comunes y ya -ha sido
demostrado que algunas mutaciones de la
biosintesis de los amino4cidos y bases

FIG. 3. Andlisis por Southern blot de colonias transformantes con el vector pYF-85 donde se evidencia la

integracién del mismo al cromosoma:

1) ADN de alto peso molecular de un clon transformante donde se muestra un patrén de restriccién
correspondiente a un vector replicativo; 2) ADN del fago Lambda digerido con la endonucleasa de restriccién
Hind III; 3 y 4) ADN de alto peso molecular de las cepas mutantes his™ MP-29 y MP-36 no transformadas
respectivamente; 5) ADN de alto peso molecular de clon transformante donde se muestra un patrén de

restriccién correspondiente a un vector integrativo.

En este experimento, al igual que en el anterior, el ADN de alto peso molecular se someti6 a digestién enzim4tica

con la endonucleasa de restriccion Pst-I.
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nitrogenadas en E. coli son complementadas
por genes de levaduras (Ratzkin y Carbon,
1977). También es conocido que algunas
mutaciones de la via biosintética de la
histidina en la levadura S. cerevisiae se
complementan con genes en Neuroespora
crassa (Fink, 1964). En el caso que
estudiamos, el gen HIS-3 de S. cerevisiae se
utiliz6 como marcador de seleccién y
complementa una mutacién his- en experi-
mentos de transformacién lievados a cabo.

Resulta interesante en nuestro caso que
tres de las cinco cepas his- estudiadas
mostraran una frecuencia de transformacién
caracteristica de vectores integrativos,
como era de esperar en nuestro caso, sin
embargo, las cepas mutantes MP-29 y
MP-36 mostraron una frecuencia de
transformacién extremadamente alta
(ver tabla 1); la causa de esto puede ser
que estos dos tipos de mutantes manifiestan
una mutacién his- de distinta naturaleza.
En experimentos de Southern blot se
demostré que el vector pYF-85 se mantenia
en estado replicativo en algunos casos e
integraba al cromosoma en otros. Resultados
similares han sido obtenidos para otros
genes de levaduras (Cregg et al., 1985).

Todos estos resultados permiten suponer
la existencia de una actividad ARS
probablemente asociada al gen HIS-3 o al
fragmento AOX-I de P. pastoris*. Esto no
es un fenémeno raro; es conocido que
algunos genes manifiestan actividad ARS en
P. pastoris, como son los genes HIS-4 y
Leu-2 de S. cerevisiae (Cregg et al., 1985)
sin embargo, no existen reportes de la
funcién ARS del gen HIS-3 de S. cerevisiae
en esta levadura metilotréfica.

* Manuscrito en preparacion.
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No obstante, se conoce que los plasmidios
que se replican presentan un alto grado de
inestabilidad por no estar sometidos al
sistema de distribucién celular.

La distribucién desigual ocurre
relativamente a alta frecuencia (0,2-0,3/divisién
celular) (Clarke y Carbon, 1980), pero en
nuestro caso encontramos que el grado de
inestabilidad del vector pYF-85 es mucho
menor que el reportado para vectores
replicativos. Nosotros pensamos que el
grado de inestabilidad puede estar
relacionado con el fragmento homélogo de
5,5 kb que contiene el gen AOX-I* o es una
propiedad de los vectores replicativos en la
levadura P. pastoris como ha sido reportado
por Cregg et al. (1985).
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