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Introduccidon. La tripsina de camarén tiene mayor
actividad especifica que la tripsina humana y bovina (1)
lo que la hace una candidata potencial para su
produccién en forma recombinante. Sin embargo, su
sintesis en Pichia pastoris a través de su zimdgeno
causa toxicidad sobre su hospedero debido a una rapida
autoactivacién del tripsinogeno recombinante producido

).

En el presente trabajo, se construyeron cepas
recombinantes de Pichia pastoris productoras de un
tripsinégeno quimérico con probabilidad de tener una
lenta autoactivacion en comparacion con el tripsin6geno
de L. vannamei.

Metodologia. Se sintetiz6 mediante PCR una secuencia
nucleotidica quimérica formada por la secuencia
codificante del péptido de activacion del tripsinégeno
humano y de la tripsina del camarén Litopenaeus
vannamei (TgQ), con la cual se construy6 el plasmido
recombinante pGEMTgQ. A partir de este plasmido, se
obtuvo el fragmento TgQ mediante digestion con las
enzimas Xhol y Avdl y purificacién en gel de agarosa
con el sistema Wizard Clean Up (Promega). De forma
similar, un vector de expresion en P. pastoris
(pPICOFTEII) se digirié con las enzimas Xhol y Avrl para
obtener el fragmento correspondiente al vector pPIC9, el
cual se purificd a partir de un gel de agarosa. Ambos
fragmentos se ligaron con DNA T4 ligasa. Con el vector
construido (pPIC9TgQ) se transformaron células de
Escherichia coli JM109. Posteriormente, se realizd
extraccion de DNA plasmidico y se caracterizd con las
enzimas de restriccién Xhol y Avrl y por PCR empleando
oligonucleétidos iniciadores especificos para la region
codificante de tripsina de camar6on. ElI plasmido
pPIC9TgQ se lineariz6 con la enzima Sall para posterior
transformacién de células de Pichia pastoris KM71. Las
colonias transformadas se seleccionarén por medio de
auxotrofia a histidina, se crecieron en caldo YPD y se
realiz6 extraccion de DNA genomico, el cual fue
caracterizado mediante PCR con iniciadores dirigidos
hacia las regiones AOX. Tres de las cepas construidas
(KM71pPIC9TgQ), se cultivaron en matraz en
condiciones de induccién del gen heter6logo empleando
metanol como Unica fuente de carbono y energia. Se
verificd la expresion del gen heter6logo mediante la
determinacién de proteinas totales, y analisis en geles de

SDS-poliacrilamida y Western blot con anticuerpos
especificos contra tripsina y tripsindégeno de L. vannamei
de los medios de cultivo libres de células después de 72
h de induccion.

Resultados y discusidn. La digestién con Xhol y Avrl
de los plasmidos pGEMTgQ y pPICOFTEIl generaron los
fragmentos de tamafos esperados: 750 pb para TgQ,
3014 pb pGEM, 7987 pb pPIC9 y 1080 pb FTEIlL. La
digestion del plasmido pPIC9TgQ con Xhol y Avidl gener6
un fragmento de 750 pb correspondiente al DNAc
quimérico y otro de 7987 pb que corresponde al vector
sin inserto. En la caracterizacién por PCR del plasmido
construido (pPIC9TgQ) se obtuvo una Unica banda de
738 pb correspondiente a la region del DNAc quimérico
que codifica para la tripsina de L. vannamei. La
caracterizacion por PCR de las cepas construidas mostro
una Unica banda de 1212 pb confirmando la correcta
integracién de la secuencia codificante TgQ en el
genoma de P. pastoris. Los andlisis del medio de cultivo
libre de células de los cultivos en condiciones de
induccién mostraron una concentracion de 30 mg/L de
proteinas totales y una banda de 29 kDa que resultd
positiva en el analisis de Western blot.

Conclusiones. En este trabajo se ha obtenido por
primera vez una cepa recombinante de Pichia pastoris
capaz de producir un tripsinégeno quimérico formado por
el péptido de activacion del tripsin6geno humano y la
tripsina de camarén Litopenaeus vannamei.
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