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I ntroduccién.

La  congruccion de cgpas de  microorganismos
recombinantes para la obtencion de proteinas heterologas es
una de las dterndivas mas viables para obtener meores
nivdes de produccion y mgorar los ddemas de
recuperacion. Una ventgja afiadida de estos microorganismos
es que permite estudiar mecanismos de regulacion para la
epresén de esos genes. Paa la condruccion de estos
microorganismos £ toman en cuenta diversos puntos como
son d tipo de cdula que s utilizara como hospedera y €
vector de clonacion que se utilizad Han sdo diferentes los
microorganismos que s han utilizado para expresar los
genes que codifican los diversos crigdes de  Bacillus
thuringienss var isadenss (Bti.), pero los trabgos que
tratan sobre la expresion de de edos genes en
Saccharomyces cerevisae son escasos . Desde € punto de
vista cdentifico las levaduras ofrecen ventgas entre las cudes
podemos condderar  modificaciones podraducciondes 'y que
s han utilizado para expresy gran vaiedad de proteinas
COMO enzimas U hormonas.

Metodologia

Obtencidn dd gen cryl1A

El plasmido de 137 kb que pose d gen cryllA d cud
codifica a la proteina de 72 kDa, fue obtenido por una liss
dcdina de cultivos de Bacillus thuringienss crecides en
medio Luria bertani (LB), la secuencia dd gen cryllA fue
obtenida del NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI)? y los
oligonudedtidos inicides paa la amplificacién dd gen
fueron sntetizados por la compafiia IECSA. La reaccion de
PCR fue llevada a cabo en un temociclador Biorad
Obteniendo fragmentos de agproximadamente 2 kb, que
posteriormente fueron purificado con d kit Genedean Bio-
101 Bl vector YEpHXKL1/GST fué congruido con €
promotor del gen HXK1 de S cerevisae, fusonado en pauta
de lectura con @ gen de la glutation trandferasa y un stio de
clonacion muditiple. Es un vector episomd utilizado para la
tranformacion de la levaduragE.coli, posee los marcadores
URA3 y AmpR | ademas de que genera una proteina de
fuson que en este caso fue GST-Cry11A.

Ligacién y transformacion

La relacion de gen y vector para llevar acabo la ligacion fue
de 3:1 respectivamente. El técnica para la transformacion de
Saccharomyces srevisae BJ240O7 fue con acetato de litio y
para pogteriormente crecer edas cdulas en medio deficientes
en uracilo, ya que eda cepa de Saccharomyces  es mutante

dd gen Ura, pemitiendo que lo crezcan cdulas
transformedas.

Resultadosy Discusion

Expresion dd gencryl1A

La expresion dd gen cryllA produjo una proteina la cud fue
recuperada en con una columna de purificacion con &finidad
a la GST para pogtaiormente s duida y corrida en un gd
de poliacrilamida (SDSPAGE).

56,78 y 9 son muedras antes de pasalas por la columna,
1,2,3y 4 son muestras después de pasar por lacolumna

Prueba de  Actividad
Bioldgica.

Eda s redizo utilizando
e producto de la
fermentacion de la cepa
recombinante  utilizando
medios de cultivo con
glucosa, eandl, glicrdl manosa y gdactosa Se hizo un
andiss de la expreson redizando hicensayos sobre larvas

del tercer estedio de Aedes aegypt.i
Conclusiones
S cerevisiae S cerevisiae
transformada sin transformar
Concentracion 2 ppm 2 ppm
Tiempo (H) 48 48
Numero de Larvas 20 20
Mortalidad 35% 0%

El microorganismo condruido crecido en etanol expresd una
proteina de aproximadamente 98 kDa que corresponde d
peso de la proteina de fusion.
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