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Introduccion. Kluyveromyces marxianus es una (Tabla 1). Una diferencia significativa se observé con

levadura prometedora para hacer utilizada como
plataforma de biologia sintética, debido a su seguridad,
rapido crecimiento y termotolerancia. De la cepa DU3
aislada en la fermentacion tradicional del mezcal, se ha
observado varias cualidades tales como su alta
capacidad fermentativa alcohdlica (Flores et al., 2013;
Fernandez-L6pez et al.,, 2014) y la produccion de
ésteres (Kirchmyr et al., 2017). El uso de herramientas
estandarizadas de ingenieria genética y metabdlica en
K. marxianus son muy escasas, por lo que impide que
se utilice como fébrica celular para la produccion de
metabolitos de interés biotecnolégico.

El objetivo del presente trabajo fue estandarizar un
protocolo de transformacion quimica en K. marxianus
cepa DUS3 aislada de mezcal.

Metodologia. El establecimiento del protocolo de
transformacion para K. marxianus cepa DU3 se realiz6
a partir del plasmido pRS410 ARS (plasmido
modificado a partir del plasmido pRS410, Addgene #
11258). A partir del método de Gietz, 2014, se optimizé
una metodologia con algunas modificaciones
(McMillan, 2019). Se realizé un disefio experimental
para incrementar el nimero de colonias transformadas.
Dos factores fueron evaluados: concentracion de
plasmido (100, 500 y 1000 ng) y tiempo de
recuperaciéon (2 y 16 h) en incubadora a 30°C y 200
rpm. La mezcla de transformacién también se modificé
(40 % PEG, 0.1 M de LiAc, 1 mM Tris-HCI pH 7.5, 1
mM EDTA, 70 mM de Ditiotreitol DTT), al igual que la
temperatura de choque térmico y el tiempo (47 °C por
15 min). La seleccion de las colonias transformadas se
realiz6 en medio YPD adicionado con 300 pg/mL de
Geneticina G418 (Sigma Aldrich, A1720) como agente
selectivo.

Resultados. La transformacién con el plasmido
pRS410_ARS en K. marxianus cepa DU3 fue exitosa.
En la figura 1 podemos observar que hubo crecimiento
de colonias con respecto al control (sin plasmido). Una
eficiencia de transformacion (No. De colonias
transformadas/ug plasmido/108 células) de 10° se
obtuvo en el tiempo de recuperacién de 16 h con
respecto a 10° en el tiempo de recuperacion de 2h
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respecto al tiempo de recuperacion (p < 0.05).
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Fig. 1. Colonias transformadas con el plasmido pRS410_ARS.

En cuanto a la concentracion del plasmido en el tiempo
de incubacion de 16 h, no hubo una diferencia en la
eficiencia de transformacion (p > 0.05).

Tabla 1. Eficiencia de transformacion del plasmido pRS410_ARS
en K. marxianus DU3

Tiempo de Concentracion de plasmido (ng)

incubacién 100 500 1000
2h 0 0.2 x 102 2 x102
16 h 2.64x10°5 248x10°5 1.34x10°

Conclusiones. Un tiempo de recuperacion de 16h
posterior al choque térmico se obtuvé una mayor
eficiencia de transformacion.
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