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SUMMARY

In this work we report on the isolation of a gene coding for
B-galactosidase from Kluyveromyces fragilis using recombinant
DNA techniques and selecting the clones by complementation
of the enzimatic activity of a mutant lac” E. coli. This gene was
also expressed in a mutant lac” Kluyveromyces lactis. The analy-
sis of restriction maps between genes coding for B-galactosidase
from Kluyveromyces fragilis and Kluyveromyces lactis demon-
strated a great homology between them.

RESUMEN

En este trabajo se reporta el aislamiento del gen que codifica
para la B-galactosidasa.de Kluyveromyces fragilis NRRL Y 1109
empleando las técnicas de ADN recombinante y seleccionando
los clones por complementacién de la actividad enzimditica de
una cepa mutante lac” de E. coli. Este gen también se expresé
en un mutante lac” de Kluyveromyces lactis. El analisis de los
mapas de restriccién entre los genes codificantes para la fB-ga-
lactosidasa de Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces lactis de-
mostrd que existe una gran homologia entre ellos.

INTRODUCCION

La p-galactosidasa (EC 3.2.1.23) es una enzima que
hidroliza la lactosa en sus mondémeros glucosa y ga-
lactosa, al escindir el enlace p 1-4 del azicar. Se co-
noce que la leche, por su alto contenido en lactosa,no
puede ser asimilada por cierto grupo de personas,
pues les ocasiona trastornos digestivos a causa de que
no sintetizan P-galactosidasa (Bayless ef al., 1971).

Por otra parte, en el area industrial los problemas
ocasionados por la lactosa se relacionan con la utili-
zacion del suero de leche y con la manufactura de
productos derivados de la leche (Holsinger, 1978),
por lo tanto las razones del interés actual por esta
enzima son basicamente nutricionales e industriales.

La enzima B-galactosidasa purificada de K. fragi-
lis presenta mayor estabilidad ante variaciones de
temperatura y de la concentracion de iones que la
enzima purificada de la especie K. lactis (Mahoney y

John, 1978), por lo que resultaria mas conveniente utilizar
la primera para la hidrélisis de la leche y productos de-
rivados de ella en la industria alimentaria. El objetivo de
este trabajo fue aislar el gen que codifica para la B-ga-
lactosidasa de K. fragilis como un primer paso para su
posterior manipulaciéon con vistas a obtener un sistema
que exprese eficientemente dicha enzima.

MATERIALES Y METODOS

Cepas y medios

La cepa de E. coli MC1061 (F°, araD 139, D(ara, leu)7696,
DlacY74, galU, galK", hsr', hsm™, str*) se utilizd en todas las
transformaciones bacterianas y propagaciones de plasmidios.
Esta se crecié a 37°C en medio LB y se afladié ampicilina (LBA)
a 100 pg/mL. Las cepas de levadura K. fragilis NRRL Y 1109 y
K lactis SD11 (lac4) se crecieron a 28°C en medio YPG.

Aislamiento de ADN cromosomal

El ADN cromosomal de las células de levadura se aislo segun el
procedimiento descrito por Philippsen et al. (1991).

Southern-blot

Se realizé de acuerdo con la metodologia descrita por Sambrook
et al. (1989).

Transformacion

El método de transformacion utilizado para la cepa K. lactis SD11
ha sido previamente reportado (Das et al., 1984).

Construcciéon de la genoteca

La genoteca se realizé digiriendo el ADN de K. fragilis NRRL Y
1109 con la enzima Mbol. Los fragmentos de talla entre 6 y 9 kb se
aislaron mediante electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de
fusién seguido por extraccion fendlica. Estos fragmentos se ligaron
al vector pUCI19 (Yanisch-Perron ef al., 1985) digerido con BamHI
y tratado con fosfatasa alcalina (CIP). La mezcla se transformé en la
cepa MC1061 y se propagd en medio LBA que contenia 5-bromo-4-
cloro-3-indolilo-f-D-galactopiranésido (XGAL).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del gen lactasa de K fragilis

Después de haber propagado 17 000 colonias de
MCI1061 de una genoteca de 80 000 colonias sobre
medio LBA con XGAL se observo que cuatro de ellas
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se colorearon de azul. Estas colonias se aislaron y sus
plasmidios se purificaron. Estos plasmidios se nombra-
ron pLACKF1-4 y contenian insertos desde 7 hasta 9 kb.
Debian contener el gen lactasa de K. fragilis porque las
células de MC1061 no pueden expresar la fB-galacto-
sidasa, pero si son capaces de expresar el gen /lac4 de
K. lactis cuando se transforman con el plasmidio
pK16 (resultados no mostrados).

El gen lactasa de K. fragilis complementa el gen
lacd de K. lactis

Un fragmento Xbal-Smal de 7.5 kb del plasmidio
pLACKEF1 el cual supuestamente contiene el gen lac-
tasa de K. fragilis se subcloné en el plasmidio pKRIB
(Sreekrishna et al., 1984) (figura 1). El plasmidio re-
sultante pLACE se utiliz6 para transformar la cepa

Xbal/nung Bean/s'“al

‘ Nucleasa

de K. lactis SD11. Los transformantes seleccionados
en medio YPG que contenia el antibidtico gentami-
cina (G418) a una concentracion de 100 pg/mL se
replicaron sobre medio YPG con XGAL. Todos los
transformantes se colorearon de azul, lo que eviden-
cié que el gen de la lactasa de K. fragilis complementa
la actividad del gen lac4 de K. lactis.

Comparacion entre los genes que codifican parala
B-galactosidasa de K. fragilis y K. lactis

El gen lac4 de la levadura X. lactis fue aislado por
Dickson y Markin (1978), y su secuencia nucleotidica
ha sido reportada (Poch ef al., 1992). Con el fin de
conocer la posible existencia de homologia entre este
gen y el gen que codifica para la B-galactosidasa de
K. fragilis NRRL Y 1109 se realiz6 un estudio de ho-
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Fig.1. Southern-blot de los ADN cromosomales de las levaduras K. fragilis y K. lactis para estudiar la homologia entre los genes que
codifican para las B-galactosidasas de ambas especies. Linea 1, Banda Xbal-Clal del plasmidio pK16 que contiene el gen lac4 de K. lactis,
que fue utilizada como sonda en la hibridacién; lineas 2 y 3, ADN de K. fragilis y K. lactis respectivamente digeridos con la enzima
Xbal; lineas 4 y 5, ADN de K. fragilis y K. lactis respectivamente digeridos con la enzima Haell.
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Fig. 2. Esquema de clonacién del gen lactasa de K. fragilis en
el plasmidio pKRIB para transformar la levadura K. lactis.
homologia a nivel de ADN entre ambas cepas. Para
ello se llevaron a cabo experimentos de Southern blot
con los ADN de dichas cepas, digeridos con
diferentes enzimas de restriccién y empleando como
sonda un fragmento Clal-Xbal de aproximadamente
3.8 kb del plasmidio pK16 que contiene el gen lac4

de K. lactis (Dickson y Markin, 1978). La figura 2
muestra el resultado de uno de los southern blot
realizados. En ésta se observa que existe un patrén
de hibridacidén similar en ambas cepas para las
enzimas de restriccion empleadas, aunque en el caso
en que el ADN gendémico se digirié con Xbal (lineas
2 y 3) se observa una pequefia diferencia en la talla
de las seiiales obtenidas para ambas especies. Estos
resultados concuerdan con los trabajos recientemente
publicados por Sor y Fukuhara (1989) acerca de la
relacion entre estas especies, los cuales clasificaron
estas dos levaduras dentro de una misma especie
aunque mostraron evidencias de subgrupos diferentes
teniendo en cuenta el tamafio y el nimero de
cromosomas que presentan.

La figura 3 muestra el mapa de restricciéon del
inserto de 7,5 kb presente en el plasmidio pLACKF1
que contiene el gen lactasa de K. fragilis. Al comparar
este mapa con el mapa de restriccion obtenido a partir
de la secuencia del gen lac4 de K. lactis (Poch et al.,
1992) puede observarse que ambos genes presentan
un patrdén de restriccion similar. Las minimas
diferencias encontradas deben ser resultado del
propio método de confeccion del mapa de
restriccion. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en los experimentos de Southern blot
(figura 1), lo cual constituye otra evidencia de la
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Fig. 3. Mapas de restriccién de los genes lactasa de K. fragilis (A) y K. lactis (B) que demuestran la homologia entre ellos. En su parte
inferior se sefalan las tallas de los fragmentos obtenidos al realizar el mapa de restriccién. Las zonas rayadas representan la regién de
homologia encontrada entre el fragmento de ADN genémico clonado de K. fragilis y el mapa de restriccién del gen lac4 de K.lactis.
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posible homologia entre los genes /ac de ambas
especies. La secuencia del nuevo gen aislado se esta
llevando a cabo.
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