Expresion del gen dex en la levadura Kluyveromyces lactis
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ABSTRACT

In this study, the expression and secretion of dextranase enzyme from the fungus Penicillium minioluteum in the
non-conventional yeast Kluyveromyces lactis, was evaluated. The ¢cDNA encoding this protein with its own signal
peptide was integrated into the genome of K. lactis strain MW105-2A under the control of the LAC4 promoter.
Dextranase was detected by the hydrolysis of blue dextran added to solid growth medium and the enzymatic
activity was determined colorimetrically by the DNSA methed. Dextranase was efficiently expressed and secreted in
this yeast. The obtention of this construction constitutes the first step in the use of dextranase-encoding gene as
reporter in gene expression studies in the yeast K. lactis.
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RESUMEN

En el presente trabaijo, se evalué la expresion y secrecion de la enzima dextranasa del hongo Penicillium minioluteum
en la levadura no convencional Kluyveromyces lactis. El ADN complementario que codifica la proteina con su propia
secuencia sefal, se integré en el genoma de la cepa MW105-2A de K. lactis bajo el control del promotor del gen
LAC4. La presencio de lo enzima dextranasa se detecté por la formacien de halos de hidrélisis en placas que
contienen dextrana azul, y la actividad enzimatica se determiné de forma colorimétrica mediante el método del
DNSA. Esta enzima se expresé y secretd eficientemente en esta levadura, lo que constituye el primer paso para el
empleo del gen codificante de esta enzima como reportero en estudios de expresion génica en K. lactis.

Introduccién

Uno de los métodos mas empleados para el estudio de
la expresidn génica cn levaduras, es la fusidn de la
region promotora de interés a un gen reportero, ¢l cual
debe codificar una proteina que sca detectada facil-
mente. Entre los genes reporteros utilizados mas fre-
cuentemente en estos microorganismos, se encuentra
el gen lacZ de Escherichia coli, que codifica la enzima
[-galactosidasa [ I, 2]. Esta cnzima tiene varias venta-
Jjas que la hacen atractiva como reportera en el estudio
de la expresion génica: primero, ¢l gen y su producto
cstan bien caracterizados, tanto genética como
bioquimicamente [2]; segundo, cxistcn ensayos que
emplean sustratos disponibles comercialmente, inclu-
yendo algunos que permiten la visualizacién de la ac-
tividad enzimatica in situ.

No obstante, esta enzima no es ideal en todos los
sistemas. Por ejemplo, en el caso de la levadura
Kluyveromyces lactis, los niveles endogenos de activi-
dad B-galactosidasa son lo suficientemente altos como
para impedir la deteccion de la [f-galactosidasa quimé-
rica por métodos enzimaticos.

Otro de los genes que se han empleadoe como repor-
teros para ¢l estudio de la expresion génica, ¢s ¢l que
codifica la enzima cloranfenicol-acetil-transferasa
(CAT). En la mayoria de los eucariotas existe una
actividad CAT enddgena muy baja, pero los ensayos
enziméticos suelen ser muy caros [3].

Laenzima dextranasa (EC 3.2.1.11, o-1.6-glucano
a-D-6-glucanohidrolasa) hidroliza los enlaces glicosi-
dicos a(1-6) dentro de la molécula de dextrana. El
ADNCc codificante de csta cnzima de 67 kDa fue aisla-
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do por Garcia y colaboraderes [4]. Por otra parte,
Roca y colaboradores [3] reportaron el aislamiento y
la secuenciacion de este gen, al que denominaron dex.
I.a secuenciacion del clon gendmico mostrd que, a di-
ferencia de lo que ocurre en otros genes aislados de
hongos, ¢l gen dex no conticne intrones. Ademas, este
gen se expresé cficientemente en la levadura
metilotréfica Pichia pastoris [3]. Este resultado sugi-
ri6 el posible empleo del gen codificante de esta enzi-
ma como reportero en el estudio de la expresion génica
en levaduras.

Otra de las ventajas que presenta el empleo del
gen dex, es que los sustratos de la enzima dextranasa
son solubles en agua y estan disponibles comercial-
mente. También, al sccretarse esta enzima en el me-
dio de cultivo. cs posiblc realizar el ensayo de activi-
dad cn placas de medio solido mediante el empleo de
un sustrato cromogénico, la dextrana azul. La activi-
dad enzimatica se evidencia por la formacion de halos
de hidrolisis.

La levadura no convencional Kluyveromyces lactis
es ampliamente utilizada en la expresion de protei-
nas heterdlogas por su capacidad secretora y su cre-
cimiento facil en sustratos baratos como el suero de
leche [6, 7].

En ¢l presente trabajo se reporta la expresion y
secrecion cficiente al medio de cultivo de la dextranasa
proveniente del hongo Penicillium miniolutewm como
primer paso en la construccién de vectores que permi-
tan el estudio de la expresion génica en esta levadura
mediante el empleo del gen dex como reportero.
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Materiales y Métodos

Cepas, plasmidos y medios de cultivo

Las cepas de bacterias y levaduras, asi como los
plasmidos cmpleados en este estudio, se muestran en
la Tabla 1. Las cepas de bacterias utilizadas en la pro-
pagacidn de las construcciones gendticas, se crecieren
en medio LB (triptona 1%, extracto de levadura 0,5%.
NaCl 0,2 M) suplementado con ampicillina (50 mg/mL}).
Las cepas de levaduras se crecieron en medio rico YP
{extracto de levadura 1% y peptona bacteriologica 2%)
suplementado con glucosa 2% (YPD) o lactosa 1%
(YPL). En la seleccion y manipulacion de los transfor-
mantes, s¢ empled ¢l medio minimo YNB (Yeast
Nitrogen Base) suplementado con glucosa 2%. Para
la preparacion de los medios solidos, se adiciond agar
técnico a los medios liguidos.

Métodos de ADN recombinante

Todas las técnicas rutinarias de manipulacion del ADN
se realizaron scgin Sambrook y colaboradores [11]. El
marcaje de ADN para los experimentos de hibridacion,
sc realiza de acuerdo a las especilicaciones del juego de
reactivos de Boehringer Mannheim, que se basa cn los
resultados de Feinberg y Volgelstein [12], y utilizando
[™P]dATP (> 3000 Ci/mmol, Amersham, Reino Uni-
do) como nucledtido radiactivo. Las sondas empleadas
fueron el AIDNc que codifica la dextranasa, extraido del
plasmido pBDEX mediante digestion con las enzimas
de restriccion EcoR1y Xhol, o un fragmento de 300 pb
del gen de la lactasa de K. lactis, extraide del plasmido
pK 16 mediante digestion con la enzima de restriccion
HindlIL Para los experimentos de Southern blot, el ADN
total sc separo electroforéticamente en geles de agaresa
a 0.6% v. sc transfirid a membranas de Hybond-N
{Amersham, Reino Unido), y las hibridaciones sc reali-
7aron durante toda la noche a 42 °C cn una solucidn que
contiene SSC 6X, Denhardt’s 5X, SDS 0,5%, formamida
50% y ADN de esperma de salmén 200 pg/mL, previa-
mente desnaturalizado a 95 °C. Después de la hibrida-
cidn, los membranas se lavaron dos veces a temperatura
ambiente ¢n una solucion de SSC 2X, SDS 0,1%, y una
vezen unasolucion de SSC 02X y SDS 0,1%a 65 °C. El
ADN gendmico de levadura se purificd de acuerdo con el
protocolo descrito por Rothstein | 10].

Construccién del vector de expresion

en K. lactis pGKC1-DEX

El fragmento de ADN codificante de la dextranasa se
amplilico mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (RCP) utilizandosc ¢l plasmido pBDEX
como molde, la enzima Tag ADN polimerasa vy los
oligonucledtidos D2 (5°-CATGCTAAAGCTAC
TTGCGTTGA-3") y D53 (5°-GGAAACCTG
GAAATGTCCTTAT-3"). La rcaccion de PCR se
llevd a cabo durante 30 ciclos de desnaturalizacion
(30 s a 94 °C), hibridacion (30 s a 60 °C) y exten-
sion (2 min a 72 °C). El producto de la RCP se
fosforild en los extremos empleando la cnzima T4
PNK (Bochringer Mannheim. Alemania) y sc ligd
al vector pGKC1 [13], para dar lugar al plasmido
pGKCI1-DEX. Previo a la ligacion con ¢l gen dex, ¢l
plasmido pGKC1 se digirié con la enzima [findlll,
seguido de tratamiento con la nucleasa Mung bean
durante 1 ha 23 °C y por ultimo. se desfosforilaron

Tabla 1. Cepas y plasmidos empleados en este trabajo.

Genotipo o fenotipo

Referencias

Cepas
E. coli MC 1061

K. lactis MW 105-2A
K. lactis MW DEX

Mutente vra3’
Productora de dextranasa

HsdR mcrB araD139 Af{araABC-leu) 8
7679 AlacX7 4 gall galK rpsL thi his3

Cepario CIGB
Este trabajo

Plasmidos
pKié LAC4 9
pGKC1 Ap URA3 10
pBDEX ADNc de la dextranasa en el plasmido pBluescript SK(-) 4
pGKC1-DEX El gen dex en el plasmido pGKC1 Este trabajo

los extremos con fosfatasa alcalina (Boehringer
Mannheim, Alemania).

Transformacién de K. lactis y seleccidn
de los clones productores de dextranasa

Para la transformacion de la levadura XK. /actis, se em-
plearon alrededor de 5 pg del plasmido pGKCI-DEX,
digerido previamente con la enzima Pvull. La trans-
formacion se llevé a cabo mediante electroporacion
[14] en cubetas de 0,2 cm. Las condiciones de electro-
poracion [ueron las siguientes: 4,5 kV/cm, 25 pF y
400 Q durante 11 ms. Inmediatamente después de la
aplicacién del pulso eléctrico, se adicioné 1 mL de
sorbito] 1M frio a la suspensién celular y los transfor-
mantes URA3™ se seleccionaron en placas de medio
minimo YNB [15] con glucosa 2%. De los transfor-
mantcs obtenidos, sc transfirieron 21 a placas de me-
dio minimo suplementado con glucosa 2% o lactosa
1%. y en ambos casos se adiciond dextrana azul 0,4%.
Las placas se incubaron durante toda la noche a 28 °C
hasta que aparecieren halos de hidrélisis de la dextrana
alrededor de las colonias.

Finalmente, se seleccionaron tres de los transfor-
mantes para realizar estudios de expresion. Estos
clones se inocularon en 5 mL de medio YPD liquide y
sc crecieron a 28 °C durante toda la noche. A partir de
cstos precultivos, se inocularon independientemente
200 mL dc medio YPD, los que a su vez sirvieron de
indculo para un fermentador Biolafitte de 4,5 L de
volumen cfectivo. La fermentacion se mantuvo duran-
te 90 h a 30 °C, 1,5 v/v/m de arcacion, 600 rpm de
agitacion y pH 5,4, Cada 24 h se adiciond lactosa 1%
como inductor.

Preparacidn de los extractos celulares
y determinacién de la actividad dextranasa

Las células se colectaron por centrifugacion del cultivo
[ermentado vy cl sobrenadantce se ulilizé para la determi-
nacién de la actividad de la enzima sccretada al medio de
cultivo. Del sedimento se pesaron 400 mg, se lavaron
dos veces con agua destilada, se resuspendicron en 400
pl de tampdn de ruptura (NHyAc 20 mM pH 5, EDTA
5 mM y PMSF 2 mM) y s¢ adicionaron 400 mg de
perlas de vidrio (0,3 mm) esterilizadas. La ruptura se
realizé mediante agitacion rigorosa en vdriex cuatro ve-
ces durante 1 min, con reposo de 1 min en hielo entre
golpes. Posteriormente, sc centrifugd a 500 rpm (Himac
Centrifuge, Hitachi®, Japén) para separar las perlas de
vidrio, ¢l sobrenadante sc pasé a otro tubo y las perlas se
lavaron con 50 L adicionales de tampon de ruptura. Por
ultimo, se centrifugd a 15 000 rpm (Himac Centrifuge,
Hitachi¥, Japdn) durante 10 min para separar el
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sobrenadante de ruptura del sedimento. Para las determi-
naciones de la actividad enzimatica, se pesaron 100 mg
del sedimento de ruptura, se lavaron dos veces con agua
destilada y se resuspendieron en 1 mL de agua destilada.
Laactividad dextranasa se determind seg(in Kosaric
y colaboradores [16]. Una unidad de actividad se defi-
ni6 como la cantidad de azacar reductor, expresada en
micromoles, liberada en 1 minapH 5y 40°C . Los
azhcares reductores se determinaron por la reaccion
con el acido dinitrosalicilico (DNSA) [17], de la si-
guiente manera: a 100 uL. de muestra se le afiadieron
400 pL de tampon acetato de sodio S0 mM pH 5.2 y
500 ulL de dextrana T-2000 2,5% (Pharmacia, Estados
Unidos). Se incubd 10 min a 40 °C y se inactivd la
enzima mediante calentamiento durante 5 min a
100 °C. Luego, se¢ afiadio 1 mL de DNSA y se incub6
10 min a 100 °C para desarroilar el color. Finalmente,
se determind la absorbancia a 546 nm contra un blanco
formado por sustitucion de la muestra por 100 uL de
tampoén acetato. Paralelamente, se prepararon contro-
les para determinar la cantidad de azicares reductores
presentes inicialmente en las muestras; en este caso,
se adiciona la dextrana después de inactivada la enzi-
ma y se continia el procedimiento igual que para las
determinaciones de actividad enzimatica.

Western blot

El método de Western blot se realizd de acucrdo con el
protocolo descrito por Towbin y colaboradores [18].
Laelectroforesis en geles de poliacrilamida (12,5%) se
llevo a cabo de acuerdo a las especificaciones del ma-
nual de protocolos de Promega (Estados Unidos) [19].
Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se trans-
firieron a una membrana de nitrocelulesa Hybond-C
(Amersham, Reino Unido), utilizando cl sistema Mighty
Small Transunit (Hoefer Scientific [nstrument, CA, Es-
tados Unidos) a una corriente constante de 300 mA por
2 h. Para la preparacidn de las muestras, se tom6 1 mL
del sobrenadante de cultivo, se centrifugé a 14 000 rpm
durante 10 min y se desechd el sedimento. Al
sobrenadante se le adicionaron 16 pL de desoxicolato
de sodio 2% preparado al momento, se agitd y se incu-
b6 en hielo durante 15 min. Transcurrido este tiempo,
sc adicionaron 500 pL de acido tricloroacético (TCA)
20% y se agito por inversién. Posteriormente, se
centrifugo a 15 000 rpm durante 30 min a 4 °C y se
desecho el sobrenadante. Bl precipitado se lavo con
660 pl. de TCA 8% (v/v) y luego con acetona, se secOd
y se resuspendio en 10 pL de EDTA 50 mM pH 8. En
la electroforesis se aplicd todo el volumen, ¢l cual co-
rresponde a 1 mL del sobrenadante del cultivo inicial.

[Las muestras del sobrenadante y del sedimento de
ruptura, s¢ prepararon como s¢ describié anterior-
mente, pero a partir del sedimento de la centrifugacion
del cultivo original. Para la electroforesis en gel de
poliacrilamida (12,5%) se tomaron 15 pL, equivalen-
tes a 0,3 mL del volumen del cultivo inicial.

Resultados y Discusién

Transformacién de K. lactis con el vector
pGKC1-DEX y seleccién de los transformantes

Con el objetivo de fusionar ¢l ADNc codificante de la
dextranasa al promotor y al terminador del gen LACH de
K. lactis, se construyé el plasmido pGKCI1-DEX. En
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esta construccion se empled como sefial de secrecién la
del propio gen que codifica la dextranasa (Figura 1).

La frecuencia de transformacion de la levadura se
ve estimulada cuando los plasmidos integrativos uti-
lizados se linealizan con una enzima de restriccion
que permita dirigir la integracion al locus cromosomal
de interés, lo que favorece el evento de recombinacion
[20]. Van der Berg y colaboradores [6] reportaron la
expresion de la proquimiosina bovina mediante el
empleo de plasmidos integrativos linealizados con la
enzima Sacll, que corta en un sitio inico presente en
el promotor. En ¢l caso que se reporta, no se pudo
aplicar este mismo csquema de integracién por la
carencia de un sitio Unico en la region promotora del
gen dex en el plasmido pGKC1-DEX. Por tal motivo,
se digirié con la enzima Pvull que corta a ambos
lados del fragmento de expresién, de forma tal que
esta construccidn genética integra en el genoma de K.
lactis de acuerdo con el modelo de reemplazamiento
génico de Rothstein [21]. Este modelo predice una
gran cstabilidad del ADN integrado y la pérdida de la
informacidén en el locus de integracion.

Una vez realizada la digestion del plasmido pGKC1-
DEX, la banda de 5,3 kpb que contiene ¢l fragmento
de expresion se empled para transformar la cepa
MW 105-2A, y sc scleccionaron los transformantes
por su capacidad de crecer en placas de medio minimo
carente de uracilo. De los transformantes obtenidos,
se aplicaron 21 sobre placas que contenian medio se-
lectivo suplementado con glucosa o lactosa como fuente
de carbono, y dextrana azul como sustrato de la enzi-
ma para la identificacién de los transformantes con
actividad dextranasa.

Las placas se incubaron a 28 °C y al cabo de las 6 hse
observaron zonas de aclaramiento alrededor de algunas
colonias producto de la hidrdlisis del sustrato por la dex-
tranasa (Figura 2). Como la dextrana azul es un polimero
de elevado peso molecular (2 x10° g/mol) que no puede
entrar a la célula, el hecho de encontrar actividad
enzimatica implica que la protcina sc estd secrctando al

Pyl
/

ORl pGKC1-DEX

Pwull

TLAC4

~. ~ EceRl

dex ]

MLKLLALTLAISESATGAVHMHPPIGNSHPGTH

Figura 1. Esquema del plasmido pGKC1-DEX en el que el gen dex
de P minioluteum se fusioné al promotor LAC4 de K. lactis. El
plasmido se digirié con la enzima Pvu Il, previo a la fransformacion.
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Figura 2. Analisis de los fransformantes que contienen el plasmido
pGKC1-DEX en placas de medio minimo YNB, empleando lactosa
{A) o glucosa (B) como fuenie de carbonoe. En ambos casos, se
adiciené dextrana azul 0,4% a cada placa, lo que permitic
visualizar la actividad enzimdtica a través de la formacion de
halos de hidrolisis alrededor de las colonias que expresan y
secretan correctamente la enzima. En la parte inferior de la
placa, aparecen cuatre colonias que se emplearon como control
negativo, y que se corresponden con una construccion infegrativa
que poria el gen de la insulina.

medio de cultivo o que se libera producto de autélisis

celular. Como control negativo del experimento, se em--

plearon transformantes de la cecpa MW 105-2A que con-
tienen ¢l plasmido pGKC1. En ninguno de ellos s¢ ob-
servo actividad dextranasa. Curiosamente, la actividad
que se encontro en algunos transformantes pudo ser de-
tectada, tanto en placas que presentan ¢l inductor, como
en las que contienen glucosa, aunque la actividad fue
mayor cn las primeras. Este resultado evidencio queen la
cepa emplcada no se manifiesta la represién por glucosa
sobre el gen LACH al mismo nivel que en ofras cepas
hospederas de K. lactis |6]. Callgjo reportd un resultado
similar en la expresion de la proquimiosina bovina utili-
zando la cepa CBS 683 del mismo hospedero [22].

Analisis del evento de integracion

Con el objetivo de determinar ¢l tipo de integracién en
el genoma dc K. lactis que presentan los transforman-
tes estudiados, se realizo un analisis de nueve de ellos
mediante Southern blot. La Figura 3 muestra los tipos
de integracién que pueden producirse al introducir el
ADN plasmidico en la célula hospedera. La Tabla 2
resume las tallas de las bandas que deben obtenerse en
cada caso con ¢l empleo del gen de la dextranasa o de la
lactasa como sondas.

Para analizar ¢l patron de integracion presente cn
cadauno de los transformantes, el ADN total extraido
de cada uno de ellos se digiri6 con laenzima de restric-
cion Kpnl . Todos los transformantes analizados mues-
tran una banda de 4,3 kpb al hibridar con ¢l gen dex
(Figura4A). En la carrilera 2, aparcce la banda utiliza-
da como control positivo de hibridacion, correspon-
diente al plasmido pGKC1-DEX digerido con la enzi-
ma Pvull. En la carrilera 11, s¢ aprecia el ADN total
de la cepa hospedera utilizado como control negativo,
sin que se detecle senal alguna. En este caso se obser-
va una sola banda, pues ¢l sitio Kpnl presente en ¢l
gen dex se encuentra muy proximo al extremo 5° (Fi-
gura 4). Con este experimento se evidencid que el gen
dex se integré en el genoma de la levadura, pero no
puede determinarse el tipo de integracion que ocurrié.

Para discriminar entre un cvento de simple y uno
de doble recombinacién, los filtros con el ADN fijado
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Simple recombinacién per el promoter (LACH)

Kpnl Ki‘i‘l Kpnl Kpnl
PLACH Y dex | tLACA | URA3 [3¥'LACA[pLACH > Lactasa [ tLAC4 I’\Acf
Doble recombinacion en el locus LACY (LAC) B
Kpnl
Kpnl P Kpnl
[‘I\'phACﬂi M dex | tLAC4 | URAS {3'LAC4}’VI\C,-

URAG
3LACY

POK

rampt
Am dex

N

/. pLACY
Prull ™
Kpnl
Kpnl Kp!’ﬂ Kpnl
ANFTAC Tetasa [ ICATTNA Cr locus L4CH
4,4 kpb 2,6 kpb

Simple recombinacion por ¢l terminador (LACH)

Kpnl KP“ g Kpnl Kpnl

]
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Figura 3. Esquema del vector de expresion pGK de K. lactis y eventos de integracién mds probables que
pueden ocurrir en el locus LAC4. (A) Integracion por doble recombinacién. (B) Integracion por simple
recombinacién en el promotor. (C) Integracién por simple recombinacion en el terminader. La banda
referzada que se sefala en el locus cromosomal LAC4, representa el fragmento Hindlll de 300 pb empleado
como sonda radiactiva en los experimentos de Scuthern blot.

se hirvieron en una solucién de SDS 0,1% y sc dejaron
a lemperatura ambicnte hasta que descendio a 50 °C.
Posteriormente, se utilizaron para hibridar con una
sonda de 300 pb correspondiente a la region central
del gen codificante de la lactasa. Esta sonda se obtuvo
mediante digestion del plasmido pK16 con la enzima
de restriceion Hindlll, la cual no incluye ni al promo-
tor ni al terminador del gen presentes en ¢l plasmido
pGKCI1-DEX. Como se observa en la Figura 4B, en
todas las lineas aparcce una banda de 4,4 kpb que no
dificre en intensidad cuando se compara con ¢l ADN
de la cepa salvaje (carrilera 11), lo que descarta la
posibilidad de que ¢l fragmento de expresion sc haya
integrado por doble recombinacion con la consiguien-
te pérdida del locus £.4C4. Con este resultado, tam-
bién se descarta un evento de simple recombinacién
por la region promotora, lo que deja solamente la posi-
bilidad de que el fragmento de interés se haya integrado

22 Callejo M. Expresién de proquimiosi-
na bovina en Kluyveromyces lactis. [diser-
tacién). Civded de La Habana: Universi-
dad de La Habanag; 1992

Tabla 2. Tallas obtenidas al hibridar el ADN cromosomal de los transformantes de K. lactis
con las sondas de la dextranasa y la lactasa.

Tipo de integracién Dextranasa Lactasa
Simple recombinacién por el promotor 6,7 kb 6,7 kb
Simple recombinacién por el terminader 4,3 kb 4,4 kb
Doble recombinacién 4,3 kb -
Recombinacion no homéloga No predecible 4,4 kb
Cepa MW 105-2A - 4,4 kb

-No se detecta sefal
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Figura 4. Andlisis por Southern blot de los franstormantes que
portan el plasmido pGKC1-DEX, En el panel A se emples como
sonda el ADNc codificante de la enzima dextranasa, y en el panel
B el fragmento Hindlll de 300 pb del gen de la lactasa de K. lactis
extraido del plasmido pK16. En las carrileras 3-10 aparecen los
ADN de los diferentes jransformantes digeridos con la enzima
Kpnl (10 pg); en las carrileras 2 y 11 aparecen el plasmido
pGKC1-DEX/Pvull {30 ng) y el ADN de la cepa hospedero (10 pg),
empleados como control positive y negativo, respectivamente.
Las tallas del ADN empleado como pairén de peso molecular
(x/HindIll) se muestran a la izquierda de esia Figura. Las fle-
chas indican la posicion de la banda de interés.

mediante simple recombinacién por ¢l terminador, o
por un evento de recombinacion no homdloga.

Finalmente, se pueden concluir que el locus LACY
permanece intacto, lo que se corrobord, ademas, en
experimentos de cultivo en zaranda realizados con va-
rios de estos transformantes, mediante €l empleo de
lactosa 1% como fuente de carbono. En todos los ca-
s0s se obtuvo un crecimiento similar al de la cepa
salvaje (resultado no mostrado).

En Saccharomyces cerevisiae, el recmplazamiento
de la informacién del locus de integracion es una regla
general. Bastan solamente 0,2 kpb de homeologia para
obtener 100% de recombinacion homéloga [23]. De
manera diferente, en hongos, la mayoria de los cventos
de integracion ocurren por recombinacion no homdloga
[23]. En un estudio realizado en Neurospora crassa,
s6lo 1 de 89 transformantes resulté de un evento de
recombinacién homdéloga que involucrd de un fragmen-
to de integracion con una homologia de 5 kpb en cada
extremo con relacion al genoma del hospedero. Sin em-
bargo, al emplearse una de regién de homologia de
9 kpb, s¢ logré aumentar en 30% la probabilidad de que
ocurra una recombinacion homéloga [24].

Los resultados obtenidos con la cepa hospedera
empleada en este trabajo, muestran que ¢sta se com-
porta de manera similar a los hongos. Un resultado
similar fue obtenido por Ferbeyre para la expresion de
proquimiosina bovina en lacepa VD1 de K. lactis [25].

Expresién del gen dex en K. lactis

La expresion del gen dex a nivel de la traduccion sc
monitored en la levadura, tanto por inmunodeteccion,
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como por actividad enzimatica. Como se observa cn la
Tabla 3, en la cepa transformada con ¢l plasmido pGKCl
no se evidencid actividad dextranasa en ninguna de las
condiciones probadas. Sin embargo, en los transforman-
tes que portan el gen dex se detecto actividad dextranasa
en el sobrenadante de cultivo. La expresion de laenzima
no afectd los pardmetros de crecimiento de la cepa trans-
formada (MWDEX). va que el tiempo de gencracién en
medio Y PD fuc muy similar al que se obtuvo para la cepa
que no porta ¢l gen (resultado no mostrado).

Aligual que en ¢l caso del experimento realizado en
placas con dextrana azul, s¢ pudo detectar actividad
dextranasa al final del crecimiento en presenciade glu-
cosa como fuente de carbono. Estos valores de activi-
dad son dos veces inferiores (1,45 pmol/min/ml. de
cultivo) a los que se obtuvieron al final del crecimicnto
con el cmpleo de la lactosa comao inductor (3,4 pmoles/
min/mL de cultivo), lo que corrobora que la represion
por la glucosa sobre ¢l gen LACY no es tan fuerte en la
cepa empleada por nosotros. En este sentido, ¢s im-
portante mencionar que Sheetz y Dickson [26] en-
contraron una induccion de la expresion del gen LACS
aproximadamente 40 veces mayor en presencia de
lactosa; no obstante, también rcportaron expresion cn
los cultivos crecidos en presencia de glucosa.

Los experimentos de Western blot realizados con el
emplco de un anticuerpo especifico contra la enzima
dextranasa purificada del hongo £ minioluteum [27],
permitieron detectar la enzima solamente en la frac-
cion correspondiente al sobrenadante del cultivo (Fi-
gura 5). Por lo tanto, la carcncia de actividad en las
fracciones correspondientes al sobrenadante y al sedi-
mento de ruptura, se debe a gue la enzima es eficiente-
mente secretada al medio de cultivo.

En el estudio de los clementos que centrolan la ex-
presion génica, se hace necesario contar con métodos
sencillos y rdpidos que permitan evaluvar si una region
determinada ¢s responsable o no de la funcién del
promotor en estudio. En estc sentido, se ha desarro-
llado una serie de vectores que cmplean diversos genes
como reporteros, entre los que se encuentran el gen
que codifica la f-glucuronidasa de £. coli [28, 29], la
luciferasa [30] v la proteina verde fluorescente de
Aequorea victoria [31], entre otros. Especificamente,
en levaduras, uno de los genes reporteros mas emplea-
dos es el que codifica la envima 3-galactosidasa de £.
coli [32]. Sin embargo, este gen tiene como desventaja
quc la proteina que se producce cs de gran tamafio y sc
expresa intracclularmente, por lo que ¢s necesario rom-

23.Finchman JR. Transformation in fungi
Microbiol Rev 1989,53:148-70

24, Asch DK, Kinsey JA. Relationship of
vector/insert size to homologous integra-
tien during transformartion in fungi. Mol
Gen Genet 1990;221:37-43.

25. Ferbeyre G. Expresion de genes hetero-
logos en Kluyveromyces lodis. [disertacién]
La Habana (Cuba): Instituto de Ciencios
Médicas “Victoria de Giron". 1991.

26.Sheetz RM, Dickson RC. LACA is the
structural gene for B-galactosidase in
Kluyveromyces lactis. Genetics 1981,
98:729-45,

27.Raices M, Molerio MC, Li M, Moarera ¥,
Roca H, Delgado J, ef ol. Purificacidn y ca-
racterizacion parcial de una enzima dex-
tranasa a partir de una cepa de hongo
del género Penicillium. Biotecnologia Apli-
cada 1991;8:248-55.

28. Jeffersson RA, Burgess SM, Hirsh D.
p-glucuronidase form Escherichio coli
as a gene-fusion marker. Proc Natl
Acad Sci USA 1986;83:8447-51.

29.Beneke S, Besigen H, Klein A. Use of the
Escherichia coli uvidA gene as a reporler in
Methanococcus volice for the anlysis of the
regulatory function of the intergenic
region between the operons encoding
selenium-free hydrogenases. Mol Gen
Genet 1995;248:225-8.

30. Gailey PC, Miller EJ, Griffin GD. Low-
cost system for real-time monitoring of lu-
ciferase gene expression. Biolechniques
1997,22:528-34.

31.Dehio M, Knorre A, Lanz C, Dehio C.
Construction of versatile high-level expre-
ssion veciors for Borfonella henselge and
the use of green fluorescent protein as o
new expression marker. Gene 1998,215:
223-9,

32.Myers AM, Tzagoloff A, Kinney DM,
Lusty C). Yeast shuttle and integrative vec-
tors with multiple cloning sites suitable for
construction of lacZ fusions. Gene 1986;
45:299-.310.

Tabla 3. Determinacién de la actividad dextranasa en la levadura K. loctis.

Actividad dextranasa (nmoles/min/mL de cultivo)®

Sebrenadante Sobrenadante Sedimento

de cultivo de ruptura de ruptura
Cepas® G L G L G L
MWDEX 1450¢ 3400 <1 <1 <1 <1
MX 105-2A <1 <1 <1 <1 <1 <1

Las células se crecieron inicialmente en 200 mL de medio YP con glucosa (G) come fuente de carbono.
Seguidamente, se colectaron las células, 1 mL del sobrenadante se utilizé para el ensayo de actividad
en presencia de glucosa, mieniras que del sedimento se tomaron 400 mg en peso himedo. El resto de
las células se utilizé como inéculo para un fermentador Biolafitte de 4,5 L de volumen efectivo que
contenia lactosa {L) como fuente de carbono. La fermentacion se mantuvo por 90 h y después de ese
tiempo, se midié la actividad dextranasa

EMWDEX es lo cepa transformada con el plasmide pGKC1-DEX y MW 105-2A es lo cepa hospedera

‘Los valores de actividad son la medic de los de fres transformantes independientes analizados por
duplicado
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per la célula para poder hacer las determinaciones de
actividad enzimética. Ademés, en algunas especies de
levadura como K. /actis se ha encontrado una activi-
dad B-galactosidasa endégena [6] que puede afectar la
deteccion de la proteina exogena.

En este trabajo, se estudid la expresion del gen dex
del hongo P. minioluteum en la levadura K. lactis, con
el objetivo de evaluar su posible aplicacién como gen
reportero en esta levadura. Como se pudo demos-
trar, la enzima dextranasa se expreso a partir del pro-
motor del gen LAC4 y su producto se secretd efi-
cientemente al medio de cultivo, con el empleo de su
propia sefial de secrecién. El modo tan sencillo de
detectar la presencia de la enzima en los transfor-
mantes que portan ¢l gen, asi como la disponibilidad
de sustratos comerciales para los ensayos de activi-
dad enzimadtica, hacen muy atractivo el uso del gen
que codifica la dextranasa como reportero en el estu-
dio de la expresion génica en K. lactis y, a su vez,
permiten valorar su empleo en otras levaduras.

Recibido en septiembre de 1998. Aprobado
en diciembre de 1998.
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Figura 5. Andlisis por Western blot de
la expresién de la enzima dexiranasa
de P minioluteum en K. loctis. (A)
Dextranasa secretada al medio de cul-
tivo. (B) Muestras del sedimiento de
ruptura, se aplicaron en todos los ca-
sos 1,5 mg en peso humedo. Carrile-
ra 1: 100 ng de dextranasa nativa pro-
ducida por el hongo; camilera 2 muestra
correspondiente a la cepa MW 105-
2Ay carrilera 3-10, las muesiras apli-
cadas en orden decreciente y extrai-
das cada 12 horas. La flecha senala la
posicién de la dextranasa natural
(67 kDa). La Figura muestra el resul-
tado obtenido para uno de los trans-
formantes analizados.
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