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Introduccion. En el grupo de trabajo se caracterizd la
actividad lipasa/esterasa de una enzima termoalcalofila con
posible aplicacion en biocatalisis (1) La secuenciacion del
amino terminal de esta proteina permitio identificarla como
una proteasa alcalina de Apergillus nidulans producto del
gen prtA (2). Comparando la secuencia del gen con las
reportadas en las bases de datos se encontré que la enzima
pertenece a las serin proteasas del tipo subtilasa, las cuales
presentan una amplia especificidad de sustrato incluyendo la
actividad esterasa, amidasa y elastasa. La mayoria de las
subtilasas son  sintetizadas como  pre-pro-enzimas,
subsecuentemente traslocadas a través de la membrana
celular via el pre-péptido (o péptido senal), y finalmente
activadas por eliminacion del pro-péptido (3).

El objetivo de este trabajo fue clonar la proteasa alcalina
(propéptido y madura) de Aspergillus nidulans y analizar su
expresion en Pichia pastoris.

Metodologia. A partir de la secuencia reportada en GenBank
se disefiaron primers especificos para amplificar por PCR el
gen PrtA de la proteasa alcalina (propéptido y madura)
empleando como templado DNA extraido de una biblioteca
de ¢cDNA de Aspergillus nidulans Los productos de PCR
obtenidos se clonaron en el vector pPICZa y subclonaron en
E. coli DH5a para su propagacion y en Pichia pastoris para
la expresion de la enzima. La seleccion de las clonas de
Pichia pastoris se realizo en medio s6lidoYPD+tributirina
1% adicionando en la tapa de la caja 100 pL de metanol cada
24 horas para la induccion de la enzima. Las clonas y el
control negativo fueron cultivadas en medio BMGY a 30°C
y 250 rpm, hasta alcanzar una D.O.¢ooum = 2-6 y se
transfirieron al medio BMMY para induccioén. La expresion
de la enzima se analizd por determinacion de la actividad
esterasa empleando el a-naftil acetato como sustrato y se
confirm6é por western-blot. Se caracterizé la actividad
enzimatica del extracto sobre ésteres de p-nitrofenilo,
triacilglicéridos y proteinas.

Resultados y discusion. Los productos de PCR obtenidos
correspondieron a los peso esperado para la amplificacion
del gen de la preproenzima (1200 pb) y para la enzima
madura (900 pb). La secuenciacion de estos confirmd que
pertenecian al gen prtA. Se analizé la expresion de la enzima
recobinante en diez clonas con el propéptido y 12 con la
madura. De las clonas que se analizaron con el propéptido
ninguna mostro6 actividad esterasa, sin embargo en el caso de
las clonas de la enzima madura, once mostraron actividad

esterasa, de las cuales se eligieron tres (PM-1, PM-3 y PM-4)
por ser las que presentaron mayor actividad. El control no
mostrd actividad esterasa en liquido. Con este resultado se
demuestra que no es necesaria la region propéptido de la
enzima para la expresion funcional, lo cual difiere con lo
reportado por otros autores (4). Al realizar el ensayo de
western blot empleando anticuerpos especificos para la cola
de histidinas, se observé que la proteina recombinante
producida por las tres clonas presentdé un peso molecular de
aproximadamente 36 kDa y en el control no se encontrd a la
proteina (Fig 1). Al analizar la actividad sobre sustratos de
diferente naturaleza se observd una preferencia por ésteres
de cadena corta y actividad sobre triacilglicéridos, colageno
y elastina.
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Fig. 1. Inmunodeteccion con anticuerpos Anti-His (C-term). MPM,
marcador de peso molecular, 1, PM-1, 2, PM-3, 3, PM-4, 4,
control.

Conclusiones. Se clono la proteasa alcalina del gen prtA, en
Pichia pastoris y se demostr6 que es posible expresar el gen
de la enzima madura en forma activa sin la secuencia
propéptido de la proteina.
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