CLONACION Y EXPRESION DE UN GEN DE LACASA DE Trametes versicolor EN DOS CEPAS DE
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Introduccion. Las lacasas son enzimas usadas en
bioprocesos y son producidas por una gran variedad de
hongos, destacando las especies del género Trametes (1).
Una alternativa para su aplicacion es la sobreexpresion
heter6loga en su forma activa. Pichia pastoris presenta
varias ventajas para la expresion de proteinas heter6logas
(2), la principal de ellas es que la expresion esta regulado
bajo el control del promotor AOX, inducible por metanol.
El objetivo de este trabajo fue la clonacion de un gen de
lacasa de T. versicolor en dos cepas de P .pastoris,
utilizando un método de clonacion alternativo.

Metodologia. Este trabajo se bas6 en una variante de la
metodologia habitual (usa las enzimas Xhol y Avrll)
utilizada en el sistema de P. pastoris (3). El proceso tuvo
que realizarse en dos fases para que no interfiriera un sitio
Xho | incluido en la secuencia del gen de lacasa (Iccl) de
Trametes. El gen Iccl, cuyo péptido sefial fue previamente
eliminado, se clond en el vector pPIC9, justo entre la
region promotora AOX1 y su correspondiente region
terminadora. (Fig 1). Se obtuvieron mediante PCR dos
amplicones con sitios de restriccion diferentes en sus
extremos a fin de permitir su colocacion en fase sin
interferencia del sitio Xhol interno. Una vez construido el
plasmido pPIC9Lccl, se transformaron las cepas de P.
pastoris GS115 y KM71, a fin de obtener mutantes Mut® y
Mut® y se comprobo la insercion del gen en el DNA
genémico mediante PCR.
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Fig. 1 Mapa de restriccion del plasmido pPIC9Lccl. Se visualiza
en el fragmento Iccl dos sitios de restriccion Xhol. Asimismo se
localizan los sitios de restriccion Bglll necesarios para
caracterizar el plasmido tras haber sido constituido

Resultados. El cultivo se mantuvo a 30°C desde la
obtencion del indculo inicial hasta transcurridas las 48h de
induccién (adicion de metanol). La secuencia sefial
utilizada fue el factor ade S. cerevisiae, ya que ha
resultado efectivo en multitud de trabajos de expresién
heter6loga con P. pastoris (3).

Las diferencias encontradas entre las dos cepas de P.
pastoris utilizadas pueden ser debidas a sus respectivos
genotipos: las cepas GS115 (Mut+) poseen dos copias del
gen AOX, una permanece activa durante el crecimiento y
la otra es utilizada para la expresion en medios con
metanol. Las cepas KM71 (Mut®) a diferencia solo poseen
una copia donde se sitda el gen inducido.

uU/L U/mg
CEPA
GSl1ll5Lac 6.4+1.21 0.27 =£0.05
KM71Lac 4.0 £0.6 0.17 =0.02

Tabla 1: Datos comparativos de actividad sobre ambas cepas de
P.pastoris transformadas. Se midié la actividad volumétrica
(U/L) y actividad especifica (U/mg).

Conclusiones. EI método de clonacién en 2 fases resolvi6
la dificultad debida a la presencia del sitio Xhol dentro del
gene clonado. Las diferencias genéticas entre las cepas
confieren capacidades distintas para la expresion del gen
cuando crecen en medios con metanol.
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