CLONACION Y EXPRESION DE LIPASAS DE Aspergillus nidulans PW1

Carolina Pefia., Rolf. Schmid, Stephan Langey Amelia Farrés
Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad Universitaria, 04510, México. Fax:
(52)(55) 5622-53009.
Allmandring 31. Institute of Technical Biochemistry, . University of Stuttgart,. 70569. Stuttgart. Germany.
Correo eectronico: farres@servidor.unam.mx y carolpm@servidor.unam.mx

Lipasas, Aspergillus nidulans,clonacién, expresion

Introduccion.

Las lipasas tienen muchas aplicaciones en las &reas de
tecnologia de alimentos, ciencias biomédicas y en la
industria quimica. En experimentos previos hemos
purificado y caracterizado un lipasa termoalcalina en A.
nidulans, derivandose de aqui €l interés por el aislamiento,
clonacion y expresion de lipasas en este microorganismo(1).
Otros autores han reportado la purificacion de una lipasa
activa a bajas temperaturas en A. nidulans (2). En d
Genebank se han encontrado varias secuencias completas
para lipasas en este microorganismo, entre otras una
secuencia putativa de lipasa/esterasa dentro del “cluster” de
la sintesis de esterigmatocistina tcl) (3). En el presente
trabajo éste se ha aislado, clonado y expresado en E. Coal,
como un primer paso para la eventual caracterizacion de la
proteina. Adicionalmente, se han analizado los posibles
genes de lipasa dentro del genoma de A. nidulans ya
secuenciado; considerando las secuencias “EST” reportadas
para la libreria de cDNA. Se han encontrado a menos 5
secuencias putativas para lipasa y se busca en el presente
trabajo su presencia en el genomade lacepa PW1.

M etodologia

Se disefiaron cebadores especificos para amplificar €l gen
(stcl), con sitios de restriccién especificos para clonar dentro
del vector de expresion pET20. Uno de €ellos (CPEIipR2)

no contenia el codén de paro y permita la expresion de la
enzima fusionada a una cola de histidinas para facilitar su
purificacion. El producto de PCR obtenido se cloné y se
transformé E. Coli (DH5a). Se comprobd la identidad del

gen stcl mediante secuenciacion. Los ensayos de expresion
se realizaron en la cepa BL21. La busqueda de secuencias
en la cepa PW1 se realiza con técnicas computacionales y
moleculares tradicionales, empleando una biblioteca de
cDNA facilitadapor R. Aramayo.

Resultadosy discusién

Como se puede observar en la figura 1, se logro la
sobreexpresion de la lipasa después de 1 y 3 horas de
induccion, con peso molecular aproximado de 33 Kda. Sin
embargo, no se pudo observar la actividad “in situ “ de la
misma (lado derecho), pero si en microplacas con a-naftil
acetato como sustrato y se comprobd la presencia de
actividad después de 3 horas de induccion.

El gen stcl andlizado corresponde a la EST 452/1592
reportado por Aramayo y posee pentapéptido consenso para
otras lipasas (GASAGL), aunque a menos otras 28
secuencias presentes en dicho bancoy homdlogas aeste tipo
de enzimas no lo presentan.
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Figura 1. SDSPAGE Andiss delasfracciones paripléamicas de E. coli
BL21 DE3antesy despuéseinducddn. M=marcador depesomadecuar, C=
control negativo (donacon @ vector Snd inserto después de 3 hores de
inducdidn), 1y 3= horasdespuésdelainduccion.

Conclusiones

Se logré la expresion de la lipasa/esterasa en E. Coli. Sin
embargo la expresion de la enzima se ve afectada por la
presencia de la cola de histidina fusionada a la misma, dado
gue no se logré observar actividad para este caso. Las
secuencias de lipasa analizadas mostraron a menos 4
secuencias putativas de lipasa en A. Nidulansy la aislada
corresponde a una de ellas. Se analizan las demés para
buscar las correspondientes a la actividad termoalcalinay la
gue se expresaen frio.
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