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Introduccion. Las B-glucosidasas son enzimas hidroliticas
que catalizan el corte de enlaces (1—4) de oligosacaridos
de glucosa y contribuyen asi a la degradacion de la
celulosa (1). Estas enzimas se utilizan en la industria de
alimentos y bebidas, y en la generacién de etanol a partir
de celulosa, entre otras aplicaciones. Una de sus
principales limitaciones para su uso industrial es la
inhibicién por producto, por lo que actualmente se busca
encontrar B-glucosidasas resistentes a la inhibicién por
glucosa (2). La B-glucosidasa de la termita
Coptotermes formosanus es una enzima con alta actividad
especifica (463 U/mg) y resistente a la inhibicién por
glucosa que puede ser atractiva industrialmente. Su
produccion en Escherichia coli (3) como cuerpos de
inclusién dificulta su purificacion, lo cual puede ser
solventado utilizando hospederos alternativos como la
levadura metilotréfica Pichia pastoris.

El objetivo de este trabajo fue construir cepas de
P. pastoris capaces de producir la B-glucosidasa de
C. formosanus.

Metodologia. La secuencia codificante de la
B-glucosidasa de C. formosanus se sintetizo, cloné en el
vector pUC57, y subcloné por PCR en el vector pGEM-T,
agregando sitios de restriccion Xhol y Notl. El plasmido
resultante pGEM-BGIu se propag6 en E. coli IM109. Los
plasmidos de siete colonias transformadas seleccionadas
al azar se caracterizaron por PCR, por digestién con Sall,
y dos de ellos por secuenciacion. La secuencia codificante
de la B-glucosidasa se subclondé nuevamente en el vector
pPIC9 utilizando los sitios Xhol y Notl para construir el
plasmido pPIC9BGIu, el cual se caracterizé por PCR y
digestion con Xhol-Notl. El plasmido linealizado con Sall,
se empled para transformar células de P. pastoris KM71
por electroporacion. Las clonas transformadas se
seleccionaron por prototrofia a histidina y se verificé la
insercion del casete de expresiéon mediante PCR. Se
realizaron cultivos de dos clonas transformadas
(KM71BGlu) a 30°C y 250 rpm en medio minimo
amortiguado adicionado con glicerol (BMG) para generar
biomasa y posterior induccion a 30°C del gen heterélogo
en medio minimo amortiguado adicionado con metanol
(BMM) por 48 h, y adicionando metanol cada 12 h a una
concentracion final del 0.75% (v/v). Del medio libre de
células de 24 y 48 h de induccion del gen heterélogo, se

determiné la concentracién de proteinas por el método de
Bradford y actividad enzimatica de B-glucosidasa a 40°C y
pH 6.0 empleando celobiosa 1% como sustrato. Ademas,
se evalué la posible N-glicosilacion de la enzima
recombinante mediante analisis por SDS-PAGE de un
concentrado proteico tratado con la glicosilasa endo Hr.

Resultados. Todos los plasmidos pGEM-BGIu analizados
mostraron una Unica banda 1,463 pb por PCR, y otra de
4,432 pb al linealizar con Sall, lo cual confirmé su correcta
construccion. Ademas, la secuenciacién ratific6 que al
menos un plasmido presenté la secuencia deseada. Todos
los plasmidos pPIC9BGIu analizados mostraron una Unica
banda 1,722 pb por PCR, y fragmentos esperados de
7,980 pb y 1,450 pb al digerir con las enzimas Xhol-Notl,
confirmando asi la correcta construccion de pPIC9BGIu.
Tres colonias trasformadas de P. pastoris seleccionadas al
azar amplificaron un fragmento de 1,722 pb que confirmé
la integracién del casete de expresion en el genoma de la
levadura. Los sobrenadantes de los cultivos realizados
(clona 2 y clona 3) presentaron una concentracion de
proteinas de 16.19 y 19.85 ug/mL a las 24 h de cultivo y
29.21 y 31.59 pug/mL a las 48 h, respectivamente. Por su
parte, la actividad volumétrica de B-glucosidasa fue de 1.84
y1l.99U/mLalas24 hyde 2.55y2.94 U/mL alas 48 h de
cultivo, mientras que la actividad especifica alcanz6 113.61
y 100.28 U/mg de proteina alas 24 hy 87.41y 92.25 U/mg
de proteina a las 48 h de cultivo. El analisis de SDS-PAGE
mostré que ambas clonas producen una proteina con
distintos grados de N-glicosilacion, predominando masas
moleculares aparentes de 53.2 y 56.5 kDa, y que la masa
molecular aparente de la proteina N-desglicosilada es de
53.2 kDa, lo cual coincide con la masa molecular te6rica de
la B-glucosidasa de C. formosanus (3).

Conclusiones. Se construyeron cepas recombinantes de

P. pastoris que producen de forma extracelular la
B-glucosidasa activa de C. formosanus.
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