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Introduccion

Para estudiar la eficiencia de la funcionalidad de los promotores, asi como su
regulacion, se utilizan marcos abiertos de lectura (ORFs) codificantes para protei-
nas facilmente detectables y cuantificables. Estas mismas protefnas se utilizan
para detectar, mediante fusiones génicas, la actividad de determinados genes. Los
ORFs mas utilizados son los que codifican para cloranfenicol acetil transferasa
(CAT), luciferasa y lacZ (Bassford et al.,1978; Berthold, 1990). El gen lacZ de
Escherichia coli codifica para una B-galactosidasa, cuya actividad se suele detec-
tar en extractos protéicos, usando o-nitrophenyl-B-d-galactoside (ONPG) como
substrato cromogénico.

En células de mamiferos Nolan et al., (1988) desarrollaron una técnica para
citometria de flujo utilizando un substrato fluorescente de la B-galactosidasa, el
fluorescein-di-B-D-galactopiranésido (FDG), que en presencia de este enzima ori-
gina fluoresceina cuya emisién puede ser detectada mediante citometria de flujo
(CDF). La emisi6n es directamente proporcional a la cantidad de enzima presente
én la célula y, por tanto, a la expresion del gen LacZ. Este método fue mejorado
por Fiering et al. (1991), utilizando inhibidores de la actividad B-galactosidasa
endbgena de las células de mamiferos.

Sin embargo, este protocolo no funciona en levaduras (Plovins et al, enviado
a publicacién), donde es necesario permeabilizar la célula para que el substrato
acceda al enzima. A su vez, disminuye la sefial fluorescente rdpidamente, debido
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a que la fluoresceina no es retenida en la célula, pudiendo dar falsos positivos al
entrar en otra célula permeabilizada.

Deteccion de B-galactosidasa en bacterias

En bacterias las fusiones genéticas con el gen lacZ son una poderosa técnica
para el estudio de la expresion génica. La deteccidn de la actividad -galactosida-
sa in situ es importante para el estudio de genes relacionados con virulencia, ya
que su expresién no estd activada después de cultivarse en laboratorio. Para ello,
hemos puesto a punto una variacién
del método de Nolan et al., (1981)
para bacterias (Alvarez et al., 1993).
El método se empled para localizar
posibles promotores en un pldsmido I T I .
criptico de Salmonella enteritidis, s o L |
denominado pFM366 (Figura 1).
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bacién a temperatura ambiente
(Figura 2).

También probamos diferentes
tiempos de incubacién a 37°C y
observamos el maximo de fluores-
cencia después de 30 minutos de

FIGURA 1.- Mapa de Restriccion del plasmido
PFM366. Las flechas representan los fragmentos
de restriccion fusionados con lacZ y su orientacion.
Los niimeros indican las unidades de intensidad
media de fluorescencia por bacteria y entre parén-
tesis las unidades de Miller debidas a la hidrélisis
del ONPG, como resultado de la actividad f-galac-
tosidasa.

incubacién. Observamos también que después de 45 minutos existe una disminu-
cién de la fluorescencia, debida tal vez a la salida de 1a fluorescefna de la célula,
después de ser hidrolizado todo el FDG (Figura 2).

* o2

Medicion de B-galactosidasa en levaduras

La utilizacién de FDG para detectar la actividad B-galactosidasa mediante
citometria de flujo, se ha restringido a mamiferos (Nolan et al., 1988; quks et al.,
1991) y bacterias (Finlay et al., 1992; Garcia-del Portillo et al., 1992; Alvarez et

al., 1993).
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FIGURA 2.-Efecto de la temperatura de incubacién
(izquierda) y del tiempo (derecha) sobre la deteccion de
actividad f-galactosidasa con FDG.

Para levaduras se han
descrito diversos protocolos
(Srienc, et al., 1984, 1985,
1986; Wittrup and Bailey,
1988; Eitzman et al., 1989)
pero ninguno de ellos utiliza
FDG como substrato.

Zhang y cols (1992) des-
cribieron un substrato que
entraba en células vivas de
mamiferos y en levaduras sin
necesidad de permeabilizar-
las. Este substrato era el C12-
FDG, es decir, el mismo que
utiliza Nolan et al. (1988) al
que se le ha afiadido una cola
de 4cidos grasos que le hace
maés lipofilico, permitiendo su
entrada rapida en la célula e
impidiendo la salida de la
fluoresceina, una vez ha sido
degradado el C12-FDG.

Hemos utilizado este
substrato para detectar activi-
dad B-galactosidasa por cito-
metria de flujo en células de
mamiferos, levaduras y bacte-
rias, pero como demostramos
el C12-FDG, no es capaz de
entrar en levaduras vivas, ni
en bacterias Gram-, siendo un
sustrato optimo para células
de mamiferos (Plovins et al.,
enviado a publicacién).

Para nuestro estudio
hemos usado los dos substra-

tos (FDG y C12-FDG) utilizdndolos en bacterias, levaduras permeabilizadas y sin
permeabilizar, y en células vivas de ratén. Utilizamos el IP para discriminar las
células vivas de las muertas en los ensayos sin permeabilizar y para constatar que

se realiz6 la permeabilizacién (Figura 3).

En bacterias vivas Gram- el FDG entra sin ninguna dificultad en la célula y pro-
duce una fluorescencia dependiente de la cantidad de f-galactosidasa presente. Por el
contrario, el C12-FDG no es capaz de entrar en E. coli, a no ser que la célula esté
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FIGURA 3.-Andlisis por citometria de flujo de la fluores-
cencia producida por la hidrélisis del FDG y del C12-FDG
por la f-galactosidasa en bacterias (A), células de mamife-
ro (B), levaduras no permeabilizadas (C) y levaduras per-
meabilizadas (D). La intensidad de fluorescencia se repre-
senta en abscisas (unidades arbitrarias) y el niimero relati-
vo de células en ordenadas.

ligeramente dafiada o muerta,
ya que la sefial positiva que se
observa en la figura 3A perte-
nece a células muertas (IP+).

En levaduras permeabili-
zadas (Figura 3D), la sefial
producida por el C12-FDG, es
mds intensa que la debida al
FDG, lo que permite una
mayor resolucién a la hora de
diferenciar entre dos sefiales
parecidas. Sin embargo, cuan-
do utilizamos levaduras sin
permeabilizar (Figura 3C), ni
el FDG, ni el C12-FDG son
capaces de atravesar la pared
celular, a no ser que la célula
haya perdido su permeabili-
dad selectiva, ya que las célu-
las IP+ son las tnicas positi-
vas para B3-galactosidasa.

Los mejores resultados
con C12-FDG se obtienen en
células de ratén. La sefial debi-
da al C12-FDG es del orden de
100 veces superior que la que
se obtiene con el FDG, en este
caso todas las células represen-
tadas estdn vivas (Figura 3B).

Si comparamos las sefia-
les debidas al C12-FDG, con
las del FDG, tanto en mamife-
ros como en levaduras, obser-
vamos que con el C12-FDG se
obtiene una sefial mayor y més
resolucién. Esto se explica
porque una vez liberada la
fluoresceina por accién de la
~galactosidasa, la cola de 4ci-
dos grasos a los que est unida

impide que atraviese la membrana plasmatica, queddndose dentro de la célula
(Zhang y cols. 1992), aunque en el caso de las levaduras, habria que pensar mds en
una salida mds lenta de la fluorescefna, ya que las células estdn permeabilizadas.
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Por ahora, es imposible detectar por citometria de flujo actividad B-galactosi-
dasa en levaduras sin permeabilizar. No obstante, el protocolo de utilizacién del
C12-FDG es més sencillo que el que utilizan otros autores que usan como subs-
tratos el a-naphtil-B-D-galactopiranésido (Srienc et al., 1984, 1985, 1989) o la
resofurina-B-D-galactopiranésido (Wittrup and Bailey, 1988).

Como ya hemos mencionado anteriormente, no se pueden realizar estudios
de expresién génica en levaduras vivas utilizando el gen LacZ de la B-galactosida-
sa. Para tratar de solucionar este problema, hemos disefiado (Cid et al., en prensa)
un nuevo sistema de expresién génica, utilizando ORFs del gen EXG1 de Saccha-
romyces cerevisiae que codifica una exo-1,3-B-glucanasa (Vizquez de Aldana et
al., 1991), y el gen homélogo de Candida albicans (Chambers et al., 1993).

Las exoglucanasas liberan mondémeros de glucosa de las cadenas de glucano
(Santos et al., 1979; Larriba et al., 1984). Estas enzimas, junto con las endo-1,3-b-
glucanasas son las responsables de los procesos hidroliticos que conlleva la for-
macién de la pared en los procesos de morfogénesis que se producen durante el
ciclo celular de las levaduras.

Las exoglucanasas de las levaduras son secretadas y parte de ellas se acumula
entre el espacio periplasmico y la pared celular, en las células que crecen en condi-
ciones normales. La
pared celular es permea-
ble al fluorescein-di(b-
D-glucopyranosido) -
(FDGP), la degradacién
de este sustrato produce
fluoresceina cuya fluo-
rescencia es detectada
por citometria de flujo,
sin requerir el proceso
de permeabilizacién pre-
via de la célula. Por lo
tanto, trabajamos con
células vivas que pueden
ser separadas mediante
CDF en funcién de su
expresién de exogluca-
nasa (Figura 4), sin per-
der viabilidad y con las
que se pueden realizar
estudios posteriores.

FIGURA 4.-Separacion de levaduras vivas en funcion de la canti-
dad de exoglucanasa que presentan. A) Perfil de intensidad de fluo-
rescencia de la poblacién total. B) Fluorescencia de la células sepa-
radas en funcion de la region R3, es decir células negativas para
exoglucanasa. C) Fluorescencia de las células separadas en fun-
cién de la region R4, células con la mdxima expresion de exogluca-
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