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RESUMEN

£l presente trabajo tuvo como objetivo aislar, caracterizar y expresar el gene (dsrf’) que
codifica para la dextransacarasa de Leuconostoe mesenteroides 1BT-PQ. El dsrP
codilica para una proteina de 1454 residuos con una masa molecular de 160.5 kDa. Su
estructura primaria es similar a las glucosiltransferasas reportadas en la literatura,
presenta un péptido scial seguido de una region variable y de la region catalitica.

Finalmente, ¢l dominio de union a polimero completa la proteina,

El andlisis estructural de la Dsrl> mostrd que dentro de la secuencia nucleotidica que
codifica para el peptido sefial presenté una region repetida inversa de 12 nucledtidos, los
cuales pueden formar una horquilla. Dentro de la region variable se localizé una region
integrada por sicte sccuencias repetidas seguidas. El dominio catalitico presentd los
residuos considerados importantes en la catdlisis Asp 473, Glu5t1 y Asp 589 (triada
catalitica DED). Dentro del dominio de unidn a polimero se localizaron dicz secuencias
repetidas directas, propias de este dominio: una mas fue identificada al inicio de la
region catalitica diferente a las del dominio de unidn a polimero. Corriente arriba del
dsrl se encontrd una secuencia de 439 pb con una identidad del 21 % con el gene que
codilica para ¢l regulador rgg de la glucosiltransferasa GG de Streprococcus gordonii.
Hastg el momento cn el género Leuconostoe no se habia reportado una regidn de este

tipo.

L.a DsrP fue expresada en E. coli DH5 o donde se observo la produccion de dextrana,
la medicién de actividad utilizando sacarosa como sustrato mostrd bajos niveles de
actividad, lo cual, puede ser debido a que la enzima no se encontré de manera soluble

en ¢l sistema heterdlogo.




PAGINACION
DISCONTINUA

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




AISLAMIENTO.Y EXPRESION DEL GENE QUE CODIFICA PARA LA
DEXTRANSACARASA DE Leuc toc 1 eroides IBT-PQ

I. INTRODUCCION

En la actualidad el uso de las glicosiltransferasas, enzimas capaces de transferir
residuos de aziicar de una molécula donadora hacia una molécula aceptora rindiendo la
formacién de polimeros u oligosaciridos. es de gran interés ya que los procesos pucden
ser especificos. escalables. menos costosos v los productos obtenidos son de gran
interés en ¢l drea médica, farmacéutica y alimentaria. Entre las glicosiltranslerasas mas
utilizadas se encuentran las glucosiltransterasa y fructosiltransterasas, enzimas que
translicren residuos de glucosa y fructosa respectivamente de una moléeula donadora
hacia una molécula aceptora. Dentro de las glucosiltransferasas se encuentra la
dextransacarasa, enzima capaz de transferir el residuo glucosilo de la sacarosa hacia una
moléecula aceptora formando un homopolimero de glucosas con enlaces (¢ 1 —6)
llamada dextrana, el cual por sus propiedades reologicas se ha utilizado como sustituto
dc plasma sanguinco asi como en la elaboracion de compuestos finos como cf
“sephadex”. Debido a la importancia de esta familia de enzimas se tiene el interés de
aislar y caracterizar enzimas nuevas a partir de fuentes tradicionales como lo son el
pulque (una bebida tradicional mexicana fermentada del jugo de varios tipos de agave),
que tengan mayor estabilidad y puedan rendir una mayor produccion de polimero u
oligosacdridos. Sin embargo, para poder entender y mcjorar €Stos proceso ¢s necesario
abordar la parte cstructural de las enzimas, campo dende las téenicas de biologia
molecular son imprescindibles ya que permiten aislar los genes que las codifican y en
algunos casos se puede legar a moditicarlos con cl objetivo de gencrar una mejor
enzima o un modelo de estudio. Por lo anterior ¢l presente trabajo tuvo como objetivo
aislar y analizar el gene que codifica para la dextransacarasa de L. mesenteroides 1B°1-
PQ aislada de! pulque, asi como expresar la proteina en un sistema heterdlogo como

Escherichia coli,



“"HGENERALIDADES
11.1. Dextrana y dextransacarasa
l.as glicosiltransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un residuo de

azicar de una molécula donadora hacia una molécula aceptora, esta familia se divide en

dos grupos: las Glucosiltransferasas, formado por la dextransacarasa. alternansacarasa,

amilosacarasa y mutansacarasa y las Fructosiltransferasas formadas por la levansacarasa
¢ inulosacarasa. Las glucosiltransterasas catalizan la transterencia del residuo glucosilo
de la sacarosa hacia moléculas aceptoras sintetizando un polimero llamado glucano
(ligura 1), mientras que. las fructosiltransferasas transficeen ¢l residuo fructosilo de la
sacarosa hacia una moléeula en crecimiento Hamada fructana (Monsan y  col. 1995,

Quirasco y col. 2000).

Los glucanos producidos por las glucosiltransferasas cstin constituidos por residuos
D-glucopiranosil. los cuales, dificren en tamapo, tipo de enluce y longitud de las
ramificaciones (figura 2). El polimero sintetizado por la enzima dextransacarasa (IDXS)
conocido como dextrana, estd constituido principalmente por enlaces o 126 en la
cadena principal y puede Hegar a presentar ramificaciones o 152, o 1—3 y o o4
(fipura 2), las cuales dependen de la enzima y de la cepa productora. El polimero
mutana sintetizado por la enzima mutansacarasa esta formado por unidades de glucosa
con enlaces o 13 en la cadena principal, en tanto que, la enzima alternansacarasa
sintetiza el polimero alternana, ¢l cual, en su estructura principal presenta enlaces
o 1-o3 y o -6 de forma alternada (figura 2)(Lopez-Munguia y col. 1993., Remaud-

Simcon y col. 1994., Monchois y col. 1999., Sinchez-Gonzidlez y col. 1999).

I.a dextransacarasa (sacarosa; 1,6 o-D-glucan 6-¢-D-glucosiltransferasa, EC 2.4.1.5) es
producida por especies de los géncros Lenconostoc, Steptococcus y Lactobacillus
(Alsop y col. 1983, Arcot y col. 2002). En el género Lenconostoe se requicre de
sacarosa para inducir la expresion de la enzima, mientras que, en Streptococeus spp. sc
expresa de forma constitutiva (Neely y col. 1962., Hamada y col. 1986., Monsan y col.
2001). En el género Streptococens las DXS han sido llamadas Glucosiltransferasas,

cstas enzimas han sido clasificadas en tres grupos, Glucosiltransferasas-Solubles, que




sintetizan un polimero de glucosas con mayor nimero de enlaces (o 1-6).
Glucosiltransferasas-Insolubles, que sintetizan un polimero con alto ntmero de enlaces
(o 1 -3} y Glucosiltransferasas Solubles-Insolubles que sintetizan una combinacion de

ambos polimeros soluble-insoluble (tabla 1) (Hanada y col. 1993., Funane y col. 2000).

La dextrana producida por L. mesenteroides NRRL B-512F fue uno de los primeros
biopolimeros en ser producidos a nivel industrial desde 1948, Sus aplicaciones son
importantes cn el drea alimentaria y farmacdéutica. Por sus propicdades reologicas y

osméticas ha sido utilizada como sustituto de plasma sanguinco (Arcot y col. 2002).
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Figura.l.- Reaccién de sintesis de dextrana.
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Figura 2.- Representacion de las estructuras de los glucanos sintetizados por diferentes

glucosiltransterasas de Streptococeus spp. y L. mesenteroides.



Tabla” 1.- Tabla modificada de Monchois 1999, Arguello-Morales 2000 y Quirasco
2000 donde se comparan las glucosiltransterasas de Sweptococeus spp. y  las
dextransacarasas de L. mesenteroides.

Gum 150 (Shitaza. 1987)
Gie 150 b 1 Ueda, TURSY
15%tecl-0)

i 155 e tl-3 tHonda 1990
0% atl-0)

GG 170 0% (-] (Vicherman, 1997y
60% atl-ty
ain 160 BR%atl-3) therrety 19RTy
224 ati-n)

Gl 168 YO%% (-3 fGatand, 19491y
10 % e (1-h)

Gifk 176 1002 e t1-3y [STHETRA S REAT]
Gen, 157 50°%% ()3 (Simpson. 1995y
S50 % a1 (1-6)

Gim 174 5% atl-3) (Simpaon, 1998)
95 % e (l-6)

Girs 147 10 % (1-3) (Gilmore, 1990)
90 % a (1-6)

Gtri1 163 27% a(l-3) O lamada. 1993)
73 % g l-0)

Dsra 146 15%adl-l) (Monchos, 1990}
85 %6 (l-0)

DsrB 167 5% a3 (Monchors, 1998}
95 % ail-6)

DarkE 313 10 a(t-1 (Bozonnet, 2002)
Rl a(i-0)

Dsrs 170 S%a(l-d (Wilke, 1OR9)
98 % a (1-6)

DseD 165 Bajo % a{1-3) (Neubauer. 2003)
Alto %« (1-6)

DsrC 164 4% a(l-3) (Arguello, 2000)
96 % ax (1-6)

DsrTS 164 @(1-3) (Funane, 2000)
a(l-6)

Asr 29 50%a()-N (Arguello, 2000)
50% atl-6)

11,2, Mecanismo de reaccion

Pesc a la gran cantidad de trabajos reportados sobre glucosiltransferasas el mecanismo
de reaccion ann no ha sido dilucidado en su totalidad. Las glucosiltransferasas catalizan
la transferencia det residuo glucosilo provenicnte del rompimiento de la sacarosa, El
paso clave de la transferencia de los residuos glucosilo es fa formacion de un complejo

covalente enzima-glucosa. Este paso involucra como en ¢l caso de la familia 13 de las

6




glicosilhidrolasas, particularmente las o-amilasas, una trinda catalitica que consta de
dos acidos aspdrticos y un residuo de dcido glutimico (MacGregor y col. 1996..
Devulapalle y col. 1997). De este complejo covalente enzima-glucosa ¢l residuo
glucosilo proveniente de la sacarosa es transferido a una serie de aceptores (Monsan

2001) como los siguicntes:

& Hacia la cadena de dextrana, transtiriendo una 2 una las unidades de glucosa,

B Hacia un carbohidrato o hacia un aceptor no azacar produciendo un
oligosacirido o un glucoconjugado respectivamente,

W Hacia una molécula de 1120, dando lugar a ta hidrolisis de la sacarosa,

M Hacia una moléeula de fructosa, dependiendo del sitio de transterencia para
sintetizar nuevamente sacarosa (proceso Hlamado intercambio isotépico), o bien,

para producir leucrosa: a-D-glucopiranosil-1-5-D-fructopiranosa.

Para la sintesis de la cadena de dextrana se han propuesto dos mecanismos: un
mecanismo de polimerizacion en ¢l extremo no reductor y un sepundo mecanismo de

polimerizacion hacia et extremo reductor.,
11.3. Elongacion hacia el extremo no-reductor

La elongacion hacia el extremo no reductor es similar al de las glicosidasas, Kobayashi
y Matsuda en 1978 observaron que la glucoamilasa inhibia competitivamente la sintesis
de glucano como consecuencia de la competencia entre la glucoamilasa y la DXS por el
grupo glucosilo del extremo no reductor de la dextrapa, de esta manera  se comprobo
que ¢l crecimiento de las cadenas se realiza por el extremo no reductor (figura 3). Este
mecanismo involucra la presencia de un dcido aspdrtico o un dcido glutamico que actia
como un grupo nucleofilico y otro residuo que actia como un donador de protones. El
grupo carboxilo puede hacer un ataque nucleofilico al C de la glucosa de la sacarosa
formando un complejo covalente enzima glucosa. El otro grupo dcido puede facilitar la
liberacion de fructosa por la donacidon de un protén al dtomo de oxigeno involucrado en
¢l enface glucosidico. Este proceso permite también activar a otra molécula de glucosa
por la retencion del hidrogeno del grupo hidroxilo unido al Cs. Si la biosintesis del
glucano sigue este mecanismo, la elongacion ocurriria en ¢l extremo no reductor de la

cadena de glucano y sdlo un complejo covalente enzima-glucosa seria necesario.
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A: sitio de union al aceplor; C: sitio catalitico; D: sitio de unién al donador; X: residuo
catalitico (nucledfilo) sacarosa; ® glucosa; O-O~O~0O—C dextrana (aceptor).

Figura 3.- Diagrama propucsto por Kobayashi y Matsuda (1978) para explicar ¢l
mecanismo de reaccion de la dextransacarasa.

114, Elongacion hacia el extremo reductor

Un segundo mecanismo propuesto es fa elongacion de la cadena de glucano hacia ¢l
extremo reductor, Robyt y col. en 1974 propusieron un mecanismo que hasta la fecha es
el mas difundido ya que explica diversos fenomenos que ocurren en fa reaccion (figura
4). Este mecanismo propone la existencia de dos grupos nucledfilos en el sitio activo
(X1 y X>). Estos grupos atacan a la sacarosa para producir un complejo con dos grupos
glucosilo covalentemente unidos a los nucledfilos a través del C. En pasos
subsecuentes, el oxigeno del Ce-OH de una de las moléeulas de glucosa del complejo
realiza un ataque nucleofilico al Cy de la glucosa vecina para formar enlaces o (1-6).
Esto ocasionarfa la liberacién de uno de los dos nucledfilos, lo que le permitiria atacar a
una nueva molécula de sacarosa pitra restaurar asi ¢l complejo entre la enzima y la
malécula de glucosa. El grupo Ce~OH de la nueva glucosa incorporada atacaria al C
del grupo isomaltosil, formando un enlace o (1-56) adicional y dando lugar a un
trisacdrido. Durante la sintesis, los dos grupos cataliticos formarian alternadamente
complejos covalentes con la glucosa y con la dextrana. La cadena de dextrana creceria
por la insercion de glucosa cntre ¢l grupo catalitico y el extremo reductor del
polisacdrido. Con este modelo se climinaria la necesidad de un iniciador. El proceso de
crecimiento contintia hasta que la concentracion de fructosa alcanza niveles tales que le

permiten actuar como aceptor de la transferencia de cadenas de dextrana sola 6 de la




unidad glucosilo unida al sitio activo, deteniendo “¢l” erecimiento del “polisacirido” o

formando leucrosa respectivamente.
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Xy y X, represenian nuctedfilos det sitio aclivo; O] representa sacarosa; O as un grupo
glucosilo; <} es un grupo fructosiloy  — representa un enlace a{1-6)

Figura 4.- Modelo propuesto por Robyt (1974) para explicar la sintesis de dextrana,
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Robyt y Walscth en 1978 propusicron también un mecanismo para explicar las
reacciones de aceptor. Se postula que un grupo hidroxilo del aceptor acttia como
nucledfilo y desplaza tanto al grupo glucosilo como al grupo dextranosilo del sitio
activo formando con ¢llos un enlace o (1-6). También proponen un mecanismo para las
reacciones diferentes a la sintesis de dextrana, donde ¢l modelo contempla la presencia
de dos sitios de unidn a sacarosa y otro de union para aceptores (figura 5) (Tanriseven y
Robyt. 1992). Esta conclusion fue derivada de observar que aceptores eficientes no
inhibicron competitivamente la union de la sacarosa. De esta manera se postuld la
existencia de un sitio de union para los aceptores, separado del sitio de union a sacarosa.

Se desconoce el nimero de sitios de union a aceptores pero podria haber mis de uno.

De acuerdo con Tanriseven y Robyt (1992) el sitio de unidn a aceptores se encuentra
entre los dos nucleofilos del sitio activo. de tal manera que la unién de un aceptor
bloquea la insercion de una molécula de glucosa en la dextrana inhibiendo la sintesis
del polisacirido y desviando las unidades de glucosa hacia la sintesis de productos de
aceptor (figura 6). Los aceptores pueden también reaccionar con los grupos dextranosilo
unidos al sitio activo deteniendo asi la sfntesis del polisacdrido. Para explicar por qué la
maltosa es el mejor aceptor se propone que en ¢l sitio de union a aceptores hay por lo
menos dos subsitios. En el caso de las reacciones de ramificacion, Tanriseven y Robyt
(1992) proponen que la dextrana actita como aceplor desplazando unidades de glucosa

del sitio activo de la enzima para formar una ramificacion. o bien. que pueda desplazar a
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ungrupo’ dextranosilo” para* formar® una=ramilicacion=mas-grande. por-lo° que no-se -

requiere de un sitio adicional para la formacion de ramificaciones.
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(O sacarosa QO  gupo glucosilo.

Figura 5.- Modelo estructural del sitio active de la dextransacarasa propucsto por
Tanriseven y Robyt (1992). A.- La dextransacarasa activa muestra un sitio de union a
aceptores (). dos sitios de alta afinidad para sacarosa (b y b’) y un sitio alostérico de
union a sacarosa de baja atinidad (c). B.- Enzima inhibida alostéricamente por una alta
concentracion de sacarosa. la conformacion de la enzima cambia por lo tanto disminuye
la sintesis de dextrana.
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(O sacarosa; @) grupo glucosile; (O maltosa; OO panosa.

Figura 6.- Modelo propucsto por Tanriscven y Robyt (1993) para explicar las reacciones
de aceptor. La enzima se encuentra alostéricamente inhibida y en presencia de maltosa
produce ¢l primer componente de la seric homdloga de oligosacdridos: panosa.

Se ha propuesto igualmente la existencia de un tercer sitio de unién a sacarosa de baja
afinidad para explicar la inhibicion por exceso de sustrato (Tanriseven y Robyt 1993),
de tal manera que al haber un excedente de sacarosa este sitio ¢s ocupado, ocasionando

un cambio en la conformacion de la enzima (figuras 5 y 6). De acuerdo con la propuesta
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este cambio no afectaria la union de moléculas de sacarosa ni la formacion del complejo
glucosil-enzima. ni disminuye la afinidad por los aceptores, solo evita la interaccion de

los dos grupos glucosilo para la sintesis de dextrana.
11.5. ESTRUCTURA DE LAS DEXTRANSACARASAS

Gracias al desarrollo de nucvas técnicas en el campo de la biologia molecular se han
aislado genes de diferentes dextransacarasas (tabla 1), los cuales codifican enzimas de
165 kDa en promedio con una estructura muy similar entre si (figura 7). presentan
péptido sedal, seguido de una region variable y de la region catalitica, una region
altamente conservada entre estas enzimas de aproximadamente 900 aminoacidos
(Funane y col. 1993., Shimamura y col. 1994), El dominio de union a polimero
completa estas enzimas, el cual estd constituido por una region de entre 300 y 400
aminoiicidos donde sc presentan sccuencias repetidas directa que se han sugerido

participan en la union del polimero (Monchois y col. 1999.. Monsan, 2001).

Péptido senal Region catalitica

[ ern
[

' Region variable | Rggion de unidn a polimcrog
0 500 1000 1500 Aa

Figura 7.- Esquema estructural de las dextransacarasas.
11.5.1, Péptido sefial

Las dextransacarasas presentan un péptido seiial tipico de bacterias Gram positivas de
entre 35 y 39 aminodcidos (von Heijne y col. 1989) formado por una parte bdsica hacia
el extremo amino seguida por una region hidrofobica y mas polar hacia el carboxilo del

mismo (lzard y col. 1994). La region hidrofébica es una region poco comtn en las

FALLA DR ORIC

1999).




11.5.2; Regidn variable

Bozonnet y col. en el 2002 encontraron sicte sccuencias repetidas directas en la region
variable de la DsrE que se localiza posterior al péptido seiial, a las cuales en su conjunto
{lamaron motivo S. Este tipo de organizacion se encontrd también en la DseT de L.
muesenteroides B-512 F al cual llamaron motivo T. Anteriormente la region variable se
habia considerado sin interés debido a que en las glucosiltransferasas reportadas no se
encontraba esta organizacion y en estudios donde se elimina esta region la actividad de
la enzima permancecia sin cambio (Abo y col.1991). Sin embargo, con los hallazgos

recientes ha surgido el interds de investigar cual es la funcion de esta region.
11.5.3. Regi6n catalitica

La regi6n catalitica es la porcion siguicnte a la region variable, abarca parte de! extremo
amino y toda la porcién central de la DXS, estd constituida por una region de
aproximadamente 900 residuos. Dentro de esta region se encuentran los residuos
conocidos como triada catalitica que en S. downei Mfe 28 correspondes al Asp-437,
Glu-475 y Asp-547 dec la GtrS, los cuales s¢ encuentran conservados en todas la
glucosiltransferasas y que se ha visto son importantes en la catdlisis (Monchois y col.
1999). ’

Mooser y col. en 1991 aislaron un péptido de la Gtfl y GtfS de S. sobrinus (Asp-Ser-
lle-Arg-Val-Asp-Ala-Val-Asp-), ¢l cual, mediante espectrofotometria de masas reveld
que cl residuo interno del Asp realiza un enlace ester con ¢l residuo glucosilo. Este
péptido fue identificado a 449 aminodcidos del N-terminal dec la Gti-l. Estudios
posteriores mostraron que al mutar este residuo inhibio la actividad DXS (Devulapalle y
col. 1997). Mutaciones homdélogas fueron realizadas en el Aspd5 1 Thr y Aspd451Asn de
fa GifB (Kato y col. 1992) asi como ¢l Asp453Asn de la Gifl de S. downei (Devulapalle
y col. 1997), en todos los casos los cambios suprimieron la actividad DXS. Para L.
mesenteroides ¢l cambio de Asp551Asn en la DsrS también climiné la sintesis de

glucano y de oligosacdridos (Monchois y col. 1997).
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Déntro “del” dominio N-terminal  se han identificado otros residuos importantes, los
cuales, al ser mutados dan lugar a un cambio en la actividad de la enzima. Por ¢jemplo,
en la DsrS de L. mesenteroides NRRL B-512 F los cambios: AspST1Asn y Asp513Asn
suprimen por completo la actividad de la enzima (Monchois y col. 1997) e His661Arg
provacan una disminucion considerable cn la sintesis de glucano y oligosacdridos

{T'sumori y col. 1997).
11.5.4. Region de union a polimero

Posterior a la region catalitica se localiza la region de union a polimero que consta de
aproximadamente 500 aminodcidos. Dentro de esta region se localizan secucncias
repetidas directas, las cuales han sido agrupadas en cinco clases: AB,C.D y N de
acuerdo a la secuencia que presentan (Monchois, 1997; Arguello, 2000). El niimero y

disposicion de estos elementos repetidos es especifico de cada enzima.

A: WYYFNxDGQAATGLQTIDGQTVFDDNGXQVKG

B: VNGKTYYFGSDGTAQTQANPKGQTFKDGSGVLRFYNLEGQYVSGSGWY
C: DGKIYFFDPDSGEVVKNRFY

D: GGVVKNADGTYSKY

N: YYxAxQGxxxL

A partir del andlisis de las sccuencias de diferentes unidades repetitivas Giftar y Jucques
(1994) propusicron que las unidades A.B,C y D provienen de una sccuencia consenso
“YG". Hasta ¢] momento se desconoce con certeza la funcion de estas unidades, pero
se sabe que si se eliminan una o varias de cllas puede alterarse la sintesis de glucano
como es el caso de la DsrS de L. mesenmeraides B-512 F a la cual se le borraron 85
aminodcidos del dominio C-terminal y disminuyd un 25% de la actividad inicial
(Monchois y col. 1998). En contraste, la remocion de las tres unidades (A-C) de la
GUG fueron responsables de disminuir la actividad en un 85 % (Vickerman y col.
1996). Von Eichel-Streiber y col. en 1992 realizaron una prediccion de la estructura
sccundaria de las unidades repetidas de las glucosiltransterasas de S, mutans y
sugirieron que las unidades repetidas directas pucden adoptar la estructura de un bolsillo

de union funcional. Sin embargo, se desconoce su modelo tridimensional,
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1L.6. DS, uny dextransacarasa truncada -

Por su capacidad de sintetizar dextrana soluble y linecal a partir de la Dsr§ la cepa de L.
mesenteroides NRRL B-512 F ha sido la mids estudiada del género Lenconostoe. Sin
embargo, en esta misma cepa se encontréd una DXS truncada, la Dsrel™ (Funane y col.
2000), esta proteina de 112 kDa es codificada por el den dsr7 ¢l cual, al parecer sufrio
una perdida de cinco nucledtidos al final de la region catalitica por lo que la proteina
carece de todo el dominio de union a polimero y la enzima no presenta actividad
transferasa, tnicamente una escasa actividad hidrolitica. Al corregir este error con los
nucledtidos CAGAT, los cuales se dedujeron a partir de alincamicntos con otras GTFs
se logro sintetizar una proteina de 164 kDa, la DsrT5 que ya presenta actividad
transferasa. El andlisis del polimero  sintetizado mostrd que es insoluble ya que en su
estructura presenta un 50 % de enlaces (o 156) ¥y un 40 % de enlaces (o 1-3)

(Funane y col. 2002).

Recientemente el National Center for Biotechnology USA dio a conocer la secuencia
genomica de L. omesenteroides  subsp. mesenteroides ATCC 8293, en donde  se
localizaron tres secuencias que aparentemente codifican para dextransacarasas: L. mes.
0847, 1684 y 0792, las cuales por alincamiento se observo son diferentes, pero no han
sido caracterizadas. La secuencia L. mes. 1684 del genoma reportado tiene un 98 % de
identidad con la DsrT'5. Sin embargo, en la cepa secuenciada esta proteina no se

encuentra truncada por lo que se supone si presenta actividad,

1L7. Prediccion de In estructura terciaria de las dextransacarasas a partir del N-

terminal

Hasta ¢l momento se carecce de la estructura tridimensional de alguna de las
glucosiltransferasas, s6lo se han realizado predicciones de su estructura terciaria.
IEstudios de prediceion de estructura secundaria del dominio N-terminal realizados por
MacGregor y col.1996, y Devulapalle y col. 1997 mostraron que las glucansacarasas
poscen una estructura de barril (o/B)s. parccida a las glicosidasas (incluyendo las o
amilasas), ciclodextrin - glucanotransferasas  (CGTasa), isoamilasa y glucano

glucosidasas de S mutans.  Este motivo se caracteriza por la presencia de 8 cadenas -

TEsisCON | y
FALLA DE QRIGEN |

..



plegadas- (E1-E8) localizadas en ¢l interfor de la proteina alternadas con 8 o-hélices
(111-HB) localizadas en la superficie de la enzima. La prediccion de estas estructuras
sugiere que el dcido aspartico involucrado en el complejo glucosil-enzima puede estar
localizado cercano al C-terminal final de Ed. Sin embargo, la localizacion de 111-H3 no
es idéntica para las predicciones realizadas. MacGregor y col. en 1996 propusicron que
en las glucansacarasas ocurriéd una permutacion circular de estos elementos: la hélice
NH; terminal puede ser el elemento H3 y los siguientes elementos E1-111-12-112-123,
pueden estar lejos y fuera en la secuencia, en lugar de estar localizados en el principio.
Segan Devulapalle, estos primeros elementos pucden estar localizados en la region

variable de las glucansacarasas.

I1.8. Regulacion de las dextransacarasas

Pese a la gran cantidad de glucosiltransferasas reportadas la regulacion de las mismas es
un campo poco conacido, principalmente en ¢l género Leuconastoe. Dentro del género
Streptococcus, particularmente en ¢l gene gifG de 8. gordonii se ha observado que es
regulado positivamente por el gene rgg. ¢l cual. se encuentra localizado rio arriba del
gene gfG (Sulavik y col. 1996., Vickerman y col. 2002.. Vickerman y col. 2003). Este
gene codifica para una proteina citoplasmica de un peso molecular de 34 kDa. Estos
autores observaron que la transcripcion del gene gifG es policistronica rgg-gt/G y al
bloquear la secuencia entre ¢l rgg y cl de la gifG con la insercidén de una secuencia
externa se observé que la actividad de la glucosiltransferasa disminufa y al
complementarla con la secuencia correcta se reestablecia la actividad. Genes similares
al rgg han sido descritos en S. sanguis, S oralis y Lactococcus lactis (Vickerman y col.
2002). donde se ha observado que regulan de manera positiva la transcripeion de genes
aledaiios que codifican para proteinas extracelulares, También se ha observado que los
genes regulados son precedidos por secuencias de ADN invertidas repetidas, las cuales
se sugicren como sitios de union de factores de regulacion. Sin embargo. hasta el
momento no existe una sccuencia consenso de esta region con una longitud definida, o
bien, regiones promotoras cercanas conservadas. En S. gordonii ademas del rgg se ha
localizado otro gene del tipo rgg, el regD localizado rio abajo de la GtfG en la cadena
complementaria, este gene codifica para una proteina citopldsmica de 33.6 kDa, con un
42 % de identidad con ¢l rgg localizado rio arriba de la GtG. Sin embargo, no se ha




comprobado que hurlicipc en=la:transcripcion-de-la- GtfGi pero se-sugiere-que puede

regular genes distales-(Vickerman y col2001).
1L.9.. Leuconostoc ‘mc.\'cl}lielfnhlu.s{l BT-rQ-

Dentro del laboratorio de biocatdlisis del IBT-UNAM se aisld una cepa de L.
mesentergides del pulque, una bebida tradicional fermentada del jugo de varios agaves,
(principalmente Agave atrovirensis) que por siglos se ha claborado y consumido en
Meéxico (Larios 1996), la cual se denomind IBT PQ. Esta cepa produjo polimera
cuando se inoculo en medio de cultivo con sacarosa, mas tarde se observo que este
polimero era sintetizado por una dextransacarasa de 166 kDa. Chellapandian y col. en
1998 observaron que esta enzima se encontraba de manera insoluble asociada a la pared
celular, lo cual no era comin en esta familia de enzimas ya que se habian deserito como
extracelulares, Al caracterizar la enzima se observo que producia una mayor cantidad de
oligosacdridos (6 %) en comparacion con la cepa de L. mesenteroides NRRL B-512 F,
Por otro lado, al analizar ¢l polimero se observd que presenta enlaces o 1 6 y enlaces
o 1 3 en una relacion 4:1 respectivamente. ¢l cual era también diferente al sintetizado
por Ia B-512 F. Estas caracleristicas evidenciaban que se trataba de una enzima
diterente a Ja DsrS de la cepa B-512 F, Sin embargo, se desconocian las caracteristicas

estructurales de esta enzima por lo que nos planteamos los siguientes objetivos.
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111, OBJETIVOS
Objetivo genceral:

Alslar y caracterizar el gene que codifica para ln dextransacarasa de L. mesenteroides

IBT-PQ y expresarlo en un sistema heterélogo.

Objetivos particulares:

= . Aislar ¢l gene que codifica para la dextransacarasa (c/srP) de’ L. mesenteroides
IBT-PQ.

W . Caracterizar ¢l genc dsrl de L. mesenteroides \BT-PQ.

B Expresar el gene dsrl” en E. coli,




IVOMATERIALES'Y METODOS
IV.1, Cepas bacterinnas

Se trabajo con la cepa de Leuconostoc mesenteroides 1BT-PQ, la cual se cultivé en el

medio L. mesenteroides (LMY a 30° C y 200 rpm.

La cepa hospedera de las construcciones realizadas fue E. coli DH5a con el gcﬁolipo:
A(mcrAY183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)| 73, endAl, supEdd, thi-1. recAl, greA96,
relAd, lac, [F7 proAB, laclZAMIS, Th10 (ser)| Ta cual se cultivo en ¢l medio Luria-
Bertani (1.B).

1V.2, Medios de Cultivo

Medio de cultivo de L. inesenteroides (LM):

Reactivos Concentracion gr/l
Sacarosa 0 glucosa 20

Extracto de levadura TTN20

KaHPO, ‘ 20
MgSO4-7H:0 0.2
CaCly-2H,0 005

FeSOy 0.01
MnS0;-7H.0 0.01

NaCl : 0.0!

Medio LB:

Reactivos Concentracién gr/l
Extracto de levadura 5
Peptona’de Casefna 10
Cloruro de sodio 10




El'medio LB fue suplementado con®15-gr/l de-agar para preparar medio ‘sélido; como*®
presion selectiva de los cultivos se utilizaron®200 pg/ml de ampicilina y/o 50 pg/mi de

Kanamicina,

1V.3. MANIPULACION DEL ADN

IV.3.1. Purificacitn del ADN crom lde L. vides IBT-PQ;

Se partio de un cultivo de 5 ml crecido toda la noche con L. mesenteroides en el medio
de cultivo previamente descrito. Se colectaron las células a 3500 rpm 10 min y sc
lavaron con | m! de T/E 50:20-RNAsa 10 mg/ml, posteriormente, se resuspendieron en
450 pl de la misma solucion, Se adicionaron 50 pl de lisozima a 10 mg/ml y se incubd
30 min a 37° C, transcurrido este tiempo se adicionaron 5 il de Proteinasa K a 20
mg/ml y se incubo 15 min a 37 ° C, sc agregaron 50 pl de SDS 10% incubdndose por
espacio de 30 min a 37° C. Seguido a lo anterior se agregd 100 pl de NaCl 5M, se agité
por inversion y se incubd 5 min a 65° C, posteriormente se adicionaron 80 pl de
CTAB/NaCl, se mezclé por inversién y se incubd 10 min a 65° C. Pasado el tiempo de
incubacion se realizo una extraccion con un volumen de clorolormo/alecohol isoamilico
(24:1 v/v). se agitd por inversion y se centrifugd 10 min a 14,000 rpm (en cada
extraccion se removid ¢l volumen superior de la capa interfisica que se formd). Se
realizaron dos extracciones con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1 v/v) y una
mis con cloroformo/alcohol-isoamilico (24:1 v/v). Después de las extracciones se
incubo con un volumen de isopropanol por espacio de 10 min a temperatura ambiente y
se centrifugd |5 min a maxima velocidad, posteriormente se lavo la pastilla dos veces

con | mlde ctanol al 70 %, finalmente se resuspendio en 50 pl de H,0 estéril.
1V.3.2. Purificacion de plismidos:
La purificacion de los plasmidos de las construcciones realizadas se hizo utilizando ¢l

*Kit  Concert Rapid Plasmid Miniprep Systen” de Gibco BRL siguiendo las

instrucciones del fabricante.




1V.3.3, Oligonucledtidos

L.os oligonucledtidos utilizados (tabla 2 ) fucron sintetizados por la unidad de sintesis

del Instituto de Biotecnologia de 1a UNAM mediante el método del Fostito-Triéster en

lfase solida.

Tabla 2.- Tabla de oligonucledtidos utilizados.

Oligonucledtidos Sccuencia (8" = 37) " Longitud
Utilizados en la obtencién de una sonda

1PQ +1 AATGAT-RUT-GAT-AAT-TCA-AAT-CCA 24 umera
PQ -1 ARC-ATA-ACG-ATC-AKY-AAA-AGC-ATA 2.4 umiero
Utilizados en ¢l PCR-1nverso del extremo 3°

1PQ +3 GAG-TTG-GGG-AN T TAC-GAA-CTT-CG 23 amero
PQ -3 CAT-ATI-CAG-CIT-CTG-TGGTG-GTG 24 amiero
Utilizados en el PCR-Inverso del extremo §°

PQ -+ GAT-AGT-GAT-GTCTCA-CAA-AGC 21 umero
PQ 4 AAGTTT-AAC-AAGTAA-TAC-ATC-CC 23 amero
Utilizados en la secuenciacion del pene completo

PQ 2 GUC-TTA-TCA-CCA-ACG-ATG-GAC 21 umera
PQ +5 CGG-AGA-ATA-TCA-GGC-ACT-ATA 21 amero
1Q -6 CGGTTA-GCT-TTE-AA-CAG-CTC-TCC 24 amera
Q-7 AAGRAT-GAC-CAT-GTC-CAT-CTG 21 amero
PQ & TAC-CAT-ANT-GAT-CGA-CTG-GTG 21 amero
Q19 GGG-UAC-AAG-CAT-ATC-CAA-TAC 21 gmero

PQ 10 ACA-GAA-CTT-GAC-CCA-GAT-GTG * 21 amero

PQ +1 TCC-AAAGCG-CTTA-ATC 21 amery
1°Q -12 FCTTTATYTCAAGG-CAT 21 amere
PQ +13 CETG-ACG-ATC-AGT-GIC 21 amero
Q13 21 amero
1’Q +14 21 amero
rQ-14 22 amero
T3 CAC-TAA-AGG-GA 20 amero
7 TAATAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GG 20 amero
Utilizados en la amplificacion de la DXS para el ensayo de expresion

PQ +15 AGA-AAT-AGA-AAT-GTAACA-AGC-GT 23 amero
PQ-15 GCPATE-AAT-CAG-CTC-TCC-AGA 21 amero
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IV 3.4 Amplifieaciones por Reaceion en Cadenat de la Polimerasa (PCR)

‘Todas las amplificaciones. incluyendo los ensayos de PCR-Inverso y PCR en colonia
se realizaron en un equipo “Robo cycler gradient 96™ (Stratagene), en un volumen de
reaccion final de 100 pl. Para las amplificaciones de la sonda. PCR-Inverso y PCR en
colonia se utilizoé la enzima “Tag-Polymerasa™ (Invitrogen). En las amplificaciones de
los productos clonados en los vectores Topo-XL. y Topo-TA, asi como. la amplificacion
del gene completo y la amplificacion del gene para los ensayos de expresion de la DXS

se utilizo la enzima “Elongasa Enzyme Mix™ de Invitrogene.

Condiciones de reaccion de las amplificaciones:

Enzima “Taq-Polymerasa™

Reactivos Concentracion
10 x PCR BufTer minus Mg X
10 mM c/u dNTPs 0.2mM
50 mM MgCl, L.5mM
Primer 57 0.5uM
Primer 3° 0.5uM
Templado 100ng
Enzima 2.0U
H.0 -----

Enzima “Elongase Enzyme Mix"

Reactivos Concentracion
10 mM c/u dNTPs 0.4mM
Primer 5° 0.5uM
Primer 3° 0.5uM
Templado 100ng
Buffer Ay B.(Mg) [.5mM
inzima i SR

1,0 -
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Condiciones de amplificacion para la enzima “Taq Polymerasa™

No. de ciclos 1 ciclo . 35 ciclos 1" ciclo
Desnaturalizacion 94°C 10 min 194°C |'min

Alincamicento : (TcmpLVur.)I min

Amplificacion 72°C (Tiem.Var.) 72°C 15 min

Condiciones de amplificacion para la enzima “Elongase Enzyme Mix™

No. de ciclos 1 ciclo : 35 ciclos 1 ciclo
Desnaturalizacion 94°C 10 min 94°C | min

Alincamiento (Temp.Var.)l min

Amplilicacion 68°C (Tiem.Var,) 68°C 15 min

l.as temperaturas de alineamiento y de extension difirieron entre un PCR y otro-
dependiendo de la TM de los oligonucleotidos utilizados y de la enzima -wtilizada
respectivamente,  El tiempo de amplificacion también  difirié en’ cada. ensayo
dependiendo del tamaiio del fragmento amplificado, para lo cual, se considerd tmin por
cada 1000 pb. :

1V.3.5. Secuenciacion de los productos amplificados

La secuenciacion de los productos amplificados se realizo en la unidad de secuenciacion
del IBT-UNAM mediante ¢l método *“Taq: FS ‘Dye ’I‘crmindtor Cycle: Sequencing
Fluorescence-Based Sequencing™ en un' equipo. “Perkin Elmer/Applicd. Biosystems™
modelo 377-18EL ' .




IV.4. Ensuyos Suulh;:i;n blot.”
1V.4.1. Digestion del ADN cromosomal

Las digestionces totales del ADN cromosomal de L. mesenteroides 1BT-PQ se realizaron
con enzimas de restriccion de las compaiifas New England Biolabs Inc. y Roche. PPara
cada ensayo de digestion se utilizo | pg de ADN cromosomal. Las concentraciones
finales de reaccion fueron: buffer correspondiente 1X. en los casos que la enzima lo
requirio se adiciond BSA 1X, enzima 3 Ul en un volumen final de 50 pl. Se incubaron

por 16 hrs a la temperatura que especilica el fabricante para cada enzima.
1V.4.2, Hibridizaciones

Las muestras a hibridar se transfiricron a una membrana de Nylon (Amersham) y se
fijaron, posteriormente la membrana se incubé en una solucion de SSC 5X, SDS 0.5 %.
Denhardt X por espacio de 2 hrs a 65 °C. Pasado ¢l tiempo de incubacion, se adicionéd
¢l ADN-sondu desnaturalizado marcado radioactivamente con 5 uCi de [# P] dCTP y se
incubd 16 hrs a la misma temperatura, Para el marcaje de la sonda se utilizo el "Kit
rediprime "™ 11" de Amersham Pharmacia Biotech UK. Una vez trascurrido el periodo
de hibridizacion se lavo la membrana dos veces con la solucion de lavado SSC2X-SDS
0.1% y se colocd en una pantalla de autorradiografia por 12 hrs, al final se reveld

utilizando el equipo “Phosporimager™.
1V.5. PCR-Inverso

Esta técnica se basa principalmente en una reaccion de amplificacion por PCR, pero
difiere en la utilizacién de un DNA molde previamente circularizado, proveniente de
una digestion total y ligado -aleatoriamente con una ligasa. Los oligonucledtidos
utilizados en la amplificacion cs otro de los elementos particulares de esta reaccion, los
cuales, -son divergentes entre si  y al aparearse sobre ¢l ADN moide previamente

circularizado sintetizan el mismo templado pero de forma lineal (figura 8).
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ADN Purificado Digestion ded ADN Circularizacion aleatoria

cromosomal de los fragmentos digeridos

. -
— — 1.
- .
V\

[] Site de circularizacion
l;

Fragmento a circularizar Direceion de los Fragmento amplificado
que lleva el fragmento oligonucleotidos
sonda

Figura 8.- Representacion esquemdtica del PCR-1Inverso.

IV.6. Clonacion de los productos de amplificacion

El fragmento sonda se clond en el vector TOPO TA. Los Productos amplificados por
PCR-Inverso se clonaron cn el vector TOPO XL. Para ¢l ensayo de expresién de la
proteina ¢l gene completo se clond en el vector pPBAD/TOPO ThioFusion Expresion.
(tabla 3) Todos los vectores utilizados fueron de Invitrogene, para cada ensayo de

clonacion se siguio el protocolo de la compaiiia fabricante.

La seleccion de la clona que contenia el inserto de interés de cada ensayo de clonacién
se realizd mediante PCR en colonia, donde una colonia fue diluida en ln reaccion de
PCR en lugar de adicionar ADN purificado. Previo a la amplificacion se calento la
muestris @ 95° C por 5 min, posteriormente se siguid con las condiciones de

amplificacion previamente descritas.
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Tabla 3.- Tabla de construcciones v clonas oblenidas.

Construccion Clona obtenida Especificaciones de ta clona obtenida
PQ-Sonda E.C.PQ-Sondda Counticne Ia region central del dsel?
PQ-3° E.C.PQ-3° Contiene [a region final del dyrP
PQ-5° E.C.PQ-5° Countiene la region inicial del dsreP

TOPO-PQ E.C.TOPO-PQ Conticne el gene dyrP y regiones adyacentes a:

pBAD-PQ F.C.pBAD-PQ Presenta el dsrP o partir del 2do codon

IV.7. EXPRESION DE LA PROTEINA

IV.7.1. Perfil de expresion

A la clona E.C.pBAD-PQ sc le realizo el perfil de expresion de la proteina wtilizando
difcrentes concentraciones de arabinosa: 0.00002 %, 0.0002 %. 0.002 %. 0.02 %, 0.2 %,
la cual, es ¢! inductor del sistema pBAD/TOPO Thiofusion, para este ensayo se siguid

¢l protacolo de la casa comercial.

1V.7.2. Expresion de 1a proteina DsrP

Se inocularon 5 ml de medio LB-Ampicilina 50 pg/ml con la E.C.pBAD-PQ y sc
incubd 16 hrs, Al termino del cultivo se tomaron 2 ml del mismo con los cuales se
inoculé 100 ml de medio fresco, se dejo en incubacion hasta alcanzar una D.O. de 0.5.
En este momento se tomé una alicuota de 10 ml, la cual, sc utilizo como control. El
cultivo restante se indujo con arabinosa a una concentracion final de 0.02 % y se incubgd
por cuatro horas mds. Al termind del cultivo se colecto el paquete celular por
centrifugacion a 6000 rpm 5 min y se lavo dos veces con solucion amortiguadora de
Acetatos 50 mM pll 5.2. Posteriormente, se resuspendio en | ml de la solucién anterior
suplementada con Tritén | %, ¢sta muestra se sonico 10 seg y se centrifugd 30 min a
10,000 rpm y 4° C. sc separd el sobrenadante del resto celular y este Gltimo también se
resuspendié en 1 ml de 1a misma solucion. Las muestras s¢ mantuvicron a 4° C hasta ser

procesadas, Para la muestra control se siguié ¢l mismo procedimiento.




sel de Polinerilamida-SDS

Las proteinas obtenidas del perfil con arabinosa asi-como las células y ¢l sobrenadante

de la clona sonicada. fucron analizadas en geles de Poliacrilamida-SDS a 40 mA por

2 hrs a 4° C. Para el gel de actividad y tincion con Base de Shift se siguio ¢l mismo

procedimiento, las concentraciones del gel son las siguientes:

Gel Concentrador:

Reactivos

Acrilamida 30%-Bis-acrilamida | %
Buffer Tris-+Cl 0.5 M pll 6.8

SDS 10%

1,0

Persulfato de Amonio 10%

TEMED

Gel Separador:

Reactivos

Acrilamida - 30%- Bis-acrilamida | %
Bufter Tris-HCl 1.5 M pH 8.8

SDS 10%

11,0

Persulfato de Amonio 10%

TEMED

Volimenes
335l
625 pl

25 pl
1.5ml
12,5 pl

2ul

Volimenes
Iml
Lsml
SO l
25ml
50 ul
Spl

Concentracion linal
4%
0.125M
0.1 %
0.05 %
0.08 %

Concentracion final
6%
045 M
0.1 %
0.1 %
0.1%

Tincién con azul de Coomassic: una vez corrida la electroforesis el gel se tiid con una

solucion de azul de Coomassie, el exceso de colorante s¢ retird con solucion

destediidora,
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Geles de Actividad: posterior a la electroforesis los geles se favaron dos veees con una
solucion de acetatos 50 mM pll5.2 - Tween 80 1% por espacio de 30 min ¢/, mis
tarde, se incubaron 16 hrs a 30° C en ¢l mismo bufter suplementado con 10% de
sucarosa. Una vez observado el gel de actividad se incubo en bufler de acetatos 50 mM
pHl 6.0-Dextranasa 0.06 U/mla 37°C por 24 hrs.

Tincion con el reactivo de Shift: la tincion se realizo sobre el gel de actividad
previamente incubado con sacarosa, el cual fue sometido a un tratamiento con etanol
75 % por 30 min, posteriormente se incubod 1 hr en dcido periadico 0.7 %-dcido acético
5 % y se le realizaron tres lavados con metabisultito de sodio 0.2 %-dcido acético 5 %

20 min ¢/u. finalmente se puso en contacto ¢l gel con el reactivo de Shifl.,

1V.7.3. Incubacion del gel de actividad con dextranasa

Una vez incubado el gel de actividad con sacarosa se lavo dos veces con solucion
acetatos 50 mM ptl 5.2, 15 min c/u, posteriormente se incubo en bulfer acetatos 50 mM

pH 6.0 suplementado con dextranasa (SIGMA) a 0.06 U/ml por espacio de 12 hrs,

1V.7.4. Medicion de actividad de la proteina recombinante

La medicion de actividad de la proteina recombinante sc realizd midiendo los azicares
reductores liberados mediante el método del dcido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito
por Summer y col. en 1953 en un medio de reaccidn que contenia 10 % de sacarosa,
solucion acctatos 50 mM pH 5.2 a 30° C y la enzima. La determinacion de actividad se
realizo tanto en los restos celulares como en el sobrenadante del paquete celular
sonicado, ambos provenientes del cultivo inducido con arabinosa. Una unidad de
actividad dextransacarasa se reporta como la cantidad de enzima que libera una pmol de

D-fructosa por minuto,
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IV. 7.5, Cuantificacion:de la proteina =+ -

La medicién de la prolclna sc realizé por el método Bradford mediante el kit Bio-Rad
(Ilércult.s. CA) y se uulué nlbummu sérica. bovina (Fraccion 'V, SIGMA) como

estandar,
1V.8. An::ilisis de las secuencias:

Los anilisis de comparacion de secuencias (Blast) se realizaron utilizando el Saftware
“Translated query-Protein db blastx™ del National Center for Biotechnology Information
U.S. National Library of Medicine 8600 Rockville Pike, Bethesda, MD 20894,

Para la determinacion de los marcos de lectura abiertos se utilizé el programa “Open
Reading Frame Finder™ del National Center for Biotechnology Information U.S.
National Library of Medicine 8600 Rockville Pike, Bethesda, M1 20894,

La identificacion del péptido sefial sc realizé mediante ¢l software “SignalP World
Wide Web Server V1.1, de la The Danish National Rescarch Foundation.




V. RIE_SULTAI)OS
V.1, Aislamiento del gene dseP de L. mesenteroides IB’I‘-I’Q

El aislamiento del gene que codifica para la DXS de L. mesenteroides \BT-PQ (dsrl) se
desarrollé en tres ctapas. En la primer etapa se realizo un alineamiento de diferentes
glucosiltransferasas, del cual, se diseid un par de oligonucledtidos con los que se
amplificod la region central del gene. £n la segunda y tercer ctapa se aislaron  las

regiones 3° y 5° del gene respectivamente, ambas por PCR-Inverso,
V.11, Aislamiento de la region central del gene dsrP

Sc realizo un alincamicnto de diversas GTFs reportadas en la literatura, del cual se
disefiaron los oligonucledtidos degenerados  PQ+1 y PQ-1, con los que se logrd
amplificar un fragmento de (505 pb sobre ¢l ADN cromosomal de L. mesenteroides
IBT-PQ (figura 9). De acuerdo al alinecamiento, ¢l producto amplificado fue del lamaio
esperado, por lo que, se clond en el vector TOPO-TA (PQ-Sonda) y se secuencio. La
sceuencia obtenida mostrd una identidad del 94 % con el gene dsrT de L. mesenteraides
B3 512-F, ¢l cual codifica para una DXS truncada y una identidad del 50 % con las
GTFsas de Streprococens spp. Del alineamicnto con las DXS reportadas se dedujo que
se tenia la parte central del gene y faltaban aproximadamente 1500 pb a cada extremo

para tener ¢l gene completo.
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V. 1,2, Aislamiento de la regién final del gene dsrP

El aislumiento del extremo 3° del gene se realizé mediante PCR-Inverso. para lo cual, se
determing el patrdn de restriceion  del ragmento amplificado (figura  10). Este
fragmento se utilizé como sonda en ensayos Southern blot realizados con las enzimas
de restriccion: Eco RV, Sma |, Xho I, Sac I, Sal 1, Cla I, Bam HL Neo L Kpn [, Pst I,
Hind 11 y Xba I. Al comparar los resultados de los ensayos de southern blot con el
patrdn de restriccion del fragmento observamos que la enzima Clal corto el fragmento a
los 300 pb dividiéndolo en dos, uno de 300 pb y otro de 1200 pb, micntras que, la sefal
de hibridizacion con esta misma enzima se observaba en dos [ragmentos, uno de 3.5 Kb
v ootro de 300 pb (figura 11), estos resultados nos sugirieron que, dentro del fragmento
de 3.5 Kb estaba contenido el fragmento de 1200 pb que se observaba en ¢l patedn de
restriccion, ¢l cual, tenia una orientacion hacia el extremo 3°, Con lo anterior cra posible

obtener la parte final del gene mediante PCR-Inverso.

3 —>Cual
EcoR 1
Hinc Il
Hind Wi
Kpn i
Pvull
Rsal
Scal
Ssplt

;

-

Figura 10.- Mapa de restriccion det fragmento amplificado con los oligos PQ+1 y PQ-1

Se digirio nuevamente ADN cromosomal de la IBT-PQ con Clal y se circularizé con T4
ligasa. Con base en ta secuencia del fragmento sonda se discitaron los oligonucledtidos
PQ+3 y PQ-3 con los cuales se logro amplificar un fragmento de 3.2 Kb (figura 12)
sobre ¢l ADN previamente circularizado, el producto de amplificacion fue del tamaito
esperado de acuerdo con el disefio realizado. Para confirmar la identidad de este
fragmento se hibridizé contra el fragmento sonda dando como resultado una sefal
positiva con lo cual se confirmaba que este lragmento formaba parte del que ya se tenia.
Este producto se clond en el vector TOPO-XL (PQ-37) y se sccuencio., La secuencia

obtenida correspondia a la porcion 37 del fragmento sonda y mas alli def final del gene.
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Figura 11.- Southern blot wtitizando ¢l fragmento de 1503 pb como sonda. 1.- ADN
cromosomal 1BT-PQ. 2.- EcoRV. 3.- Sma | 4.- Xho L. 5.- Sac I 6.- Sal |, 7.- Cla 1,

8.- sonda,

4 Kpt———»
3 Kptre———pr

Figura 12.- Fragmento de 3.2 Kb amplificado por PCR-Inverso,

¢l cual lleva la region final del dsrP.




“V,1:3. Aislamiento de la region inicial del gene dyrP

Ll aislamiento del extremo 5° del gene dsrP fue muy similar a la obtencion del extremo
3'; se siguio la metodologin del PCR-Inverso pero ahora se utilizo la enzima Kpnl.
Como se observa en la figura 10, Kpnl corta ¢l fragmento sonda a los 1200 pb liberando
otro (ragmento de 300 pb. La sefial del southern blot con Kpnl (figura 13) mostrd dos
sehales de aproximadamente 3.5 Kb y de 600 pb. Estos resultados sugirieron que.
dentro del fragmento de 3.5 Kb estaba contenido ¢l fragmento de 1200 pb que se
observo en el patrén de restriccion, el cual, estaba orientado hacia la region 5° de la

sonda.

Sc realizé una nueva digestion del ADN cromosomal de la IBT-PQ con Kpnl. se
circularizd y se utilizé como templado en un PCR-Inverso con los oligonucledtidos
PQ+10 y PQ-4, los cuales, se diseiaron a partir de la secuencia del fragmento sonda, El
resultado del PCR-Inverso fue la amplificacion de un fragmento de 2.8 Kb (figura 14),
el cual fue del tamaio esperado. Para confirmar que el fragmento amplificado formaba
parte del gene se hibridizo contra ¢l fragmento sonda, la hibridizacion fue positiva, por

lo que se clond en el vector TOPO-XL. (PQ-37) y se secuencio.

| 2 3456 78 9

IFigura 13.- Southern blot utilizando ¢l fragmento de 1505 pb como sonda. 1.- ADN
cromosomal IBT-PQ, 2.- Bam HI, 3.- Nco I, 4.- Kpn 1, 5.- Pst I, 6.- I{ind 111, 7.- Xba
I, 8.- Eco RI, 9.- sonda.
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Figura 14.- Fragmento de 2.8 Kb amplificado por PCR-Inverso,

el cual, contiene la region final del o/srl’.

Una vez obtenida la secuencia que faltaba del gene dsrl?, se diseiio ¢l oligonucleétido
PQ+11 y en combinacion con el oligonucledtido PQ-10 se logro amplificar sobre el
ADN cromosomal de la IBT-PQ un fragmento de 5909 pb (figura 15). ¢l cual contenia

todo el gene dsrl, éste fragmento se clono en ¢l vector TOPO-XL (TOPO-PQ).
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Figura 15.- Amplificacion de un fragmento de 5909 pb

dentro del cual esta contenido el disrl.
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V.2, Caracterizaciom del gene dsrP

Sc abtuvo una sccuencia total de 5909 pb (figura 16) dcnln"o de la cual se encontrd cf
dsrP ubicado del nucledtido 1063 al 5427, El gene presenté un 37.7 % de G + C y se¢
localizd una secuencia consenso del sitio de unién al ribosoma (RBS) AGGGAA 8
nueledtidos arriba del codon de inicio ATG. La posible region promotora =10 y —35 se

localizo 79 pb arriba del codon de inicio, la distancia entre estas regiones fue de 23 pb.,
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TAGCAATACTATAGGCGTG(IICTAATTTTGTTATTATTATGCTCAAACACCCCAGTCCAAA

- Posible Regulador

ATAGTAGCCATGTTTGAAACTTGAAGTCATCGGTGTTAAATTTATATTTTTTAACTTTAT

Posible Regulador

CTAGTAGATATCTCGTAAAGTCATCTTTTTTGTGTATAATACTTGTTTCCAAAGCGCTAA

Posible Regulador

TCAATATTTIGTTCACAATTTCAACGGATGCCGTAGGCATATTATTCGTAGCATACTGTT

Posible Regulador

TAAGTATGTCAGATATATAAGGTATGCTTCTGTCAATATGTATCATGTTAACTACATTCG

Posible Regulador

CCAGTAAAAATAAGTCATAGAACTGCCAGTAACTAATATTAAAAAAGTAATCAATCAATT

Posible Regulador

CATTCTGATCGTCTATTGATGCGATTAAGAAATCTAAGTGATACAAAGTAGATAACGACA

Posible Regulador

TTAAATAATAATGACGCATGAATGGGTCGT TAGGATTCTTAATGGCATCAGTTTGTAATA

wm Posible Regulador =

ATTGTGTTAATTGATTCAATTTTTGACGATCAGTGTCTTGATAATATTGATCTAAAACAG

TESIS CON
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TTGTCAGCTTTTTTAAGTTATTTTTTTTCCCGAAAGACAGTTGAAAAATATTCTTCAAAT

GAAATATTTAGAGCGTTACACAGCAAAAGTACGGTGTAATCAGTTGGTTQTGTTTTATI@

TTCTCTATTCTAGATACCATTGATTGTGAGCCAATTAAAACACCTAATT?CTGTTGAGAT;

ATTCCGCGTTTCTGCCTAGTTTCTTTGATAATAGATCTTTTTTTATTGTTCATATTCCTT

ATTAACCTATAATTATTTAATATTTTATTTAAGAGCAACTATTTATTATATATTAAAATA

ACCTTGATATTTTCTAATTATTCAATTCTGCATAATTTATTTTAAATATTTGTTTCATTA

TATATTAAAAGAGTTAATTTTAATGATTAACGTTTGTAAAAAACAATTGCTGACAAAGTA

. [- 3s]

TTCTTAGTCGCAAATGTTTATGATCTCACAAGCACAAATAACCATTTTACTCAAAGAATA

!- 10]

GTCACTTATGTCAGAGAGGGAAAGAATGAAGGGAAGAAGTAAATGAGAAATAGAAATGTA

"RBS » mmm Peptido sefa|mmem
M R N R N V

ACAAGCGTTTTCCGGAAAAAGATGTATAAATCTGGGAAAATGTTAGTCATTGCAGGAAGT

Peptido sedal

S vV F R K K M Y K S G K M L v { A G 5§
- Repelida Directa —

GTTTCGATAATTGGTGTTACCAGTTTTATTCAACAAGCACAAGC TGATGTTTCACAAAAA

Peplido seialmmme—————

v 5 ' ¢ v T 5§ a A Q0 A B V S 0 K
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AATGGGGTAGTAGTAACCACAGCAGTCAATCAATCGAATTCGGATGCGAETACGACTGAT

— Repetida 1

N GV VV T T AV NOS NSO AT T T D
AAATCAATCACAACGAATGATAAGGCTACAACAACGGCCGATACATCAACGAATGATAAG

N
i — A

Repetida 2 ————— | Repaetida 3-
K § 1 T T ND K A T T 7T A DT S T N D K

GCTACAACAACGGCCGATACATCAACGAATGATAAGGCTACAACAACGGCCGATACATCA

S | N

) )

L4 L4
Repetida 3 L Repetida 4 ————~1
AT T 7T A DT S T N DK A T T T A D T S

ACGAATGATAAGGCTACAACAACGGCCGATATATCAACGAACAATAAGGCTACAACAACA

A

—_ Repetida 5 Repstida 6
T ND K A T T T A D 1 8§ T NWNIK AT T T

14
|

GCCGATACATCAACGAACAATAAGGCTGCAACAACAGCCGACACATCTGATAATAATAAT

AAD T S T NNIKAATTADT S DN NN
TCAGCTACGACAAGCGATAAAGATGTGAGCTCATTGGCACAAAAAAGTCAAGCGATTGAC

$ AT T s DK DV § § L A 0K s @A 1 D
AATAATTCGAAGACGACTGATACTGCTGCATCATTCGAAGCTAGTTCAAAGAATCTGAAA

N NS KT TODTAASTFEAS S KN L K

D (“‘T
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ACGATTGATGGTAAAACAT@TTATTACGACGATAATGGT?AAATAAAAA@GAACTTTGCT

e Repeticia Directa B ——
T 1 DG KT Y.Y Y DDNG GG QI KK NF'A

ACCGTAATTGATGGTAAGGTACTTTATTTTGATAAAGATACTGGCGCATIAGCTGkTACQ

« Repelida Direcla B 4
T v 1 DG K VL Y F DK DTUGAUL ATUDT

AATGACTACCAATTTTTAGAAGGATTGACTAGTGAAAATQATAATTATA?GGAGCATAAT

N DY O F Lt E G L T S ENNNYTEHN
GCCTCAGTTGGTACATCTTCTGCTAGTTATACAAACGTTGACGGGTATCTAACAGCCGA?

AS ¥V G T S s A S Y TNV DGY L T ATD
AGTTGGTACAGACCAAAGGATATATTTGTCAATGGCCAAAACTGGGAATCATCAAAGGAT

S W Y R P K D I F V NG G NWE S S K D
GACGATTTACGACCTTTGTTAATGACTTGGTGGCCAGATAAGGCAACACACGTAAACTAI

b DL R P L L M T W WP D K ATHV NY
TTGAATGCGATGAAGTATTTAGATGCCACTGAAACGGAAACTGTTTATACTTCAGATGAC

L NA MK Y L DaATETETUVY Y T S DO

AGTCAAGATGCCTTGAATAAAGCAGCACAAAACATTCAAGTGAAGATTGAAGAAAAAATI

S 0D A L NK A AOQGNT OOV K t E E K1
AGTCAAGAAGTCCAAACACAATGGCTCAAGGATGACATTTCAAAATTTGTTGATAGCCA%

S 0 E vV QOTOQOWLKDDTISKTF VD S0

TCAAATTGGAATATTGCTAGTGAATCAAAAGGAACTGATCATTTGCAAG?*CGTGCATTG

S N W NI ASES S« KTGTODOUHTLAG GGG AL
TTGTATGTCAATAGTGACAARACACCAGATGCARATTCTGATTATCEATTACTTAATCGE

L Y vV NS§ DK T P D ANS DY R L L N R
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ACACCAACAAATCAAACAGGCACGCCTTT?TATACGACAGATCCAACTCéAGGTGGTTAT

—

T P TNOOQTGGT P L Y T T ODUP T OG G Y

GACTTCCTCTTGGCCAATGATGTGGATAATTCTAACCCAGTTGTTCAAGCAGAACAACT%

Region Homologa al Sitio Actliver
O F L L A N D V D N S N P‘ vy v 0 A E 0 L

L—— Oligo PQ+1 ——!

AATGGGATGTATTACTTGTTAAACTTTGGATCAATTACTAATAACGATGCAGATGCTAAC

= —

N 6 M vy Y L L N F 6 S I T NND A D A N

TTTGATAGTATTCGAGTGGATGCTGTCGATAACGTTGATGCCGACTTATTGCAAATTGCA

ol

Sitio de Unidon a Sacarosa .
F 0D S I R YV D A ¥V DN VY D A D L L 01 A

GCTGACTATTTTAAGGCAGCATATGGCGTCGATAAGAGTGATGCAATTTCGAATCAACAT

A DY F K A A Y G V D K 8 D A I S8 N O H

GTTTCCATTCTTGAAGACTGGAGTGACAATGATGCTGAATATGTGAAAGACAATGGCGA?

v § | L E D W S DN D AE Y V K D NG D
AATCAATTATCGATGGATA%TAAATTGCGTTTGTCATTA@AATACTCACTCACTATGCCé

N O L 8§ M D N K L R L S L K Y S L T H P
CCAGTCGATCATTATGGTAQTAAAAGAAGYGGATTAGAA?CATTTTTGACAAATAGTTTe

P vV DHY G NKR S G LEUZPTF L T NS L
GTAAATCGTACAAATGATTgGAGAGATAACACTGCACAACCAAATTATT?TTTTGTTCGT

vV NR T N O S R DN T A QG P N Y 8 F V R
GCACATGAT@GTGAAGTAC&AACAGTTATTGCTGAAATTQTTAAACAACQGATTGATCC?

A°H D S E Vv 0T v I A E I 4 K a R I D P
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GATTCTGATGGCTTATCAC?AACGATGGA;CAATTAACAGAAGCATTTAéAATTTATAAT 2040 -

b s b6 L SP T HMDOL T EATF K I YN
GCTGATCAATTGAAAACGGATAAAGAATTCACACAATATéACATTCCAAgTACTTACGCQ 3000

A-DO L K T-DKEF TOQOYNTT P S8 T Y A

ACAATATTAACGAATAAAG&TACAGTGCC%CGTGTGTACTATGGTGATATGTATACAGAT 3060

T 4 L T N.K® T VPRV Y Y G.O M Y T D

GATGGTCAATACATGGCAA?AAAGTCACTTTATTACGAT?CAATTGATACTTTGCTGAA? 3120

D G b Yy M AT K S L Y Y D A I DT L UK
TCTCGTATC@AGTATGTTT?TGGCGGGCA@ACAATGTCTATGAAATATATGCAAGGTGA! 3180

S Rl K Y V § 6 G 0 TM S MK Y M O G D

AGTAGTATGGCTGCTGACAGTTATAGAGGCATTTTGACATCAGTTCGTTATGGTAATGGT 3240

s 8§ M A A DS Y R G I L T S V R Y G N G

GCCATGACTGCTACCGATGCAGGGACAAATGAAACACGTACGCATGGTATTGCAGTAATT 3300

AAM T A T DAGTNETR T HG 1 A V I

GAAAGTAATAACCCAGATTIGAAGTTGAGCAGTACAGATCAAGTAGTTGTAGATATSCG?Tségo

E S NNP DL XL §5s T D0 0V VvV VvV DM G
ATAGCGCACAAAAACCAGGEITATCGTCCTGCTTTGTTAeCAACTAAAE&TGGCATAGAT 3420

[ AFH K N G A Y R P AL L T T K DG 1 D
ACTTATGTATCTGATAGTGéTGTCTCACAAAGCTTGATAAGATATACAAQTAGTAATGGG 3480

T Yy Vs bDs DvVvs 0SL I R Y TNS NG
CAACTTATTTTCAATAGTTCAGATATTGTTGGTACAGCAAATCCACAAG?TTCTGGATAC 3540

0 L I F NS 8§ D1 vV 6 T A NP O0A S G Y

TTGGCGGTCTGGGTACCCGTTGGTGCTTCAGATACTCAAGATGCGCGAACTGAAAGTAGT 3600

L AV W V P V G A S DT OGDAWRTE S §



ACAGCAACAACTACTGATGGACAAACATTQCATTCAAATGCCGCACTTGATTCTCAAGTT

T AT T T D G Q@ T L H S N A A L D S aV
ATTTATGAAAGTTTCTCTAACTTCCAATCgACACCAACCACAGAAGCCGeATATGCTAAT

1Y ES F's NF @S TPTTET ATETY AN

GTGCAAATTGCAAACAATACTGATTTATACAAGAGTTGGGGAATTACGAACTTCGAGTTT

V.8l AN N T D L Y K S5 W G I T N F E.F

CCACCACAATATCGTTCAA?TACGGATAGTAGTTTCTTAGATTCAATTATTCAAAATGGTv

PP O Y R S T DS S F L D S 1 I 0 NG
TATGCCTTTACTGATCGTTATGATCTTGGATTCAATACACCAACGAAGTATGGTACTGTQ

X .
C_— Oligo PQ-1 ———1
Yy A F T DR Y DL G F N T P T K Y G T V

GATCAACTCCGTACAGCTATTAAAGCTTTGCATGCGACAGGTATCAAGGCAATGGCAGA[

0 atLt R T A I K AL HATG I K A M AD

TGGGTACCAGACCAGATTTATAATTTGACAGGTAAAGAAGTGGTTGCGGTACAACGTGTC
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w VvV P D G I Y N L T G K E V V AV 0 R V=

AACAACTCAGGAATCTATAATCAAGATTCTGTAAT TAATAAAACAT TATATGCTTCACAA

N NS G I Y NODS V I N K T L Y ASS.0

ACCGTTGRTGECOGAGAATATCAGGCACTATATGGTGEGGAGTTCC TTGATGAAATCAAG

T VGGG E Y OALYGGETF L DE 1K
AAATTGTACCCTTCTTTATTCGAAAAAAATCAAATTTCAACCGECGTACCAATGGAAGCT

K LY PP S L F E KNIOGI1 8T G V P M E A
AGTGAAAAGATAAAAGAAT@GTCCGCTAA?TACTTTAAC?GTACTAAEATTCAAGGTCGI

S E K I K E W 5 A K Y F NG TN I G G R
GGTGCTTACTATGTCCTTA@GGACTGGGCTACAAATGAGTACTTCAAGGTAAGCACTTCA

G A Y Y V L K D W A T NEYF K V 8 T s
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4200
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AGCAACAGCAGTGTATTTTTGCCAAAGCAGTTGACGAATGAAGAATCAAACACTGGATTT 4420

S NS 8V FLP K 0L T NIEE S NTG F

ATTTCAACTGATGGGGGGATGACATATTATTCTACAAGTGGATACCAGGCAAAAGATACA 4440

/[ 8§ T DG GMHKH T Y Y § T s G Y 0 A KD T
TTCATCCAAGATGACAAATCTAATTGGTATTACTTTGACAAGAATGGTTATATGACATAC 4500

h—_- Pependa directa A e

F I 0 DD K S N W Y Y F D KNG Y M T Y

GGTTTCCAGACAGTCAATGATAATAATTATTAC TTCTTGCCTAATGGTATTGAATTACAA 4560

wm Repetida directa A#
G F O T V NDWNNY Y F L P N G 1 E L 0

GATGCTATCTTAGAAGATAGTAAAGGAGATGTGTATTATTTCAATCAATATGGCAAACAA

4620
DAl L E DS X G DV Y Y F N OY G K O
ACAATTGATGGGTATTATATGTTAGCTAATAAGACTTGGCGTTACTTTGACAAAAATGGT 4680

t Repetida Directa A——

T 1 B G Y Y ML A NIKTWR Y F D K N G

GTTATGGCTAATGCCGGATTAACAACAGTAACTGTTGATGGGCAGAAGCATATCCAATAC 4740

Repetida Dlrecta A————-—]
vV M AN A G L T T Vv K H

TTTGATAAAAACGGTATCCAGGTCAAAGGGACTTCCGTGAAAGACGCAGACGGAAAGTTA

Repetida Directa A J t—

F DK NG I 0V K G T s VvV KD ADG K L

4800

CGTTACTTTGATACTGATTCTGGTGAAATGGTGACAAACCGCTTTGGTGAAAAAACAGAT 4860

Repetida Directa A
R Y F DT DS GEMV T NIRF G E K T D




GGTACATGGTCATACTTTGGTGCTGACGGTATCGCTGTAACTGGTGCACAGACAATTAGT

2.

iy

Repetida Duoccta A

G T W S Y F G A DG 1 AV T G A Q T 1 8§
GGTCAAAAATTGTTCTTTGATGCTGACGGACAACAGATTAAAGGTAAGGAAGCGACTGAT
p—
G 0 K L F F b ADSGT OO OTI K G KE A T D

AAAAAGGGGAAAATGCATTATTATGATGCTGATTCTGGTGAAATGACCACTAATCGTTTT

K K G K M HY YD aADSGEMTTNRF

GAAAAGTTATCAGATGGATCATGGATGTACTTTAATAAAAAAGGTAACGTTGTAACCGGT

;— Hepetda Directa A

E K L 8§ DG S WM Y F NKXK KGNV V T G

GCACAAGTCATTAATGGTCAACATTTGTTCTTTGAAAGCAATGGTAACCAAGTTAAGGGT

Repetida Directa A—L——— Repetiva Directa N—m————

A0 V I NG Q HL F F E S N G N 0 V K G

CGTGAATACACGGCTACTGATGGTAAGATGCGCTACTACGATGCAGATTCTGGTGATATG

N | &

L]
Repetida Directa N—— Lb** Repetida Directa N—————
R E Y T A T D G K MR Y Y D A D S G D M

GTGACGAATCGCTTTGAGCGAATATCAGACGGATCATGGGCATATTTTGGTGCTAATGGT

———— Repetida Directa N Repetida Directa A———

vV T N R F E R 1 § D G S W A Y F G A N G

GTTGCTGTAACTGGTGCACAAAATATAAATGGACAACAACTGTATTTTGATACCAAGGGT

I e i
e ! o 1
——m——— Repetida Directa A—l,:—--“f — Repletida Di(qct‘tn A—

vV AV T G A Q N 1IN G a0 L‘Y.vF"D\;\;“TKG

Vi,
Vi LT

—

-
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CATCAAGTGAAGGGAGCTGCAGTAGCACAAGCTGACGGTAGCCAAAAGTATTATGATGCA

— Repetda Dineocta As——r—mem —
H 0O vV K G A A V A 0O A DG S 0 K Y- Y. D A

AATTCTGGAGAGCTGATTAAAAGCTAACCGAATTTAGCTAATAACACAAAAAAGTGTCAT

! aen—

CAATTAATTGGTGGCACTTTTTTATGCTAATATTTTTTCAACAAGATGCGTTATTTGACC

N 8§ G E L 1 K S

— Fin de la Transcripcién —

)

14

AAGACCAAéﬁGCTTCAATAAAGTGAAATCTTCGTTCCCA?CGGTCTTGT?TTGAGGGGAT

TTCTGAGAA&TAAAAATCT@CTAAAATTTGGATAGCATGTGAATTAGCTTCCTTTTCGTC

TGATAATTTTGAAAGAGGTgAAAATGCGTAGGTATCGTIECTTCTTGTGTAAATTAAATG

5400

5460

5520

5580

5640

5700

AGATATTTCQTGCGCAATTCGAAAATAGC?ACTAAAATTJGTTTTGTAATTATTGTTGAT 5760

GATAGCTCTTTTACGACCATTTGCCACATCTGGGTCAAGTTCTGTGCCATCAATATGTA1 5820

TAATATCAAACCATTTTTTTGCACGATTTQTTCAAGATAGTTTGAAATTQTGTCATCTAT'5880

GTACéCTGA%AATTAATCCTCTTTTGTTT 5000

Figura 16.- Secuencia nucleotfdica de 5909 pb aislada de L. mesenteroides IBT-PQ con

los oligonucleétidos PQ+11 y PQ-10.
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El gene de la dsrP codifica para una proteina de 1454 residuos con un peso molecular
de 160.5 kDa y un p.t calculado de 4.5, En un anilisis de identidad con la base de datos
(BLAST) se observo que la DsrP presenta una identidad del 95 % con la DsrT'S y con
la secuencia de la proteina Lmes1684 proveniente de la cepa de L. mesenteraides ATCC
8293 cuyo genoma fue secuenciado recientemente. Con respecto a las demis
glucosiltransferasas reportadas, la DsrP presenta alrededor de un 50 % de identidad
(tabla 4). En este andlisis se observé que la DsrP presenta [a estructura propia de las
glucansacarasas: péptido scfial, region variable, region catalitica y dominio de union a

polimero (figura 17).

11 I‘BS 9|7I 1454 Aa
E‘mmmmmm..m: Y " - in Pty iy

PSS RV Regién catalitica Region de union a polimero
B o d A AN N Ad

Figura 17.- Representacion esquemdtica de la organizacion estructural de la DsrP. P.S=
Péptido seifal, R.V= Region variable. Aa= Aminoicido. 8,4, = Corresponden al tipo
de sccuencia repetida directa.

Se realizd un andlisis de comparacion (dendograma) con las secuencias reportadas de
las glucosiltransferasas (figura 18), en ¢l sc abserva como se encuentran scparadas las
dextransacarasas del género Leuconostoe de las glucosiltransferasas de Streptococcus
spp; asi mismo se observa como la DsrP, DsrT5 y Lmes 1684 estin agrupadas en un

clado independiente de las demas dextransacacarasas.
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DSR_S._L
Lmes0792

-E
ELM50847
DSR-A_L
DSR-T_L
OER1S
Lmes1684
[SRP_L
GTF-B_S
_[EGTF -C_S
GIF-1.8

GTF-G
GTF-R
GTF-D_S
GTF-K_S
StfT
GIF-I__S
——— GTF-5_5

100.00

substituciones por 100 residuos

18.- Dendograma de las dextransacarasas del género Leuconostoe 'y

glucosiltransferasas de Streptococecus spp.
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‘Tabla 4.- Tabla de identidad entre la DsrP de Lo mesenteroides WT-PQ y las diferentes
slucosiltransierasas reportadas.

DsrA Monchois (1996) 0792 NCBI (2002)
Dse3 53 % Monchois (1998 ) G 53 % Shiroza (1987)
DsrC 51 % Arguello (1999) Gic 52 % Ueda (1998)
DsrD 50 % Neubauer (2003) GtD 51% Hlonda ( 1990)
Dsrb 35 % Bozonnet (2002) GG 52 % Vickerman (1997)
DsrS 50 % Bhatnagar (1996) o 52% Sato (1993)
DsrT 95 % Funane (2000) Gtr) 46 % Giftard (1991)
DsrTS; 95 % Funane (2000) Gtk 46 % Gilfard (1993)
Asr 45 % Arguello (2000) Gt 52 % Fujiwara (2000)
1684 95 % NCBI (2002) Gtrs 47 % Gilmore (1990)
0847 62 % NCBI (2002) GifT 48 % Inoue (1999)

V.2.2. Péptido seilal

De acuerdo al programa Signal P VLI (Nielsen, 1997) se identitico el péptido sefal de
la DsrP localizado del residuo Metl a la Alad| (figura 16). En un alincamiento con
sus homologos de la DsrS y DsrC se observo que la region central del péptido senal se
encuentra conservada (figura 19). Con respecto al péptido senal de la DseT, la DsrlP’ es
13 residuos mas grande. Sin embargo, la secuencia restante esta 100 % conservada entre
estas dos enzimas, En la secuencia nucleotidica del péptido seiial se localizé una

secttencia repetida inversa entre los nucledtidos 26 y 37 del gene srP’ (figura 16) .

DSRS _MPFTEK_VMRKKLYKVGKSW_VVGGVCAFALTA_SFALAT
DSRC NVLIKERNV_RKKLYKSGKSW_VIGGLILSTIML_SMTATS
DSRP MRNRNVTSVFREKMYKS_KGMLVIAGSV_SIIGVTSFIQQAQA
DSRT MYKS,_KGMLVIAGSV_SIIGVTSFIQQAQA

Figura 19.-Alincamiento de los péptidos sefal de las DsrS, DsrC, DstP y DsrT.
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V.2.3. Region Variable

La regién variable de la DsrP se localizo entre los residuos Asp42 al 1e88. esta region
como su nombre lo indica mostré una baja identidad entre las GTF's reportadas. Dentro
de csta regién se localizaron sicte regiones repetidas directas seguidas una de otra, a
excepeion de la primera que se encuentra separada por dos residuos de la segunda
repetida (figura 16). Cada sccuencia repetida consta de 12 residuos ricas en treonini,

dcido aspirtico y alanina, (Figura 20)

61 D_ATTT_DKS ©°

71 PNDKATTTADTS %
8 TNDKATTTADTS **
% TNDKATTTADTS ¢
107 PNDKATTTADIS **
1% PNNKATTTADTS **°
131 TNNKAATTADTS **?

Figura 20.- Alincamiento de las secuencias repetidas directas de la region variable de la
DsrP.

Este tipo de organizaciones se¢ han descrito en la DstT y DsrE a las cuales Bozonnet y
col. en ¢l 2002 llamaron motivos T y S respectivamente, para el caso DsrP ¢l motivo fue

similar al de la DsrT. Sin embargo, se desconoce la funcion de este arreglo.
V.2.4. Region Catalitica

La region catalftica de la DsrP se localizo entre los residuos Asp189 y GIn971 (figura
16), dentro de ella se localizaron los residuos Asp 473, Glu511 y Asp 589 que en su
conjunto forman lo que s¢ conoce como la triada catalitica (DED). Estos residuos se
conservan entre las glucosiltransferasas y se sabe son importantes en la catdlisis de estas
enzimas (figura 21).




Dentro de la region catalitica se localizo la region que se conoce como el sitio de union
1led85
(ANFDSIRVDAVDNVDADLLQD. Se tocalizo también Ta secuencia homoéloga al sitio
activo de fa DseP entre los residuos Gly424 y Asnd47 (figura 21).
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Figura 21.- Alincamiento de la DsrP y demis glucosiltransferasas reportadas, en él se
senalan los residuos DED triada catalitica que se conservan entre la glucosiltransferasas.




El residuo Thr594 de la DsrP se menciona como un residuo importante ya que en las
GTF's del género Streptococcus se ha observado que interviene en la estructura del
glucano sintetizado (Shimamura y col. 1994, Monchois y col. 1996). Este residuo
dentro del género Streptococcus no esta 100 % conservado, mientras que en el género

Leuconostoc se |e encuentra como Treonina.

Los residuos Asp 440, Asndd 1, Alad76, Trpd477 y Scrd78 de la GtfS de Streprococcus
downei corresponden a los residuos Asp476, Asnd77, Asp512, Trp513 y Ser514 de la
DsrP respectivamente, Sc sugiere que estos residuos desempefian un papel importante
en la unidn con la moléeula aceplora y en la transferencia del residuo glucosilo, El
residuo Asp512 de la Dsel’ es el anico residuo que dilicre con respecto a la GtfS. Sin
embargo, en el género Lenconostoc este residuo se presenta como Asp, mientras que, en

el género Streptococcus varia.

Como se¢ ha mencionado, la DstP y DsrTS presentan una identidad del 95%. Sin
embargo, dentro de la region catalitica se localizaron 17 residuos diferentes entre estas
dos enzimas (tabla 5), los cuales se localizan fuera del la region del sitio activo y del

sitio de union a sacarosa.

bl AN |G| |DIN|S (4 |F H |V I|GIP |HIN|IR|H|A

198 Iwa | 200 [ 209 | 240 ] 252 [ 284 [ 275 | 03 350 [ 438 | 847§ ssu ] sex | s74 ) 740 | K2R

WS D DV LE T T (DL Q|G WA QDT QY

243 233 | 246 | 264 | 286 | 297 | 299 320 | M8 345 | 493 592 S45 ol | 610 ] 780 | RO8

Tabla 5.- Residuos diferentes de la region catalitica entre la DsrP y DseTS.
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V:2.5.Region de unién a glucano

L.a region de unién a polimero 6 glucano como se le conoce, abarca un 32 % de la
proteina total, se ubica del residuo GIn971 a la SerldS4 (figura 16). Dentro de esta
region sc localizaron 10 regiones repetidas de union a pared celular putativas segin el
programa  http://pfam.wutl.edu/egi-bin/nph-hmmsearch  dentro  de  las  cuales  se
localizaron las secuencias repetidas directas, De acuerdo a la clasificacion de las
repetidas directas ocho de las diez fueron del tipo A y dos del tipo N (A-A-A-A-A-A-
N-N-A-A). La secuencia peptidica de las repetidas directas de la DseP fue practicamente
idéntica a las de la DsrT5, salvo por nueve residuos distintos distribuidos en cuatro de

las repetidas directas como se muestra en la figura 22,

Al inicio de la region catalitica de la DsrP. entre los residuos Thrl192 y Lys212 (figura
16). s¢ localizo también una posible secuencia de unidn a pared celular similar a las
repetidas directas del dominio carboxilo, pero del tipo B. Este tipo de estructuras se han
descrito en diferentes glucansacarasas, principalmente al inicio de la region catalitica
como es el caso de la DsrE (Bozonncet y col. 2002) y DsrP (Funane y col. 2000), donde
la identidad entre las diferentes enzimas es muy alto. Sin embargo. hasta ¢l momento sc

desconace la funcién de dicha estructura,

A 21 nucledtidos rio abajo del codén de paro se localizd una secuencia invertida
repetida de 18 nucledtidos que al aparearse forman una horquilla (figura 16), esta misma
secuencia fuc encontrada a la misma distancia en el gene DsrTS, en donde s¢ sugicre

que puede estar involucrada en la terminacion de la transcripeion del gene.
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Dgxp™ 7 0 193pyyYDDNGQIKKNFATVIDGK!?

DsxT5 - pyYYDDDGOIKKNFATVIDGK?®?
DsrP 135y YFDKNGYMTYGFOTVNDN 34
‘DBXT5 1180,y YFDKNGYMTYGFQTVNDN!29?
DsxP 9% R YFDKNGVMANAGLTTVTVDGQ 22}
DsxT5 124 RYFDKNGVMANAGLTTVTVDGQ?¢7
DsrP 13241 Oy FDKNGIQVKGTSVKDADG 244
DsrTS 1269 1 OYFDKNGIQVKGTSVKDADG?%?
DsrP 12461 RYFDTDSGEMVTNRFGEKTDGT 128
DsxT5 12391 RYFDTDSGDMVTNRFGENTDGT 13
DsSrP 1269 SYFGADGIAVTGAQTISGQ2%®
DsxT5 By SYFGADGIAVTGAQTISGQ?3?
DsxP 135441, FFESNGNOVKGREYTATDGK 27?
DSrTS 139941, FFESNGNQVKGREYTATDGK *#3°
DsrP 377RYYDADSGDMVTNRFERISDG?%7
DsrT5 122y YDADSGDMVTNRFERISDGY¢?
DsrP 1334y FNKKGNVVTGAQV INGQ!*?
DsrTS 179 AYFNKKGNIVTGAQVINGQ!???
DsrP 1399y A YFGANGVAVTGAONINGQ! 1®
DsxT5 4y A YFDANGVAVTGEQNINGQ 43
DsrpP 119G, YFDIKGHQVKGAAVAQADG ¢>?
DSrT5 U4 O LYFDANGHQVKGAAVKQADG "4

Figura 22.- Alineamiento de las secuencias repetidas de unién a pared celular putativas,
dentro de las cuales sc localizan las repetidas directas del dominio carboxilo. La primer
secuencia corresponde a la repetida def dominio catalitico. __muestra los cambios entre
la DsrP y la DseT'S.

V.2.6. Identificacion de un posible gene regulador de 1a DsrP

A 624 pb rio arriba en la cadena complementaria del gene dsrP se encontrd una
secuencia de 439 pb (figura 16) con un 21 % de identidad con el gene regulador rgg de
S. gordonii, el cual se sabe regula de forma positiva a la GtD (Vickerman y col. 2001).
Por alineamiento (figura 23) calculamos que para aislar completamente el posible
regulador cn la cepa IBT-PQ faltan aproximadamente 100 pb, los cuales corresponden a
la parte final del gene. La secuencia obtenida muestra también un 23% de identidad con

el genc rggld de S. gordonii que sc localiza rio abajo en la cadena complementaria del
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gyD. atn no se ha dilucidado la participacion de este gene en la regulacion de las G'T'Fs,

pero se sabe que pueden regular la expresion de proteinas distales.
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V.3, Expresion de In proteina

Una vez abtenido el gene dsrl? con los oligonucledtidos PQ+1 1y PQ-10 se clonden ¢l
veetor TOPO-XL., la construccion resultante fue llamada (TOPO-PQ). Esta construccion
lleva el fragmento de 5.9 Kb dentro del cual estd contenido  todo el dsrf? con su propia
region promotora. Esta construccion se transformé en E.coli DHSa (E.C.TOPO-PQ) a
la cunl se le realizaron ensayos de medicion de actividad por DNS en el sobrenadante y
en los restos celulares, ambos provenientes de un paso de sonicacion (ver materiales y
métodos). Con cstas muestras se corricron geles de actividad. Tanto o medicion de
actividad por DNS como los geles de actividad proporcionaron resultados negativos de

expresion de la DsrP,

Con el objetivo de expresar fa proteina se diseiaron los oligonucleatidos PQ+15 y PQ-
15. los cuales. amplificaron el gene «srf” a partir del dto nucledtido hasta el codén de
paro. Con estos oligonucledtidos se amplifico un fragmento de 1365 pb sobre ¢l ADN
cromosomal de fa IBT-PQ (figura 24). el cual contenia tnica y exclusivamente el dyrf’.
Este fragmento se clond en ¢l vector de expresion pBAD y la construceion realizada

(PBAD-PQ) se transformo en E.coli DHSo (E.C.pBAD-PQ).

s b

4365 pb ———* .

Figura 24.- dsr? amplificado por PCR con los oligonucledtidos PQ+15 y PQ-15,
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A la clona E.C-pBAD-PQ sc le realizd el perlil de expresion de la Dsr* utilizando
arabinosa como inductor. la concentracion de arabinosa que indujo mejor la expresion
observada en gel fue de 0.02 % (figura 25). Una vez obtenida dicha concentracion del
inductor se corrio un gel de actividad con los restos celulares de la E.C-pBAD-PQ y se

tifd con el reactivo de shift para ver si habia sintesis de polimero (figura 26).

.~ Marcador de peso molecular

.- Muestra sin inducir

.- Muestra inducida con 0.00002 % de arabinosa
.- Muestra inducida con 0.0002 % de arabinosa
.~ Muestra inducida con 0.002 % de arabinosa
6.- Muestra inducida con 0.02 % de arabinosa

7.- Muestra inducida con 0.2 % de arabinosa

1y —

[P

Figura 25.- Perfit de expresion de la DsrP en £ coli utilizando arabinosa como inductor.
* Indica la mejor concentracion de arabinosa que induce la expresion.

..
-:—'@m Dextrana

e b

Figura 26.- Gel de actividad incubado con el reactivo de shift, en ¢l gel se observa la
dextrana teitida producida por la E.C-pBAD-PQ.
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V.3.1. Expresion de ta Dsep en E, coli

Una vez obtenida la mejor concentracion de arabinosa que induce la expresion de la
DsrP en la E.C-pBAD-PQ y al observarse que es capaz de sintetizar polimero se midio
entonces la actividad tanto en el sobrenadante como en los restos celulares ambos
provenientes de un paso de sonicacion (ver materiales y métodos). La actividad en ¢l
sobrenadante fue de 0.06 U/mg de proteina, en tanto que. en los restos celulares fue de

0.026 U/mg de proteina,

Con las mismas muestras que se midio actividad por DNS se corrieron geles de
actividad y sc incubaron con sacarosa (figura 27-A). Como control se utilizo la cepa
silvestre de la IBT-PQ y Ja DsrS de la B-512 F expresada en E.coli dentro del
laboratorio, ambas con capacidad de sintetizar dextrana. En este gel se observo la
produccion de polimero en ¢l sobrenadante y en los restos celulares de la E.C-pBAD-
PQ sonicada, asi como en los controles de la IBT-PQ y la B-512 F, Una vez observado
el resultado del gel de actividad, éste se incubd con dextranasa, enzima que rompe los
enlaces o 1 —6 de la dextrana, esto dltimo para confirmar que el polimero sintetizado
cra dextrana. La desaparicion del polimero en los controles fuc total, mientras que en los
restos celulares y en el sobrenadante aun permanecié ena porcion del polimero sin
hidrolisarse (figura 27-B). Suponemos que esta porcion de dextrana que no fue
reconocida por la dextranasa presenta enlaces o 13 ya que en la cepa silvestre
Chellapandian y col. reportaron que ¢! polimero producido por csta cepa presenta

enlaces de este tipo.




Dextrana

A “

Figura 27.- Geles de actividad. A~ Gel incubado con sacararosa. B.- Gel A incubado
con dextranasa. |- Restos celulares sin inducir, 2.- Restos celulares inducidos.
3.- Sobrenadante sin inducir, 4.- Sobrenadante inducido, 5.- 1BT-PQ, 6.- DsrS
expresada en E.coli.

st

T ON

K

58




VI DISCUSION

Se aislo ¢l gene dsrl” que codifica para la dextransacarasa DstP de L. mesenteroides
IBT-PQ la cual presenta una masa molecular de 160kDa que concuerda con ¢l tamaiio
reportado por electroforesis por Chellapandian y col. en 1998 (166 kDa) para esta
enzima. La DstP fuc muy similar tanto en tamaflo como e¢n estructura con las
glucosiltransterasas reportadas en la literatura, ya que presenta en su estructura primaria
un péptido seilal, seguido de una region variable, un dominio catalitico y una region de
union a polimero.

En ¢l andlisis comparativo de la secuencia de la DseP se observe que presenta los
residuos clave en la catd Asp 473, GluStl y Asp589 (triada catalitica). ademas
presenta un 95 % de identidad con la DsrT de L. mesenteroides NRRL B 512-F, una

dextransacarasa truncada y alrededor del 50 % con las demds glucosiltransferasas
reportadas (tabla 4). Del alincamiento de las secuencias peptidicas de la DseP de las
glucosiltransferasas de Streprococcus spp. reportadas en la literatura y de las secuencias
de las tres posibles dextransacarasas que reporta ¢l NCBI se realizo un drbol de
identidad (figura 18), en €l s¢ observéd como se separan en dos grandes grupos las
dextransacarasas  del  género  Streprococcus de las dextransacarasas  de L.
mesenteroides. Dentro de  las  dextranscarasas  se  observa como se  agrupan
principalmente ¢n tres clados importantes y  dentro de cada uno de estos clados se
localiza una dextransacarasa diferente de la cepa ATCC. Es bien sabido que en /.
mesenteroides se pueden encontrar una o mds glucosiltransfcrasas activas como es ¢l
caso de L. mesenteroides NRRL B-1299 y NRRILL B-1355. donde se han localizado dos
dextransacarasas diferentes( Monchois y col. 1996., Monchois y col. 1997., Cote y col.
1983). Sin embargo, no se descarta que ¢l nimero de genes presentes que codifican para
glucosiltransferasas sca mayor en cada cepa de L. mesenteroides al reportado
actualmente en la literatura, pero debido a procesos como recombinaciones que resultan
en la pérdida de sccuencias que generan proteinas no funcionales como la DsrT,
(Funanc y col. 2000) o bicn por procesos de regulacion se expresen solo una o dos

glucosiltransferasas,

Diferentes estudios han proporcionado una a una las sccuencias de las dextransacarasas
reportadas que al ser agrupadas por alineamiento de sus secuencias peptidicas coinciden

en el tipo de polimero sintetizado, tal es ¢l caso de la DsrS. la dextransacarasa mas
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estudiada y utilizada en la industria fue agrupada con la DsrD recientemente publicada
(Neubauer y col. 2003) que también ha sido wtilizada a_nivel industrial y con quien
presenta mis del 90 % de identidad con la DsrS, observandose que la dextrana que
producen ambas enzimas son muy similares. mas del 90 % de enlaces o0 1 > 6 en la
cadena principal del polimero. A su vez, estas dos enzimas fueron agrupadas con la

DsrB y DsrC que también sintetizan un alto nimero de enlaces o 1 — 6 (tabla 1).

In un segundo grupo de las dextransacarasas encontramos a la DsrlE publicada por
Bozonnet y col. (2002). esta enzima presenta dos sitios cataliticos, una organizacion
poco comin ¢n esta familia de enzimas. En el analisis la DsrE se agrupo con la enzima
l.mes 0847 de la cepa ATCC que también presenta la misma estructura pero de la cual
se desconocen sus caracteristicas fisicoquimicas y hioquimicas ya que ninguna de las

dextransacarasas de la cepa ATCC han sido caracterizadas.

Como se esperaba para fa DseP, ésta se agrupo con la DsrT-DsrT'5, asi como con la
tercer dextransacarasa encontrada en la ATCC., Lmes. 1684, la identidad entre estas tres
enzimas fue del 95 %. Pese a la gran identidad entre la DseP y DsrTS a nivel peptidico
existe una gran diferencia entre los polimeros que sintetizan ambas enzimas. Funane y
col. en ¢l 2002 reportaron que la DsrTS expresada en E. coli produce un polimero
insoluble con un 40 % de enlaces o | — 3 y 50 % de enlaces o0 | — 6. mientras que,
Chellapandian y col. en 1998 reportaron que la cepa IBT-PQ sintetiza un polimero
soluble en agua 20 % de enlaces ot 1 = 3y 80 % de enlaces ¢ 1 — 6 (un alto % de
enlaces a 13 favorece que el polimero sea insoluble). Hasta ¢l momento se desconoce
que residuos participan en la determinacion del tipo de polimero que sintetizan las
glucosiltransferasas. Sin embargo, entre la DsrP y DsrTS5 encontramos en la region
catalftica 17 residuos diferentes (tabla 5), de los cuales 11 de estos cambios son por
residuos de la misma carga y 6 por residuos diferentes, que para el caso de la DsrP?
corresponden a Asn254, HMis303, Val350, Gly448, Arg574 e His741. Resultaria
interesante realizar estudios de mutagenesis sitio dirigida de estos residuos y analizar si
participan en ¢l tipo de polimero que se sintetizen. A nivel de la regién de unién a
polimero fambién se localizaron diferencias, particularmente dentro de las regiones
repetidas directas (figura 23), los cuales desconocemos si determinen el % de enlaces
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En L. muesenteroides NRRL B-512 F no se encontrd expresion de la Dsel” por [o que no
sc sabe donde se encuentra, si asociada a células o extracelularmente, para elto Funane
sugirid que es una enzima extracelular ya que la proteina presentd un péptido  seial
tipico de estas enzimas, Al comparar el péptido seaal de ta DseT™ con su homélogo de
la DsrP observamos que el de la DsrP es 13 residuos mis grande (figura 19), Sin
embargo, al comparar la secuencia nucleotidica rio arriba del gene dsr? observamos que
es idéntica a la DsrP, solo que Funane considerd mis pequeiio el péptido sefial, por lo
que, nuestros resultados sugicren que la DseT” puede ser una enzima asociada a células

como la DsrP,

Rio arriba del gene dsr” en la cadena complementaria se localizé una secuencia de 439
pb con una identidad del 21 % con el gene regulador rgg, ¢l producto de este gene
regula positivamente la transeripcion del gene gofG de S, gordonii. En la secuencia
generada por el proyecto genomico del NCBI se busco la secuencia del posible gene
regulador de la DsrP, localizindose exactamente a la misma distancia rio arriba de la
proteina Lmes1684 con la cual la DsrP tiene la mayor identidad. En Streprococcus spp.
se ha observado que existen diferentes enzimas reguladas por reguladores del tipo rgg,
estos reguladores se caracterizan por tener un motivo hélice-vuelta-hélice en el extremo
amino terminal; para el caso particular de la Rgp de 8. gordonii éste motivo se localiza
entre los residuos Leull a la Thr 46. Mediante ¢l programa Protein families databases
of aligments and HMMs (Bateman y col. 2000). se observo que la secuencia obtenida
previa al DsrP con identidad al rgg no es un gene regulador ya que carece del motivo

hélice-vuelta-hélice caracteristico.

La expresion heterdloga de la DsrP en £, coli bajo su propia region promotora fue nula

ya que no se observd actividad dextransacarasa en [la clona E.C.TOPO-PQ
probablemente por la incompatibilidad de promotores entre los sistemas Leuconostoc-E.
coli. Para ¢l caso de la clona E.C. pBAD-PQ que conticne ¢l dsr” con un promotor
inducido sc observé una actividad de 0.06 U/mg de proteina para el sobrenadante y de
0.026 U/mg de proteina proveniente de los restos celulares, estos valores son muy bajos
si se comparan con los valores de la cepa silvestre que son de 2.08 U /mg”’ de células,
Sugerimos que cstos valores minimos de actividad sean debidos a que la enzima no se
secreta al medio extracelular quedindose intracelularmente en forma de cuerpos de

inclusion. Casos similares de baja expresion de  dextransacarasas ch sistemas
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““heterdlogos como £ colihan sido descritos en la DsrB (-Monchois y-col-1998) donde -

la expresion de la proteina alin’ bajo un promotor inducido es muy bajn comparado_con

los valores de a silvestre,
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VIl. CONCLUSIONES

Se aislo el gene dsrP que codifica para la dextransacarasa (DsrP) de L. miesenteroides

IBT-PQ y se expreso en K. coli bujo un promotor inducido.

La estructura primaria de la DsrP fue similar al que presentan las glucosiltransferasas
reportadas en la literatura, principalmente con la DsrTS de L. mesenteroides NRRL B-
512-F con quicn mostré una identidad del 95%. Sin embargo, el polimero sintetizado
por la DsrP recombinante fue soluble, en tanto que, el producido por la Dsrl5 es

insoluble,

La actividad de la DstP en E.coli fue muy baja, 0.026 U/mg de proteina en el sobre
nadante y 0.06 U/mg de proteina en los restos celulares, lo cual atribuimos a que la
dextransacarasa sintetizada por el sistema heterdlogo E.C.pBAD-PQ permancce dentro

de cuerpos de inclusion.
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VI PERSPECTIVAS

La caracterizacion del polimero sintetizado por la E.C.pBAD-PQ mediante resonancia
magnetica nuclear serd de gran ayuda para determinar con exactitud el tipo de polimero
sintetizado por este sistema ya que la determinacion del mismo cn el presente trabajo se

realizé Unicamente por geles de actividad en los cuales se observd una porcion de

dextrana insoluble de In cual sc desconoce el tipo de enlaces que presenta.

L.a gran identidad entre la DsrP y DsrTS (95%) hace pensar que ambas enzimas son la
misma. Sin embargo, los productos sintetizados por cada una son diferentes. Por lo que
serd interesante estudiar los cambios de los residuos diferentes de la regidn catalitica

entre estas dos enzimas en la DsrP y ver que tipo de polimero se sintetiza,

Ll andlisis de la sccuencia nucleotidica del dsrP mostrod regiones interesantes, como las
secuencias repetidas directas de la region variable y las regiones repetidas directas de la
region de unian a polimero. Hasta el momento se carece de informacion que indique si
estas regiones afectan la actividad de la enzima. Por o que, experimentos de remocion
de estas regiones scguido del andlisis de los productos sintetizados brindardn

informacion acerca de si son 0 no necesarias para que la Dsrl? sea una enzima activa,
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