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RESUMEN 

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar, caracterizar y expresar el gene (cll·r/') que 

codifica para la dextransacarasa de Le11co11ostoc 111<!.,<'lllL'l'Oid<'.1· IBT-l'Q. El dw·/' 

codifica para una proteína de 1454 residuos con una masa molecular de 160.5 kDa. Su 

estructura primaria es similar a las glucosiltmnslcrasas reportadas en la literatura, 

presenta un péptido señal seguido de una región variable y de la región catalítica. 

Finalmente, el dominio de unión a polímero completa la proteína. 

El amílisis estructural de la Dsrl' mostró que dentro de la secuencia nucleotídica que 

codifica para el pcptido scilal presentó una región repetida inversu de 12 nucleótidos, los 

cuales pueden formar unu horquilla. Dentro de la región variable se localizó unu región 

integrada por siete secuencias repetidas seguidas. El dominio cutalítico presentó los 

residuos considerados importantes en la catálisis Asp 473. Glu5 l I y Asp 589 (triada 

catalítica DED). Dentro del dominio de unión a polímero se locali7A~ron diez secuencias 

repetidas directas, propias de este dominio: una más llle iden1ifieada al inicio de la 

región catalítica diferente a las del dominio de unión a polímero. Corriente arriba del 

cl,rl' se encontró una secuencia de 439 pb con una identidad del 21 % con el gene que 

codifica pura el regulador rgg de la glucosiltransforusa GtlG de Streptococcus gordo11ii. 

Hastq el momento en el género Le11c01ws11Jc no se habla reportado una región de este 

tipo. 

La DsrP fue expresada en E. coli 0115 a. donde se observó la producción de dcxtrana, 

la medición de actividad utilizando sacarosa como sustrato mostró bajos niveles de 

actividad, lo cual, puede ser debido a que la enzima no se encontró de manera soluble 

en el sistema heterólogo. 





AISLAMIENTO Y EXl'l{ESION IH;L GENE QUE CODIFICA PAHA LA 

I>EXTRANSACAl{ASA DE Le11c111111st11c 111e.1·e11ter11i1fes IllT-l'Q 

l. INTRODUCCION 

En In aclunlidnd el uso de lns glicosillrnnsfernsns, enzimas capaces de transferir 

residuos de azúcar de una molécula donadora hacia unn molécula aceptora rindiendo In 

formación de polímeros u oligosaciiridos. es de gran inlerés yn que los procesos pueden 

ser específicos. esealables. menos coslosos y los productos obtenidos son de gran 

interés en el área médica. farmncéutica y alimentaria. Entre las glicosiltransfcrasas müs 

utiliza<las se encuentran las glucosiltranslCrasa y fructosiltrnnsforasas. cnzimns que 

translicrcn residuos de glucosa y fructosa respectivamente de una molécula donadora 

hacia una molécula accptora. Dentro de las glucosiltrnnsfcrasas se encuentra la 

dcxtransacnrasa. enzima capaz de transferir el residuo glucosilo de la sacarosa hucia una 

molécula aceptora formando un homopolímero de glucosas con enlaces (a 1->6) 

llamada dcxtranu, el cual ror sus propiedades rcológicns se hn utilizado como sustituto 

de plasma sanguíneo nsi como en In elaboración de compuestos finos como el 

"scphudex". 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 

rulquc (una bebida tradicional mexicana fermentada del jugo de varios tipos de agave), 

que tengan mayor estabilidad y puedan rendir una mayor producción de polímero u 

oligosacáridos. Sin embargo, para poder entender y mejorar estos rroceso es necesario 

abordar In parte cslructural de las enzimas. camro d .. ndc las técnicas de biología 

molecular son imprescindibles ya que permiten aislar los genes que las cudilican y en 

algunos casos se ruede llegar a modilicarlos con el objetivo de generar una mejor 

enzima o un modelo de estudio. Por lo anterior el presente trabajo tuvo como objelivo 

aislar y anali7.ar el gene que codifica para la dextransacarasa de L. 111e.1"L'lllemicle.1· 113T

PQ aislada del pulque, asl como expresar la proteína en un sistema hetcrólogo como 

Escherichia coli. 
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11. GENERALIDADES 

11.t. Dcxtrunn y dcxtrunsncnrnsn 

Las glicosiltrunsfcrasas son enzimas que catalizan la translCrcncia de un residuo de 

nzl1car de una molécula donadora hacia una molécula accptoru. esta Htmilia se tlividc en 

dos grupos: las Glucosiltransfcrasas. formado por la dcxtransacurnsa. altcrnansacarnsa. 

amilosncnrnsa y mutansacarasa y las Fructosiltransfcrasas fhrmadas por la lcvansacarasa 

e inulosacarasa. Las glucosiltrnnsfcrnsas catalizan la transferencia del residuo glucosilo 

de la sacarosa hacia moléculas aceptaras sintetizando un polímero llamado glucnno 

(ligura 1 ). mientras que. las fructosiltranslCrnsas translicrcn el residuo fructnsilo de la 

sacarosa hacia una molécula en crecimiento llamada fructana (Monsan y col. 1995., 

Quirascn y col. 2000). 

Los glucnnos producidos por las glucosiltransfcrasas están constituidos por residuos 

D-glucopiranosil. los cuales. diliercn en tamaño. tipo de enlace y longitud de las 

rmnificacioncs (ligura 2). El polímero sintetizado por la enzima dcxtrnnsacarasa (DXS) 

conocido como dcxtrana, estú constituido principalmente por enlaces a. 1->6 en la 

cadena principal y puede llegar a presentar rumilicacioncs a. 1->2. a. 1 ~3 y a. 1->4 

(ligura 2). las cuales dependen de la enzima y de la cepa productora. El polimcro 

mutana sintetizado por la enzima mutansacarasa esta formado por unidades de glucosa 

con enlaces a 1 ~3 en la cadena principal. en tanto que. la enzima altcrnansacurasa 

sintetiza el polímero altcrnana, el cual. en su estructura principul presenta enlaces 

a 1~3 y a 1->6 de forma alternada (ligura 2)(Lópcz-Munguíu y col. 19.93., Rcmaud

Simcon y col. 1994., Monchois y col. 1999., Sánchcz-Gonzálcz y col. 1999). 

Lu dcxtransacnrasa (sacarosa: 1,6 a-D-glucan 6-a.·D·glucosiltransfcrasa. EC 2.4.1.5) es 

producida por especies de los géneros le11co11o"toc, Steptococc11" y laclnbocillm 

(Alsop y col. l 983., Arco! y col. 2002). En el género le11cr1110"1oc se requiere de 

sacarosa pnrn inducir la expresión de In enzima. m icntras que, en S1replococc11" spp. se 

expresa de forma constitutiva (Nccly y col. 1962., Hnmadn y col. 1986., Monsnn y col. 

2001 ). En el género S1replococc11" las DXS han sido llamadas Glucosiltransfi:rasas, 

estas enzimas han sido clasificadas en tres grupos, Glucosiltransfernsas-Solublcs, que 

--------·--.· .;.-. -- -, 
!T'U r 1 r. C'T1 \ · l i:J ~J.\. \,,i -..) '- • 
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sintetizan un polímero de glucosas con mayor nÍlmero de enlaces (a. 1-)6). 

GlueosiltranslCrasas-lnsolubles, que sintetizan un polímero con alto nÍlmero de enlaces 

(ex 1->3) y Glucosiltransfcrasas Solubles-Insolubles que sintetizan una combinación de 

ambos pollmcros soluble-insoluble (tabla 1) (llanada y col. 1993., Funane y col. 2000). 

La dextrnna producida por / .. 111r!se11temides NRRL B-5121' lile uno de los primeros 

biopolímeros en ser producidos a nivel industrial desde 1948. Sus aplicaciones son 

importantes en el área alimentaria y farmacéutica. Por sus propiedades reológicas y 

osmóticas ha sido utilizada como sustituto de plasma sanguíneo (Arcot y col. 2002). 

HO~H~H2 
n HO 

HO 

HOC~0 
HO 

ft CH20H 

HO 

Dcxtrnnsncnrnsn 

n-Sacnrosn Dextrnnn + Fructosa 

Figura 1.- Reacción de síntesis de dcxtrana. 

4 



l. mcjc11tcroitli!J B· 1355, ahemana 

l. mest!t11eroidcs B·512F l. mcsenteroide.< B· 1299 

S. m111nns. mutana insoluhlc 

Figura 2.- Represenlnción de las estructuras de los glucnnos sintetizados por diferentes 

glucosiltransfcrnsas de Streptucoccus .vpp. y l. 1111!.1·e111emide.1" 
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Tnbla 1.- Tabla modificada de Monchois 1999 .. Arguello-Morales 2000 y (.luirasco 
2000 donde se comparan las glucosiltranslcrasas de S11·,•ptomff1H -"!'!'· y las 
Ucxtransacarasas lle /¿. 11ui.,·e11teroidt•s. 

r.1m 1511 K7~í.rt11-JI tSl111n1,1. lll87J 
13 •¡, 111 l-(1) 

c;1rc 150 H5 •,í. n l 1-11 t 11..::d.1. lllXXI 

15 •• u! l-t11 
c;in> l.'\5 111•.uil-\1 1 I lontl.1 l'NO) 

70~. u 1 l-l1J 

c;1rG 170 .io~¡, u 11-.11 1V11.;~crm.111. \ 1N7) 

60~9n tl-M 
c;in IMI KK ~. n fl-.lJ tlcm:t1 111871 

:!:!".utl-tn 
(ilf.I l6H 9o•ou1l-.l1 f( i1llard. 1111111 

10•.n1 l-h) 

GUl\ 176 100~.u t 1-.1) 1<i1llond 1•1ll11 

c;cn. 157 so•• u 11-.\1 1s1mp .. 1m ¡111151 

50 I!. (( ( 1-fi) 

Gtí:\1 171 S ~• n ( 1-31 tS1111p .. nn. 111115) 

QS ~. n 11-til 
Gtrs 147 10 ~·Cl (1-J) 1<i11mon:. lll'ltll 

90 ~/. (1 ( 1-ó) 

Gtrr 163 27 ~- Cl ( 1-31 (llam1d.1. Jt)IJJ) 

73 ~Ít fl ( l-l1) 

l>n;\ 146 IS ºí. u( 1-Jl (f\l11nd1111..,, l 111)h) 

H5 11,e u e l-t1J 
l>nll 167 511,éu11-J¡ (/\lonclum. 1•19H) 

'158.cin1 l-l1) 
lhrt: 31) 10 u(l·.ll ( Bo11m11cl. .:!11021 

MI u(l-fil 
lhrS 170 5 •vao(l·J) l\\'111..c. l'IH'J) 

95~1a(lt1-6) 

lhrl> H15 lh1Jn•a o: ( 1-3) 1Ncutlaucr. 2110.l) 
Allu~a u(l·fl) 

lhrC IM 4%n{l·3) (1\rguclln. 21100) 

96%nll·fll 
lhrTS IM ull-Jl tl·urmnc. 200111 

n1l-l1) 
A!llr 221) SO~íirt(l·.l) ( 1\fl!UCl1U, 2000) 

50~0n(1·6) 

11.2. Mecanismo de reacción 

Pese a In gran cantidad de trabajos reportados sobre glucosiltransfcrasas el mecanismo 

de reacción aún no ha sido dilucidado en su totalidad. Las glucosiltransfcrnsas cntalizan 

In transferencia del residuo glucosilo proveniente del rompimiento de la sacarosa. El 

paso clnvc de In transferencia de los residuos glucosilo es la formación de un complejo 

covalcntc enzima-glucosa. Este paso involucra como en el caso de la familia 13 de lns 
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glicnsilhidrolnsns. particulnrmcntc lns cx-amilusas. una trim.la cntaliticu que consta de 

dos ácidos nspárticos y un residuo de iicidn glut:imico (MacGrcgor y col. I <J96 .. 

Dcvulapullc y col. 1997). De este complejo covalente enzima-glucosa el residuo 

glucosilo proveniente de In sacarosa es transferido a una serie de accptores ( Monsan 

2001) como los siguientes: 

• l lncia la cndcna de dcxlrmm. transliricndo una a una las unidades <le glucosa. 

• Macia un carbohidrato o haciu un accrtor no azúcar producicm.lo un 

oligosucárido o un glucocunjugado respectivamente. 

• Hacia una mo.lécula de 11,0. dando lugar a la hidrólisis de lu sacarosa. 

• Hacia una molécula de fructosa. dependiendo del sitio de transferencia para 

sintetizur nuevamente sacarosa (proceso llamado intercambio isotópico). o bien. 

puru producir lcuerosa: a.-D-glucopiranosil-1-5-D-fructopiranosu. 

Pum lu síntesis de la cadena de dextrana se han propuesto dos mecunismos: un 

mecanismo de polimerizución en el extremo no reductor y un segundo mecanismo de 

polimerización haciu el extremo reductor. 

11.3. Elongnciím hacia el extremo no-reductor 

La elongación hacia el extremo no reductor es similar al de las glieosidasns. Kobayashi 

y Matsuda en 1978 observaron que la glucoamilasa inhibíu competitivamente la síntesis 

de glucano como consecuencia de In competencia entre la gluconmilasa y la DXS por el 

grupo glucosilo del extremo no reductor de lu dextra11a. de esta manera se compnlbó 

que el crecimiento de las cadenas se realiza por el extremo no reductor (figura 3). Este 

mecanismo involucra la presencia de un ácido aspártico o un ácido glut:imico que actím 

como un grupo nucleoíllico y otro residuo que actím como un donador de protones. El 

grupo earboxilo puede hacer un ataque nucleolilico al C 1 de la glucosa de In sacarosa 

formando un complejo covalentc enzima glucosa. El otro grupo ácido puede fücilitar la 

liberación de fructosu por la donación de un protón ni átomo de oxigeno involucrado en 

el enlace glucosídico. Este proceso permite también activar a otra molécula de glucosa 

por la retención del hidrógeno del grupo hidroxilo unido al c •. Si la bioslntcsis del 

glucano sigue este mecanismo. la elongación ocurriría en el extremo no reductor de la 

cadena de glucano y sólo un complejo covalcntc enzima-glucosa sería necesario. 
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k\cuvidad uansfcrasa J 

A: sitio de unión al acP.~or; C: sitio catalitico; D: sitio de unión al donador; X: residuo 
catalítico (nucleófilo)..-" sacarosa; • glucosa; 0-0-0-0-0'" dextrana (aceptar). 

Figura 3.- Diagrama propuesto por Kobayashi y Mntsuda ( t 978) parn explicur el 
mecanismo de reacción de la dextransacarasa. 

11 • .i. Elongacilln huela el extremo reductor 

Un segundo mecanismo propuesto es la elongación de In cadena de glucnno hacin el 

extremo reductor. Robyt y col. en 1974 propusieron un mecanismo que hasta la focha es 

el más difundido yn que explica diversos fenómenos que ocurren en In reacción (figura 

4). Este mecanismo propone In existencia de dos grupos nucleófilos en el sitio activo 

(X 1 y X~). Estos grupos atacan a In sacarosa para producir un complejo con dos grupos 

glucosilo covalcntcmenlc unidos a los nuclcófilos n través del C 1• En pasos 

subsecuentes. el oxígeno del C0 -0í 1 de una de las moléculas de glucosa del complejo 

realiza un ataque nuclcofilico al C1 de la glucosa vecina para formar enlaces a. ( 1-6). 

Esto ocasionaría la liberación de uno de los dos nuclcófilos. lo que le pcrmiliria alacar a 

una nucvn rnolécula de sacarosa para restaurar así el complejo entre la enzima y la 

molécula de glucosa. El grupo Co-011 de la nueva glucosa incorporuda alucarín ni C 1 

del grupo isonmllosil. formando un enlace a. ( )--)6) adicional y dando lugar a un 

lrisacárido. Durante la síntesis. los dos grupos catalíticos formarían alternadamente 

complejos covalcntes con la glucosa y con la dextrnna. La cadena de dexlrana crecería 

por la inserción de glucosa en1rc el grupo catalítico y el extremo reductor del 

polisacárido. Con este modelo se eliminaría la necesidad de un iniciador. El proceso de 

crecimiento continila hnstn que la concentración de fructosa alcanza niveles tales que le 

permiten actuar como aceptar de In transferencia de cadenas de dcxtrana sola ó de la 
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unidad glucosilo unida al sitio activo, deteniendo Ci crecimiento del polisaciirido o 

formando leucrosu respectivamente. 

~ 

e~·~ ct-nvcc-os 
:t 
~ 

X 1 y x
2
, rcprcscnlan nucleófilos del sitio activo; o-<] representa sacarosa: O os un grupo 

gh1cos1lo; <] es un grupo fructosilo y - representa un enlace a(1-6) 

Figura 4.- Modelo propucslo por Rohyl ( 197.J) para explicar la sílllesis de dcxtrmrn. 

Robyt y Walseth en 1978 propusieron tamhién un mecanismo para explicar lus 

reacciones de nccplor. Se postula que un grupo hidroxilo del accplor acltta como 

nuclcófilo y desplaza tanlo al grupo glucosilo como al grupo dextranosilo del sitio 

uclivo formando con ellos un enlace a. ( 1-6). También proponen un mecanismo pura las 

reacciones diferentes a la sfntesis de dextrana. donde el modelo conlcmplu la presencia 

de dos silios de unión u sacarosa y otro de unión para accplores (figura 5) (Tanriseven y 

Robyt. 1992). Esla conclusión fue derivada de observar que aceptores eficientes no 

inhibieron competitivamcnle la unión de In sacarosa. De esla numera se poslul6 In 

existencia de un sitio de unión parn los aceptores, separado del sitio de unión a sacarosa. 

Se desconoce el número de silios de unión a accplores pero podría haber m1is de uno. 

De acuerdo con Tanriseven y Robyl ( 1'>92) el sitio de unión a aceplores se encuenlrn 

entre los dos nuclcófilos del sitio aclivo. de lal manera que la unión de un aceplor 

bloquea la inserción de una molécula de glucosa en la dextrana inhibiendo la síntesis 

del polisnc¡irido y desviando las unidades de glucosa hacia la sfntesis de productos de 

uceptor (figura 6). Los uceptores pueden también reaccionar con los grupos dextrunosilo 

unidos ni sitio activo deteniendo as! la síntesis del polisacárido. Para explicar por qué la 

maltosa es el mejor aceptor se propone que en el sitio de unión a aceptorcs hay por lo 

menos dos subsitios. En el caso de las reacciones de ramificación. Timriseven y Robyt 

(1992) proponen que la dcxtrana actúa como aceplor despinzando unidades de glucosa 

del sitio activo de la enzima para formar una ramificación. o bien. que pueda despinzar a 
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un grupo dcxtmnosilo para formar unu rnmilicnción más gmndc.- por· lo que no se 

requiere de un sitio adicional pum In formación de mmilicnciones. 

b' 
b' ...r-:vx_ 
~ 

[~ [-O A '-../V"" a B ~ Qj a 
e e 

X· x-0 
'-J'v- -~ b 

b 

a-.- sacarosa o grupo glucosilo. 

Figura 5.- Modelo estructural del sitio activo de la dextransacarasa propuesto por 
Tanrisevcn y Rohyt ( 1992). A.- La dextransacamsa activa muestm un sitio de unión u 
accptorcs (a). dos sitios de alta alinidad para sacarosa (b y h') y un sitio nlostérico de 
unión u sacarosa de b;üa alinidml (e). 11.- Enzima inhibida alostéricamcnte por una alta 
concentración de sacarosa. In conformnción de In cnzimu cambia por lo tanto disminuye 
l;1 sintesis de dextrana. 

~ 
b' 

~ [-e [-O -~ H~ 00"0 
-~ ~ e l;::::A: :¡ >- ~ 

x-0 x-0 

~ ~ 
b b 

1 <.2° 
~sacarosa; O grupo glucosilo; 00 maltosa; 0-Ql'ü panosa. 

Figura 6.- Modelo propuesto por Tanrisevcn y Robyt ( 1993) para explicar las reacciones 
de nceptor. Ln enzima se encuentra nlostéricamcnte inhibida y en presencia de maltosa 
produce el primer componente de la serie homóloga de oligosaeóridos: panosa. 

Se ha propuesto igualmente la existencia de un tercer sitio de unión a sacarosa de baja 

ulinidad para explicar la inhibición por exceso de sustrato (Tanrisevcn y Robyt 1993), 

de tal manera que al haber un excedente de sacarosa este sitio es ocupado, ocasionando 

un cambio en la conformación de la enzima (liguras 5 y 6). De acuerdo con la propuestn 
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esle cambio no a1Cc1aria la unión de moléculas de sacarosa ni In formación del compl"jo 

glucosil-enzima. ni disminuye la afinidad por Jos aceplores. sólo cvila la inlcrncción de 

los dos grupos glucosilo para la sinlcsis de dexlrann. 

11.5. ESTIWCTURA DE LAS DEX'mANSACARASAS 

Gracias ni desarrollo de nuevas lécnicus en el campo de la biología molecular se han 

aislado genes de difcrcnles dexlransacnrasas (tabla 1 ). los cuales codiliean enzimas de 

165 kDa en promedio con una eslruclUra muy similar enlre si (figura 7). preserllan 

péplido seilal, seguido de una región variable y de In región carnlitica, una región 

allamenle conservada enlre estas enzimas de aproximadnmenle 900 aminoácidos 

(Funane y col. 1993., Shimamura y col. 1994). El dominio de unión n polímero 

complcla es1as enzimas, el cual esld conslituido por una región de en1re 300 y 400 

aminmicidos donde se presenian secuencias repelidas dircclu que se han sugerido 

participan en la unión del poli mero (Monchois y col. 1999 .• Monsan. 2001 ). 

Péplido seilal 

! 
11mim1 >::: .. ,: .... -.. ,. :i ..... 

t t 
Región variable 

1 
R5gión de unión a polímero

1 
o 500 1000 1500 Aa 

Figura 7.- Esquema estruclural de Jns dextransacarasns. 

11.5.1. Péptido señnl 

Lns dci¡lransacarasns presentan un péptido señal típico de bacterias Grmn positivas de 

entre 35 y 39 aminoácidos (von J Jeijne y col. 1989) formado por una parte básica hacia 

el extremo amino seguida por una región hidroíóbica y más polar hacia el cnrboxilo del 

mismo (lzard y col. 1994). La región hidrofóbica es una región poco común en las 

glucnnsaenrnsas quienes por Jo general son de nnlurnleza hidrotilica_(Monchois y col. 

1999). 
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11.5.2; Región variable 

Oozonnet y col. en el 2002 encontraron siete secuencias repetidas directas en lu región 

variable de Ju DsrE que se loculi~.a posterior al péptido señal, u las cuales en su conjunto 

llamaron motivo S. Esle tipo de organización se encontró también en lu DsrT de / .. 

111<'.<C/l/t!roicle.v B-512 F al cuul llamaron motivo T. Anteriormente lu región variable se 

hnbla considerndo sin interés debido a que en las glucosiltransfcrasas reportadas no se 

encontraba esta organización y en estudios donde se elimina esta región lu actividad de 

la enzima permanecía sin cambio (Abo y col.1991). Sin embargo, con los hallazgos 

recientes ha surgido el interés de investigar cual es la íunción de esla región. 

11.5.3. Región catalítica 

La región catalítica es In porción siguiente u la región variable, abarca parte del extremo 

amino y toda In porción central de Ju DXS, está constituida por una región de 

nproximadamcntc 900 residuos. Dentro de esta región se encuentran los residuos 

conocidos como triada cntalltica que en S. downl!i Míe 28 correspondes al Asp-437. 

Glu-475 y Asp-547 de la Gtrs. los cuales se encuentran conservados en todas lu 

glucosiltransfcrusas y que se ha visto son importantes en la catálisis (Monchois y col. 

1999). 

Mooser y col. en 1991 aislaron un pc!ptido de la Gtíl y Gtrs de S .. mhri1111.v (Asp-Ser

llc-Arg-Val·Asp-Ala-Val-Asp-), el cual, medianle espcctrofotomctrla de masas reveló 

que el residuo interno del Asp realizo un enlace ester con el residuo glucosilo. Esle 

péptido füe identificado a 449 aminoácidos del N-terminal de la Glt:1. Esludios 

poslcriores moslraron que al mular esle residuo inhibió la aclividad DXS (Devulapullc y 

col. 1997). Mutaciones homólogas füeron realizadas en el Asp451Thr y Asp45 I Asn de 

la GttB (Kato y col. 1992) así como el Asp453Asn de la Gtfl de S. doll'nei (Devulapnllc 

y col. 1997), en todos los casos los cambios suprimieron la uctividad DXS. Para L. 

111e.m11croicles el cambio de Asp55 I Asn en la DsrS también eliminó la sin tesis de 

glucano y de oligosacllridos (Monchois y col. 1997). 
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Dcnlro del dominio N-tcrminnl se hun idenlilicmlo otros residuos importnnles, los 

cuales, ni ser mulados dan lugar a un cambio en In aclividad de la enzima. Por ejemplo, 

en la DsrS de / .. mesen/eroides NRRL 11-5 12 F los cambios: Asp5 1 1 Asn y Asp5 l 3Asn 

suprimen por comple10 la aclividnd de la enzima (Monchois y col. 1997) e l lis66 I Arg 

provocan unn disminución considerable en la síntesis de glucano y olígosaciiridos 

(Tsumorí y col. 1997). 

11.S.4. Región de unión a polímero 

Poslcrior a Ja región calnlitica se localiza la región de unión a polímero que constu de 

aproximadamente 500 aminoácidos. Dcnlro de esta región se localizan secuencias 

repetidas directas, lns cuales han sido agrupadas en cinco clases: A.B.C.D y N de 

acuerdo a la secuencia que presentan (Monchois, 1997; Arguello. 2000). El nllmcro y 

disposición de estos elementos repelidos es específico de cada enzinm. 

A: WYYFNxDGQAATGLQTJDGQTVFDDNGxQVKG 

11: VNGKTYYFGSDGTAQTQANPKGQTFKDGSGVLRFYNLEGQYVSGSGWY 

C: DGKJYFFDl'DSGEVVKNRFV 

D: GGVVKNADGTYSKY 

N: YYxAxQGxxxL 

A partir del análisis de lus secuencias de diferentes unidades repetitivas GifTnr y Jacques 

(1994) propusieron que las unidades A.B.C y D provienen de unn secuencia consenso 

"YG". J lasta el momenlo se desconoce con certeza Ja funci1ín de eslas unidades, pero 

se sabe que si se eliminan una o varias de ellas puede alterarse la síntesis de glueano 

como es el caso de la DsrS de /.. me."!/l/eroicles B-512 F a la cual se le borraron 85 

aminoácidos del dominio C-tenninal y disminuyó un 25% de la actividad inicial 

(Monehois y col. J 998). En contraste, la remoción de las tres unidades (A-C) de la 

GtfG fueron responsables de disminuir In actividad en un 85 % (Vickcrman y col. 

J 996). Von Eichel-Strciber y col. en 1992 realizaron una predicción de la estructura 

secundaria de las unidades repetidas de las glucosiltransfcrnsas de S. 11111/lms y 

sugirieron que las unidades repetidas directas pueden adoptar In estruclura de un bolsillo 

de unión funcional. Sin embargo, se desconoce su modelo tridimensional. 
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11.<i. l>srT, 111111 dexlransacarasa lrunc:ula 

Por su capacidad de sintetizar dextrana soluble y lineal a partir de la DsrS la cepa de / •. 

111ese111emides NRRL íl-512 F ha sido la más estudiada del género l.e11co11ostoc. Sin 

embargo. en cstn misma cepa se encontrtl una DXS truncada. la l>srT (Funanc y col. 

2000). csla proteína de 112 kDa es codilicml:t por el den 1fo·7: el cual. al parecer sufrió 

una perdida de cinco nucleótidns al final de In región carnlilka por lo que la prnlcina 

carece de todo el dominio de unión a polhncro y la enzima nn presenta aclividad 

trunsfcrasn. lmicamcnlc una escasa actividad hidrolítica. Al corregir este error con los 

nuclcólidos CAUAT. los cuales se dedujeron a partir de alineamientos con otras GTFs 

se logró sinterizar una prntcinn de 164 kDa. la l>srT5 que ya presenla actividad 

transforasa. El análisis del polímero sinletizado mostró que es insoluble ya que en su 

estructura presenta un 50 % de enlaces (a. 1->6) y un 40 % de enlaces (a. 1->3) 

(Fu na ne y col. 2002). 

Recientemente el Nntional Ccnter for Biotechnology USA dio n conocer la secuencia 

genómicn de / •. 111<'.VL'/l/eroitf<'s .rnh.111. 111ese11tcroitfes ATCC 8293. en donde se 

localizaron tres secuencias que aparentemente codifican paro dextransacarasas: L. mes. 

0847. 1684 y 0792. lns cuales por alineamiento se observó ~on diferentes. pero no hnn 

sido cnracterizndas. La secuencia L. mes. 1684 del genoma reportado tiene un 98 % de 

identidad con la DsrT5. Sin embargo. en la cepa secuenciada esta proteína no se 

encuenlra truncada por lo que se supone si presenta actividml. 

11.7. l'rediccií111 de In eslructuru lercinria de las dcxlrnnsacarnsas a pnrlir del N

lcrminnl 

1 lasta el momento se carece de la estructura tridimensional de alguna de lus 

glucosillransícrnsas. sólo se han realizado predicciones de su estructura terciaria. 

Estudios de predicción de estructura secundaria del dominio N-terminnl reulizndos por 

MacGregor y col.1996. y Devulapalle y col. 1997 mostraron que las glucnnsncnrusas 

poseen una estructura de barril (a/J3)M. parecida a las glicosidasus (incluyendo las a.

amilasas). ciclodextrin glucanotransícrasas (CGTasa), isoamilasa y glucano 

glucosidasas de.\'. 1111111111.1-. Este motivo se caructerizu por la presencia de 8 cndcnus 13-
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plcgmlas (E 1-E8) localizadas en el interior de la proteína alternadas con 8 ct-hcliccs 

( 111-118) localizadas en In supcrlicie de la enzima. La predicción de estas estructurus 

sugiere que el ñcido aspártico involucrado en el complejo glucosil·cnzima puede cstur 

lncalizndo cercano al C-tcrminnl linal de E4. Sin embargo. la localización de 111-113 no 

es idéntica paru las predicciones realizadas. MacGrcgor y col. en 1996 propusieron que 

en lns glucansacarasas ocurrió unn pcnnutación circular de estos elementos: In hélice 

NI 1~ terminal puede ser el elemento 113 y los siguientes elementos E 1-l l l-E2-112-E3. 

pueden estar lejos y fücra en la sccucnci:1. en lugar de estar localizados en el principio. 

Seg(111 Dcvulapallc. estos primeros elementos pueden estar localizados en la región 

vuriablc de las glucansacarasas. 

11.8. Hcgulnción de las dcxlrnnsucurnsas 

Pese a In gran cantidad de glucosiltransfcrasns reportadas la regulación de las mismas es 

un campo poco conocido. principalmente en el genero /.e11co110.1·1oc. Dentro del género 

Strt•ptococc11s, particularmente en el gene g(/G de S. gorc/011ii se ha observado que es 

regulado positivamente por el gene rgg, el cual. se encuentra localizado río arriba del 

gene g(/G (Sulnvik y col. 1996., Vickcrnrnn y col. 2002 .. Vickcrmnn y col. 2003). Este 

gene emlilica para una proteina citoplásmica de un peso molecular de 34 kDa. Estos 

autores observaron que la transcripción del gene g(/G es policistronica rgg-gl}U y al 

bloquear In secuencia entre el rgg y el de la g({U con la inserción de una secuencia 

externa se observó que la actividad de In glucosiltransfcmsa disminuin y al 

complcmcntarln con la secuencia correcta se recstnblecfa la actividad. Genes similares 

al rgg han sido descritos en S .. w111g11i.I', S. ora/i.I' y Lac/ococcm laclis (Vickerman y col. 

2002). donde se ha observado que regulan de manera positiva la transcripción de genes 

alcdaílos que codifican para protcinas cxtracelularcs. También se ha observado que los 

genes regulados son precedidos por secuencias de ADN invertidas repetidas, las cuales 

se sugieren como sitios de unión de factores de regulación. Sin embargo. hasta el 

momento no existe una secuencia consenso de esta región con una longitud definida, o 

bien. regiones promotoras cercanas conservadas. En S. gorc/011ii ude1mís del rgg se ha 

localizado otro gene del tipo rgg. el rgg/J localizado ria abajo de la GtlG en lu cadena 

complementario, este gene codilica para una protefnn citoplásmica de 33.6 kDa, con un 

42 % de identidad con el rgg localizado río arriba de la GtlG. Sin embargo, no se hn 

TESlS CON 
FALliA DE 0_}1E~mN 
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comprobado que participe en °hHranscripción de In GtfG. pero se sugiere <1ue puede 

n.:gulnr genes distales (Vickcrman y col. 2001 ). 

11.9. Le11c111111st11c 111c.veí1ter11itle.\' IHT-PQ 

Dentro del laboratorio de biocntúlisis del IBT-UNAM se aisló una cepa de / •. 

lll<'Sell/emic/cs del pulque. unn bebida tradicional l'crmentadn del jugo de varios agaves, 

(principalmente Agal'I! atnwiremi.v) que por siglos se ha clahorndo y consumido en 

!\léxico (Lnrios l 996), In cual se denominó IBT PQ. Esta cepa produjo polímero 

cuando se inoculo en medio de cultivo con sacarosa. mas larde se observó que este 

polímero era sintetizado por una clextransacnrasa de 166 kDa. C'hellapandian y col. en 

1998 ohscrvarnn que esta enzima se cncontrnba de manera insoluble asociada a la pared 

cclulur. lo cual no era comlln en esta familia de enzimas ya que se habían <lcscrito como 

cxtracclularcs. Al caractcriznr la enzima se observó que producía una mayor cantidad de 

oligosncúridos (6 %) en comparación con In cepa de l. 111<'.H'll/<'roicles NRRL ll-5 1 :! F. 

Por otro lado. al analizar el polímero se observó que presenta enlaces a 1 -> 6 y enlaces 

o. 1-> J en unn relación 4: 1 respectivamente. el cual era tnmhién dilCrente al sintetizado 

por la 13-512 F. Estus caraelerísticas evidenciaban que se trntaba de una enzima 

di ICrcntc n la DsrS de la cepa 13-512 F. Sin embargo, se desconocían las caructeristicns 

estructurales de esta enzinm por lo que nos planteamos los siguientes objetivos. 

TESIS CON 16 
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111. OH,JETIVOS 

Objcli\'o ¡:cncrnl: 

Aislar y caracterizar el gene que codifica para In dcxtransacarnsa de /.. 111ese111emides 

IBT-PQ y expresarlo en un sislcmn hctcrólogo. 

Objcli\'OS pnrtlculnrcs: 

• Aislar el gene que codifica para In dcxtransucarasa (cll-r/') de l. 111e.m11eroide.1· 

IBT-PQ. 

• Cnrnctcriznr el gene cl.1·1·/' de/.. 1111!.ve111emid<•.v IBT-PQ. 

• Expresar el gene cll'rl' en E. coli. 
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IV. i\IATEIUALESY l\IETOl>OS 

IV.I, Cepns hactcri111111s 

Se trnhnjó con la cepa de Le11co11ostoc 111ese111eroide.1· IBT-PQ. la cual se cullivó en el 

medio l.. 111e.w111emides (LM) a 30° C y 200 rpm. 

La cepa hospedera de las construcciones renlizndas llle E. coli DI 15ct. con el genotipo: 

6(111crA) 183. 6(111crCB-hw/SMR-111rr) 173, e11dA I, .rnpE44. tlii-1. recA l. ,l{l'eA96, 

re/A l. /ac. IF' proAB, lnclZ6M 15. Tn 1 O (tet>I In cunl se cullivl> en el medio Lurin

Bertnni (LO). 

IV.2. Medios de Culth·o 

Medio de cultivo de L. 111ese11tem/1/e.1· (Ll\I): 

Reacti1·os 

Sncnrosn ll glucosa 

Extracto de levadura 

K2Hro. 

MgS0,-71-hO 

CnCh-21-hO 

FeSO, 

MnS0-1-71120 

NnCI 

l\ledio LIJ: 

Rcnctivos 

Extracto de levadura 

Peptona de Caseína 

Cloruro de sodio 

Con_ccntrnción gr/I 

20 

20 
20 

0.2 

0.05 

0.01 

0.01 

0.01 

Conccntr11clón gr/I 

5 

10 

10 

1 R 



El medio LB file suplementado con 15 gr/I de agur pura prepurur medio sólido; como 

presión selectiva de los cultivos se utilizaron 200 ¡tglml de mnpicilinn y/o 50 ¡tglml de 

Knnamicina. 

1 V.J. MANIPULACIÓN -DEL ADN 

IV.J.I. Purificación del ADN eromosomul de L. 111ese111emitles llJT-PQ: 

Se partió de un cultivo de 5 mi crecido toda la noche con !.. 111ese111eroides en el medio 

de cultivo previamente descrito. Se colectaron las células a 3500 rpm 1 O min y se 

lavaron con 1 mi de TIE 50:20-RNAsa 1 O mg/ml. posteriormente. se resuspendieron en 

450 ¡ti de Ju misma solución. Se adicionaron 50 ¡ti de lisozimu a 1 O mglrnl y se incubó 

30 rnin n 37º C. transcurrido este tiempo se adicionaron 5 ¡ti de l'roteinnsu K a 20 

mglml y se incubó 15 min a 37 ºc. se agregaron 50 ¡11 de SOS 10% incubándose por 

espacio de 30 mina 37º C. Seguido a lo anterior se agregó 100 ¡ti de NaCI 5M. se agitó 

por inversión y se incubó 5 min a 65° C. posteriormente se adicionaron 80 ¡ti de 

CTABINuCI. se mezcló por inversión y se incubó 1 O rnin u 65° C. Pasado el tiempo de 

incubación se realizó una extracción con un volumen de cloroformo/alcohol isomnilico 

(24: 1 v/v). se agitó por inversión y se centrifugó 1 O rnin u 14,000 rpm (en cada 

extracción se removió el volumen superior de la capa interfüsica que se formó). Se 

realizaron dos extracciones con fenol/cloroforrno/alcohol isoumilico (24:24: 1 v/v) y una 

nuis con cloroformo/alcohol-isonmilico (24:1 v/v). Después de las extracciones se 

incubó con un volumen de isopropanol por espacio de 1 O rnin a temperatura ambiente y 

se centrifugó 15 min n máxima velocidad. posteriormente se luvó la pastilla dos veces 

con 1 mi de etanol al 70 %, finalmente se resuspendió en 50 ¡ti de 1120 estéril. 

IV.J.2. Purificación de ph\smidos: 

La purificación de los plásmidos de las construcciones realizadas se hizo utilizando el 

"Kit Conccrt Rnpid Plnsmid Miniprep Systen" de Gibco BRL siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 
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IV.3.3. Oli¡:nnucleólidns 

Los oligonucleótidos ulilizados (tabla 2 ) fueron sintetizados por In unidnd de síntesis 

del Instituto de Biotecnología de la UNAM mediante el método del Foslito·Triéster en 

lltse sólida. 

Tabln 2.- Tabla de oligonucleótidos utilizados. 

Oli¡:onncleútldos Secuencia (5' ~ 3') 

Utilizmlns en In oblenclón de ur.11 sonda 

l'Q +t Ai\T.(ii\T-lUT-<iAT-A,\T·Tl',\·AAT·lTA 

l'<)-1 ARC·ATA·ACCi·ATC·AKY-,\AA-i\CiC'·ATA 

Utilizmlos en el l'CR-lnverso del exlremn 3' 

1'() +J <iA<i-Tr<i-CiCi<i-AAT-T/\('-CiA/\-('Tl'·l'Ci 

l'Q -.1 CAT·ATl'·CACi·CtT-lTCi·HiCi-Trci·CilO 

Utilizndos en el l'CR-lnvcrso del extremo 5• 

l'Q +tll 

l'Q-1 

CiAT-Acrl··tiAT-CilC·TCA-CAA·A<iC 

AAti-TIT·AAC'·Ai\Ci-TA,\·TAC'·ATC·l'C 

Utilizados en In sccuenci:1ción del ¡:ene com11leto 

P(.11-2 

I'<) +5 

P{) -6 

l'Q -7 

l'Q -X 

PC) +9 

I'<) --111 

l'Q •·11 

I'<) -12 

I'<) i.1.1 

I'<) .. IJ 

l'Q •14 

l'<)-t4 

Ll 

T7 

CICiC-'ITA·TCA-CC.'A-AC.'Ci-AT<i-Ci1\C' 

('Cl<i·AGA-1\·rA-TCA-Ci(i('-AC'"l'·A·1·,\ 

ClitiCtTA·liC'T-Trt º"'' 1'-C,\(i-CTC· rcc 
,\ M i-t!i\T-Cii\ l' ·C ti T-t iTl '.(' '' T·CT< i 

TAl'·CAT-1\1\'l"-Ci1\T-l'< i/\-(''I Ci-crni 

CiCi<i·C'1\C-1\ACi-C'AT-Af'('.('/\A-TAC 

ACA·Ci1\A-C'rl'·CiAC'-C'C'1\-{;AT-ffHi 

CTl'-tiTl'·TC'C'-flfl,\.(il'li-CTtl-f\TC 

<iHi-t'TCi·C'tT·TflT·Tt'fl·ACiti-Ci\T 

e 'f\fl-Tl'l'-Trc i-f\l'l i-AIC '-AC i 1-C ilC 

Tl'li·T<i(".('1\A·l<iA-(i('T·C1\C-ATl' 

TAG·TCA-CTl'·ATCi-TC/\·Cif\Ci·ACiO 

CiAC'·TA/\-Cifl,\·TAC'-TtT-CiTC·A<iC·f\ 

AtT-f\AC·l'CT-Cf\C-Tf\,\-/\UU·Cifl 

Ttlf\-Tf\C-Cif\C-TC/\-CTA·TAG·GG 

Lon¡:ilud 

:?4 muero 

24 o.uncro 

23 umero 

24 umero 

21 UlllCrt• 

23 umero 

21 umero 

21 umero 

2-l amero 

21 mncru 

21 umero 

21 umero 
1 21 umcm 

21 umero 

21 amero 

21 amero 

21 amero 

21 umero 

22 umero 

20 umero 

20 amero 

Utiliz11dos en l1111mplific11cii111 de In l>XS pum el ensayo de expresión 

l'Q+tS 

1'Q-t5 
"(lf\·Afl T-f\{j fl.,, AT-CiTA·" e." ·ti e iC.CiT 

c;Cl'·TlT·flAT·CA<i·Clt'·TlT-M;,\ 

23 amero 

21 amcn1 
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IV.J.-1. Ampllfieaelones por l{enccií111 en Cndenn de In Polímer:isn (l'CI{) 

Todas las nmplilicuciones. incluyendo los ensayos de l'CR-lnverso y l'CR en colonia 

se realizaron en un equipo .. Robo cyclcr grndient 96 .. (Stratagene). en un volumen de 

reacci<ln final de 100 ~ti. Para lns amplificaeióncs de la sonda. l'CR-lnverso y PCR en 

colonia se utilizó la enzima ··Taq-l'olymerasa .. (lnvitrogen). En lns ampliliencioncs de 

los productos clonados en los vectores Topo-XI. y Topo-TA, usí como. la nmplilicución 

del gene completo y la amplificadún del gene parn los ensayos de expresión de la DXS 

se utilizó la enzima .. Elongasa Enzyme Mix" de lnvitrogene. 

Condiciones de reucci<ín de las umplificaciones: 

ft:nzimn wr;u1 .. Polymcrns11,, 

Renetivos Concentración 

10 x PCR Buffer minus Mg 

1 O mM c/u dNTl's 

IX 

0.2mM 

l.SmM 

0.5µM 

0.5µM 

IOOng 

2.0U 

50 mM MgCb 

Primer 5' 

Primer 3' 

Templado 

Enzima 

11,0 

Enzima "Elongusc Enzymc Mix" 

Reactivos 

10 mM c/u dNTl's 

Primer 5· 

Primer 3' 

Ternplndo 

Buffer A y B (Mg) 

Enzima 

Concentración 

0.4mM 

0.5~tM 

0.5µM 

IOOng 

1.SmM 

IU 
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Condiciones de umplilicnción para In enzima "Taq l'olymcrasa··: 

No. de ciclos 

Dcsna1urnlización 

¡\ 1 i nenm icnlo 

Amplilicación 

1 ciclo 

94ºC 10 min 

35 ciclos 

94ºC l min 

(Temp.Vnr.)I min 

72°C (Ticm.Var.) 

Condiciones de mnplilicnción para In cnzimu ••Efongnsc Enzymc Mix": 

No. de ciclos 

Desnalurn lización 

A linenmienlo 

Amplilicación 

1 ciclo 

94°C 10 min 

35 ciclos 

94ºC l min 

(Temp.Var.)1 min 

68ºC (Tiem.Vnr.) 

l ciclo 

72ºC 15min 

1 ciclo 

68ºC 15 min 

Las lcmpcrnlurns de alineamiento y de extensión difirieron entre un PCR y otro 

dependiendo de In TM de los oligonuclcótidos utilizados y de In cnzinm u1iliznda 

respcctivnmcntc. El tiempo de nmplilicación también difirió en cuda ensayo 

dependiendo del tamaño del fragmento amplificado. para lo cual, se consideró l mln por 

cudu 1 000 pb. 

IV.3.5. Sccucnciuclón de los productos nmplincudos 

Ln sccuencinción de los productos amplificados se realizó en la unidad de secuencinción 

del lBT-UNAM mediante el método ·'Tnq FS Dye Tcrminntor Cyclc Scqucncing 

Fluorescence-Onscd Sequencing" en un equipo "Perkin Elmer/Applicd Oiosyslems .. 

modelo 377-1 SEi. 
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IV.4. Er1suyns Snulhcrn hll11 

IV.4.1. Di¡:eslión del Al>N cromnsomnl 

Las digeslioncs lolnles del ADN cromosomnl de/ .. 111ese111emicles IBT-PQ se realizaron 

con enzimas de reslricción de las compni\fas Ncw England llioLabs lnc. y Roche. Para 

cada ensayo de digeslión se ulilizó 1 ¡1g de ADN eromosrnnnl. Las concenlrnciones 

tina les de reacción fücron: buffer correspondicnle 1 X. en los casos que la enzima lo 

requirió se adicionó BSA 1 X. enzima 3 UI en un volumen final de 50 ¡11. Se incubaron 

por 16 hrs a Ju temperatura que cspccilica el fohricantc para cada enzima. 

IV.4.2. llihri<li1.ucinnes 

Las mucslrns a hibridnr se lrnnsílrieron u una membrana de Nylon (Amersham) y se 

lijaron. posleriormenle la membrana se incubó en una solución de SSC 5X. SDS 0.5 %. 

Denhnrdl 5X por espacio de 2 hrs a 65 ºC. Pasado el liempo de incubación. se adicionó 

el ADN-sonda desnaturalizado marcado radioactivamcnte con 5 ¡1Ci de ¡u PI dCTP y se 

incubó 16 hrs a la misma temperatura. Para el marcaje de la sonda se utilizó el ··Kit 

rediprime IM 11 .. de Amershmn l'harmacia lliolech UK. Una vez lrascurrido el periodo 

de hibridización se lavó la membrana dos veces con la solución de lavado SSC2X-SDS 

0.1% y se colocó en una panlalla de aulorradiografiu por 12 hrs. al final se reveló 

ulilizando el equipo ··Phosporimager ... 

IV.S. l'CR-lnvcrso 

Esla técnica se basa principalmenle en una reacción de amplificación por l'CR. pero 

difiere en la 111ili7.ación de un DNA molde previamente circulnrizado. provenienle de 

una digestión tolal y ligado aleatoriamente con una lignsa. Los oligonuclcó1idos 

utilizados en In amplificación es olro de los elementos parliculnres de esta reacción, los 

cuales. son divergentes enlre sí y al aparcarse sobre el ADN molde previamente 

circulari7.ado sintetizan el mismo templado pero de forma lineal (tigura 8). 
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.-... ~c=::J~;--·8f9 
0 0 0 

ADN Purificado Digestión del l\DN Circularización nlcatoriu 

cromosomal de los fragmentos digeridos 

1---=====::::r·-·O-----------. 
Fragmento a circularizar 
que lleva el fragmento 

sonda 

0 '"'"<le "'"'iillÍ/ilCU"1 0 
Dirección de los Fragmento amplificado 
oligonuclcótidos 

Figura H.- l~cprcscntnción csqucmdticn del PCR-lnverso. 

IV.<1. Clunnción de los productos de nmplilicación 

El fragmento sonda se clonó en el vector TOPO TA. Los Productos amplificados por 

J>CR-lnverso se clonaron en el vector TOPO XL. Para el ensayo de expresión de In 

proteína el gene completo se clonó en el vector pDADrroro ThioFusion Expresión. 

(tabla J) Todos los vectores utilizados íueron de lnvitrogcnc. para cada ensayo de 

clonación se siguió el protocolo de la compañía rubricante. 

La selección de In clona que contenin el inserto de interés de cada ensayo de clonación 

se realizó mediante PCR en colonia, donde una colonia íuc diluida en In reacción de 

PCR en lugar de adicionar ADN purificado. Previo a la amplificación se calentó la 

muestru a 95º C por 5 min. posteriormente se siguió con lns condiciones de 

nmplilicnción previamente dcscritns. 
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Tabla 3.~ Tabla Uc construcciones y clonas obtenidas. 
Construcción Clona obtenida Espcclncacloncs de la clona obtenida 

i'Q-Sonda E.C.i'Q-Somla Contiene la rc~iún central del tlsrl' 

i'Q-3. E.C.l'Q-3. Contiene la rl•giiln final dl'I tl.'trP 

PQ-s· E.C.l'Q-s· Contiene la regiún inicial del tl.\'r/> 

TOl'O-i'Q E.C.TOPO-i'Q Contiene el gene c/srl' y rc~ioncs adyacentes a: 

¡>llAl>-i'Q E.C.pllAl>-i'Q Presenta el 1l\·rl' a partir del 2do cmlnn 

IV.7. EXl'l~ESIÓN DE LA PROTEÍNA 

IV.7.1. Perfil de cxpresiím 

A la clona E.C.pBAD-PQ se le realizó el perfil de expresión de la proteína utilizamlo 

diferentes conccntrnciones de nrnbinosa: 0.00002 %, 0.0002 %. 0.002 %, 0.02 %, 0.2 %. 

la cual. es el im.luctor del sistema pBADfíOPO Thiofusion. pum este ensayo se siguió 

el protocolo de In cnsu comercial. 

IV.7.2. Expresión de la proteína DsrP 

Se inocularon 5 mi de medio LB-Ampicilina 50 ~tg/ml con la E.C.pBAD-PQ y se 

incubó 16 hrs. Al termino del cultivo se tomaron 2 mi del mismo con los cuales se 

inoculó 100 mi de medio fresco, se dejó en incubación hasta alcanzar una D.O. de 0.5. 

En este momento se tomó una alicuota de 10 mi. la cual, se utilizó como control. El 

cultivo restante se indujo con arabinosa a una concentración final de 0.02 % y se incubó 

por cuatro horas más. Al terminó del cultivo se colecto el paquete celular por 

centrifugación a 6000 rpm 5 min y se lavó dos veces con solución amortiguadora de 

Acetatos 50 mM plf 5.2. Posteriormente, se resuspcndió en 1 mi de la solución anterior 

suplementada con Tritón 1 %. ésta muestra se sonicó 10 seg y se centrifugó 30 min a 

10,000 rpm y 4° C. se separó el sobrenndnnte del resto celular y este último también se 

resuspendió en 1 mi de la misma solución. Las muestras se mantuvieron a 4° C hasta ser 

procesadas. Para la muestra control se siguió el mismo procedimiento. 



Gel de l'oliacrilumidn-SDS 

Los proteínas obtenidas del perfil con arabinosa asf.como las células y el sobrenadnnte 

de In clona sonicnda fueron nnnlizadas en geles de Poliacrilamida-SDS :1 40 1111\ por 

2 hrs n 4º C. Pnru el gel de actividad y tinción con Base de Shill se siguió el mismo 

procedimiento. las concentraciones del gel son las siguientes: 

Gel Conccntrmlor: 

Reactivos Volúmenes 

1\erilumida 30%-Bis-ucrilnmidu 1 % 335 ¡ti 

Buffer Tris-1 ICI 0.5 M pi 1 6.8 625 ¡ti 

SDS ro% 25 ¡ti 

1120 

l'crsulínto de Amonio 10% 

TEMED 

Gel Se1111rador: 

1.5 mi 

12.5 ¡ti 

2 ¡ti 

Reactivos Volúmenes 

i\crilnmida 30%- Bis-acrilnmida 1 % 1 mi 

Bullcr Tris-1 íCI 1.5 M pll 8.8 1.5 mi 

SDS 10% 50 ¡ti 

1120 

Persu 1 fato de t\mon io 10% 

TEMED 

2.5 mi 

50 µI 

5 µI 

Concentración linul 

4% 

0.125 M 

0.1% 

0.05 % 

0.08% 

Concentración linal 

6% 

0.45 M 

0.1 % 

0.1 % 

0.1 % 

Tinción con azul de Coomnssie: una vez corrida In electroforesis el gel se tiñó con una 

solución de azul de Coomassie, el exceso de colorante se retiró con solución 

destcñidoru. 
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Geles de Actividad: posterior a la elcctrol1.1rcsis los geles se lavaron dos veces con una 

solución de acetatos 50 mM p115.2 - Twecn 80 1% por espacio de JO min c/u. m:is 

tarde. se incubaron 16 hrs a 30° C en el mismo buffer suplementado con 10% de 

sncarosn. Unn vez observado el gel de actividad se incubó en bul'!Cr de acetatos 50 mM 

pi 16.0-Dextrmmsa0.06 U/mi a 37ºC por 24 hrs. 

Tinción con el reactivo de Shill: la tinción se realizó sobre el gel de actividad 

previamente incubado con sacarosa, el cual lile sometido a un tratamiento con etnnol 

75 % por 30 min, posteriormente se incubó 1 hr en ncido periódico 0.7 %-ncido acético 

5 % y se le realizaron tres lavados con mctabisullito de sodio 0.2 %-ticido acético 5 % 

20 min c/u. linalmcnte se puso en contneto el gel con el reactivo de Shill. 

IV.7.3. lnculmeiún del gel de :1eth·idml con dcxtrnnnsn 

Una vez incubado el gel de actividad con sacarosa se lnvó dos veces con solución 

acetatos 50 mM pi 1 5.2. 15 min c/u, posteriormente se incubó en buffer nccratos 50 mM 

pi 1 6.0 suplementado con dextrunasa (SIGMA) a 0.06 U/mi por espacio de 12 hrs. 

IV.7.4. Mediciún de acti\'idad de la protelna rccomhinante 

La medición de actividad de la proteína recombinante se realizó midiendo los az(1cares 

reductores liberados mediante el método del ácido 3,5-dinitrosalicllico (DNS) descrito 

por Summer y col. en 1953 en un medio de reacción que contenía 10 % de sacarosa, 

solución acetatos 50 mM pH 5.2 a 30° C y In enzima. La determinación de actividad se 

realizó tanto en los restos celulares como en el sobrenndante del paquete celular 

sonicado. ambos provenientes del cultivo inducido con arabinosa. Una unidad de 

actividad dcxtransacarasa se reporta como la cantidad de enzima que libera una µmol de 

D-fructosa por minuto. 
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IV.7.5. Cuantificación de la protcfna 

Ln medición de In protcfnn se realizó por el método llrudlbrd mediante el kit Bio-Rud 

(Hércules, CA) y se utilizó albúmina sérico bovino (Fracción V. SIGM¡\) como 

estándar. 

IV.11. Anilllsfs de lns secuencias: 

Los nmilisis de comparación de secuencias (Blast) se rcnli7.aron utilizando el Sollwnre 

"Trnnslntcd qucry-l'rotein db blastx" del Nationnl Centcr for Biotechnology lnfonnation 

U.S. Nntionnl Librnry ofMcdicinc 8600 Rockvillc Pikc, Bethesda. MD 20894. 

Para la determinación de los marcos de lectura abiertos se utilizó el programa "Open 

Rcnding Frame Finder" del National Center lor Biotechnology lnformntion U.S. 

Nntional Library ofMcdicine 8600 Rockvillc l'ike. Bethesdn. MD 20894. 

Ln identificación del péptido señnl se realizó medinnte el softwnrc "Signnlf' World 

Wide Web Server V 1. 1 ."de In The Danish National Research Foundntion. 

28 



V. IHi:SULTAl>OS 

V.I. Aislamiento del gene tl.l'rP de L. me.~e/lfemitle.I' IBT-PQ 

El aislamiento del gene que codifica para In DXS de l. me.1·e111eroides IBT-PQ (t/.<r/') se 

desarrolló en tres etapas. En la primer etapa se realizó un alineamiento de dili:rcntes 

glucosiltrnnstcrnsus. del cual. se diseñó un par de oligonucleótidos con los que se 

amplilicó la región central del gene. En la segunda y tercer etapa se aislaron tus 

regiones 3' y 5' del gene rcspectivnmcntc. ambas por PCR-lnversn. 

V.1.1. Aislamiento de In re~i6n central del ~ene tlsrl' 

Se realizó un alineamiento de diversas GTFs reportadas en la literatura. del cual se 

dise11nron los oligonucleótidos degenerados PQ+I y PQ-1, con los que se logró 

amplilicur un fragmento de 1505 pb sobre el ADN cromosoma! de /., mese/l/eroitles 

IBT-PQ (ligurn 9). De acuerdo al alineamiento. el producto amplilicado lile del tamaño 

esperado, por lo que. se clonó en el vector TOPO-TA (l'Q-Sonda) y se secuenció. Lu 

secuencia obtenida mostró una identidad del 94 % con el gene dsrT de L. me.1'1!11/l'roides 

B 512-F. el cual codilica para una DXS truncada y una identidad del 50 % con las 

GTFsas de S1ri•p1oc11crn.1· .1·pp. Del alineamiento con las DXS reportadas se dedujo que 

se tenia In parte central del gene y faltaban aproximadamente 1500 pb a cada extremo 

para tener el gene completo. 

IMOph --· 
IOCMlph -

- 1505 pb 

Figura 9.- Fragmento amplilicadn por l'C'R con los oligonuclcótidos l'Q+I y PQ-1. 
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V.1.2. Aislamiento de la rc¡:ión final del gene tl.\'rP 

El nislumicnto del extremo 3· del gene se realizó mediante PCR-lnvcrso. para lo cual. se 

determinó el patrón de restricción del fragmento amplilicado (ligura 10). Este 

fragmento se utilizó como sonda en ensayos Southern blot realizados con las enzimas 

de restricción: Eco RV. Sma l. Xho l. Sac l. Sal l. Clu l. llam 111. Nen l. Kpn l. Psi l. 

l liml 111 y Xba l. Al comparar los resultados de los ensayos de snuthcrn blot con el 

patrón de restricción del fragmento observamos que la enzima Clal cortó el fragmento a 

los 300 ph dividiéndolo en dos, uno de 300 pb y otro de 1200 pb, mientras que, la sc11al 

de hibridización con esta misma enzima se observaba en dos íragmcntos. uno de 3.5 Kb 

y otro de 300 pb (ligura 11 ). estos resultados nos sugirieron que, dentro del lhigmcntn 

de .1.5 Kb estaba contenido el fragmento de 1200 pb que se observaba en el patrón de 

restricción, el cual, tenia una orientación hacia el extremo 3 ·.Con lo anterior era posible 

obtener la parte linnl del gene mediante l'CR-lnvcrso. 

200 400 600 800 1000 1200 1400 

J" - Cl<ll 1 ------------------------
EooAI 1 ------------------------
Hincll 1 ------------------------
Hindlll 2 ---------------------5"- Kpnl 1 

:;;:::1 1~ --~-----,-----------------
5cal 1 
Sspl 1 

Figura 10.- Mapa de restricción del fragmento nmplilicado con los oligos PQ+I y PQ-1 

Se digirió nuevamente ADN cromosomal de la IBT-PQ con Clal y se circularizó con T4 

ligasn. Con base en la secuencia del fragmento sonda se diseñaron los nligonuclcótidos 

l'Q+3 y PQ-3 con los cuales se logró amplificar un fragmento de 3.2 Kb {ligura 12) 

sobre el ADN previamente circulari7.Udo, el producto de amplificación íue del tamaño 

esperado de acuerdo con el diseño realizado. Para conlirmar In identidad de este 

fragmento se hibridizó conlra el fragmento sonda dando como rcsullado unn señal 

positiva con lo cual se conlirmaba que este fragmento formaba parte del que ya se tenla. 

Este producto se clonó en el vector TOPO-XL (l'Q-3') y se secuenció. La secuencia 

obtenida corrcspondia a In porción 3 ·del fragmento sonda y más allá del linal del gene. 
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234567 

"lt .. ~'ll""' ..,.., ,¡ J.SKb 

.___::::__ 300 pb 

Figura 11 .- Southern hlot utilizamln el fragmcnlo de 1 505 pb como sonda. 1 .- i\DN 

cromosomal IBT-f>C). 2.- I:coRV. -1.- Sma l. ·l.- Xho l.:\.- Sac l. 6.- Sal l. 7.- Cln l. 

8.- sonda. 

-11\pl~-· 
JKp~ •- --- 3.2 Kh 

Figura I:!.- Fragmcnlo de -1.2 Kh nmplilicado por PCR-lnvcrso. 

el cual lleva la región linal del clvr/'. 
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V.1.3. Aislamienlo de la re11ilín inicial del 11cnc tlsrl' 

El uislnmienlo del extremo 5' del gene clvrl' fue muy similar a la obtención del e:.:tremo 

3'; se siguió la metodología del PCR-ínverso pero ahora se utilizó In enzima Kpnl. 

Como se observa en In figura 1 O. Kpnl corta el fragmento sonda a los 1200 pb liberando 

otro fragmenlo de 300 pb. La seílal del southern blot con Kpnl ( ligura 13 l mostró dos 

seílales de aproximadamente 3.5 Kb y de 600 pb. Estos resultados sugirieron que. 

dentro del fragmento de 3.5 Kb estaba contenido el fragmento de 1200 ph que se 

observó en el patrón de restricción. el cual. estaba orienrndo hacia In región 5 · de In 

sonda. 

Se realizó una nueva digestión del ADN cromosomal de la 113T-l'Q con Kpnl. se 

circularizó y se utilizó como lemplndo en un PCR-lnvcrso con los oligonueleótidos 

PQ+ l O y l'Q-4. los cuales. se diseñaron n parlir de la secuencia del l'rugmcnto sonda. El 

resullado del PCR-lnverso fue In mnplilicnción de un fragmento de 2.8 Kb (figura 14). 

el cual fue del tamaño esperado. Para confirmar que el fragmento amplilicadn formaba 

parte del gene se hibridizó contra el fragmento sonda, la hibridización l\ie positiva. por 

lo que se clonó en el vector TOPO-XL (l'Q-5') y se secuenció. 

2345678 9 

'*J 
;\; 

•.. ·.t.·,_ .,.. -4•-----¡-!IO~J.5 Kh 

+-~----~600pb 

Figura 13.- Southern hlot utilizando el fragmento de 1505 pb como sonda. t.- ADN 

cromosomal IBT-l'Q. 2.- ílam 111. 3.- Neo t. 4.- Kpn l. 5.- l'st l. 6.- l lind lit. 7.- Xba 

l. 8.- Eco RI, IJ.- sonda. 



2.8Kh-

Figuru 14.- Fragmento de 2.8 Kh umplilicndo por l'CR-lnverso, 

el cual, contiene la región final del dvrl'. 

Unn vez obtenida la secuencia que faltaba del gene ilvrr. se diseño el oligonucleótido 

PQ+l I y en combinación con el oligonucleótido l'Q-10 se logró amplilicur sobre el 

J\DN cromosomnl de lu IBT-l'Q un fragmento de 5909 pb (figura 15). el cual contenía 

todo el gene <Úrl', éste fragmento se clonó en el vector TOPO-XL (TOPO-l'Q). 

flKph----
4Kph----

Figura 15.- Amplificación de un fragmento de 5909 pb 

dentro del \.'.ual esta contenido el <Úrl'. 
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V.2. Cnrncterizncióa del gene tl.•·r/> 

Se obwvo una secuencia to111l de 5909 pb (figura 16) dentro de la cual se encontró el 

tfo·/' ubicuc.lo del nucleótic.lo 1063 ni 5427. El gene presentó un 37.7 % e.le U+ C y se 

localizó una secuencia consenso del sitio e.le unión al rilmsoma (RBS) l\GC1Gl\I\ 8 

nucleótic.los arriba c.lel coc.lón de inicio l\TG. Ln posible regi6n promotora -10 y -35 se 

localizó 79 pb arriba del coc.lón e.le inicio, la distancia entre estas regiones fi1c e.le 23 pb. 

TESIS CON 
FAL'. ·\ DF QR!GEN 34 
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TAGCAATACTATAGGCGTGCCTAATTTTGTTATTATTATGCTCAAACACCCCAGTCCAAA 60 

1----------- Posible Regulador -----------

ATAGTAGCCATGTTTGAAACTTGAAGTCATCGGTGTTAAATTTATATTTTTTAACTTTAT 120 

-----------Posible Regulador -----------

CTAGTAGATATCTCGTAAAGTCATCTTTTTTGTGTATAATACTTGTTTCCAAAGCGCTAA 180 

-----------Posible Regulador -----------

TCAATATTTTGTTCACAATTTCAACGGATGCCGTAGGCATATTATTCGTAGCATACTGTT 240 

-----------Posible Regulador -----------

TAAGTATGTCAGATATATAAGGTATGCTTCTGTCAATATGTATCATGTTAACTACATTCG 300 

-----------Posible Regulador -----------

CCAGTAAAAATAAGTCATAGAACTGCCAGTAACTAATATTAAAAAAGTAATCAATCAATT 360 

-----------Posible Regulador -----------

CATTCTGATCGTCTATTGATGCGATTAAGAAATCTAAGTGATACAAAGTAGATAACGACA 420 

-----------Posible Regulador -----------

TTAAATAATAATGACGCATGAATGGGTCGTTAGGATTCTTAATGGCATCAGTTTGTAATA 480 

- Posible Regulador -1 

ATTGTGTTAATTGATTCAATTTTTGACGATCAGTGTCTTGATAATATTGATCTAAAACAG 540 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TTGTCAGCTTTTTT AAGTT A TTTTTTTTCCCGAAAGACAGTTGAAAAATA TTCTTCAAAT 600. 

GAAATATTTAGAGCGTTACACAGCAAAAGTACGGTGTAATCAGTTGGTTCTGTTTTATTA 660 

TTCTCTATTCTAGATACCATTGATTGTGAGCCAATTAAAACACCTAATTGCTGTTGAGAT 720 

ATTCCGCGTTTCTGCCTAGTTTCTTTGATAATAGATCTTTTTTTATTGTTCATATTCCTT 780 

ATTAACCTATAATTATTTAATATTTTATTTAAGAGCAACTATTTATTATATATTAAAATA 840 

ACCTTGATATTTTCTAATTATTCAATTCTGCATAATTTATTTTAAATATTTGTTTCATTA 
900 

TATATTAAAAGAGTTAATTTTAATGATTAACGTTTGTAAAAAACAATTGCTGACAAAGTA 
960 

r- 35 l 
TTCTTAGTCGCAAATGTTTATGATCTCACAAGCACAAATAACCATTTTACTCAAAGAATA 1020 

GTCACTTATGTCAGAGAGGGAAAGAATGAAGGGAAGAAGTAAATGAGAAATAGAAATGTA 1080 

1 RBS • - Peptido señal-
M R N R N V 

ACAAGCGTTTTCCGGAAAAAGATGTATAAATCTGGGAAAATGTTAGTCATTGCAGGAAGT 1140 

----------- Peptido señal __________ _ 

SVFRKKM 
r Repetida Directa ;:-, 

1 > 
Y K S G K M L A G s 

GTTTCGATAAlTGGTGTTACCAGTTTTATTCAACAAGCACAAGCTGATGTTTCACAAAAA 

-------• Pcpt1do sel'1a1------111111~ 
S G TSFIOOAQAOVSOK 

1200 

G-t~~1:J ce D! .3 a 
J. ..... ,1rr·.1-·N 

:.i_tt'.P~~~r\t~~ .. 
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AATGGGGTAGTAGTAACCACAGCAGTCAATCAATCGAATTCGGATGCGACTACGACTGAT IZGO 

F Repetida 1 -

N G V V V T TA V NOS N SO A T T TO 

AAATCAATCACAACGAATGATAAGGCTACAACAACGGCCGATACATCAACGAATGATAAG 

K S 

~-----Repetida 2-----~ 1 Repetida 3 -
TTNOKATTTADTSTNDK 

GCTACAACAACGGCCGATACATCAACGAATGATAAGGCTACAACAACGGCCGATACATCA 

--- Repetida 3---~----- Repetida 4 -----~ 
A T T T A D S N O K A T T T A O T S 

1320 

1380 

ACGAATGATAAGGCTACAACAACGGCCGATATATCAACGAACAATAAGGCTACAACAACA 1440 

'------- Repetida 5 -------'---- Repetida 6 ---
N D KA T T TA D STNNKATTT 

GCCGATACATCAACGAACAATAAGGCTGCAACAACAGCCGACACATCTGATAATAATAAT 1500 

_). ___ ~) 
- Repetida 6 -'------Repetida 7 -------' 

A D T S T N N K A A T T A D T S D N N N 

TCAGCTACGACAAGCGATAAAGATGTGAGCTCATTGGCACAAAAAAGTCAAGCGATTGAC 

S A T T S D K O SSLADKSOA D 

AATAATTCGAAGACGACTGATACTGCTGCATCATTCGAAGCTAGTTCAAAGAATCTGAAA 

N N S K T T O T A A S F E A S S K N L K 

TESIS CON 
FALL.,:; D!~ onrr~r:iN 

1560 

1620 
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ACGATTGATGGTAAAACATATTATTACGACGATAATGGTCAAATAAAAAAGAACTTTGCT 1680 

1------- Repeticla Directa B -------
T O G K T Y . Y Y O O N G O ! K K N F A 

ACCGTAATTGATGGTAAGGTACTTTATTTTGATAAAGATACTGGCGCATTAGCTGATACA 1740 

.. Repet1cla D1rocta I3 f 
TV DGKVLYFDKDTGALADT 

AATGACTACCAATTTTTAGAAGGATTGACTAGTGAAAATAATAATTATACGGAGCATAAT 
1800 

N D Y O F L E G L T S E N N N Y T E H N 

GCCTCAGTTGGTACATCTTCTGCTAGTTATACAAACGTTGACGGGTATCTAACAGCCGAC 1860 

A S V G T S S A S Y T N V D G Y L T A D 

AGTTGGTACAGACCAAAGGATATATTTGTCAATGGCCAAAACTGGGAATCATCAAAGGAT 

S W Y R P K D F V N G O N W E S S K D 

GACGATTTACGACCTTTGTTAATGACTTGGTGGCCAGATAAGGCAACACACGTAAACTAT 

DDLRPLLM W W P D K A T H V N Y 

1920 

1980 

TTGAATGCGATGAAGTATTTAGATGCCACTGAAACGGAAACTGTTTATACTTCAGATGAC 2040 

L N A M K Y L D A E E T V Y T S D D 

AGTCAAGATGCCTTGAATAAAGCAGCACAAAACATTCAAGTGAAGATTGAAGAAAAAATT 2100 

S O O A L N K A A O N O V K E E K 

AGTCAAGAAGTCCAAACACAATGGCTCAAGGATGACATTTCAAAATTTGTTGATAGCCAA 
2160 

S O E V O T O W L K O O S K F V O S O 

TCAAATTGGAATATTGCTAGTGAATCAAAAGGAACTGATCATTTGCAAGGTGGTGCATTG 2220 

S N W N A S E S K G T D H L O G G A L 

TTGTATGTCAATAGTGACAAAACACCAGATGCAAATTCTGATTATCGATTACTTAATCGC 2280 

L Y V N S O K T P O A N S O Y R L L N R 
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ACACCAACAAATCAAACAGGCACGCCTTTGTATACGACAGATCCAACTCAAGGTGGTTAT 2340 

T P T N O T G T P L Y T T O P T O G G Y 

GACTTCCTCTTGGCCAATGATGTGGATAATTCTAACCCAGTTGTTCAAGCAGAACAACTA 2400 

-------- Región Homóloga al Sitio Activn--------
0 F L L A N O V O N S N P V V O A E O L 

,___ __ Oligo PO+ 1 

AATGGGATGTATTACTTGTTAAACTTTGGATCAATTACTAATAACGATGCAGATGCTAAC 2460 

t::: 
N G M Y Y L L N F G S TNNDADAN 

TTTGATAGTATTCGAGTGGATGCTGTCGATAACGTTGATGCCGACTTATTGCAAATTGCA 2520 

--------- Sitio de Unión a Sacaros--------~ 
F O S RVOAVONVOAOLLD A 

GCTGACTATTTTAAGGCAGCATATGGCGTCGATAAGAGTGATGCAATTTCGAATCAACAT 

A O F K A A Y G V O K S O A S N O H 

GTTTCCATTCTTGAAGACTGGAGTGACAATGATGCTGAATATGTGAAAGACAATGGCGAC 

VS LEDWSDNDAEYVKONGD 

AATCAATTATCGATGGATAATAAATTGCGTTTGTCATTAAAATACTCACTCACTATGCCA 

NOLSMO NKLRLSLKYSLTMP 

CCAGTCGATCATTATGGTAATAAAAGAAGTGGATTAGAACCATTTTTGACAAATAGTTTA 

PVOHYGNKRSGLEPFLTNSL 

GTAAATCGTACAAATGATTCGAGAGATAACACTGCACAACCAAATTATTCTTTTGTTCGT 

VNRTNOSRONTAOPNYSFVR 

GCACATGATAGTGAAGTACAAACAGTTATTGCTGAAATTATTAAACAACGGATTGATCCG 

A H O S E V O T V A E K O R o p 

2580 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 
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GATTCTGATGGCTTATCACCAACGATGGACCAATTAACAGAAGCATTTAAAATTTATAAT 2940 

DSDGLSPTMDDLTEAFK YN 

GCTGATCAATTGAAAACGGATAAAGAATTCACACAATATAACATTCCAAGTACTTACGCC 3000 

A O O L K T O K E F T O Y N P S T Y A 

ACAATATTAACGAATAAAGATACAGTGCCACGTGTGTACTATGGTGATATGTATACAGAT 3060 

T L T N K O T V P R V Y Y G O M Y T O 

GATGGTCAATACATGGCAACAAAGTCACTTTATTACGATGCAATTGATACTTTGCTGAAG 3120 

O G. O Y M A T K S L Y Y O A D T L L K 

TCTCGTATCAAGTATGTTTCTGGCGGGCAAACAATGTCTATGAAATATATGCAAGGTGAl 3180 

S R K Y V S G G O T M S M K Y M O G O 

AGTAGTATGGCTGCTGACAGTTATAGAGGCATTTTGACATCAGTTCGTTATGGTAATGGT 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 3240 

S S M A A O S Y R G L T S V R Y G N G 

GCCATGACTGCTACCGATGCAGGGACAAATGAAACACGTACGCATGGTATTGCAGTAATl 3300 

A M T A T O A G T N E R T H G A V 

GAAAGTAATAACCCAGATTTGAAGTTGAGCAGTACAGATCAAGTAGTTGTAGATATGGGC 
~~~~~~~.~~~~~~~~~~~~~~~~-· ......... 3360 

E S N N P O L K L S S T O O V V V O M G 

ATAGCGCACAAAAACCAGGCTTATCGTCCTGCTTTGTTAACAACTAAAGATGGCATAGAT 3420 

A H K N O A Y R P A L L T T K O G O 

ACTTATGTATCTGATAGTGATGTCTCACAAAGCTTGATAAGATATACAAATAGTAATGGG 3480 

TYVSDSDVSOSL R Y T N S N G 

CAACTTATTTTCAATAGTTCAGATATTGTTGGTACAGCAAATCCACAAGCTTCTGGATAC 3540 

O L F N S S O V G T A N P O A S G Y 

TTGGCGGTCTGGGTACCCGTTGGTGCTTCAGATACTCAAGATGCGCGAACTGAAAGTAGT 3600 

LAVWVP G A S O O O A R T E S S 
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ACAGCAACAACTACTGATGGACAAACATTGCATTCAAATGCCGCACTTGATTCTCAAGTT 3660 

T A T T T o G a T L H s N A A L D s a V 

ATTTATGAAAGTTTCTCTAACTTCCAATCGACACCAACCACAGAAGCCGAATATGCTAAT 3720 

Y E S F S N F O S T P T E A E Y A N 

GTGCAAATTGCAAACAATACTGATTTATACAAGAGTTGGGGAATTACGAACTTCGAGTTT 
3780 

V D A N N T O L Y K S W G T N F E F 

CCACCACAATATCGTTCAAGTACGGATAGTAGTTTCTTAGATTCAATTATTCAAAATGGT 3840 

P P O Y R S S T O S S F L O S O N G 

TATGCCTTTACTGATCGTTATGATCTTGGATTCAATACACCAACGAAGTATGGTACTGTA 3900 

'----Oligo PQ-1 ---~ 
Y A F T O R Y O L G F N P T K Y G T V 

GATCAACTCCGTACAGCTATTAAAGCTTTGCATGCGACAGGTATCAAGGCAATGGCAGAT 3960 

DOLRTA K A L H A T G K A M A O 

TGGGTACCAGACCAGATTTATAATTTGACAGGTAAAGAAGTGGTTGCGGTACAACGTGTC 4020 

W V P D O Y N L T G K E V V A V O R V 

AACAACTCAGGAATCTATAATCAAGATTCTGTAATTAATAAAACATTATATGCTTCACAA 4080 

N N S G Y N O D S V N K T L Y A S O 

ACCGTTGGTGGCGGAGAATATCAGGCACTATATGGTGGGGAGTTCCTTGATGAA~tCAAG 4140 

T G G G E Y O A L Y G G E F L O E K 

AAATTGTACCCTTCTTTATTCGAAAAAAATCAAATTTCAACCGGCGTACCAATGGAAGCT 4200 

K L Y P S L F E K N O STGVPMEA 

AGTGAAAAGATAAAAGAATGGTCCGCTAAGTACTTTAACGGTACTAACATTCAAGGTCGT 4260 

S E K K E W S A K Y F N G T N O G R 

GGTGCTTACTATGTCCTTAAGGACTGGGCTACAAATGAGTACTTCAAGGTAAílCACTTCA 4320 

GAYYVLKDWATNEYFKVSTS 
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AGCAACAGCAGTGTATTTTTGCCAAAGCAGTTGACGAATGAAGAATCAAACACTGGATTT 4380 

SNS SV FLPK OLTNEE SNTG F 

ATTTCAACTGATGGGGGGATGACATATTATTCTACAAGTGGATACCAGGCAAAAGATACA 
4440 

STOGGMTYYS SGYOAKDT 

TTCATCCAAGATGACAAATCTAATTGGTATTACTTTGACAAGAATGGTTATATGACATAC 4500 

D-i--- r'1:p1:l1Clt1 rl1rccta PY/'.-----
F ODDKSNWY F D K N G Y M T Y 

GGTTTCCAGACAGTCAATGATAATAATTATTACTTCTTGCCTAATGGTATTGAATTACAA 4560 

- Ropetidn dirocta A-f 
G F O T V N D N N Y Y F L P N G E L O 

GATGCTATCTTAGAAGATAGTAAAGGAGATGTGTATTATTTCAATCAATATGGCAAACAA 

D A LEDSKGD YFNOYGKO 

ACAATTGATGGGTATTATATGTTAGCTAATAAGACTTGGCGTTACTTTGACAAAAATGGT 4680 

L Repetida Directa A---
T DGYYMLANK WRYFDKNG 

GTTATGGCTAATGCCGGATTAACAACAGTAACTGTTGATGGGCAGAAGCATATCCAATAC 4740 

------- Ropetida Directa A------~ 

M A N A G L T T V T V D G Q K H Q y 

TTTGATAAAAACGGTATCCAGGTCAAAGGGACTTCCGTGAAAGACGCAGACGGAAAGTTA 

--------- Repetida Directa A---------' 

F D K N G O V K G T S V K O A D G K L 

CGTTACTTTGATACTGATTCTGGTGAAATGGTGACAAACCGCTTTGGTGAAAAAACAGAT 
4860 

----------Repetida D1recl<1 A.----------
R Y F D T D S GE M V NRFGEKTD 
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GGTACATGGTCATACTTTGGTGCTGACGGTATCGCTGTAACTGGTGCACAGACAATTAGT 4920 

--1~ 
--~--------- Ropoticla º"''ct;i A.---------

G T W S Y F G A O G 1 A V T G A o T s 

GGTCAAAAATTGTTCTTTGATGCTGACGGACAACAGATTAAAGGTAAGGAAGCGACTGAT 4980 

G O K L F F O A O G O O K G K E A T O 

AAAAAGGGGAAAATGCATTATTATGATGCTGATTCTGGTGAAATGACCACTAATCGTTTT 5040 

K K G K M H Y Y O A D S G E M T N R F 

GAAAAGTTATCAGATGGATCATGGATGTACTTTAATAAAAAAGGTAACGTTGTAACCGGT 5100 

~~----- Ropet1cla D1rectil A-----

E K L S O G S W M YFNKKGNV V T G 

GCACAAGTCATTAATGGTCAACATTTGTTCTTTGAAAGCAATGGTAACCAAGTTAAGGGT 5160 

--------..... ~ ..... -----------------H epe l 1tJ ¡¡ D1recla A~~---- Repull<lil D1rectil 

A O V 1 N G O H L F F E S N G N o V K G 

CGTGAATACACGGCTACTGATGGTAAGATGCGCTACTACGATGCAGATTCTGGTGATATG 5220 

-- Repol1da D11octa ~ 
R E Y T A T O G K 

t= Ropet1da Direcla N--
M R Y Y O A O S G O M 

GTGACGAATCGCTTTGAGCGAATATCAGACGGATCATGGGCATATTTTGGTGCTAATGGT 5280 

---- Rupot1cla Directa NI-----'-- Repetida Direcla k-

V T N R F E R 1 S O G S W A Y F G A N G 

GTTGCTGTAACTGGTGCACAAAATATAAATGGACAACAACTGTATTTTGATACCAAGGGT 5340 

--··------ Fl<Jpet1da D1rect" 

V A V T G A O N 
A--

G 
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CATCAAGTGAAGGGAGCTGCAGTAGCACAAGCTGACGGTAGCCAAAAGTATTATGATGCA 5400 

H"pi!t1rl.i 011,,1:L1 A-------_J 

H O V K G A A V A O AD G SO K Y YO A 

AATTCTGGAGAGCTGATTAAAAGCTAACCGAATTTAGCTAATAACACAAAAAAGTGTCAT 5460 

< 
N S G E L K S . 

CAATTAATTGGTGGCACTTTTTTATGCTAATATTTTTTCAACAAGATGCGTTATTTGACC 5520 

- Fin de la Transcripción -:i 

AAGACCAAAAGCTTCAATAAAGTGAAATCTTCGTTCCCAGCGGTCTTGTTTTGAGGGGAT 5580 

TTCTGAGAAATAAAAATCTACTAAAATTTGGATAGCATGTGAATTAGCTTCCTTTTCGTC 5640 

TGATAATTTTGAAAGAGGTGAAAATGCGTAGGTATCGTTGCTTCTTGTGTAAATTAAATG 
5700 

AGATATTTCATGCGCAATTCGAAAATAGCGACTAAAATTTGTTTTGTAATTATTGTTGAl 5760 

GATAGCTCTTTTACGACCATTTGCCACATCTGGGTCAAGTTCTGTGCCATCAATATGTAl 5820 

TAATATCAAACCATTTTTTTGCACGATTTGTTCAAGATAGTTTGAAATTCTGTCATCTAT 5880 

GTACACTGAAAATTAATCCTCTTTTGTTT 
5909 

Figura 16.- Secuencia nucleotídica de 5909 pb aislada de L. 111ese11teroides IBT-PQ con 
los oligonucleótidos PQ+l l y PQ-10. 
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V.2.1. Arnllisis de In secuencia pcptldlcn 

El gene de la clvrP codifica para una prolefna de 1454 residuos con un peso molecular 

de 160.5 kDa y un p.I calculado de 4.5. En un análisis de identidad con la base de datos 

(llLi\ST) se observó que la Dsrl' presenta una identidad del 95 % con la DsrT5 y con 

fa secuencia de la proteína Lmesl684 proveniente de la cepa de l. 11u!se111emicles ATCC 

8291 cuyo genoma fue secuenciado recientemente. Con respecto a las denuis 

glucosiltrnnsferasas reportadas. la Dsrí' presenta alrededor de un 50 % de identidad 

(tabla 4). En este análisis se observó que la Dsrí' presenta la estructura propia de los 

glucnnsacarasas: péptido señal, región variable. región catalítica y dominio de unión u 

polímero (figura 17). 

P.S R.V 

!1 

• 6 

Re¡:ión catalitica Re¡:icín de uniim a polimcro 

d d_dAA AN!Y_AA 

Figura 17.- Representación esquemática de la organización estruclural de la DsrP. P.S= 
Péptido se11al. R.V= Región variable. An= Aminoácido. /1,d,l:i. =Corresponden al tipo 
de secuencia repetida directa. 

Se realizó un análisis de comparación (dendograma) con las secuencias reportadas de 

las gíucosiltransferasas (figura 18). en él se observa como se encuentran separadas las 

dextransacarasas del género Leucono"toc de las glucosiltransfcrasas de S1reptococc11.1· 

spp; así mismo se observa como la DsrP, DsrTS y Lmes 1684 están agrupadas en un 

ciado independiente de las demás dextransacacarasas. 
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r:GR-B_L 

DSR-C 

DsrD 

DSR_S __ L 

Lmes07,)2 

~------/lsr 

Dffi-E 

L'°"s0iN7 

OSR-!ü 

DSR-T _L 

CF..RT5 

Lmesl684 

C6RP_L 

C:iTF-K_S 

GTF-J __ s 
GTF-S_S 

100. 00 

subs1i1ucioncs por 100 rcsit.luos 

Figura 18.- Dcndogramn de las dextransacnrnsns del género leuctmostoc y 

glucosiltransfcrasas de Streplococccus spp. 
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Tabla 4.- Tabla de identidad cnlrc la D.rl' de / .. 111t.'.\·e111t•roidt'.\' IBT-P<J y la!'t úifcrcnlc!-. 

DsrA 57 % Monchois ( J 996) 0792 50% NCBI (2002) 

Dsrll SJ % ~1onchois ( 19'18) c:rm 5J % Shiroza ( 1 '187) 

DsrC 51 º.IÍ1 Arguclln ( 111119) wrc 52 'X) llcda ( 1'1'18) 

Dsrl> 50 º/O Ncubaucr ( 200}) c:rm 5J 0/o l lnnda ( 1111)0) 
----

DsrE 55 '% Jlo1nnncl (2002) c;rrc; 52 f!/o Vkkcrman ( 111117¡ 

DsrS 50% llhalnagar ( 1'1'16) wn 52 'X, Sall>(l'l1JJ) 

DsrT 95 °/o Funanc (2000) Gtí.J .Jú%1 Ciilford ( 1'1'11) 

l>srT5 95% Fu na ne ( 2000) C:trK . .l(, (~ ~' Ciilford ( i'J9J) 

Asr 45 °/o Arguello (2000) c:rm 52 i~'Í1 Fujiwara (2000) 

1<>1!4 95 ~ó NClll (2002) c;rrs 47 ~/o Ciilrnnrc ( l lJ'IO) 

0847 62 °/o NCBI (2002) Gtíf 48%. lnouc ( 1'111'1) 

V.2.2. Péptido scrlal 

De acuerdo al programa Signa! P Vl.I (Niclscn, 1997) se iden1iticó el péptido serlal de 

la Dsrl' localizado del residuo Mct 1 a In Aln4 I (figura 16). En un alineamiento con 

sus homólogos de la DsrS y DsrC se observó que la región central del péptido se1lal se 

encuentra conservada ( Jigura 19). Con respecto al péptido señal de la DsrT. la Dsrl' es 

13 residuos más grande. Sin embargo. la secuencia restunle esta 100 % conservada enlre 

estas dos enzimas. En la secuencia nucleolidica del péptidn serlal se localizó una 

secuencia repelida inversa entre los nucleótidos 26 y 37 del gene cfo·/' (ligurn 16). 

DSRS 

DSRC 

DSRP 

DSRT 

_MPFTEK_VMRKKLYKVGKSW_VVGGVCAFALTA_SFALAT 

NVLIKERNV_RKKLYKSGKSW_VIGGLILSTIML_SMTATS 

MRNRNVTSVFRKKMYKS_KGMLVIAGSV_SIIGVTSFIQQAQA 

MYKS_KGMLVIAGSV_SIIGVTSFIQQAQA 

Figura 19.-Alineamiento de los péptidos señal de las DsrS, DsrC, Dsrl' y DsrT. 
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V.2.3. ncgliin Vuriuhlc 

La región variable de In Dsrr se localizó entre Jos residuos /\sp42 al Jle88. estu región 

como su nombre lo indica mostró una baja identidad entre las GTF's reportadas. Dentro 

de esta región se Jocnli1.aron siete regiones repetidas directus scguidus unu de otra. u 

excepción de In primera que se encuentra separada por dos residuos de Ja segunda 

repetida (figura 16). Cada secuencia repetida consta de 12 residuos ricas en treonina. 

ticido nsptirtico y nlaninn. (Figura 20) 

61 D_ATTT_ DKS 68 

71 TNDKATTTADTS 82 

83 TNDKATTTADTS 9' 

95 TNDKATTTADTS 106 

107 TNDKATTTADIS 118 

119 TNNKATTTADTS 130 

131 TNNKAATTADTS Ul 

Figura 20.- Alineamiento de Jns secuencias repetidas directas de Ja región variable de Ja 
Dsrr. 

Este tipo de organizaciones se han descrito en Ja DsrT y DsrE u las cuales l3ozonnet y 

col. en el 2002 llamaron motivos T y S respectivamente. para el caso DsrP el motivo rue 

similar al de la DsrT. Sin embargo, se desconoce la fünción de este arreglo. 

V.2.4. ncgión Catalltlca 

Ln región catnlfticn de la Dsrl' se localizó entre Jos residuos Aspl89 y Gln971 (ligurn 

16), dentro de ella se localizaron los residuos Asp 473, Glu5 l I y Asp 589 que en su 

conjunto forman lo que se conoce como la triada catalítica (DED). Estos residuos se 

conservan entre las glucosiltrnnsíernsas y se sabe son importantes en Ja cnttilisis de estas 

enzimas (figura 21 ). 
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Dentro de la región calnlflica se localizó In región que se conoce como el sitio de unión 

sacarosa la cunl se ubico del res id un t\ln465 al llc485 

(ANFDSIRVDAVDNVD/\DLl.QI). Se localizó lnmbién In secuencia homóloga al sitio 

activo de la Dsrl'cntrc los residuos Gly424 y /\sn-147 (figura 21). 
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Figura 21.- Alineamiento de la Dsrl' y dermis glucosiltrunsfcrasas reportadas, en él se 
sc11alan los residuos DED triada catalítica que se conservan entre la glucosiltransferasas. 
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El residuo Thr594 de la Dsrl' se menciona como un residuo importante ya que en las 

GTF's del género Streptococcm se ha observado que interviene en la estructura del 

glucano sintetizado (Shimamura y col. 1994., Monchois y col. 1996). Este residuo 

dentro del género Streptm·occm no esta 100 % conservado, mientras que en el género 

l.euco110.\'/oc se le encuentra como Trconina. 

Los residuos Asp 440, Asn44 I, Ala476, Trp477 y Ser478 de la GtfS de Streptococcu.• 

clownei corresponden a los residuos Asp476, Asn477, Asp512, Trp513 y Ser514 de la 

Dsrl' respectivamente. Se sugiere que estos residuos desempe11nn un papel importante 

en la uni<ln con la molécula nccptora y en In transferencia del residuo glueosilo. El 

residuo Asp5 l 2 de la Dsrl' es el (mico residuo que dilierc con respecto a la GtfS. Sin 

embargo, en el género le11c1111oswc este residuo se presenta como Asp, mientras que, en 

el género Streptococcus varía. 

Como se ha mencionado, In Dsrl' y DsrTS presentan una identidad del 95%. Sin 

embargo, dentro de la región catalítica se localizaron 17 residuos diferentes entre estas 

dos enzimas (tabla 5), los cuales se localizan fuera del la región del sitio activo y del 

sitio Uc unión a sacarosa. 

lhrl• N (i [) N s A F /{ V (J /' 11 N u 11 ,., 
JllK l'l'I ;?fll 2 l'I :?H :?~: :!:'i-1 :!7'1 1ll1 HP "' '47 'l'IU 'lf1K 57-1 7-11 K:?1 

lhrT!\ /) /) V E T T {) l. (! e; 11' A {_) /) T {_) V 

2-0 :?-1-1 2·1fl :?ó.f :?Kti 297 2'1'1 JW m Jtl5 ·111.1 59;? )•}'I hlJ hl'l 7Mt1 KM~ 

Tabla 5.- Residuos diferentes de la región catalítica entre la Dsrl' y DsrTS. 

···-···-·--·· 
1 

1. ' ·. . l 

FAL.Lf~-\J-i:; Ui.\:·\_¡LNj 
51 



V.2.5. l{egión de unión n glucnno 

Ln región de unión n polímero ó glucnno como se le conoce, nbarca un 32 % de la 

protelnn total. se ubica del residuo Gln971 n la Serl454 (figura 16). Dentro de esta 

región se locnliznron 1 O regiones repetidas de unión a pared celular pulntivas segiln el 

programa http://pfam.wutl.edu./cgi-bin/nph-hmmscarch dentro de las cuales se 

localizaron las secuencias repetidas directas. De acuerdo a la clasificación de las 

repelidas 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 pcptfdica de las repetidas directas de la DsrP lile prácticamente 

idéntica n las de lu DsrT5. salvo por nueve residuos distintos distribuidos en cuatro de 

las repetidas directas como se muestra en la tigurn 22. 

Al inicio de la región catalítica de la DsrP. entre los residuos Thrl92 y Lys212 (figura 

16). se localizó también unn posible secuencia de unión a pared celular similar a las 

repetidas directos del dominio cnrboxilo, pero del tipo 13. Este tipo de cstructurns se hnn 

descrito en diferentes glucansacarasas, principalmente al inicio de In región cataliticn 

como es el caso de la DsrE (13ozonnet y col. 2002) y DsrP (F'unane y col. 2000), donde 

la identidad entre las diferentes enzimas es muy alto. Sin embargo. hnsla el momento se 

desconoce la función de dicha estructura. 

A 21 nuclcótidos rlo abajo del codón de paro se localizó unn secuencia invertido 

repelido de 18 nucleótidos que ni aparcarse forman unn horquilla (figuro 16), esta mismn 

secuencio fue encontrada a la misma distancia en el gene DsrT5, en donde se sugiere 

que puede estar involucrada en la terminación de la transcripción del gene. 
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1"TYYYDDNGQIKKNFATVIDGK 212 

233TYYYDDEGQIKKNFATVIDGK257 

lll"wYYFDKNGYMTYGFQTVNDN1154 

110 ºWYYFDKNGYMTYGFQTVNDN11199 

11"WRYFDKNGVMANAGLTTVTVDGQ1221 

1244WRYFDKNGVMANAGLTTVTVDGQ 1267 

12"IQYFDKNGIQVKGTSVKDADG1244 

1269 IQYFDKNGIQVKGTSVKDADG1289 

1246LRYFDTDSGEMVTNRFGEKTDGT1268 

1291LRYFDTDSGEMVTNRFGE~DGT1313 

1269WSYFGADGIAVTGAQTISGQ1288 

uuWSYFGADGIAVTGAQTISGQ 1
"

2 

1354 HLE'E'ESNGN0VKGREYTATDGK1375 

13"HLE'E'ESNGNQVKGREYTATDGK1
"'

2 º 

u 77RYYDADSGDMVTNRFERISDG1397 

1422RYYDADSGDMVTNRFERISDG 1442 

13"WMYE'NKKGNVVTGAQVINGQ1353 

1379W~YE'NKKGNfVTGAQVINGQ1" 8 

u"WA YFGANGVAVTGAQNINGQ1418 

1444WAYE'!!ANGVAVTG~QNINGQ1463 

1419QLYFDTKGHQVKGAAVAQADG1439 

1464QLYFDANGHQVKGAAV!5°QADG1484 

Figura 22.- Alineamiento de las secuencias repetidas de unión a pared celular putativas. 
dentro de lus cuales se localizan las repetidas directas del dominio carboxilo. La primer 
secuencia corresponde a la repetida del dominio catalltico. _muestra los cambios entre 
la Dsrl' y la DsrT5. 

V.2.6. hlentific:ichin de un 1msihlc gene regulador de l:i Dsrl' 

A 624 pb río arriba en la c:idena complementaria del gene clfrP se encontró una 

secuencia de 439 pb (figura 16) con un 21 o/o de idcntidud con el gene regulador rgg de 

S. gonlo11ii. el cual se sabe regula de forma positiva a la GtfD (Vickerman y col. 2001 }. 

Por alineamiento (figura 23} calculamos que para aislar completamente el posible 

regulador en la cepa 113T-PQ faltan aproximadamente 100 pb, los cuales corresponden a 

la purte final del gene. La secuencia obtenida muestra también un 23% de identidad con 

el gene r~D de,\'. gordonii que se localiza río abajo en la cadena complementaria del 

¡·---~~------~~-C'.t)f:·· ·1 
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gljlJ. aim no se ha dilucidado tu participación de este gene en tu regulación de lns GTFs. 

pero se sabe que pueden regular la expresión de proteínas distales. 
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Figura 23.- Alineamiento de In Rgg. RggD y In región previa n In DsrP. 
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V.3. l~•11resi{111 de In proteínu 

Unu vez obtenido el gene 1lvrl' con los oligonucleólidos l'Q+ 1 1 y l'Q-1 O se clonó en el 

veclor TOPO-XL, In conslrucción rcsultnnlc lite llamada (TOl'O-l'Q). Esla consrrucción 

lleva el frngmenlo de 5.9 Kb dcnlro del cual eslá conlenidn Indo el d\'/"/' con su propin 

región promotnrn. Esln conslrucción se lrnnsformó en E.L'oli Dll5a (E.C.TOl'O-PQ) a 

la cunl se le rculizaron ensayos de medición de aclividud por DNS en el sohrenadante y 

en los rcslos cclulurcs, amhos provenientes de un paso de sonicación (ver materiales y 

métodos). Con cstns mucstrns se corrieron geles de actividad. Tanto la mcdicidn de 

actividad por DNS como los geles de activi<lad proporcionaron resultados negativo~ de 

expresión de la Dsrl'. 

Con el nbjelivo de expresar la prolcínn se di seriaron los oligonueleólidos PQ+ 15 y l'Q-

15. los cuales. umplilicnron el gene dvr/' n parlir del 410 nucleólido has111 el codón de 

paro. Con estos oligonueleólidos se mnplilicó un fragmento de ·1365 ph sobre el ADN 

eromosonml de la lllT-l'Q (tigurn 24). el cual conlcnía llnica y exclusivamcnle el 111-r/'. 

Eslc fragmento se clonó en el veclor de expresión pllAD y la conslruceión reulizadn 

(pBAD-PQ) se trnnsformó en E.co/i DI 15a (E.C.pllt\IJ-1'()). 

-----..;¡..,pt> 

4365 ph -----.. 
4-----•"-rh 

Figurn 24.- 1fo·/' amplilicndo por l'CR con los oligonucleólidos PQ+ 15 y PQ-15. 

55 



1\ la clona E.C-pBAD-f'Q se le realizó el perlil de expresión de la Dsrf' utilizamfo 

mahinosa como inductor. In concentración de nrabinosa que indujo mejor In expresión 

observada en gel li1e de 0.02 % (ligura 25). Una vez obtenida dicha conccntrución del 

inductor se corrió un gel de actividad con los restos celulares de la E.C-pBAD-J>Q y se 

tillt\ con el reactivo de shifi para ver si hahía síntesis de polímero (ligura 26). 

1.- Marcador de peso molecular 
2.- tv1ucstra sin inducir 
J.- Muestra inducida con 0.00002 º/o de nrnbinnsa 
·l.- tvtucstra inducida con 0.0002 % de arubinosa 
5.- Muestra inducida con 0.002 % de arabinosa 
6.- l\:1ucslra inducida con 0.02 % de arnhinosa 
7.- f....1uc.!>tra inducida con 0.2 ~~de amhinosa 

Dsrl' 

Figura 25.- l'cr111 de c.,prcsión de In Dsrl' en E. coli utilizando arabinosa como inductor. 
• Indica la mejor conccntraciún de arahinosa que induce la expresión. 

.... . ,_, 

~~r:;?:·i~f· 
: .. "''/ 

Dextrana 

Figura 26.- Gel de actividad incubado con el reactivo de shif1, en el gel se observa la 

dextrana teñida producida por la E.C-pBAD-PQ. 
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V.3.1. Exprcsliin de In l>srl' en E. c11/i 

Una vez obtenida In mqjor concentración de arnbinosa que induce la expresión de la 

DsrP en In E.C-plli\D-PQ y al observarse que es capaz de sintetizar polímero se midió 

entonces la actividad tanto en el sobrenadante como en los restos celulares ambos 

provenientes de un paso de sonicación (ver materiales y métodos). La actividad en el 

sobrenndante li1e de 0.06 U/mg de proteína. en tanto que. en los restos celulares li1e de 

0.026 U/mg de proteína. 

Con las mismas muestras que Sl: midió actividad por DNS se corrieron geles de 

actividad y se incubaron con sacarosa (figuro 27-i\). Como control se utilizó la cepa 

silvestre de la IBT-l'Q y la DsrS de la 13-512 F expresada en E.co/i dentro del 

laboratorio. ambas con capacidad de sintetizar destrona. En este gel se observó In 

producción de polímero en el sobrenadante y en los restos celulares de la E.C-pBAD· 

PQ sonieada, así como en los controles de la IBT-PQ y la B-512 F. Una vez observado 

el resultado del gel de actividad. éste se incubó con dextrnnasn. enzima que rompe los 

enlaces a l -46 de la dextrana. esto [1himo para confirmar que el polímero sintetizado 

era dextrana. La desaparición del polímero en los controles fue total. mientras que en los 

restos celulares y en el sobrenadante aún permaneció um1 porción del polímero sin 

hidrolisarse (figura 27-B). Suponemos que esta porción de dextrana que no fue 

reconocida por la dextrnnasa presenta enlaces a l -43 yn que en la cepa silvestre 

Chellapandian y col. reportaron que el polímero producido por esta cepa presenta 

enlaces de este tipo. 
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Figura 27.- Geles de actividad. A.- (icl incubado cnn sacarnrosa. B.- Gd A incubado 
cnn dcxtranasa. 1.- Rc~tns ct:lularcs sin inducir. 2.- Restos celulares inducidos. 
3.- Snbrcnadanlc sin inducir. 4.- Sohrcnadanlc inducido. 5.- IBT-PC). 6.- DsrS 
C:\prcsuda en l·.:.coli. 
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VI. DISCUSION 

Se aisló el gene cfo·/' que codifica para la dcxtransucarusa Dsrl' de L. 111<'.l'<'lll<'roic/es 

llJT-PQ la cual presenta una rnasa molecular de l 60kDa que concuerda con el tamaño 

reportado por electroforesis por Chellapandian y col. en 1998 (166 kDa} pura esta 

enzima. La DsrP lile muy similar tanto en tamai1o corno en estructura con las 

glucosiltransferasas reportadas en In literatura, ya que presenta en su estructura primaria 

un péptido señal, seguido de una región variable. un dominio calalítico y una región de 

unión a polímero. 

En el análisis comparativo de la secuencia de la Dsrl' se observó que presenta los 

residuos clave en la cat¡ílisis, Asp 473, Glu5 l I y Asp589 (triada catalítica}. además 

presenta un 95 % de identidad con la DsrT de l. 111e.1·e111eroide.1· NRRL ll 512-F. una 

dcxtransacarasn truncada y alrededor del 50 % con las demás glucosiltrnnsfernsas 

rcportndns (tabla 4). Del alineamiento de las secuencias pcptidicas de la DsrP de las 

glucosiltransfcrnsas de Strt•ptococc11.1· .l'JIJI· reportadas en la literatura y de las secuencias 

de las tres posibles dextransacarasas que reporta el NCBI se realizó un árbol de 

identidad (figura 18). en él se observó como se separan en dos grandes grupos las 

dcxtrunsacarasas Ucl género ,\'treptococ:cwi de las dcxtransacarasus de L. 

111e.\·e111eroicles. Dentro tic las dcxtranscarasas se observa como se agrupan 

principalmente en tres ciados importanles y dentro de cada uno de estos ciados se 

localiza una dcxtransacarasa diferente de In cepa ATCC. Es bien sabido que en / .. 

111e.\·e1Ueroide.\' se puc<.lcn encontrar una o mtis glucosiltrnnstCrnsns activas como es el 

caso de L. 111<•se/l/t'roic/es NRRL ll-1299 y NRRL B-1355. donde se han localizado dos 

dcxtrnnsacarasas diferentes( Monchnis y col. 1996., Monchois y col. 1997., Cote y col. 

1983). Sin embargo. no se descarta que el n(1mcro de genes presentes que codifican para 

glucosiltransfcrasas sea mayor en cada cepa de /.. 111e.1·e11teroicles al reportado 

actualmente en la literatura, pero debido a procesos como recombinaciones que resultan 

en la pérdida de secuencias que generan proteínas no funcionales como la DsrT, 

(Funane y col. 2000) o bien por procesos de regulación se expresen solo una o dos 

glucosiltransfcmsns. 

Diferentes estudios hnn proporcionado una u una lns secuencias de las dextransacnrasns 

reportadas que ni ser agrupadas por alineamiento de sus secuencias pcptfdicns coinciden 

en el tipo de polímero siritcti7.ado, tnl es el caso de In DsrS. In dcxtransacnrnsa más 



estudiada y utilizada en la industria fue ngrupadu con lu DsrD recientemente publicudu 

(Neubauer y col. 2003) que tambicn ha sido utili7.ndn n nivel industrial y con quien 

presenta más del <JO % de identidad con la DsrS, observandose que la dextrnna que 

producen ambas enzimas son muy similures. más del <JO % de enlaces a 1 -> 6 en In 

cadena principal del polímero. i\ su vez, estas dos enzimas ll1eron agrupadas con la 

DsrB y DsrC que también sintetizan un alto ninncro de enlaces a 1 -> 6 (tabla 1 ). 

En un segundo grupo de las dcxtransacarasas encontramos a la DsrE putilicada por 

llozonnct y col. (2002). esta enzima presenta dos sitios catalíticos. una organización 

poco corní111 en esta familia de enzimas. En el amHisis la DsrE se agrupó con la enzima 

1.mcs 0847 de la cepa i\TCC que también presenta la misma estructura pero de la cual 

se desconocen sus carncteristicas lisicoquimicas y hioquimicas ya que ninguna de las 

dcxtrnnsacarasns de la cepa ATCC han sido cnractcrizndas. 

Como se csperahn pura la DsrP, éstn se agrupó con In DsrT-DsrT5, así como con In 

tercer dextrunsacurasa encontrada en la Arce. Lmcs. 1684. la identidad entre estas tres 

enzimas fue del <J5 %. Pese n la gran identidad entre lu DsrP y DsrT5 a nivel peptídico 

existe una gran diferencia entre los polímeros que sintetizan ambas enzimas. í'unane y 

col. en el 2002 reportaron que la DsrT5 expresada en E. co/i produce un polímero 

insoluble con un 40 % de enlaces a 1 -> 3 y 50 % de enlaces a 1 -> 6, mientras que, 

Chellapandian y col. en 1998 reportaron que In cepa IBT-PQ sintetiza un polímero 

soluhlc en agua 20 % de enlaces a 1 -> 3 y 80 % de enlaces a 1 -> 6 (un nito % de 

enlaces a 1->3 füvorcce que el polímero sen insoluhlc). Hasta el momento se desconoce 

que residuos participan en la determinación del tipo de polímero que sintetizan lns 

glucosiltrunsferusas. Sin embargo, entre la Dsrl' y DsrT5 encontramos en la región 

catalíticu 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 i\sn254, l lis303, Val350, Gly448, i\rg574 e His74 l. Resultaría 

interesante realizar estudios de mutagenesis sitio dirigida de estos residuos y analizar si 

participan en el tipo de polímero que se sintetizen. ¡\ nivel de la región de unión n 

polhncro también se localizaron diferencias, purticulnrmcntc dentro de las regiones 

repetidas directas (figura 23), los cuales desconocernos si determinen el% de enlaces 

f! 1->3. 

60 



En /.. 1111!.1'1!11/eroides NRRL B-512 F no se encontró expresión de la DsrT por lo que no 

se sabe donde se encuentra. si asociuda n células o cxlracclularrncnlc. pnra ello Fununc 

sugirió que es una enzima extracelular ya que In proteína presentó un péptido señal 

típico de estas enzimas. Al comparar el péptido sc11al de la DsrT con su homólogo de 

la DsrJ> observamos que el de la DsrJ> es 13 residuos nuis grande (figura 19). Sin 

embargo. al comparar In secuencia nuclcotídica río arriba del gene clvrtobservmnos que 

es idéntica a la Dsrl'. solo que Funane consideró nuis pcque11o el péptido señal. por lo 

que, nuestros resultados sugieren que In DsrT puede ser una enzima asociada u células 

como la DsrJ>. 

Río arriba del gene cl>r/' en la cadena complementaria se localizó una secuencia de 439 

pb con una identidad del 21 % con el gene regulador 1~~. el producto de este gene 

regula positivamenre Ja transcripción del gene glfG de .S'. gortlonii. En Ja secuencia 

genernda por el proyecto genómico del NCBI se buscó Ja secuencia del posible gene 

regulador de Ja Dsrl'. localizándose exactamente n la misma distancia río arriba de la 

proteína Lmes 1684 con la cunl Ja DsrJ> tiene Ja mayor identidad. En S1rep1ococc11s ·''l'I'· 

se ha observado que e:1isten diferentes enzimas reguladas por reguladores del tipo rgg. 

estos reguladores se caructerizan por tener un motivo hélice-vuelta-hélice en el extremo 

amino terminal; para el caso particular de la Rgg de S. gcm/011ii éste nwlivo se localiza 

entre los residuos Leu 11 a la Thr 46. Mediante el programa Protein families databases 

of aligments and 1 IMMs (Bntenmn y col. 2000). se observó que la secuencia obtenida 

previa al Dsrl' con identidad al rgg no es un gene regulador ya que carece del motivo 

hélice-vuelta-hélice característico. 

La expresión hetcróloga de la DsrJ> en t:. co/i bajo su propia región promotora fue nula 

ya que no se observó actividad dextransacarasa en la clona E.C.TOPO-J>Q 

probablemente por la incompatibilidad de promotores entre los sistemas Le11co11mtoc-E. 

coli. Para el caso de la clona E.C. pBAD-PQ que contiene el c/.vrP con un promotor 

inducido se observó una actividad de 0.06 U/mg de proreina para el sobrenadante y de 

0.026 U/mg de proteína proveniente de los restos celulares. estos valores son muy bajos 

si se comparan con los valores de la cepa silvesrre que son de 2.08 U /mg·' de células. 

Sugerimos que estos valores mínimos de actividad sean debidos a que la enzima no se 

secreta al medio extracclular qucd1índosc inlracelularmcnte en forma de cuerpos de 

inclusión. Casos similares <le h¡tia expresión de dextransacarasas en sistemas 

U
. [l I ( !.:·1¡.¡ 

l\i \.Xflf" 
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hctcrólogos como E. mli han sido descritos en la DsrB (-Monchois y col. l IJ98) donde 

In expresión de la proteína aún biüo un promotor inducido es muy bajn comparudo con 

los valores de la silvestre. 

. '. 
¡----· - 1',. ... ' 
\ .. ._\V .. • '· , 1 
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VII. CONCLUSIONES 

Se uisló el gene i/.1·r/' que codifica para In dextransncarasn (Dsrl') de /.. mes<•11temitles 

IBT-PQ y se expresó en /!. coli bujo un promotor inducido. 

Ln estructura primaria de In Dsrl' fue similar al que presentan lus glucosiltransfernsus 

reportadas en In litcrutura, principalmente con In DsrT5 de/.. 111<'.'<'11/eroiclcs NRRL B-

512-F con quien mostró unn identidad del 95%. Sin embargo. el polímero sintctizndo 

por In Dsrl' rccombinnntc fue soluble. en tanto que, el producido por In IJsrT5 es 

insoluble. 

Lu actividad de la Dsrl' en é.'.co/i fue muy bnjn, 0.026 U/mg de proteína en el sobre 

nndante y 0.06 U/mg de proteína en los restos celulares, lo cual atribuirnos n que In 

dextrunsncnrasa sintetizuda por el sistema heterólogo E.C.pBAD-PQ permanece dentro 

de cuerpos de inclusión. 
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VIII. PERSPECTIVAS 

La cnrnctcrización del polimcro sintetizado por la E.C.plli\D-PQ mediante resonancia 

mngneticn nuclear será de gran ayuda para determinar con exactitud el tipo de polímero 

sintctizndo por este sistema ya que la determinación del mismo en el presente trabajo se 

realizó ímicamcntc por geles de actividad en los cuales se observó una porción de 

dcxtrana insoluble de In cual se desconoce el tipo de enlaces que presenta. 

La gran identidad entre In Dsrl' y DsrT5 (95%) hace pcnsnr que ambas enzimas son In 

misma. Sin embargo, los productos sintcti7.ados por cada una son diferentes. Por lo que 

será interesante estudiar los cambios de los residuos di!Crcntcs de la región entalítica 

entre estas dos enzimas en la Dsrl' y ver que tipo de polimcro se sintetiza. 

El análisis de la secuencia nucleotídica del 1fo·P mostró regiones interesantes, como las 

secuencias repetidas directas de la región variable y las regiones repetidas directas de In 

región de unión a polímero. Hasta el momento se carece de información que indique si 

estas regiones n!Cctnn In actividad de In enzima. Por lo que, experimentos de remoción 

de estas regiones seguido del análisis de los productos sintetizados brindarán 

informución acerca de sí son o no necesarias para que la Dsrl' sea una enzima activa. 
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