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Introduccién. Las lectinas son un grupo de proteinas o
glicoproteinas que reconocen de manera especifica
carbohidratos de la superficie celular y/o en
suspension”). Estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza, en plantas, animales y organismos inferiores.
La funcibn de las lectinas las hace potenciales
herramientas en el andlisis de la estructura de las
membranas, deteccion de tumores y purificacion de
glicoconjugados. Por otro lado, los actinomicetos son un
grupo de bacterias filamentosas productoras de
metabolitos con diferentes actividades biologicas.
Particularmente, hemos identificado una proteina
inactivadora de ribosomas (RIP) de S. coelicolor con una
elevada toxicidad; tanto para células eucariontes como
procariontes. A esta proteina se le pretende fusionar una
lectina preferentemente de Streptomyces, con la finalidad
de dirigir su toxicidad sobre un blanco especifico. Una
secuencia (lecsl) proveniente de Streptomyces sp MG1
tiene una posible actividad de lectina con afinidad por
arabinosa o manosa. Por su parte, las membranas de
tejidos tumorales tienen composiciones Unicas en
residuos de carbohidratos, particularmente de arabinosa.
También en las membranas de actlnomlcetos patégenos
tales como Mycobacterium y Nocardia®. La manosa se
encuentra en algunos tipos de células tumorales.

Por esto, antes de obtener la proteina de fusion (RIP-
Lectina), es necesario determinar si el gen lecs/ codifica
para una proteina con actividad de lectina y es capaz de
unirse a la pared de ciertos microorganismos patégenos
como Mycobacterium'y Nocardia.

Metodologia. Los genes lecs! y egfp se amplificaron por
PCR. Digestiones y ligaciones de acuerdo con fabricante
(Promega®). Corte del pldsmido pBSDKO0.6sma con Drall,
relleno de extremos cohesivos con T4pol, insercion
dirigida del gen recombinante con extremo cohesivo en
EcoR1 y ligacion de extremos romos. Expresién de
proteina heterologa en S. lividans TK24 con plasmldo
plJ486 segun técnicas de Vrancken K. 2007 9. La
proteina de fusiéon obtenida; Lectina-proteina verde
fluorescente, se utilizara para identificacion de la posible
unién a membranas de Mycobacterium.

Resultados y discusion. Para comprobar la afinidad por
residuos de arabinosa o manosa de la supuesta lectina
se decidié fusionarla con una proteina verde fluorescente
que funcione como proteina reportera. Para ello se
fusionaron los dos genes. El gen lecs/ de la supuesta
lectina a partir del genoma de Streptomyces sp MG1 vy el

gen egfp del pldsmido pQM5062. Esta fusién fue
insertada en el plasmido pBSDKO0.6sma. El inserto nos
permitié generar un casete de expresién conformado por
péptido senal-lecslegfp. Dicho casete de expresion se
insert6 en el plasmido plJ486, con el cual se expresa en
S. lividans TK24 (Fig. 1). La quimera lectina-proteina
verde fluorescente se pondrd en contacto con posibles
células diana (Mycobacterium, Nocardia y/o células
tumorales) para analizarse por micrografias de
fluorescencia. Identificadas la actividad de la supuesta
lectina, se construira la fusién lectina-proteina inhibidora
de ribosomas, para dirigir la toxicidad.
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Fig. 1. Mapa del plasmido construido

Conclusiones. Se ha logrado fusionar el gen lecs/ que
codifica para una supuesta lectina con el gen egfp que
codifica para una proteina verde fluorescente, con la
finalidad de determinar su unién a arabinosa y/o manosa.
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