VIl Simposio Internacional de
Produccion de Alcoholes y Levaduras

PRIMER EVIDENCIA DE UNA PROTEINA CON FUNCION INACTIVADORA DE RIBOSOMAS
EN UN ACTINOMICETO.

Ana G. Reyes, Nick Geukens, Philip Gutschoven, Javier Barrios, Jozef Anné y Armando Mejia.
Departamento de Biotecnologia. Universidad Autonoma Metropolitana. Av. San Rafael Atlixco 186. Col.
Vicentina. 09340 México DF. AP 55-535. Tels. +52 (55) 5804-6453,

Fax. +52 (55) 5804-4712. E-mail: ama@xanum.uam.mx

Palabras clave: Streptomyces coelicolor, Proteina Inactivadora de Ribosomas, Actinomicetos.

Introduccion. Los  actinomicetos son bacterias
productoras de un amplio rango de metabolitos de interés
industrial. Streptomyces coelicolor es la cepa mejor
caracterizada genéticamente (1), sin embargo adn se
desconoce la funcion de la mayoria de sus genes. Tal es
el caso del gen ripsc (SCO7092) de S. coelicolor cuyo
producto presenta similitud con las Proteinas
Inactivadoras de los Ribosomas (RIP) (2). Estas
proteinas son N-glicosidasas, capaces de inhibir de
manera especifica la sintesis proteica, algunas veces
causando la muerte celular. Las RIPs estan clasificadas
en dos, las del tipo 1, con actividad N-glicosidasa y las
del tipo 2, con N-glicosidasa pero también con actividad
de lectina, lo que les facilita su entrada a la célula. La
citotoxicidad de las RIPs las hace atractivas
biotecnolégicamente debido a que pueden ser aplicadas
de manera eficaz contra blancos especificos (ej. En
agricultura contra patégenos, en medicina contra células
tumorales y como antiviral, entre otros).

El objetivo fue demostrar que el gen ripsc codifica para
una RIP activa, y evidenciar por primera vez la existencia
de una proteina de éste tipo en un actinomiceto, lo que
abre las posibilidades a la aplicacion biotecnolégica.

Metodologia: Obtencién del gen ripsc por PCR.
Clonacién del gen ripsc en pET3a. Sobre-expresion de
RIPsc en E. coli BL21(DE3)pLysS. Purificacion de RIPsc
(3). Transformacién de S. lividans con pBSDK-ripsc.
Sobre-expresion de RIPsc en S. lividans. Andlisis de
actividad de RIPsc in vivo e in vitro. Andlisis Westernblot.
Transformacién de S. cerevisiae W303-1A con pESC-
ripsc. Aislamiento de RNA de S. coelicolor. Amplificacion
del gen ripsc por medio de RT-PCR. Obtencion del gen
ripsc interrumpido con el transposon Tn5062 para la
construccion de una mutante Aripsc.

Resultados y discusion. La concentracion de RIPsc
obtenida por sobre-expresion en S. lividans no fue
cuantificable. En E. coli resulté en cuerpos de inclusién
por lo que para su purificacion se emplearon técnicas de
renaturallzacmn cromatografia de afinidad en una
columna Ni**-NTA y deteccién por Westernblot (Fig. 1).
Para la actividad se realiz6 traduccion in vitro de
luciferasa, observandose una clara disminucion de la
traduccion cuando RIPsc fue incluida en el sistema.
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Fig. 1. SDS-PAGE (12.5%) Comassie. Carril 2: Cuerpos de
inclusion por sobreexpresion en E. coli BL21(DE3)pLysS. Carril
3: Elucién en columna Ni2+-NTA. Carril 4: RIPsc después de
Quick gel filtration refolding.

La actividad in vivo de RIPsc pura sobre hongos y
bacterias intactas, no tuvo ningln efecto sobre el
crecimiento. Por otro lado se cloné ripsc en el vector de
expresiobn para S. cerevisiae pESC  inducible por
galactosa; cuando la expresion de RIPsc fue inducida se
detecta la muerte de la levadura, lo que demuestra que
dentro de la células RIPsc inhibe el crecimiento (Fig.2).
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Fig. 2. Transformante de S. cerevisiae W303-12. A. Sin
induccion de la expresion del gen. B. Con induccion.
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Por RT-PCR se encontrd que el gen ripsc se expresa en
condiciones de cultivo para la produccién de
actinorodina, no asi en medios en los que no se produce
el antibidtico. Por lo cual, considerando que la
actinorodina es regulada por el gen bldA, se sugiere que
la expresién de ripsc también esta regulada por este gen,
el cual requiere la presencia de un codon TTA al inicié de
la secuencia, misma que se encuentra en el gen ripsc.

Conclusiones. Se demostro la presencia de una RIP de
tipo | con actividad N-glicosidasa en S. coelicolor. La
expresion del gen ripsc podria ser regulado por el gen
bldA.
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