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Introduccién. En la actualidad se han desarrollado una
amplia variedad de sistemas de expresion de fragmentos
proteicos de interés agricola, en su mayoria para
Escherichia coli, presentando limitaciones, como bajos
rendimientos, protedlisis del producto expresado o su
acumulacion en el citoplasma formando cuerpos de
inclusion, lo que dificulta su purificacién e inhibe su
actividad, y en consecuencia provoca bajos rendimientos
(1). Esto se podria resolver con un hospedero insensible
a sus efectos, y con el desarrollo de un sistema de
produccion que minimice sus efectos sobre ellos.

Con el objeto de dar solucion a estas dificultades en la
expresion de proteinas o fragmentos proteicos bioactivos,
se propone el uso de una cepa de Streptomyces lividans
como modelo de expresién presentando una estrategia
basada en la construccion de un vector de replicacion
auténoma.

Metodologia.

« Eleccion y diseiio del CAP in silico.

« Modificaciéon estructural y estudios de confiabilidad.

« Diseiio del cassette de expresiéon

coliDH5c

« Clonacién en el vector de expresién para Streptomyces
lividans

« Sobre-expresion heteréloga en Streptomyces lividans

« Evaluacidn de la actividad contra fitopatégenos

« Clonacién en el vector de amplificacién para Escherichia ]
« Identificacion y cuantificacion. ]
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Resuitados. Con el vector desarrollado, se logro la
expresion de un fragmento proteico con actividad sobre
diferentes fitopatégenos. Los principales elementos
incluidos son el promotor y péptido sefal de
Streptomyces venezuelae, permitiendo la secrecion del
fragmento proteico al medio, facilitando su recuperacién y
disminuyendo su toxicidad sobre el organismo productor.
Los resultados obtenidos muestran la eficiencia del
sistema, con un incremento de por lo menos diez veces,
sobre las estrategias existentes (2).
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Fig. 1. Izquierda: vector de éxr;resién. Derecha actividad sobre Bacillus
subtilis del fragmento proteico expresado.
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Fig. 2 Tricina SDS-PAGE: Linea 1 marcador de peso molecular; lineas
2- 5 péptido sintético; lineas 6-10 péptido en medio de cultivo.

Conclusiones. La sustitucion de un Glu por Ala en
posicibn 14 potencié6 la actividad del fragmento
producido. El vector, potencia la expresion del fragmento
en forma activa, logrando la produccién de un fragmento
téxico para la célula hospedera de forma répida, y a
menor costo que otros sistemas de expresion
previamente reportados (3,4). El nuevo sistema de
produccién minimiza los efectos sobre la cepa hospedera
y esta a su vez la degradacion por proteasas
intracelulares.
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