Sobreproduccion de dextransacarasa en Leuconostoc mesenteroides modificada genéticamente
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Introduccién. Las glicosiltransferasas son enzimas que
catalizan el traslado de un residuo glicosilo de una molécula
donadora hacia diversos aceptores. Dentro de este grupo se
encuentran las glucosiltransferasas como |las dextransacarasas
gue transfiere un residuo glucosilo de la sacarosa a moléculas
aceptoras con liberacién de fructosa, El producto de la reaccion
es un polimero de ato peso molecular llamado dextrana
compuesto por unidades de glucopiranosa con enlace a (1-6) en
la cadena principal y ramificaciones variables que presentan
enlaces a (1-3) a (1-4) a (1-6) o a (1-2). Adicionamente a la
sintesis de polisacaridos también catalizan reacciones de
sintesis de oligoscaridos El principal organismo productor de
dextransacarasas es L. mesenteroides. El objetivo de este
trabgjo fue obtener cepas de L. mesenteroides capaces de
sobreproducir  dextransacarasa mediante  modificaciones
genéticas.

Metodologia Las manipulaciones de DNA se llevaron acabo
segln Maniatis, 1982. Las construcciones fueron introducidas a
L. mesenteroides mediante electroporacion. Las cepas fueron
crecidas en medio MRS con eritromicina 5my/ml a 25°C sin
agitacion. Las determinaciones de actividad dextransacarasa
fueron llevadas acabo en sobrenadantes de cultivos crecidos
en sacarosa y extracto de levadura a 25°C, sin agitacion a una
densidad Optica de 6 a (650nm). Las determinaciones de
azucares reductores se llevaron acabo mediante DNS.

Resultados y Discusion. Debido a la falta de vectores capaces
de replicarse en L. mesenteroides se llevd acabo la construccién
de herramientas moleculares para ser utilizadas en nuestro
andlisis. Empleamos d plasmido pGhost9::1SSI (1); fue capaz de
replicarse en L. mesenteroides, este plasmido es utilizado para
realizar mutagenesis a azar, contiene una regién de insercién
ISSI ademas de un origen de replicacion termosensible. De este
plasmido se tomo el origen de replicacion, asi como el cassette
de resistencia a eritromicina para fusionarlo con el pldsmido
pBluescriptSK (vector de clonacion en E. coli). La fusion de
ambos plasmidos fue denominada pCOC14 (figura 1). Esta
construccién contiene dos origenes de replicacion; asi como
dos cassettes de resistencia uno para Leuconostoc
mesenteroides y otro para E.coli. El gen dsrS de 4.6 Kb, que
codifica para la dextransacarasa de L. mesenteroides B512F fue
tomado del plasmido pCGN1223 proporcionado por lacompafiia
Calgene. Se subcloné un fragmento de 7 Kb que contiene el gen

dsrS en e plésmido pCOC14, esta nueva construccion se
denomind pML 159 (Figura 1).
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Figura 1. Construccion del vector utilizado en Leuconostoc
mesenter oides

El pML159 se introdujo a L. mesenteroides. Se determiné la
actividad enzimatica a la cepa recombinante, en la cua se
observé un aumento de un 55% en la produccion de la
dextransacarasa. Estudios sobre la estabilidad de estos
plésmidos en L. mesenteroides se llevaron acabo.

Conclusiones. Es posible la sobreproduccion de la
dextransacarasa en L. mesenteroides mediante aumento de
dosis génica
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