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INTlODUCClON: 

OPTIRlZACION DE LA EXPRESION DEL GEN DEL 
'FIAGWENTO ~LENOW' D~ LA DNA-POLlMERASA 1 
IAJO EL COMTlOL DEL PROMOTOR P L 

trtdl .. nclon1I del DN•, ' con lo\ 1v1ncet de lo\ úlllllO\ tr11nt1 1fto~ 

en 11 r .. 1 de 11 blolotl• eolecul1r 1 le 1en•tlc1, 101 clentlftcot '' 

hor han lo1recto uft .--110 ' •rotundo tnttndi•ltnlo dt 11 n1tur1lt11 

~utelc1 del 1tn ' de 1u funcl6n blolotlc1. 

lltritndo 11l un1 nu1v1 dl .. n1IOn 1n tl ettudlo di lo• •1terl1l11 

1tnttlco1. El ,,, .. ro de J101 '' ti d11cubrl•ltnto d• 111 

'utden rtconoc1r ' corter 11cu1ncl1\ ttPtelfle11 del DIA 1tn1r1ndo, 

P"941n ttr rtconocld11 por 111 1ndonucl1111t di rttlrlectón \On dt 1 

a é p1re1 dt b•••• dt t .. efto r ton ••llndró~lc11. Dtptndltndo d1l 

tl•o di 1n1le1, 101 e•tr11101 dt cor\1 r1\ultant11 pu1d1n 11r • 
cetlt1tvo1 • ~ue llenen S' o 3' ltr•tn1l di c1d1n1 11nclll1 

1ellrt11&lent1 o '"'dtn 1er • r1\ur1do1 • ~u• no lltntn lltun t1r•ln1I 

'°''''•llt•l•. In le fltur1 l 11 11tllflliflc1n 1l1uno1 d• 1tto1 

Atlore, 101 fr111111nto1 r11ult1ntt• dt un• dt1e1tlón tn1l•it1c1 

Pueden 11r v1i1ltos • unir tr1cl11 • 1• tcclón de 11 1n11~a 

DMA-li~111, dando co•o r11ult1do, dlfer1nlt\ formas de co~btn1t1on de 
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Fl1.1 L•t 1n1t111 de r11trtccl6n 11n, tn r11lld.,, 
1ndodto•lrrlbonucl11111 qu1 rtconoctn r corten 11cu1nct11 11,1clflc11 
en ti D•A. Etl•• ttcutftcl11 ttlln c01111uttl11 nor11l .. nt1 di cu1tro t 
'''' 'ªr'' dt b•••• 1u1, tn tu 11porf1, ton 11cu1ncl11 ••llndr61tlc11, 
., dtclr IUI 11 \tCulftCll dt ,., b•••• IUI I• lnt11r1n 11 11 ., ••• In 
•~b•s hdllct• tot1•l111nt1rl•• cuendo 11 111 1n 1111111 dlr1ccl6n d• 
s· a 3' o vlct'ltru. In 11 flture, 111 11cuncl11 reconocldu '°' In 
1nzl111 dt rttlrlctfon ttlln 1ncu1dr1d11 ' 111 fl1ch11 Indicen 101 
sllio\ dt corlt. Lot Hlr111101 rnulhnl11 del corte 'uldtn ttr 
ra\uradot o cohttl'lot tttún ti tl'o d• tftrl••· Por 141.,10, dtl corle 
d• EcoRI rttulten ulrtlllot cot\HI"º' con ltr1lnal S', del di Pttl, 
con ltr111inal 3' 'dtl di •••111, d1 utrtlllOt ruur1dot. 
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los fragmentos. Este pro~eso Pu•dt real Izarse • In 1tltro • y por lu 

tanto, recibe el nombre de 1 RECO"BlHAClOH DE DMA In vttro • <rtg.2l. 

El otro acontecl•i•nto e; •l d•scubrlal1nto d• los 1l1•entos 

genéticos otracromosómtcos: transposones, •Plsoaas y pU,•tdos, y 

con bu• en lo\ cu•l•s, se hizo la construcción del pl&u11do p&R.32.2 

(J¡ co•o un 1tehlculo molecular que Ptr•ltto d1r un Pi'º rlr•• •n 11 

desarrollo dt 11 1n11nl1rt• genftlc•. 

Un ,1&,•ldo •• un• •oltcul• clrcul•r de DIA de dabl1 c1d1n•, de 

t .. 1fto v1rl•bl• y que tiene I• c1p1cid1d dt 1uto-d"'ltc1clón dentro 

de I• ctlul• hu••-•d en rore1 ind1•1ndl1nt1 del llA cr09l•~lco. 

Ahor1, el •l•••ldo •11324 tiene v1rl11 vent1411 ,.,. utilli1r11 c090 

un vehfculo •olecular, -u• son: 11t1 pl6t•ldo tiene un t1•1fto 

rel1t1v ... nte 'e-uefto con 4JOO p1re• d• b1111 1 tiene dot •1rc11 

f1nottpic11 -u• ion: r11l1tencl1 • .-.1ctlln1' • tetr1clcltn1 ' 

lleva vario• 1ltlo' únlcot de corte de tnzlH• de rettricclón, lot 

cual•• •er•lten 11 ln•erción dt rr11•1nto' dt DIA heteróloto y I• 

ldtntlflcaclón dt l•' •oltcul1• hlbrld1s por ti nú .. ro di ••to• 

titio\. 13J 

Por lo t•n•r•l, h in11rclón dt 

htteróloto en ti ,1a,mtdo t• r••llz• di 

1l1un fr11•1nto di 

l• •l-ut1nt1 ••n•r•: 

DIA 

11 

'''••Ido p 11 DIA htt•ró 1090 que '' de••• ln11rt1r 'º" d111rldot con 

un1 tndonucltt'• de r1ttr1cclón 1 lo cu•l 11n1r1 1110ltcul1\ lln11l1s 

dtl vthlculo ' dtl DMA heterólogo con .. tre111os cOt11Pl1 .. nttrlos, l\\O'> 

fr1t•1nto1 •u•d•n ''' llt•dot tntr• si por la acción de 1• tnzl•• DMA 

1111••· Pottertor•ente, est•s nu1v1t molfculas h1brldas son 

tntroducld•s en 111 ctlul1s b1ct1rlan1t por un proce\o ll•••do 
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s r 
P AATTCGAGATATAG·oH 

~ r 
P·MTTCCCCCAGGCACAG·OH 

HO-GC TC TATATCTTAA· p 
3 5· 

+ HO·GGGGGTCCGTGTCTTAA·p 
3' 5 

º" p 5AATTCGAGATATAG~AI ¡ccc e CAGGCACAG 3 

JGCTC TATATCT \~GGGTCCGTGTCTTAA 5 
P OH 

¡ LiyHi de ADN 

lull 
5 • . 
AA TTCGAGAT A T AGM T Te e e e CAGGCACAG 3 

3 GCTC TATATC T TMGGGGGTC CGTGTCTTAA 5· 

• liglll 

Flg.2 hco111b1n1c1on de DNA 1n vltro. El DNA de cu1lquler 
origen 11 \Ir digerido <:on un• enzima de restricc1on qu• en t\te cuo 
11 EcoRI, que 9en1r1 pequ1~01 fragmento1 con 101 e•tr11110\ de corte 
ld1ntico1.E1ta prop1ed1d Ptrm1te 'alinear' do1 1egm1nto1 a travh de 
101 pu1nt11 de hidrogenc que 1e Pueden for111ar entre lu blld\ 
co111pl11111ntarla1. Fin1l111nt1, con I~ 1cc16n de la l 1gua de DNA, 1e 
Pu•d• for11ar la un1on c1v1l1nte fo1fod1•1t1r entre 101 txlre11101 de 
101 do1 \egmento1, dtndo u1 como re1ultado una nu1v1 111olfcula 11 
htbrldi, C11Je r1c1b1 el n?•brt de DllA RECOllBINANTE. 
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de 1 

P lasm1cto •JeseJ•Jo son st Ieee iona•Jas poY l~s m~r·:as fenot 1r1cas de 1 

p[asm1dr; o ror S•JS slll'JS un1cos rJe restriccion. ÍJP. est.i forma, el 

DNH heterólogo o reco~b1nante es propagado con gran velocidad 

111ed1ante el cultivo bacteriano. Esta metolo91a recibe el nombre de 

CLOllAC!ON MOLECULAk DE DNA que iunto con la tecn1ca de 

Reco111b1nac1on de ONA 1n v1tro e\t&n englobadas en el termino de 

llGENIERlA GEllET!CA y dt 1hl ti n1cl1itnlo dt esl• nueva d1clPlln1. 

Con 11 1p1rlc10n de l1 ln9en11rt1 genft1c1, H 1br1eron nuevo• 

c11uno• P1r1 11Uchn rt11n de 1nvut1g1clón, l1lu co1110: 11 blolotl1, 

11 .. dlcin1 11 11ricultur1 etc. Aclu1l111ente, '' h1 logr1do purificar 

t•n•• de org1nl•110• •up1rtor1•, lnclu11v1 hue1no• 't•Pre•1rlo• tn 

c•lul•• •1cterl1n1• co1110 E•cherichl1 coli. L1 .. todolotl• con•l•I• 

en: purlf1c1r el •lllA del ten dtH1do 'Hdl1nte la 1cctón dt I• 

1n1i•• tr1n•cr1pt1•• rtvtr•a, se hace el DMA co111pl111nt1rto <cDllA) 

dtl •ANA purlflc1do, Y fln1l11nt1 11 cDllA putdt •tr clon1do tn 1lgun 

vthlculo •olecul1r 11d11nt1 un1 •trie de 11nlpul1cion11 co1110 ' ' 

111u1•tr1 tn 11 fl9ur1 4. Con 1111 llft~o ''hin obtenido c1ntld1dt• 

contlder1bl1t dt prottlnl\ 1ctiv1•, 111•• coeo 11 •01111to•t1tln1 <SJ, 

11 1ntull11116l, el 1nttrftrón(7,9l , 11 hor•ona de crec11111enlo('ill, 

que 'º" dt •u•• i11Port1nci1 tn .. dicina, qut con lo• mftodos 

conYtnc1on1l1• no'' Putd9 Cltlttn1r t•ctl .. ntt 111 •u•n• c1ntld1d. 

lin •••rto, h obtenclOA de un.1 deter111ln1d1 protttno tn 

ctlul•• •1cterl1n1• f9pende tllllltfn de 11 1dtcu1da 1111nlpulacf6n de 

11• ••~•les rttul1tor11• -ue reconocen lis •1ctri1\. Qulz6• las 

\tft1l•• -ue •at 1te~ciOn ~•n r1c1b1do 'ºr '•rtt de los 1nve\tlqadores 

\on lo\ ''º"'°'°'"· h en ni• unt Ido t ido qui el pruenle trabaJo 

'''ª •"~arc•do, r• que t11ne como obJtlivo dt optimizar la eMprt\IOn 
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F19,J Clon•clón MOltcul1r. El vthlculo Molecul•r, en e1t1 c110 
un Pl61Mido, y el DMA hettr6logo que '' de••• clonar ion dlttrldoi 
con un• endonucle11• de re\trlcclón. E't• dl1e1tlon 91ner1 Mol•cul•s 
llne1lt1 con e•treMos de corte ldentlcos que, en pr11encl1 dt 11 
llg111 de DN~, 11 un1n coval1nt1m1nte. De e•t• M1n1r1 ti fr19Menl~ de 
DNA h1terólogo <paujerol es unido 11 v1htculo y puede Hr 
lntriducldo en la1 bacteria\ como E.col! Mediante el mec1nl1M1 de 
tre1n,lorM1c!On. 
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Fig.• Clon•clon ftol1cular d1 DNA comple11entarlo a mRNA de genes 
1uc1r ton tu. Un• YIZ que H t ltne el •llilr\ d1 un gene eucu lon t1 de 
lnter•s, '' •lnt1llz• 11 DN~ co11pl1111ent1rlo <cDMr\J del mRNA mtdl•nte 
I• 1cctón d1 l• 1nilM1 traracrlplu• rtvtru. Para lnlcl•r la 
rt•ccJón 1nzt11~tlc~. \a \r~n~~·1~l1sa r1v1r•• requ11re di I• 
•tr1t1ncl1 de un Prl111ro, lo cu1l s1 logr• 11or la idlc!On di un 
oll•o-dT qui s1 1\ocla con la r1glOn poil-A del 111ns11Jero. L• prlller• 
coPli \lnl1tlzad1, co11Ple11entaria al mRM~, se termina con la fomaclón 
de un 'uncho • o 'paudor' con el mRNll. El h lbr 1 do de RllA-DNlt Puede 
ser ••P•rado lr1tando con una \oluclón de NaOH, y el DNA dt cadena 
•encilla resultante I\ utilizado co110 molde para la segunda copia del 
cmM~. fin•lmente, el cDM~ puede ser tratado con la nucleasa Sl y 
clonado en un vehtculo 11olecular. 

7 



del gen 'lue cod1f 1:0 P•rd el fr·dgmento >.len0., Je la :Nt.-po~1~i:rasa 

de E. ·:úll 1\12. hta opt1m1zac1on ~e realizo utilizando el pr.)motor F­

L del bactri6fi¡0 lambda. fara una meJor comprenston de este 

proyecto, a cont1n~•c1ón sedaran un¿ serie de antecedentes. 
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l\NTECr.Ut11:;. i 

l. SISTEMAS DE EXPRESION GENETICR 

l.a uprtHlón eficiente de un gen recot11binante en c~luln 

proc1rlonte\ requiere un1 eflclente espectf lca tr1n\crtpc!6n del 

DMA, tr1duccl6n dtl IN• Mtn\1Jero, y d1p1nd1 de otro1 t1ctor11 Mil. 

Por tinto, •• lnt1r111nt1 1 lMport1nt1 h1c1r un1 r1vl1l6n •obr1 

altuno1 de lo' \l1t1•1\ de •••r•\lón, para ~u1 '' t1nt1 un1 ldt1 

clar1 d• 101 factor•• ~u• 1f1ctan 11 •••rttl6n de un 11n 

rtcollbi n1ntt. 

El ,,, .. , 'ª'º d• l• ••Prt\IOn ttn•ttc1 11 11 tr1n,crlPcl~n 

donde l1 llA·poll111ra11 ''une al •r0110tor • lnlcl1 11 tr1n1crtpclOn. 

La tflcl1ncia dt 11t• •roe''º d1p1nd1 d1 la 1flntdad di I• 

IN'·•oll.-er111 'º' tl PrOlllOtor, 1 11ta 1flnld1d tttl r1l1elonad1 con 

11 'tcutncl1 nucl1otldlc1 dtl •roMotor. Lot an1ll1l1 de 11cu1ncl11 

nucltottdlc11 dt 11Ueho1 •r011otor11 dt E.coli r1v1l1n la •r•11ncl1 de 

dot rt1ion11 1lt1111nt1 con11rv1d1' ~u• 11tln loc1ll11d11 alrededor dt 

~ ''''' dt b1111 lr1tlón -35) 1 10 p1r11 de b1111 lrttión -lO) 1nt11 

del 1ltlo di lnlcl1ctOn tran,crt•cton1l 1 cu111 11cu1nci1• con1tn\o 

ion: TTGACA p1r1 la r11t6n -35 y TAT•AT •ira 11 rttlón -10 

re~pec•tv1111entetlO, 111. Con base en e~tos ~~ludio~ •e ha d~Mo\tr1do 

~u• 11 1fici1ncl1 d1 tr1n,crlpclón I\ ••~or cu1ndo l• 11cu1net1 

nucl1ottdic1 d1 11' do\ rttlon1' del Pro•otor '' Ml\ \IMIJantt a 11 

\ecu1ncl1 con1•n•o, lo cu1l "º' pu1d1 brlnd1r una •~ud& tn 

\tl1ccton1r pro1110tor1\ 'fu1rt11• p1r1 ''' utlltz1do1 1n 11 ••Prl,16n 

de gene\ het1r6logos. No ob1t1nt1, 11 utilld1d de un proMotor 1n 



TABLll I. los pro111otores mas ut i l llado~ en la 1n9er11ena genét 1ca 

-- -· -· 

llOPIBRE DEL SECUENC 111 VEHICULO ' l'IEDlü DE 
PIO"OTOli:. NUCLEOD I T ICA ltQLeCULA~ REGULACION 

~1cu1nc i a -35 -1 (J 

con unto TTGAC11 •• ,. UT/\AT ~·"!!""•""""~!!' --------
·. 

La' -UV5 TTTACll •• ,. TAT/\AT P0P20~ .. l3 (12 ¡ Aus1nc1a de l ac-
tou. Inducción 
con IPTG 

Trp TTGAC'1 •. i, TT/IACT PTrPSD5:-) ( 13 i l nduc•: len e on 
ac 1do 3-indol 

.·. acril1co o ausen-
c1a de triptof ano 

p L TTGAGA •• ,,óAtMT PPLC24' pPlc26, 
pP~¡~311 !l SJ. Temperatura 

', : F>~C3ü \16),p ó \ 17' 142 e ' 
Tac I naACA ¡ ¡. ¡TftTAAT pHGH807T ac I ( l4l 1 nducct ·~·n con 

lFTG o ausencia 
de lactosa. 

-------
Tac I 1 TTGACA,, .,TTTAAT pHGH907T ac I 1 í ¡.¡, 1 n~ucoon con 

1 IPTG o ausenc 1 a 
de lactosa. ... ___ , ._.., 

rac5-lci TTüTCA •••• TATAAT --------- ---------
·---· 
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tf1c1t"Cli ~• lren\cripc1c)n, ~ino tamb1en POI' la faci.!1dad de su 

regul.o:ion. E• la tabla 1 se muestran los promotores 111as utilizados 

co110 \ i\l1t11i\ ·l• i•Prl\lOn para e~presar genes re~omblnanlts. 

El F•C~0tor Lac-UUS es un derivado del promotor Lac silvestre 

d• E.col1 que ~onl1tn1 una mul•cion, la cu•l au111enta l• 1fict1ncl• de 

l• tr•~scr1pcion. En COllPirecion con 11 promotor s1lv1\tr1,•\tl 

prQ9Jtcr preunt• •ol••nl1 un tipo de r19ul•clOn, pues, en 1uuncl1 

de h l1ctou " otro Inductor, 11 pro110tor H ••nt lene ••1t1do 

'º' le uniO~ ittl re•ruor L1c 11 º"er1dor. il 'ro111otor func1on1 

cu1nfc 11 c•lul• •• h•ll1 In Prtitncl1 di 11cto•• o •or la •dlclón 11 

Mdio di cul t 1vo, dt un inductor COlllO ti IPTG 

1uoprc.Pil-tl'l1cgal1cto\idol, 11 cu1l " un• 11 repruor L1c y lo 

d1spr1nd1 dtl op1r1dor( 18J. 

!l prom~tor l•c '' 11 •l•tt•a ••• utlliz•do h•sla 1hor•, 

1unque 1\ d~bi!. Etto '' debt •que 1\ •ur ''cil dt rtgular(l9J, 

in comP•r1ciOn con 11 promotor 11c, el pro•otor trp '' cu1tro 

v1ct\ 1111s fu1rt1. L• tMPrt\IOn 94nic1 ••dl1nt1 tsl• pro•otor ••t• 

r11ul1d1 POf u~ .. c1ni••o di r1pr1•or-op1r1dor 1i•il1r al del sl~t••• 

l•c. 11 11\ductor ¡¡r•luito tn Htl CHO U ti •e Ido 3-indol1crlllco. 

for otro 11do, l• inducción t•lllbi•n '' '.Yldt h•c•r tn 1ustncl1 de 

trtptof•~ 11 ti .. dio d1 culti~o. Piro, c~n ••t1 .. todo 11 

t!MIUCCIÓ~ no 11 .. , '•cil dt !09r1r11, dtbl*>. -u•'" IU\IMCll d•I 

induttor, un1 tól• copl1 dtl ten dtl r1,r11or tr• Putde producir 

1uflcl11tt\ r11:>rt\er11 ,.,.. ••nten1r P'tflr llllido el pro111otor, a PIU~ 

tlel 111cree111to c:Jll nuMro de co1>1•~ del Clf'fr•dct l~\li. 

fl pro•otor P L I\ un ""Olllotor dtl b•clr1óf•go lambda qui, en 

\u ciclo ~• lnfe~~1ón, promotor d1r1ge la tran~cr1pción temprana del 
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DHÍI en dlrP.CCl(')n hac:i~ l~ 1zqu1erda desde el gr!n N hasta el gen 1nt 

<21 ). P l. es u11 promotor bastante fuerte y ~s\á requlaci<J ·:le 11.Hlb 

maneras. Ld mas 1mpor\ant1 de ella& es, el promotor puede ser 

reprimido por el producto del gen el 1 represor el en la fa~e 

temprana de Infección y en la fase lardla, por la pro\etna del gen 

ero. Por otro lado, el 'i>ltio Nutl., localiudo 44 paro de b.uH 

dt\Pufs del promotor, puede int1racc:1on•r con I• RNA-polim1r1sa en 

a.oci1c:ión con 11 protetna del gen N, lo cual no p1r111it1 la 

ter•in1c:lón de I• tr•n1cripciOn en t1rt11ln1dor•• N \en1iblt1. lito, en 

•l1uno1 CHO\, 1uu11h con1ider1bl11111nte 11 efici1ncl1 dt 

lr•ntcrtpctón dt un deltr•ln1do ten 121). 

El ti•t••• dt t••rt\lón con P L ••• uttlt11do, '' b••• tn 11 

eai1te11cl1 dt un r110 l1 .. d1 111.1t111te ~ut 1dt•i• •• litóteno, lleva el 

ttn el mutado < cl857 > ~u• codtflc1 'ara 11 for•aclón dt un r1pre1or 

ter1101tn1lbl1 &1te rtPrt1or ti ca,11 dt reprl•lr l• tr1n1crtpclón 1 

28 \ r no 1 42 t, '"" 11 ,.,rt\or " l111cth1 1 Hh 

te•t1'tural22l. 

Otro• 1l1le•11 dt 1•pre1i6n ion 101 ~u• 1e b1t111 en lo• 

pr0110lore1 hlbrldo1. 101 de 11101 ton lo• ll1•ado1 T1cl r T1ell, lo• 

cual•' fueron con1truldo1 1ut~lc11ftente uniendo 11 rttlón -35 dtl 

pr0111otor trp' 11 re1tón -10 del ''OllOtor l1c Junto con 1u ot11r1dor, 

y lo1r1ndo1e ª'' 11 1ecuenci1 con•tnto en 1•• dot r11tont1 del 

11ra11otor C TTGACA tn I• rttton -JS J TATAAT en 11 retlOn •10 >. L1 

diferencl1 entre 101 ''OllOlore\ T1cl y T1cll 11 eftcU1ntr1 tn tl 

nu•tro de nucleOtidot .,,1ctador11 entre 11 rettOn -3S ' 11 rettOn 

-10, que " de leí 111rn dt btH' 11ar1 tl hcl ~ 17 'ª'" de bnn 

p1r1 el T1ctl. Ad•~''' ti Tactl contitnt un1 •ul1c!ón en 11 ret16n 

-10. 
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:J.;l promotor t.-p conltt!ne la re91on -35 ,J~I pr . .:imolor •.1 lvestre de 

~hH-ribosQmal y al 1gu.~l q1Je Tac! y Tac!!, lleva también la reg!On 

-10 del prom.:itor Lic y su operador. 

Se ha comprab•do que estos promotores hlbrldos son mucho m4s 

fuertes que sus promotores parentales son 19uilmenle fáciles de 

regul dr como el promotor lic, Puesto que l lev•n el operador lac, Sin 

•lllO•rgo, uno de lo\ grandes probl•~as de utlllZir los promotores 

~tbr1dos, '' que estos promotores son t¡n fuertes que pueden 

1nt1rfertr con l• duPllcac!On del Pl6•mldo, de modo que e\ dificil de 

clonarlos. Este problema todav1a no ha sido resuelto a s•tlsfacclOn 

ha\ta ahora, por tan\o 1 los promotores mas uttlldo• 1ctualment1 en 

e•Presar genes recomblnantn son1 lac 1 trp y P L. 

Ahora bien, Parct obt11ner un alto nivel de la expres!On 

genética, u n11culh tu1bt~n un• traducc1on etlctente del RNit 

mensaJero, lo cual re~ulere la Presencia del Sitio de UnlOn al 

kibosoma en E.col!. rara la ma~orta de los mRNAs de E.col!, el Sitio 

de Unlón al Ribosoma está compuesto de dos partes importantes: el 

codon de 1n1c1ac1ón AUG y una secuencia de 3 a 9 pares de base' antes 

del codon AUG, ll•lllado ucuencla de Shlne-Dalgarno cSDi qu• u 

compleruntari• • la secuencia del terminal 3 del RNA rlbo,omal 165 

C231. La secuencia Sh1ne-Dalgarno no es Igual en todol los mRNAs de 

E.col1, pero \I se ha identificado una secuencia conserva~a com~ en 

el caso de la secuehc1a consenso de los promotores. L1 un10n de mkAN 

•l ribo~oma P.S lacil1latL1 (;11~,1do la <secuencia SD se ~·;~,neJa mls ii l" 
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For ot1.:. p.irt~, ~sta union >!'> probablemente mcj,lada p01 la 

estruct'J'd ser.undaria en el extremo S 1el ~Nlt mensaJet•c, P•Jesteo q·Jt: 

"'la secuencia SO y lll codón son mls accesiblll y con mayor libertad 

a l.i subunidad 305, la traducclon e> moas eric1ente•24i. 

éstos factores de regulación traducc1onal constituyen la mayor 

Pirl1 de lo\ probl111•s para la expresión dt un 9en heterólogo en 

E.coli, sobre todo cuando tl gen es 1uc•rlonte, dtbldo a que el 11ltllfl 

tuc•rionlt no tiene un 1qu1v•l1nte de 11 'tcuenc1a SO que esta 

prt\tnt1 1n ti 11iNa dt lo' proc1rtontts(,5J, 

P1r• rt•olver ••to' •robl1M1•, •• hi clon1do I• •tcu1nc11 SD 

de 11 r1plic1•1 del viru\ "S2 fu\ion•ndo 11 codOn AUG con ti del gen 

h1t1rólo90 P•r• tener un frente dt lectura corr1ctoll5J. Tamb11n se 

h1 utiliudo el \ltio dt unión 11 ribo•oM• del gen cll del 

b1cterióf190 la111bd1 p1ra 11 uprulón del gen rho (29 ... Otra 

alternativa 111ás eficiente, qulz•'• par,¡ la traducc1on de un gen 

eucarlonte en E.coll, '' la de utilizar un Sitio de Unión al Rlboso111a 

slnlft1co, Con lo cual H han obtenido bueno\ ruullados para la 

••Prts1on del 91n de alfa-interftrOn huMano (30>. 

for otro lado, ••i•te otro factor que 1f1ct1 la eficiencia de 

tr•d1.1cclon del 11iU, 'que H: ti u\o y ti dtsu\o dt los codonu. 

S1bt90s que, tn 11 11a1or parte, exittn 2,4 o b codont\ para codificar 

wn \ólo .. inoac1do Se h1 Vl\to ~ut la ctlul• ••l1cc1on• ti u\o o 

dt\U•o dt •lguno dt ••lo\ codonts, ti decir, Pira 1.1n ••lftoaclfo 

dtttr•in1do '' U\I prtftrtntemtnte un codon dettr~1n1do , no todo\ 

lo\ codonu q•JI codifican para •I 1111t110 1111ino6c1do (2ol. hl• 

•rtftrtncla t•t• corr1l1c1onada con la abwnd1nc11 dt 11• diftrtnl•~ 

l\Pecie\ de illA\ dt transferencli, ya que cada codón t 1en1 \u proPlú 

RNl1 de lran>ftrenc1a y la abund1ncia di! la> d1ver>as esPl!':lt5 de RNH 
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de transferencia es diferente en las celulas eucar1ontes qu@ en las 

células procar1ont1s (271. En tanto que un c0dón en el m~NA 

eucar1onte es preferido en \u t\tado natural y puede ser d1scr1m1nado 

cuando este sea 1ntroduc1do en las cetulas procariontes y a causa de 

lo cual, la ef1c1enc1a de traduccion puede ser afectada seriamente. 

fara evitar este problema, se pueden utilizar genes sintetizados 

qulm1c1111ente con los codonn optimizados, y de uta manera se ha 

\intet1zado ti gen de 1lfa-1nterferon (281. Sin embargo, este 

proble•a no pu1d1 \tr resuelto total•ent1, ya que l• \lnttsi\ qul•ic• 

de un t•n es Muy C011Flic1d1, \obre todo cu1ndo '' trata de un gen llUY 

9r1nd1. 

Ftn1l1111nle, v1rio\ probltMI\ adicionales tienen qui \Ir 

con\ld1r1do\, cu1ndo '' dt\la expresar un 91n htterOlogo a un buen 

nivel en E.coli. Uno de ellos es •l de li\ cepas receptor1s, puts \e 

ha visto que, las niveles de expresión de un gen vartan en diferentes 

c1p1s. Por lilMPla, en l• \inle\I\ de int1rferon tn cepas de E.col1 

294 y E.cali PRl3 puede h1b1r una diferencia de mas de ocho vece\ de 

una CIP• a aira <191. L• r1zon de tsta v•rl1ciOn no \e conoce bien 

aun, probabl1M1nt1 putdt \tr por l• c•P•cidad de de9rad1c16n de 

protetnas y/o •RNA de diferentes ctP•s <191. 

L• 1st1billd1d dtl vthtculo Molecul1r, por otro 11do, ta•btfn 

puede Jugar un PaPtl IMPorl1nt1 In l• 1xpres16n g•n1ca, ya que la 

baJ• 1stabllid•d del vehtculo trie con\tgo la evidente baJa canltd•d 

de MRMA y por lo tanto, dtl producto proteico dl\tado. 

Rt\uMitndo podtllllO\ decir que, cu•ndo '' dt\e• opti•1zar \a 

txpreslon de un d1lerM1n1do gen tn E.col1, es nec1\ar10 consderar lo~ 

\1qu11nt1s puntos: 



1.- Tener un promotor fuerte pero que sea regulabl~ 

2.- Oue el gen que se desea e•Presar posea las senales 

optimas 

para la traducción ef lclente del mRNtt. 

3.- Que el veh1culo molecular que lleva el Promotor ~el gen 

en 

cue,tton se• ''table. 

4,- S1leclon1r c1p1, rec1ptor1' 1deeu1d1,, 

11. llPOITA•CIA Y flOPllDADES GENEIALIS DE LA DNA-POLllERASA l 

lado tu• el 'r'''"'' trab1Jo '' tr•t•r• d• 11 1w,re,lón dtl 

ttne tu• codlflc1 ,.,.el Fr11 .. nto Kltnow de 11 DNA-11olllfter•'• l, •• 

n1ct,1rto .. nclonar br1v111ent1 11 l""ortanel1 y 1l1un1' dt 1u' 

propl1d1d1' flilcoqul111tca' y 1n1l111itlc11. 

L1 D•A-,ollMtr1•1 '' un1 de 11' en111111• 1116' tmport1nt1• y 

.,, ''ludl•d•• tn el .. t1boll,1110 dt lo• icldo• nuclfico,, dtitllP•"• 

un lt1'9l utnchl durante 11 du11llc1clón y L1 rtnraclón del DH <31 

1 34l. Y vltnt •l•ndo c•d• vez 111h lt11Porhnte como un1 herr•111l1nta 

•n1lltlc1 y 1tr1111r1tlv1 en 11 qut111lca dt lo' icido' nuclflco' y l• 

biolotl• 111ohcular. Al1uno' de "'º' 1J111111lo• ion: 11 'ª"'"" 
qu1m1ca de 0L19onucl1ótldo\ o de tenes COIRl!Ltto\ 1 , 11 ucu1ncllclón 

del 01111 etc. 

~ntrt la\ enzima\ de la \lntt\i\ de DllA, la DllA-poli1111ra'a 

e; la ~•s abundante, puesto que tKl\ttn 350 coplas de esta molfcula 

por cada eflul1 de tipo silvestre (35l. La enzima consiste de una 
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l,vu~ res1auos de am1noác1dos que tiene un peso molecultr de 

107,:-Ju. La molecula de la DNli-pollll'·erasa 1conl1en~ sólo un Puente 

de d1sulfuro y un grupo disulfhyryl, e! cual puede un1ne a un a\01110 

de ~ercur10 sin que se afecte la actividad enz1111•ttca13ol Ba10 11~ 

cond1c1on11s \landard, una mol~cula de la ennma puede pollmenzar 

aproqudamenle 700 nucleótldo\ por minuto a 37 e· (351. 

L• DNA-pol1111erasa tiene cinco funcione' enz1mAtlc•s que 

lnclu)en In de: DNA-polimtr•ul37l, oQnucluu 3'-- s· <uonucluu 

11 )( 38' 39 i ' oonuciuu 5·-- 3 u 1) ( 40' 41) 1 

•ctivid•d dt interc1111bio de Pi~ofo\f•to <421. L• 

prlnc1Pal función de la enzi•• u la de poli111er1u, que catallu I• 

conden,aclón d1 los trlfo,fito-5'- dto•lrlbonucl•Otldo' <dNPPP> •n 

HA: 

dNPPP 
DNA 
dllP 

n 

DNA 
dNP 

n+I 
+ pp¡ 

E't• reacción necesita la pre\1nc1a absoluta de un 

ttllPl•do de DMA y un 'ºporte < primer > de DNA o RNA con un tMtruo 

ter111in1l 3'-0H 1b1erto. 

L• 1ct ivid1d de oonucl1na 3·-- 5 u 111ur i111portanh pira 

coPi•• el te111Plado d1 DMA con alta f1d1l1dad, raque t\t• 1ctlvidad 

intrlns1c1 de la enzl11a rtlllutve degrada la• nucleotidos no 

1p1ru~os en la c•dtna cr1cunle del DNA en el utru10 ttr•lnal 

3 -OH. El producto de esta r1acc1on es t•clus1vamente 5 -monofo•fato 

i f ig. 5). 

La actividad de ewonuclt1sa 5 -- 3 degrada la c•den• \tncilla 

mal aP1reada de menos de 100 nucleot 1dc.s, dt'>de el edre"'º te,.1un1l 

s• Y ~e liberan ~ono- u ol1gonucleOt1do; f 19.bl. Cuando el numero 1e 



... 
Flg,S P•tron de corte dt t•onucl••s• 3'·5 de l• DNA-pollmer••a 

l. E•t• 1ctlvld1d difiere de 11 de exonu,l1a~1 S'-3' en la dirección 
de dlgtst16n y que corta sol1mente lis bise• no 1p1r11das. 
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nucleót ldos no aparead•)> en cadena senct l la es mayor que lü•:·. no 

puede ser degradada por esta a:tlvldad enz1mat1ca. La pr1nc1pal 

funcion de la act1vtd•d de e~on•Jcleasa 5 -- 3 es la de removH las 

utructuras aberrantes de DNll en el 'camino• de la DNA-pol 1111ensa 1, 

tales como; los dtmeros de p1r1dlnas, el RNA residual que forma la 

doble cadena h!brlda de DNA-RNA. 

La pirofosforOllsis la act tvldad di Intercambio de 

p ¡ rofos tato son un• prot1cclón de la reverslbl lldad d• l• 

Plrofo•fato• en •~c••o: 

DMA 
dNP 

n 
+ 

Dll• 32 
dllP > + dllP PP 

n-1 

E•t1 r11ccton n•c••lt1 11 'r•••nci1 ••trlct• del 111old• de 

DllA r el •oportt 'rl111tr y u Inhibida por la pruencl1 dt 1 

t•trt1110 t1rmln1l dt 2-,3·- dld•o~irribonucleótldo• <43). 

El inttrc1111bto dt pirofoshto l111Pl lea 11 interc1111bto d• 

lo•f•tos dtl dto~irrlbonucleOtldo•-5'-trlfo•f•tos con el Ptrofosf1to 

lnortanlco: 

32 
PPI + dNPPP 

nu 
PPi + 

32 
dNP PP o 

32 
dllPP P 

E•t1 rt1cciOn pu1de lltv•rs• a cabo 1ún cuando ••t' 

PrHentt uno d• lo• cuatro trifo•fatos. La pruencla dtl DMA u 

ntct•arla pira est1 reacción r •I DNA no es afectado. 

Debido 1 la presencia de p1rofo•f1t1\at potentes en todas las 

c•lulH r durantt todo el t lll!IPO, probable111ente lis dos ul t 1111as 

•ctlvid•d•• d• li DN1t-poli111er1sa 1 no ocurren •tn vivo• <44i. 

En ruuman, de lu 5 funciones de la DNA-pol1mnasa l. la m~s 

Importante y esenc11l para la sobrev1v1nc1a de las celula\ es la de 
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Flg,& P1tron de corte de ••onucl11'1 5'-3' de lt DNA-poliM1r111 
l. E'tl 1ctlvld1d dl1l1re lis b1'•' 1P•r11d1' con 11 c1d1n1 • ltder • 
del DH 111old1. 
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pol1mer1zdcton de nucle1~\ 11J1)> en DNtt 4ut: 1mpl1ca la dupllcac1on del 

DNtt. En cond te tones fa ,o,·ab les, 1 a> otras func tones nci son 

1nd1spensables. 

El Fragmento l\lenow de la DNA-pol1merasa 1 es el fragmento 

grande con terminal carbo~1l11lca, que resulta por la pro\eoll'ilS de 

la DNA-pol lmerasa 1, en la cual, la DNA-Pol imerau 1 es cortada en 

dos fragmentos que son enz1maicamente activos. El fragmento gr•nde, 

ll•mado Fragmento Klenow, conserva las dos functonu t'ilnclalt'i de la 

DN1t-pol1merasa 1, que son lude poli111erasa y de 3'-- !5' oonucltHa, 

el fragmento peque"º también es enzim,tlcamente activo, pero \ólo 

contiene la actividad de S -- 3· tNonucltua 145,46>. La obtención 

del frumento Klenow "º' da lu f•cllldadu en ll purlflcacton por 'iU 

In facilld1du de utlluarlo en 

Hcu1nc1acion del DNit por el hecho de que ti Fra111nto l<ltnow tólo 

cont1•n• dos funcione\ enzlm~tlcas. 

3. INTRODUCClON SOBRE EL PL~S"IDO pCJ!SS 

Como ya habla descrito anteriormente, ti pro111otor P"e' un 

Promotor muy fuerte que dirige la tran\crlpclOn te111pran• en el ciclo 

dt 1nfecciOn de 1 bacter IOhgo IHlbda, y que puede ser controlado 

f6cil111ente por medio del represor el t1r111osen\ible. En la figura 7 se 

mut'itra I• secuencia nucleotldica del promotor PL, en donde'' puede 

observar que el f'L tiene 3 operadores. El operador 1, denominado OLI , 

uU situado en la rl!glón de -9 a -20 qtJe se sobrepone con la regiOn 

-10 del Propio Promotor; l!l opnador OL2 se encuentra ubicado en la 

re91on de -Jj a -55 que ~e ~obrepone con la re9ión -35 del promotor; 

•ZI• 
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.. 11 • ~ lau JA 

CieieF11•••T1cc11cc•c1•T1c1TccoocoT•o•o'Z"trc"TcTc•ccT•cc•••c•• 
CCICllCCICTICllCCl&TICTACICAIGCCGCATCTCCTA9AGAITIGAT9ITTTITT 

• 110 ·11• 

~-· •• 
''!F...-..:..;;...:.;;;-.:;-ir~~~~ 

e T 11• G e a e • ' e 1 1 e a 1 
~~:....;..~..:..;.~...;..;;-9il"'-"i-~~JTC 1 Tl.r U Te G YC 

, .... u .. 
1 

llCICICTllCCICCITIAAllTIACiCTCTTAAAATTAAGCCCTGAAGAAlllCAICIT 
,,.,.,,.,,.,,.,,.CTTC~ICTICGIGA~TTTTAATTcyGiACTTcTT~CCITCITI 
tlt •fl tH •fl •SO •fl 

leo 11 

,, •••• , •••••• ,,,,,,,,,,,.,,.,.cGAAICGIAGCITTG1iiffc 
.,,,,,,,,,,~c·•••cccc.c•c•CTATG~TTTGCTTCGfllCCTTlll ... ... ... .,,, ,,,, ~-·· 

•11. 7 L1 HCWlllCll llMCltotl•lcl di 11 r11IClll . PL-OL ''ª 
••~••rl6f110 a ... ,. clo111•0 111 ti ''•••Ido ''L1a311. •••••• ~Mt lo• 
tr11 °''r1•or11 11t6n 11rc1do1 co11 cM1dro1 ' 111 'º' r11l61111 dtl 
•rOllOtor 11t611 e1rc1•11 con CMldrot d1 lf1111 'Mnt11d1. 11 1ltlo 11 
loc1ll11 1 •54 dt •1r11 di •1111 r 11 1111cto di 11 tr1111crl,cl611 dtl 
tlllt 1 tt 111cMe11tr1 111 11 •••lcl611 •l. 
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Hinm 

pCJ55 -- fr11.Klt11DW 

N 

Flg.8 M•P• de rt,trlcciOn dtl pl6\lllldo pCJ55. El Fr191111nto 
Klenow t\t6 clon1do b1Jo el control de P por dos stt1os únicos de 
rntlrcclón ltlndllt <Hin> y hmltt !Billli, y en el sentido contrario de 
la 1111n1cllla dt rtloJ, NOlt\t la pre\tnci• del gene N completo. 
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y finalmente, el o¡:erador OL3 se localiza en la re91on de -53 a -c.S. 

<15i. El represor el puede un1ne <t los J oPeradore> con d1st1nlas 

afinidades moleculares perm1t1endo de esta manera, una re9ula~1on 

l1na de la eMpr1s1on de algun gene a traves de F¡,,, ya que la 

transcr1pciOn ocurre cu•ndo los 3 operadores estén totalmente 

l 1bres. 

Actu•l1111nt1, ••lsten varios veh1culos moleculares que llevan 

el promotor P&,( vtr I• Tabl• >, tlles co11101 PPLa2311, pPLc24, 

pPLc28, PKC30 pl.8, los cu•l•• h•n tldo con\tru1do con dtfer1nt1s 

••tr1ttgi1• y ftn•lld•d••· 

Lo' •l6•111ido• pkC30 r p 8 fueron con•tru1do\ dt t1l 1111n1r1 que 

•Mbo• contienen ti fr11 .. nto OL-'L Junto con ti gent N completo, •Olo 

~u• el •kC30 titne tl Pro111otor lnurtldo en 11 1111u10 sentido dt la 

••n•clll• dt r1loJ, 1 11 ~lo tiene en el untido conlr•rio. Dtbldo 

• l• Prtunc h dt I g1n1 N completo en ut º' p Usml dos, I • eflc lene 1 a 

de tr1ntcriPclón •t au1111nt1 con•ider•bl1111ente en 1l9unos Cl\OS (161. 

Ahora bltn, ti vthlculo qut ll1v1 ti gene que codifica p1r1 la 

for1111cton dtl Fr1g1111nto Kltnow de 11 DNA-pol\mer1•a 1 b1Jo el control 

de PL, ll11111do pCJ55, '' dtriv•do de lo• pl•s111ldos p)l.8 pCJ53 que 

lltv1n ti pro111otor P~ •6• 11 gtnt N co111pl1to, y tl gene pira 11 

Fraglltnto kl1now rtspectlw11111nt1. Un ••qu1111a dt ••te pl•s•ldo •• 

muestra tn 11 fl1ur1 e. 

4. "ETODOS DE llDUCC!ON PAIA EL PlONOTOR PL 
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Con ba<;e en la ~xisten,:;a 1el reri1eso.- el termosens1ble, ha 

varios 111étodos que se utilizan pa•a 1nduci1 el promotor P,_. El más 

sencillo da ello; es el de transferir a las células en el medio de 

cultivo de 30°C a 4<:°c y el proces'.:I consiste en crecer Las cflulas a 

30 C hasta que llegue a una densidad celular deseada y se transfler•n 

a 4¿ ~:. Con es t e mé todo , Re111aut et al ( l5J han obt•n1do una 

produce ion de 4 ~.de B-interferon baio •l control de PL. Por otro 

l•do, I• lnducclOn ta111blen Puede Hr logr1da por •gregar un volu11en 

de medio de cultivo• 609c que debe Hr 1lmiu10 Hd!o de cultivo 1n 

11 qu1 cr1c1n lu célulu, al 11edio de cultivo donde cr1c1n lu 

dlulu 1 30tt, y H contlnú1n 1ncub1ndo • 42•c . C1th1rln1 Joyel et 

•l 147> h111bl•n hin obtenido bueno' ruulhdos con ut1 11ftodo tn la 

l•Pr1s1on d1l gene del Fra1111ento Kltnow. 

Otro Mtodo, co1110 une 1ltern1tlv• Pare 11 inducciOn dtl P&, u 

por tllldio di ureur al cult 1vo un agente qut11lco l l1Hdo atido 

nalldt•lco, el cu1l Induce I• rHPuuh SOS 1n E.coll. L• adición ff 

e'te agente oc1,lona, entre otras CO\IS, l• bio\intesls de I• tnzl•• 

r1cA, la cu1l dttr•d• al represor el 1 lo lnactlv• per111lt11ndo, de 

ut• 11an1r1, 11 tr1n\crlpclón 1 Partir de P~ 149>. 

S1 h• d1111ostr1do que st obti1n1 11ayor eflcl1nc!1 de Inducción 

con ti acido nalldl•lco cu1ndo la cepa receptor• lleva el 91n1 el 

\ilv1str1. hto H dtbe a que el gene el q1J1 codifica Pera el 

r1presor t1r1110\tn\lbl1 ''ta 111utado y en consecuencia, el producto no 

puede ''' procesado por la 1nz11111 rtck. 
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ser respondidas. 

Sabemos que, normalmente el crec1m1ento de las bacterias tn 

cond1c1ones prop1c1as se divide 1n 3 fases que son: la fase 

u la faH d• •dtPtacton de In cflulu •I 1111dio de cultivo, 1n l;i 

cu•I In b•ct1r1n cr1c1n 11nt•1111nt1. Evidente•1nte, la densld1d 

celultr 1n 1\11 '''' '' .. nor. En 11 '''' INPontnci•I, las b1ct1rl1s 

nutl1nt1' '' 1c1b1n o el .. dio d1J1 de ''r propicio por 1u,1ncla dtl 

den\ldtd c1l1.1l1r. Lt \iquitnte fut, lla1111d• hH nhcton1rl1, es 

donde las b1cteri•• pr1ctlct1111nt1 Y• no crecen. E•te p1trón dt 

creci1111ento r11!1a o implica, de 1lguna IHnera, que el estado 

fl•iológlco de In cflulu u diferente en diferentes fuu de 

creci111i1nto. De 1hl, se puede for111ul1r lu slqui1ntu pr19untu: 1r1 

que den,ld1d ctlul•r \e inducen lis cflul1• P•r• que '' obt1n91 ••Yor 

c1ntid•d de 11 proltln• de\etda ~ . , colllO tftcli li inducción tl 

El obietivo del presente tr1baJo es ti de tratar de conte\ltr 

l.- Dtltr•intr en quf punto de den\1dad c1lular inicltl '' 

obtiene la 1111yor c1ntidad del frtgmento Klenow d• la DNA-pol11111r1'1 

cuando 11 e•pr1s1on de t\le gen 1sta controlado por el promotor P L 

del b1ctenófa90 ltÑ>da. 

;!.- Conocer el comportamtento del• bioslnlesis del Frag111ento 

Klenow en difer@ntes Puntos de densidad celul~r inicial en los que se 
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tndu.Lr~ll lil'J C~l1..al1·'.) b.lt:\er t,Jr11~. 

~.-Conocer el comportam1ento del crec1m1ento celular en 

ccnd1c1ones de induc(1cn. 
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"ATEi!ALES Y KETODOS. 

t.- "HERIALES. 

t.- REACTIVOS. 

Lo\ reactivo\ utillz1dos durante é'te 

pr\ncip1l111ente lo\ \ltulente\: 

Atir0\1 1 iZUl d• 

••onlo. 1cril1111ld1, 

ióod1ctl-,ulf1to dt 

L•bor1torl1\. US~. 

Coo111ul1, ll-Nrc1pto1t1nol, p1r1u1'1to de 

blHcril.a111ld1, DTT ldlUotrtitol l, SDS 

'odlol, rl\ifti Dowo~Oll-XB, de Blo-hd 

Azul de bro111of1nol 1 de J.T.l1k1r de USA. 

loduro de propldio, de C1lbloche111ic1ls Labor1tories. 

l1c to-1g,ar btc ter lol ótlco, 11111nolc idos pur 1f1c tdo'!t, 9 l lc i n1, 

Tris t11111no1111thyl-ldintri1111t1nol>, de Rerck de "••leo. 

l1cto-1g1r R1cConk1y, bacto-triptona, eitr1cto de l•vtdura, 

brolll\Jro d• el Ldlo, tlortnfenlc:ol, cloruro de et\ lo, tt•i te de 

p1r1flft1, tttr1clcl int, 1 l\OZillll, de Si91111 d• l!oico. 

t.llptcilina, de 81yer de RtMico. 

Lo\ 1ndonucle1,1s de rt\tr ice ion fueron obtenidos 

lodos lo\ d1111ls reactivos y solventes fueron obtenidos de 

J.T.l1ker de ll••lco. 
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¿,-Cepas Bacterianas. 

N-4030: 

M-4831: 

3,- lltdlo\ de Cultivo, 

1 l, lled lo l.uri 1 

hcto-lripton1 

EMtr1cto de Ltv1dur1 

Cloruro de \Odio M1Cl 

e'l1rlllz1r por 20 Mlnuto;. 

bl. Mtdlo lltnltllO 119 

1112HP04 

KM2P04 

hCl 

MM4Cl 

SI '8 ( 

<ref ,51 l. 

si AB 1 
!ref, 5¡ l. 

t) 9 

3 9 

0,5 g 

t 9 

lQ 9 

5 9 

10 g 

y 

~BAll Alll N+ 

r 
ABAll AHI ¡ H- t 

~Ju\l1r tl pH 1 7.5 y lltv•rlt •un ltlro con 19u1 dt\lll1d1 . 

• llg$04 1 ft 

• cac1¿ 0.1 11 1 1111 

• Gluco\a al 20 % 10 111! 

• E\li\ \olucione; son e;lerillzadas en \tParado previamente. 
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Es medio m\n1mo "9 complementado con casa~1noac1dos a una 

concentqc1on flnal de 0.2 /, lPt'O. 

4.- Caias con ftedio Sólido. 

•l. C•J•\ d• ftedto Lurl• con Ag1r 

hcto-tr 1Ptona 

l•tr•cto de l•v•dur• 

l•Cl 

hcto-1ur 

10 g 

! g 

10 g 

20 g 

Afor•r •un litro• PH 7,4 y uterillz•r por 20 

Minutos. Y despues 

'' v•ct•n élü mi d• medio por c1J1 aProKtm1d1Mtnte. 

bl. C1i1s de ft9 con Agtr 

h.tHP04 f> 9 

KH.2Pooi 3 g 

hCl o.s g 

IH4Cl g 

ltcto-1ur 20 g 

Llev1ru a un litro con agua destilada • t1H 7.5 y 

esterilizar por 



¿\) rr l rru. t (i S. ttn t.:-; .~ ~ H~ se enfr1e el medio, se agre9an: 

M·3Sú4 t - ¿ mi 

CaCl 2 0. l 11 mi 

Glucosa al 20 ,, 10 mi 

con el Pt"<)P~'~to de e~aminar la auKotrofla en a111tno.icldos 

de IH cepas b ac ter 1 a nas , se preparan lH ca as de .,1. 1untr.1 y se 

pi tun 100 ul de 1 a sol1Jc10n de am1noic 1do' en c•d• c•J• (li 'ºlución 

d• Hit noac idos se prepua al o .5 1. y u uterllluda prtvl•11tnte>. 

el. CaJ•' de "•dio Sólido con AntlblOttco~. 

Se prep•ra el ~•dio con •9•r dt I• ••n•r• d11crlt• 

•nterlor111tnte, dt,Pu•' de ''teriltz•r, •• dtJ• enfriar h1,t1 50 o 60 

C y u agreu ti 1ntib!Ot1co a una conctntracton calcul•d• ttgun lu 

1l9ul1ntts for~ula': 

200 M I •I P•r• HPICI hn•1 

30JJ9 I •I PUi hlrtelcltn•J 

•JI• 



11.- HETODOS. 

1.- ELECTROFORESIS EN GE~ES DE SDS-POLIACRILA~IDA PAR~ 
ANALl3IS DE PROTEINAS 

De acuerdo al método descrito por Laemml i 15IJ, los geles se 

Preparan segun las siguientes fórmulas: 

Gel inferior (gel seParadorJ 15 }, ·-Acrtlamida+blsacrllamtda 
11.,s 1111 

Tr11 .. ffc1 
2 " PH e.a 

4.5 lft 1 
sos al 10 }', 

0.113 111 l 
hnulhto de a111onto al 10 X Q, 100 111 l 
TEllED 

15 ~¡ 

Gel 1up1rlor lgel espaciadorl 

Acrllamld••b1,acrilamida 
t. 75 mi 

Tr 11-HCI 2 11 PH 6.8 0,325 1111 
sos al 10 % 

o.o~ 1111 
Persul fato de a111on i o a 1 1 o ' O, 10 111 l lo 

TEllED 
s ji 1 

La solutlón de acr111mlda+b1sacrllamida es Preparada en 29.2 A 

r o.a~ respectivamente. 

aJustando 11 PH a 8.4. Tomar 200 1111 de esta solucion ' llevarse • un 

disuelven I~ g de Tris y 57.e 9 de glicina en agua, aforar a un litro 

El buffer de corrida es Preparado de la s19u1ente Manera: se 

'a está 11 s to Par a u t 1 l 1 zar . 

litro con agua, u le agregan 8 1111 de SOS al 10 % y este bufhr d1 l1J1do 



fara el an.~l1s1s de las proletna'i totales de la bacteria, 

se nec~sttan l1sar la células, el procedtmtento es como sigue: 

1 l,Se colect.¡n las b.¡cteriH en un tubo Eppendorf de 1.5 mi y 

centrifugar en la m1crofu9a (8eckmani a su max1ma velocidad. 

21.T1rar el sobrenadanle secar bien la pared interior del 

tuboconunatoalladepapel sin tocar el boton de celulas, Se 

almacenan las células a -20 e de ser necesario. 

3>.Se resusPenden lis cé\ul1s en "ezcla Lttica en un volumen 

calculado segun las siguientes proporclones1 por cada 2 mi de células 

con una densidad 6Ptlc1 de Q,3, '' agregan 50 ul de "ezcla lltica. Se 

agita bien en Vortex. 

L• fteicla Lttica1 

Trl,-HC\ pH 6,8 

SDS 

1-"erc•Ptoetanol 

Glicerol 

0,063 " 

2.3 !!, 

10 !!, 

Y un poco de azul de bromofenol. 

4J.Se deJan las muestras en 1gua hirviendo durante 5 

minutos y centrifuga en la microtuga durante 2 Minutos. Luego 'e 

deJ1n en hielo por 10 Minutos. 

Sl.Sonlcar las mue,tr1s en un 'onicador Sonlprep 150 con su 

m1•ima potencia en 3 Pulsos dura"te IS 'egundos. 

eiJ,Se hierven IH muntras por 

electrofor«sts. 

minutos para realizar la 

7J.Se aPI 1can 15111 de las muestras preParadu de uta manera a 

cada carr 11 dt l ge J. 
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La electroforesis se lleva a cabo en ~atta;e constante: 5 U 

para el gel superior y 10 U para el gel inferior. 

La t1ncton del gel se realiza con una soluclOn de azul de 

Coomas1e (Jú ~de metanol,vtv; 10 X de Acldo acético 9laclal,vtv; 

O,úo ~ de azul de Coomasle,p/v. l a 00 t durante 15 minutos con 

agltaclOn lenta. Se destine el gel con actdo acético al 10 % con 3 

cambios durante una hora. 

Se seca el gel sobre el papel filtro Yhalman 3 mm con vacto y 

c1lor dur1nte una hora. 

2.-"ICRONESAYO DE DNA DE PLASMIDO. 

El método utilizado es descrito por Manlatls (501, y conilste 

en la semlpurlf lcación del Pl6smldo en ptqu'"ª' cantidades con el f In 

de caracterizar o Identificar el PIA,mldo r6pldamtnte. 

IJ.Se Inoculan 5 ml de medio Lurla que contiene un antibiótico 

apropiado a partir de una s6l1 colonia de bacterias e Incubar durante 

tod• la noche a Ji C 

21.Se toman 1.5 mi de este cultivo pasar en un tubo 

Eppendorl. Centrifugar en la mlcrofuga por ¿minutos. 

Ji.~emover el medio y secar la pared interior del tubo con una 

toalla de papel \In tocar el botan de células. 

4>.Resuspender las células en 100 j.tl de una solución frta qu~ 
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conl&nga: 

50 mH glucosa 

¿s mH Tris-HCl pH 8.0 

l~H EDTA 

Se le agrega la l\sozima a una concentracion f 1nal de 5 

mgiml, 

se agita bien en Vortex y se deJa incubar 5 minutos a teMPeratura 

ambiente. 

5J.S1 agregan 200 ~I de un• so\ucton frta reclfn preparad• 

que contiene: 0.2 N de NaOH y 1 X de SDS. Mezclar el contenido por 

invers1on e incubar en hielo por 5 minutos, 

ol.Se ª"ªden 150 .ul de la solución de acetilo de potasio 5 " 

<PH 4.Si que es preparada de la siguiente manerat a 60 mi de acetato 

de potasio 5 H , \e le agregan 11,5 MI de acido acetlco glacial Y 

28,5 ml de agua, Agitar en Vortex por 30 segundos e Incubar en hiela 

durante 10 minutos. 

7l.Centrifugar en la mlcrofuga durante 8 minutos a su mAxima 

velocidad 

SI.Tomar el \obrenadante con una pipeta de plAstico y se pasa 

en tubo Eppendorf limpio. 

9J.Se le agregan a este tubo un volumen de fenal saturado con 

agua agitar en Vortex por 10 segundos, ª"adirle otro volumen de 

cloroformo y agitar nuevamente en Uorte~. 

!Ol.Centr1fugar en la m1crofu9a por 2 minutos 

fase acuo\a en otro tubo Eppendorf limpio. 

transferir la 

llJ.A"ad1r l/25 de cloruro de sodio 5 H y después 2.5 volumenes 
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de etan,,; ob>ol<Jlo a temperal•-•a amble~• . .;, se melcld el •:onter.;J~ 

suavemente en Vortex y se mantiene ~ m1~uto> a temperatura amb1en!e. 

l~J.r•ec1p1tar el DNl1 PO• cenlnf•J·3ac1on en la m1crofuga dur"inlt! 

8 minutos. 

IJ¡. üecantar el sobrenadante mantener el tubo en pos1c1on 

1nvert1da sobre una toalla de papel hasta que lodo el 11qu1do 

residual se ulga del tubo. 

141.A~adir 1 mi di etanol al 7ü ~ •• agitar suavuente en Vorto Y 

centr1fu9ar de nuevo 1n la m1crofu9a. 

151. Dutchar el 11obren•dante 

vacto. 

\ICar el,PreclP.ltado de DNil H• 

lol.ie;u11p1nd1r 1n 50 "¡ de agua Junto con 1 ~l de rlbonucl1a'a 

pancr1at1ca (10 M9/Mll 1 incubar ¡ 37 C durante 1 O 2 horall, 
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f\ESULTn~úS; 

1.- INO~CClOH DE LA BIOSlNTES!S DEL FRAGHENTO ~LENOU, 

Como una prueba para determinar que el PIAsm1do PCJSS e\t~ 

expresando e 1 gene que codl f 1ca para la lorm.¡c Ion del Fr1g111ento 

lilenow, se hizo la \nducc!On con la cepa 1 N4830 de E.coli l que 

contiene el Plhmldo y tambl~n c;on la misma cep¡, pero \In el 

pl•smldo. A111b1s c•Pi\ fueron \omttldas en las •1s~a\ condtclont•: 11• 

ce lulas fueron crecldu primero, a 30 t hastca llegar 1 una den,ldad 

Opt1ca de 0.3 a 600 n111 y luego fueron transftrldu • 42 'e para "!' 
lnduudas. Se tomaron 111uutras de 1.5 1111 en diferentes lnter·valo\ d.a 

t 1e.pa ~ utu 1111.1utru fueron \ludu de acuerdo con el lftftodo 

1i11~1;nt1• ttn l.1 11rH01•1:il1:ii¡1,¡ p,¡r• ,.,~~•r •I ,\n.Ulu~ 1•• pt"1:it111nas 

totales por medio de la tleclrofor~sis en gel de SDS-po\lacrlla111lda. 

El rtsult1do dt este experl111ento se 111utslra en 1¡ figura 9. 

La prote1na del Fragmento Klenow debe 111tgr1r en el gel a la 

1111sma al tura que la albumina IAll> 147>, En la figura 9 1 como se 

puede observar, en todos los carriles carr!lec; 4, 6, B l con 

muestras dt las célulac; lnducld1s de la cepa con pCJ55 aparece la 

banda de i. pretetna e\perada a la altura de la albu111lna 1 Indicada 

por una flecha. E\\a protetna no aparece en nin91Jno de los carrl lec; 

con 111uestr.is de la cepa sin el Plhmido aun cuando las célulu fueron 

inducidas carriles 3, 5 ,7 1. Lo anterior nos conflnu qu'! el 

plUmldo pr.J55 '>l esta eMpresando el qene del Fra9111en\o Klenow de la 

DNk-polt~erasa l. 
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Fti.9 El •n•\l\ll dt prottlAi\ tot•l•' dt l•s Mutstr1s de 
tnduccton con cepas con tl plasmido y \In Pli\mldo med1•nlt la 
e\ectroforfsts en ge\ de SOS-po\l1cr1l•mld•. El carril es la 
muestr• to111ad• en el inicio dt l• induce ton dt 1• ctP• <N4830J \ol•; 
el c•rril 2, tiempo O y CtP• con ti pl•\m1do pCJSS; carril 3, mutslri 
dt 30 Minutos de lnduccion y CtP• \OI•; carril 4, de 30 minutos y 
cepa con ti pCJ55; carril 5, de 1 hora y cepa sola; ti carril 6, de 1 
hora y CtPa con pCJSS; carril 7, de 2 horas y cepa 1ola¡ carril 8, de 
2 horas y cepa con pCJSS; y f1n•lmente el carril 9 es la albúmina. 
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2.- CURVA DE CRECl~lENTO DE LAS CELULAS h 30 t A 4¿ 't . 

Por lo general, cuando las bacterias utan ob[19ados a 

stntettzar una prolelna 'eMtrana', sobre lodo cuando la expres1on del 

9ene de dicha prolelna esh controlada por un promotor fuerte, el 

crecimiento celular e\ afectado \erlamente ll5i. E5to 5e debe a que, 

11uy probablemente, cuando ui5te una producoon uct5lva de la 

parte dt la maqu1narta de b10\1nt1s1s 

ltacttrlana, la bacttrta ra no Putd• \lntttlur •uflcltntes protetnu 

~ut 'º" vitales para su crecimiento normal, ya que la maquinaria de 

blo,lnte,1s e't• Parclal11ente ocup•da para producir protetn1s que no 

putdtn \tr aprovechada\ por la bacteria. Es má;, frecuentemente esta 

protttna tMtra"a puede \er tóMICI para la bacteria. 

Con ti fin de uamlnar el efecto de la b1os1ntol5 del 

Fr111111nto Kltnow \Obre ti crecimiento de las bacteria~, se hizo una 

curva de crtcl•ltnto tn condlclonn dt inducclon (a 42 9¡:¡ y sin 

Inducción la 30 't: l. El proctdl111l1nto se llevó a cabo de la \lqulente 

111ntra: '' crecieron la' cflula• a 30 C en 200 mi de medio Lurl1 tn 

un •atraz ha•ta cuando la densidad optlca llego a 0.3 a 600 nm, luego 

se dlvidlO ti 11edlo de cultivo en dos partes, una parte fue 

tran\ftrlda a 4;¡•c y la otra parle se siquió creciendo a 30 ºe . Los 

resultados obtenidos \e muestran tn la Tabla ll y la 9rafica l. 

Como st puede apreciar en la gr~fica 1, la densidad celular 

aumento considerable~ente a 30 minutos de 1nducc1on 1 aumento net0 de 

0.243 l 1 de\pué\ la velocidad de crec1m1ento d1sm1nuyO de u~a fo•~a 
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T1tl1 11 ke~ullad~• de la curva de crec¡m¡enlo. 

---
t tem~·: M L. ~. 

c.ePa N4ro ~.: cipCJ'55 llHPO 
1hn1 (hr\ 1 

v 
l 
~ 
3 
4 

4.5 
~ 

5,5 
b 

o.5 

l. 

0.1 

Jú e 4¿ e 
-

(¡ o 
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v.v7v ' ~ 
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\1,51)0 v,5S~ o 
o.i.5v o.s~' 7 
\1.795 0.615 
.; . jj7 O.o7v 

1 d•n•ld•d opl1ca 
•punto en donde '' ~110 la induccton. 

- CllC••TO 1 IO'C. Cl,C ... I 
• c•c••To 1 11•c. c1,ca1 
.... CllC•HfO .. 1o•c. CIN IOLI 
• CllC••TO 1 H 1 C. CIH IOLA 
• "HITO • •MCIOll 

• • 

~epa 

30 

iJ 

º·º" 0.1'º 
o.~o~ 
v,~85 
o.oa 
o.su 
0,6:7 

- . - - - .. -·. --

n. 
114e3ú 

G 

o, 
iol• 

- --- - --

·~ e 
., ... - ·~· -· -

• 

¡¡ .t ~v• 
0.27< 
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o,49;, 
0,579 
O,o'54 
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opt 1i:a >c·lo domentó 0.055. Este cambio drlst 1co puede deberse a que, 

a 30 ~ las cel~las no pueden crecer bien por la baJa temperatura y 

cuando son transferidas a 42 ~ , el crec1m1ento de las células 'se 

dispara• ocasionando de esta manera, el aumento drastico en la 

densidad celular en poco tiempo. Sin u1b.argo, est1 ritmo de 

crecimiento no puede mantenerse por mucho tiempo por 11 hacho de que 

las células estan Inducidas para producir 11 Fra9111nto Klenow, en 

un momento dado tl efecto de la bios1nl••ls de 1sta prote1na purde 

\UPerar al efecto del au11rnto d1 la t111P1r1tur1. Tal v1z por 11ta 

razon, dur1nt1 11t1 uperiMnto, lH c•lulH cut detuvieron tu 

crecimiento de\pué' de JO •inutos d1 inducclOn. 

3.- INDUCCION A DIFERENTES PUNTOS DE DENSIDAD CELULAR. 

Con fin1s de d1t1r11inar en qué den•idad Otitlca Inicial '' 

induc1n las células para que se obtenga mayor cantidad d1! Fragm1nto 

Kl1now, sr hicieron otros 1~p•rlm1ntos en los que se induJeron las 

células a dlf1r1nt1s dtn\idadrs óptica\ iniciales t 0.3, 0.4, 0.5, 

O.by 0.9 l. ~ara obtener dato' ••s precisos, 'e realizo 11 proceso 

de la siquiente manera: u cr1cl1ron las c•lulu a 30 •e en ~00 •l de 

m1d10 Luria en un matra¡ de litro, cuando la densidad Optica 

l l1gua a la dueada, se touron cada Vf!Z 100 111 de estr medio de 

cultivo 1 se paur-on a un matraz de :250 mi para hacer la inducción. 

Los resultados se muestran 1n la Tabla I 11 y la grUica 2. 

Co1110 es de esperane, en todos los puntos de inducción, la 

v•loc1dad de crec1m1ento aumento momentaneamente durante los primeros 
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T.i~1l:1 1 1 Kl:·;i,{' .. l\JtJ~l d(I \t\ trduccl1jt1 t1 ·i1f,.1rl!íl(t"; :--iu1;'·· 

1R dens1ddd Op\tca. 

--------- ··-----.. -···---··----·------------··-----r· 

i 
1 

t111mpo 
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1 
l.5 
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2.5 
3 

3.5 
4 

ll1trH 1 1 1 
htrH 1 2 
llttf'H 1 3 
ll1tr11 1 4 1 

ltltrH 1 5 1 

... 

0.32 0.45 0.55 0.64 
0.56 0.62 0.68 0.90 
0.58 0.66 0.69 0.92 
0.59 0.69 0.72 0.96 
0.61 0.71 o. 76 1.10 
0.67 0.79 o.ea 1.15 
0.86 0.95 0.90 1.20 
o.ea 1.05 1.04 1.2ó 
l.02 t.20 1.00 1.34 

Inducción 1 0.32 de den1ld1d 6ptlc1 lniclal 
inducción • o.45 de den1ld1d óptica tntclal 
Inducción 1 0.55 de den1ld1d ~tlc1 tntcl1l 
inducción 1 0.64 de dtn1td1d ót»tlc1 lntclal 
inducción 1 0,94 de dtn1td1d ót»tlc1 tntcl•l 

0.94 
1.05 
l. 04 
1.07 
1.09 
1.09 
1.05 

1· • -•u••-"'111 . -······--ti I -C- 1 UI • -•MI "'ICI . __,_ ...... --· o-· ... ··---· 
•• .. ••• 
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ffi\ ll'J l<·-. l ·;'2qO ·J 1 s fT! l l'i·:, ') 1 1.omn el ( Q~I) de,cr 110 .inle1io1menl 

,;r-,ora, que S>Keder I<. ( 1)1"\ l d bios1ntesis de 1 ~r iqmenlo ~: l eno1o1 - Ld"' '. 

f 19uras 1 <.1, l l, 1 ¿' l 3 l 4 nNestran lo<; anal1s1s de prote1na<; 

totales de 1 a bacteria de las muestras en d1 ferentes puntos de 

1nduccion mediante la electroforés1s en gel de SDS-pol1acrllamida al 

l5i .. 

La f 1guri 10 nos muestra el an•l 1sls de proteinu tolilts 

cu•ndo '' 1ndu1eron lis ctlulas a 0.32 de den•ld•d óPtlc• 1n1c11l. Le 

de li •lbut11in1. Co•o \e puede o9Hrv1r, I• btnd• iPtrect 111 c1ntlt1d 

cc11u1derllltl• • lO e111utot •• IM-.cclén (e1,,ll J). Y • .... ur ;e Hte 

11a•nto, 11 cant idtd de t•ti prottllli t•Pltu • tUNnl•r hHti ~~ • 

.,, fHPuU dt Hl• hor1, t•P1•1• •reducir progrulvtMntt. 11 

ttl,.On dt •io•intt•I• del Fr•91111nto Kltnow 11 Inducir I•• celul•• t 

ú.4! de dtn\ldid ópt1c1 '' \it11il•r 11 dt 11 inducción ,.ttllztdt • 

ú.30!, ulvo que en ti primer cuo, 11 prolttn• aterece en •uor 

c1nt1d1d • 1 her• dt lnducc1on r t~Pltz• • reducir•• 1n .. dl1t•1111ntt 

dt•Put• dt I• hora tn l• que •P•rtct I• c1ntid1d •6MI•• <2 hor•' dt 

1nducc1onl !ver flg.11 l. 

Si 'e cot11p1r1n lo• Pilrone• de bio•inte•ls dtl Fri9tllento 

Kltnow tn lo\ difertnl•• punto• de induce ton, se puede 1prectar uni 

ttndencia dt que, la b•nda del Frag~ento Kltnow lle9• a la c1ntld1d 

tn 11 que H inducen las ctlulu. Por 11111plo 1 1• c1ntldid t11hilli 

1 ltgo • 2 horis de 1nducclon cu•ndo se 1nduieron las ctlulas • 0.32 y 

• 0.45 de dtn•ldid óp\1ca, 1 cuando'' hizo la inducc1on a 0.55 1 a 

0.o4, l• cantidad 111a.1ma u •lcanzo a hora de incubación y 
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Flt.10 El 1n1li•I• dt 'rottlnl' tot1lt\ dt 111 11Ut1tr11 dt 

lnd1.1cclón • ú.Jj( dt dt111id1d ópt le• 1n1c111. El •arril 1 u 11 
1lbu•t111 1tl c1rril j( corrtt,ondt • I• M1.1t•tr1 to•1d1 tn ti inicio dt 
11 and1.1ccton ltlt-.o ul; ti c1rril 3, •ut1tr1 t091d1 tn JO •lnutot dt 
lnd1.1cc1on; ti carril 4, 1 hor1: ti c1rrll 5, L.5 horu; ti c1rril 11, 
4 hor11; ti c1rril 7, 3 hor11; ti c1rrll &, 4 hor11; , ti c1rrll 9, 5 
hor11 dt lnduccton. 
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•t1.ll ll 1111l&1t1 .. •rot111111 total•• de la• -.e1tr11 .. 
t.-..cc&tft a w.•s .. ..lllldld o.tic• álllctal .. ~lllllt la 
tltctrofw"h 111 ttl .. 111-•ol tacr il•tdl. ll carn l 1 co,.,u•ond• 
1 11 -..1tr1 1•14• 111 el 111&cto .. la tllfucuo11¡ el carral ~ H la 
... ,,,a" lW •l11Uto1 .. &11-.Ccló111 el carral J, d• 1 ~ora; ti carril 
4, '- 1.s 9'tr111 ti cerril 9, ._ 4 "°'ª'' 11 c1rrtl •• •• J ~orat¡ ti 
cerrU 7, '- • florH; ti carril 1, de 9 floru 'ti cerril 9" 11 
•lhllá11a. 
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Flt.12 11 •n•li•I• d• 'roteln•• tot•l•• d• l•' 111U••tr11 de 
lnduccton • ll.55 de den11d1d e»tlc• tnlci•l. El c1rrll l u l• 
1lbu•ln•, el c1rrll t '' 11 tRUettr• ta11•d• •I inicio de l• induce ton; 
el carril 3, taut\tr• to••d• •JI) Minuto' de tnduccton; cerril 4, d• 1 
hora d• lnduccton; cerril S, d• 1.s hore•¡ c•rrll o, d• 2 hor•'I 
cerril 7, d• 3 horu; 'el c•rril 1, d• • l\oru. 
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-· 
ft1.t3 El 1n1ll'i' de Proteln•' tot•l•' de lis 111Ut\tr1' de 

tnduccton • ú,b4 de d1n,td1d Ottlic• tnict1l. El c1rrll l ' ' l• 
1lbuMtn1; ti c•rrll ¿ t\ 11 MUt\tr1 toM•d• 11 Inicio de l• Induce ton; 
c•rrtl 3, •ut,tr• de 30 •tnuto\ d• Inducción; c1rrll 4, de l hor1; 
c•rrll 5, de l.5 hor1\¡ c•rrll 6, dt 2 hor1s; c1rrll 7, de 3 hor1s; ~ 
el c•rrll a, d• 4 hor1s. 
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Fit.14 El 1n1ll\l\ dt prottln•' tot1l1' de 11, 111ut\tr•' de lnducclOn 
1 0.94 de den,ld1d opt1c1 lnlchl. El c1rrll 1 e\ la 1lbú1111n1; ti 
c1rrll ' corre,pondt • 11 111ut\tr1 to1111d1 •l ln1c10 de 11 lnducclon; 
el c1rril l u 11 111uutr1 to1111d1 JO llinuto' dupuf\ dt 11 lnducc:IOn¡ 
c1rrll 4, de 1 hor1 de inducciOn¡ c1rrll 5, dt 1.5 hor1'¡ c1rrll ~. 
de~ hor1'; r ti c1rrll 7, dt J hor•'· 



14. '· 11 ·:onsecuenc1a rji; Id .intenm· es la tendencia de empezar a 

reducir la cantidad de la prote1na cada vez mas temprana conforme ~a 

aumentando la densidad opl1ca 1n1c1al de 1nduccton, excepto cuando se 

hizo la 1nducc1on a ü.94 D.O 1ntcial. 

L• 1nduccion rtallZ•da a 0.94 de densid•d Opt1ca 1n1c1•l es un 

caso muy curioso. El ma•lmo v•lor de I• b1oslnt1sis dtl Fragmento 

Klenow se •lcanzo pr•ctic••ente con 30 minutos de inducc1on y durante 

l•s hor•s posteriores de 1ncub•cion, 'e m•nltn1• Cill en la mis•• 

c•nl1dad. Los dilos de I• T•bl• 111 y I• grtflc• 2 nos 1nd1can qut 

cuando se hizo la inducc1on a 0.94, dupu•s de 30 minutos de 

incubiCión • 42 C las bacttrl•s Pr6t1camente ya no crtc1•n durante la 

hor•s posltr1ores. La c•u1a de lo cual bltn podr!a ser por falta de 

nutrientes en ti medio de cultivo, ya que en ti momento de inducir 

l•s c•lulas, la densidad «:!Plica era de 0,94, lo cu•l imPl1ca que en 

el medio ya habla una gran cantidad de c~lulas. 

~osterlormente, se hizo una comp•raclón de lot puntos en donde 

se produJo I• c•nlld•d miMlma de la prottlna en los dlf1rtnt1s puntos 

dt lnducclon tn un gel de SDS-poll•crllamld• como muestra la f19ura 

15. hhs muutras son: l• de l• inducclOn • 0.32 de dtnUdad opt1ca 

1n1c1•l con ~horas de lncubacton • c•rr i 1 ) . , de la 

1nducc1on a 0.45 con 2 horas de incubación lcarr1l 3i; de la 

1nduccion i 0.55 con 1 hora de 1ncubtclOn 1carril 4l ¡de la 1nducc1on 

• ú.e4 con 1 hora de 1ncub•c1on lcarrll Si y l• de la lnducc1on a 

ü.94 con 30 minutos de 1ncubtc1on 1ctrril bJ. En esta fl9ura se 

lliluP.de apreciar que la btnda ijel fr•9mento f:lenow IMS 1"tP.nsa se 

encuentra en el carril 4 que corresponde a la muestra de la 1nd~cc1on 
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todas las bandas de este carril se ven m!s intensas. es decir, en 

comparac1on con las prote1nas totales, esta banda no se destaca 

mucho. 

ror el hecho de que cuando las células crecen a temper1tura 

muy al ta, co1110 en ute caso, • 42 •e , puede haber un• 1nh1b1c1on de 

• la b1oslnte\l'i protflca, u probo Inducir las ctlul.u a 12 C duranlli 

30 minuto\ y luego se Incubaron a 37 ~. En •~te caso, no \e obtuvo 

una mayor 1ficl1nc1a en la IMPrl\iOn del gene del Frtgmento Klenow, 

sino al contrario, lt •flciencl• era .. nor debido a -u•, • 37 ~ , 11 

repre\or el no '' 1111nt1nlt tottl .. ntt 1n1ctivo. 

for otro lado, t1111bltn •e ht probado inducir la IMPre•lón 

11nlca d•I Frttmento Klenow Por ad1c1onar un volumen de ••dio de 

• cultivo a bV C, en este ca\o fue 1111dio Lurit, y no '' ha vi\to altunt 

diferencia slgniflc1t1va en comparaclon con ti mftodo de lnduccton 

convenclontl que u por 11 tu•ento d• temperatura a 40! •e . 

for lo último, ctb1 1111nctonn que durtnl• la rHllucton de 

••te trabtjo, vario\ probl•m•• htn \ido las llmitanle\ par• obtener 

resultado\ 111•• cuantitativo•, tales c;o11101 por l• propiedad de la 

enzima no ''pudo medir la actividad enz\111,tlct; por la gran cantidad 

de las prot11nas presentes, dificulto cuantificar el fra9111ento kltno~ 

por den•ito1111tr1a. 
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DISCUSION \ CONCLUSION: 

Existen algunos puntos a considerar cuando se d~sea optimizar 

la expres1on de un gene una vez que éste ya ha sido clc~ado y puesto 

baJo control de senales regulatorias adecu•das. Uno de ellos 1s el de 

obtener 111ayor produce ion de la protelna y • la vez 111ay~r cantidad de 

c•lulas por litro de cultivo; otro es el de con1lder•r los costo' de 

111antenl111lento dt la fer111ent•ci6n 1 inducclon, etc. 

Con ba\e en los rl\ultado1 prt1entado\ en 11t1 tr•bajo, parece 

1er f6cll ll•tar a la conclu1l6n d• que, ''obtiene l• •a1or c•ntldad 

del fratllltnlo kltnow cu•ndo SI Inducen la1 c•lul•1 • 0.~S dt d1ns1d•d 

011tlca(D.Di lnlcl•l • 600 n• y con un tl111ipo dt lncubaclOn • 42 C de 

do1 horu. Sin t11tur90, uno Puede pre9unhr" que \I es el meJor 

Punto P•r• colectar l•\ cflulas 1 obtener ti 1116•11110 rend1m1ento en la 

produc:clon de I• 1n11•a to••ndo en cutnl• I• diftrtnc1• de densidad 

celular en los di ferentu puntos de inducclOn. Evid1nt11111nte, la'i 

lnduc:c1ont\ realizadas a dens1dade\ Optlca\ lnlcl•lt1 de 0.32 y 0.45 

no han •Ido lu M.iore's, 1a que dupuh de 2 horu de lncubaclOn • 42 

e donde " •lcanzo 11 cantidad •hl•a de la 1nzl111, la dera1d•d 

celular no fue 111•1or que l• de l• inducciOn rtal1z1d• a O.SS de 

dtntidad Otitica Inicial a 600nm ID.O.ll 1 con un tiempo dt lncubaclOn 

de una hor•. La inducción rtall1ad• • 0.64 D.O.I no 11ued1 ••r 11 

.. .ior 11unto de inducción •unque l• d•n•ldad celular fue •11or después 

de un• hor• dt lnducclon, Put\lo que l• banda de 11 protelna se ve 

••nos lnten'•· Gul1••· 

ti -unto de dlcu\IOn uta entre la lnduccion a O.SS D.0.1 la 

lnducclon a 0.94 D.O.l. Cuando se lndu.ieron las célula\ a 0.94 D.O.l, 

52 



el fra9mento ~lenow apar~c1n como max1mo en 30 minutos de lndutc1on • 

no se observa algun d~cremento en cantidad de esa prole1na duran!~ 

las horas posler1ores de incubación y la banda se ve bastante intensa 

en lodos los c.¡r-rlles lver- fl9.14J, Al comparar este resultado con 

los demis puntos de inducción (ftg,l5i, se ve la banda de la prote1na 

1s poco Intensa que la observada al Inducir l•s célul1s a 0.55 D.O.l 

dur•nte una hor-a de Incubación, !iln e111b•r90 1 u mh tntenu que las 

b•nd•s obtenido en loca otros Puntos de lnducclon. Adnh, la 

den\ld•d celul1r es ••yor ( 1.05 en 30 •lnutos de lnducclon J en el 

c•so de inducir lu c•lulu • 0.94 D.O.l, y la dlferencu de I• 

dentld•d OPtlca entre l•' 111ue,tr•• de Inducción • 0.55 con un• hor1 

de tncub•clOn y a 0.94 con JO •lnutot de incub•clon u de 0.35, que 

et un1 clfr¡ b1,t1nte tlgniflc1tlv1 en el sentido de que ttt• cifr1 

l•Pllc1 200 millone' de c•lul•''"'l 1proMl•1d11111nte. T•I vez, de,d• el 

punto de vl,t• del 1provech1111lento de los nutriente' en el •tdlo de 

cultivo, \Obre lodo cu1ndo 'ª quiere h1c1r la Inducción en volu .. nes 

gr1nde• 1 el inducir lis cflul•s a 0.94 D.O.I e' 111ejor. Ad1•6• 1 1 t1l 

punto de inducción, el mi•imo v1lor 'e 1lc1nz1 en 30 111lnutos de 

inducción, por lo que tOlo '' nece•it1rA este tl1111po p1r• 111111nt1ner el 

ftrMnhdor • 42 ~ • 

Un punto que es nect••rio h1c1r not•r '' que cu1ndo 'e 

induJeron l•s cflul1ca 1 0.32 D.O.l co1110 deniid•d óPtica inlclel, la 

blotlnteslt del Fr19111eto Klenow \e •lcinzO su •••11110 v•lor tn dos 

hor•' de inducción y detde e\te •o•ento empezó el decre111ento de esta 

proteln• en c1ntid1d, Ju\t11111nte con ti d1cr11111nto, 11' c~lul1s 

t•pez•ron 1 crecer con un• vtlocid•d m1yor. Los cAlculos nos lndlc1n 

qut el 1u~ento pro~ed10 dt la dencaid•d optic• por 111ed1a hor1 e\ de 

O.Olt> durante lu primeras 2 horas de lnducc1on, Mnos la prt111era 
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media hora. hir o1ro lado, el dumento de Id dens1d,J•)P1 ICd d ~•· t.11 

de 2 hords 4 2.5 huas de 1nducc1on es de u.úr, 1 el aum~n1o pr~'lled10 

l!S mayor q••e ú.vc durante IH horas post•riorts de 1n•:ub4c1on. Es1os 

dilos s19ntt1can que a partir de 2 horas de 1nducc1on donde se 

alc•nzo •l max1mo valor de la btostnle\IS del fragmento klen•)1o1, la"' 

ctlul•s •mPtliron a cr•cer 3 vect\ mas rip1do. Esta co1nc1deic1a 

sucedió •n todos los puntos di! tnducc1on, "''pee talmente en •l caso de 

l• tnduccton rultz.d• • 0.94 D.O.l en donde no se obuna ti 

dllcreMento en la c•nltdid de l• enzima durante dos hor•s y mtdla de 

incub•c10n • 42 C y ti cr•cim1ento celular fue pr•ct1cam•nle cero. 

l\to pudttr• •uttrtr qu• cu1ndo I• •lnte•ls del fra9 .. nto kltnow es 

•uy 1ct 1v1, la enz1m• •• acumula al ter•ndo de ni• form• el 

.. t•boli11110 di I• b•cttrl• y 11 h•c• dtJir d1 cr1c1r. Y 1n un tiempo 

á1t1r•1n1do, •uy probablemente, la b¡cteru •cttv• un ustua de 

dttr•d•c1on dtl fragm1nto kl1now que oc•stona la dlsmtnuc10n dt la 

concentr•cion de tsl• enzim1 y 11 célula vutlv• •crecer, Esta parece 

sir I• respuesta di! la b1cteri• • I• bto\lntests d•l fr19m~nto 

klenow, pues todos los c1sos e•ctpto cu•ndo •e tnduJo • 0.94 la 

dt di la enzima alcanzo un miMlmo 

posteriormente decrecio 1 ver ftg. 10,11,12,13, y 14 l. El hecho de 

tu• no se ob\erva un decremento en los niveles d1 l• tnzim• n1 un 

crtctMl•nto celul•r cuando,. inducen las c•lul•s • 0.94 D.0.1, 

•rot1bl1Mente '' debe a que, • l\ta dens1d•d OPtlc• ••hay una 9r1n 

c1ntld•d de ce lula\ y por I• falt• d• nutrientes, o•lteno etc, 11s 

célula\ no puede •cl1var un Sl\tema para la d•gr•dac1on. 

F1n•lmenle, se Pueden re,um1r los pr1nc1Pales resultados de 

este trabaJo en los s1quitntes puntos: 

54 



1 
1.- Se puede obtener la max1nia p.-od,JC•:ton del f.1·a·1ment.:, 

Kleno1.1 de la DNk-poltmerasa cuando se real12.? la tnduccion de lac:. 

células con una den'>ldad optica inicial de O.SS O.O.!.• oOO nm. 

2.- Desda el punto de vlsla del aprovechamiento de los 

nutrientes en el medio de cultivo, se obtiene ITtayor rendi11111nto en 

producir el Fragmento Klenow cuando se inducen las células a 0.94 de 

d1nsidad óptica lnlc1al a 600 n11 1 ya que H obtltnen tuvor nuMro de 

c•lul•s en el orden de un40 ~ ••'· 

3.- Confor .. va aul!Mlnt•ndo la d1nsld•d ó't1ca lnlcl•l tn 1• 

•e que hace 11 inducción, I• blo\lft\e\i\ del fr1.-ento Kle•ow 1lc1nl• 

\u v1lor ~•~11110 c1da vez "''' r•pido, '' declr, ,. u\illzl c1d1 vez 

.. nos ti111po de lnduccion. 

4.- L• blo\tntt\I\ inducid• dtl fratMento Kltnow b1Jo ti 

control del promotor PL1fecta evld1nte•1nt1 11 crtcimien\o nor••l d• 

ln cflulu. 
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