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¡ 

La glucosa isomer¿ú;·a es una en~ima de interés i.nd1Jstrial, tanto 

en el campo de p~o~ucción ~e edulcorantes como en el .de elabora

ción ~e etanol a partir de desechos agroindustriales. Los princi

palés microorganismos productores de la enzima son bacterias Gram~ 

en las que los sistemas de recombinación .in vitre han tenido 1Jn 

desarrollo más lento ~ue ·en E. coli. El género Bacillus presenta 

múltiples·vent-jas como sistema de clon~ción, por lo que se inten 
- . 

ta introducir la información que cotjifica para esta enzima a este 

género. 

Inicialmente. se bus.:6 actividad en diversas cepas de ~ __ subtili!;: 

·usadas comúnmente como receptoras de información heterólcga. En se 

guida se procedió a caracterizar lé actividad mostrada por la cep~ 

B. subtilis 168, al ser ésta la que presentó mayor actividad. El 

análisi~ de la misma fue praeticado en forma comparada con la d~ 

la cepa B. coagulans NRRL B 5660, usada normalmente en la produc

ción ind~strial de la enzima. Las caracteristicas cinéticas de la 

enzima proveniente de B. subtil is·· indicarern un pH óptimo de 7 .-E . 

una temp-~ratura óptima de 60 ºC, y lc·s valores de I<'m ·para 

D-xilosa. D-fructosa y O-glucosa fueron 0.21, 0.78 y 1.04 M. re~-
2+ 2+ 

pectivam~nte. La adición de Mg junto con co increment6 sigtii-

ficativ~mente el nivel de actividad. La termoestabilidad del•. en

zima fue baja en ausencia del sustrato, ¡,er,:, se elevó en· presencia 
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. 2+ . . . ; ., ' . :•. .. .. 
de Co .:1p. IJI~. E:l.:,v,a~or de ~ .hacia estef-ión flJe· de 2.38 mM. Estas 

. . ..... ,, '. 

propiedades,'._ ruero~.·''~onsidetádas adecuadas· como .. fuente cie 1-,nforma-. 

ci6n para clonarse .•. 

. Posteriormente, el ADN proveniente de e¡sta cepa fue introducido, 

' mediante dlonáci6n tipo_ "tiro de_ ,escopeta", en E, col.i RRl, utili-

zando como vehiculo molecular el .·plásmido. bif'uncional pHV. 33. Se 

logró aislar asi .. una cepa recombinaºnte ·gue presenta, no sólo la c.a-

pacidad de crecer en xilosa como única-fuente de carbono, sino ·gue 

presenta un nivel de actividad i.soinerizante super_ior en 4 veces al 

basal presentado por la cepa receptora y_ alcanza un nivel similar 

al de. una .cepa productora de E .. coli. 

Finalmente, el plásinido r.ecómbinante se aisló de esta cepa y se 

introduj_o en B. subtilis IA 422, deficiente en actividad isome-
~-. 

rizante. En este caso se logra incrementar 4 veces la actividad 

basal de la cepa .receptora, pero los niveles son similares a los 

de la cepa donadora. Lo anterior perm_i te ver que en este case, un 

solo paso de clonación es insuficiente para-lograr obtener una ce

pa hiperp~oductora de la enzi*a., pero qu-d~n sentadas ias bases 

para la obtención de la misma y se abrela posibilidad de obtener 

una cepa s~crétora dé glucosa isomerasa en.B. subtilis. 
~· 



INTRODUCCION 



s 
I. GLUCOSA ISOMERA:SA 

En este trabajo se. pret¿hde~i'.ts;~r como modelo una enzima· de interés 

industri~i ,: · para i~ qu~ se.,;·i'.'h~ .. ~~leccionado .a la gluc.9sa isomerasa 

( D-xilos·;i'. c·etól isomeras-. S·~ 3 .'1. S') . Se pretende aislarla de un mi-

c:roorgan t·~mo pertenéciente al género Bacillus e introducirla a una 

cepa receptora adecuada de B. subtilis.; para as! s.entar· las ba·ses 

·.para futuras maniP4laf~ones que conduz·can· a la obtención de cepas 
1,··" 

hiperproductoras y .secte~oras. En una etapa inicial, la ihforma

c.i6n se introducirá eri. E. c6li. ' . 

El interés hacia ·esta enzim'a se inició en el año de 1957. en que 

se descubrió en ( I?seudomonas hydrophyla 'una acti.vidad enzimática 
\\ 

capaz de transf orifta'f. al dos as en cetosas, siempre y cuando estu·.,ie-
\ . 

sen fosflriladas .(Marsh•11 y Kooi, 1957). La •nzima cataliza la 

conversión reversible de aldosas a cetosas, con una .. constante de 

equilibrio cercana a 1.0 a 60 ° e (Cok~r y Venkatasubrama

nian. 1985) , aunque la velocidad de reacción es lenta en este p1 int,:, 

(Fig. 1). Pronto se vio que una enzima asi podria ser utilizadR en 

la c.onve]·sión de glucosa a fructosa y participar por ello en la 

producci·~n de sustitutos de sacarosa, ya 9ue e$ posible dbt~rl~r 

mezclas ~asi equimoleculares de fr~ctbsa y glucosa. Asi, a los 

pocos afias era· factible la elaboración de jarabes ricos en fruc·to

sa provenientes d"e la hidrólisis enzimáti.:~a· del almidón, tal com,:. 
\ 

se muestra en la figura 2-. Í..os usos de es·tos jarab~$ fueron prcnto 



exte,ndiQC)$ ~ compitiendo con los (·numerosos sustitutos de aa.earo•a 

quE! han entrado _al,mercado ·y que se ejemplifican en la tabla 1. 

El proceso tardó casi quince afíos en entrar al mercado ya que hubo 

que sortear varios obstáculos. 

no era la más adecuada para 

Lá: ; enzima descubi:erta inicialmente 
\ ~ 

··\. 
el ~~oe~só debido a su necesidad: de 

sustrato fosforilado. Por lo tanto, hµ.bo de·emprenderse una b(ís

queda entre numerosos microorganis~os para encontrar alguna que no 

los req~iriese. Laetobacillus fue ··el primer organismo descubierto 

con estas cualidades (Hamilton, 1974). 

Los organismos pertenecientes al género ·stfeptomyces pasaron.en 

seguida a ocupar el liderazgo en cuanto a uso, dadas las propieda

des de sus enzimas. Er:itre ellas, destaca el no requerir a:rs_én·ico 

corno cofactor. Además, estos microorganismc,s han sido amplia,.mente 

utilizados en la industria corno fuente de numeiosos metabolitos; 

fisiológica y genéticamente son también bastante conc,cidos, sf· 

bien el grado de avance no es tan impresionante como en .!.:~o¡_i. 

La produ,~ción de glucosa isomerasa en estos microorganismos pre

senta loi; mismos inconvenientes que se manifiestan en la produc

c.ión de ·)tros metaboli tos a partir de este género, esto es. la 

productividad es baja debido al crecimiento lento, el que a su vez 

inc_renien-::a los riesgos· de contaminación. Los· organismos del g~nero 

Bacillus ofrecen m~chas ventajas, incluyendo:la presencia de espe-
i i~. 
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e ies.i tetmóflli'.ca·s .. }':•n }la '· a:étuél1idác( sé'. c·onocen casi ·siete· decenas 
.· 1 : ..... )(: ·,' :,' . \·. ,··;~~j-·~ ··::/:'· . -t.-'.~::.'<:::::-- ·.·_.:. .··.. , .. ':-,:_ ... ·. . . :·.. .· •. · ... 

de microorgani'•.mc>'.l!ÍJJ)ró~tit;:tor~$-~i qµ~ se· .liluestran en la tabla· 2/·: lo 

qu~ ;¡,er•~t•' sef ~~lf ;f .A~J.ran i~t iedacj de opeioMs. La búsqueda 

de iluevos mlcro.~~g,ibféfmos .ha . conducidó al encuentro d.e alg1Jnos 
'. :,: .. ,::. :'. :Jtr·w.~t:{-\t::: ·\'.- .. ,:_ ...,. : · ·. · · 

.que pr~Se;ri't:~n .U~\y;Ót,:;,::.:S:'fi~id:a~i'. . po~. glucosa, como Aetinoplanes mis-

sour:i.ensis {Gong; 'Í:~áQ), qU~ adeinés presenta un menor requerim.len-
- ·,·' . \,. . . 

to por ó6bal to. Tambi•n se han seleccionado otros, como B. coagu_-· 

a.na, que .presentan.mayor termo~st-abilidad (Chen, 1980). 

En el transcurso def los añ.os ha sido posible caracterizar algunas 

de las enzimas de mayor interés. Según su origen, pueden encon·-
. '· 

trarse diferenci-a~, en diversos 

el sustr,1to, reque~\_mie~tos de. 

parámetros. como son: afinid&d por 

iones 

c_ión de J.a actividad, temperatura 

metálicos para la manifestª 
\ 
1 

pH ,óptimos, además de va1·ia--

ciones et, número .de subunidades idénticas y pesos moleculares. Al·

gunos ejf~mplo·s se i·lustran en la tabla 3~ Una caracteristica c<;mún 

a todas es la necesidad de xilosa como ind_uctor de la actividad. 

De hecho, la enzima permite a la célula utilizar este carbohidrato . ¡ . 

como fuente de carbono y forma parte de un conjunto de enzimas que 

incluyen, además, a una permeasa y una ci na·sá ( David y Weismeyer., 

1970) y permiten su incorpor.ac16n a la vía de .las pentosas (Mor

tlock y t.lood, 1964'), en un·mecanismo común a varios microorgarlis

mos (Fig. 3). 
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proceso d.E:t .Produ,oc~·~n de. la., .. erizinJa debido a )1u aito cóJto:, por lo 
•· · r · ··.:. · ·1· · · 

que- se han 'hecho· diver.·sos ~sf.uer.zo.s .por opti,m.izélr1o. s_1 bien·. pue-

den ernpleafse tanto manipµ,lacj:ones ·genéticas como' ambierltales: pa.ra 
. .., . ; . 

lograr el Objetivo-, el caso::. de glucosa· .:.\-somerasa 1 es Uh .buen ejem

plo para ilustrar l·a importancia tant()'ide los propios microór;a

nis~os1 como de la genética .tradicional eri la resolución de:proble-
~ .. 

mas que presenta la producción de.enzima~. Entr._ellos destacan la 
, 

obtención de mutantes constitutivas e insensibles a represión ca-
¡ 

tab6lica (Sánchez y Quinto, 1975) y la de cepas capaces de util~-
. 1 

zar lps xilanos u otros substratos baratos, como ~1 elote de maiz, 

como .fuente de inductor ( Takasaki, 1969., Park y Nakamura·, 1974 y 

Chen, 1979). Asimismo, se han obtenido cepas.· hiperproductoras 'Va

heri y Kaupp~nen, 1977 y Demnerova, 1977) y cepas capaces de ex

cretar cierta cantidad de-enzima al medio de cultivo ~ara facili-... 

tár el proceso de recuperación (Hzuka, 1971}, aunque la mayori,:1 de 

los productores actuales inmovilizan células completas. 

Las técnicas de recombinación j_n vitro de .ácidos nucleicos pE?:'rmi

tirian lograr mejorias sustanciales tanto en aquellas caracteris~ 

ticas que implican cambios en la estructura de la molécü'la, -;ont'IZI. 

en los fenómenos que conducirán a la e.lavación de la productividad 
,. 

de la enzima~ Estas técnicas· permiten la manipul•ción de ·l-:1 me 
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quinaria de· la célula haad:a' loirar la saturación con el producto 

de. interés i partiendo del principi.o de que un incremento en la do

sis génica conduce a una sintesis más ,ctiva .de proteinas (Uhlen y 

Nordstrum, 1979). ·Se cuenta con ejemplo$ de sobreproducción tanto 

de proteinas de interés bésico~ entre las qu~ estin las involucra

das en el oper6n de arabin.osa {Steffen y Schleif, 1977), como de 

proteinas de interés para la industria., alfa amilasa entre.ellas 

( Co.rnel is , 1982) . 

Las técnicas de recombinación in vi tr_Q no han sido aplicadas 

hasta ahora al mejoramiento de la producción qe glucosa isomerasa 

con fines de producción. de edulcorantes y con interés comercial. 

La xilos~ isomerasa de E. coli ha sido clonada y secuenciad~. perc 

el objetivo final de los primeros trabajos er~ el conocimiento de 

la 6rganización genómica. Posteriormente, estos resultados fueron 

aprovechados para conseguir la introducción del gene a levaduras, 

como Schizosaccha~omvces pombe,. con el fin de lograr una ce~a ca

paz de degradar desechos lignocelulósicos en forma eficiente 

(Gong. 1981, Jeffries, 1984 y Alexander, 1986). 

Los resultados.obtenidos hasta ahora han permitido saber que tanto 

en E. coli como en Salmonella typhimurium la información está co

dificada en un operón, que incluye a~ gene estructural XYlA, al 
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de una· permeasa (xvlT), al de una. einasa (~ylB) y a un gen~ regu

lador (XYlR) (Male~zka, 1982, Ho, 1983 -~ Lawliss, 1984} (Fig. 41. 

La regulación parece.ser coordinada, ya que mutantes·arectadas ~n 

la producción de una de las enzimas suelen estarlo en la de otras. 

En el modelo del operón p:r·opuesto hay discrepancias en cuanto al 

numero de promotores funcionales, pues algunos autores afirman que 

existe~ dos, uno para el gene estructural. y otro p~ra el de 6inasa 

(Ho,· 1983 y Lawliss, 1984) mientras que otros afirman que xyl B se 

transcribe desde xyl ~ (Rosenfeld, 1984). Lo que es cierto es que 

es. difícil separar lqs dos genes ~Ho, 1983). Se ha lograoo deter

minar que el de la isornerasa tiene una lc,ngi tud entre 1oc,:"'"'.13.20 pb 

(Ueng, 1985) y que el p~so rnolec~lar de la enzima de -E. coli e~ de 

54000 daltones (Lawliss, 1984) . 

. En c,rganismos .. corno Bacillus y Streptomyces n-::, están. reportados los 

operones tipicos de E. coli; sin emb•rgo, una secuencia de ADN d~ 

e~ subtilis ha sido clonada ~n E. coli y complementa tan~o la fun

cic.-n de xilosa isc,merasa corno 1:a. de xilu¡osa cinasa, lo que permi

te suponer que la organización genética •s similar ( Wilhelm y Ho

llenberg, 1984), asi como el mecanismo d~ •similaci6n de pentosas 

y .pentitoles. 



11 

Por otra parte, si bien no se han empleado las técnicas de re,:.c,m

binación con fines de sobreproducir enzima con fines comerciales, 

los autores que han trabajado con el gene aislado de E. coli han 

lo.rada incrementar 20 veces la producción de la enzima fusionando 

el gene aisladp en las etapas iniciales del trabajo a promot0res 

eficientes, tipo. "tac" en E. coli (Stevis y Ho, 19S-5). La util.ida,:l 

de esta cepa en la producción de. edulcorantes es baja, puesto que 

la enzima de E. coli presenta baj~ afinidad por glucosa (Wovcha, 

1983 l . Es por ello que resulta importante .la clonación de glucosa 

isomerasa proveniente de los microorganismos actualmente empleados 

en Ja producción de edulcorarites, en su mayoria bacteria~ Gram+, 

1 '6 1 i . ' + _ograr su expres1 nen os prop os rn1croorgan1smos Gram ( W,.',rk--

man, 1 986) . 

Una ventaja que representaria el aislamiento del gene de int0res 

seria el que abriria la posibilidad de mutagénesfs in vitro y así 

bus~ar cambios que conduzcan a modificar termoestabilidad o afini-

dad por el sustrato, una vez ~onocidos los factores que afect~n 

est,Js parámetros, pues hasta ahora es poco lo que se sabe ( Mozhaev 

y Martinek, 1984). La genética tradicional ha tenido pocos éxitos 

en este sentido; un ejemplo es la rnodificacion de afinidad por el 

sustrato en el caso de la enzima de A. aerc,.e;enes, pero ésta ca1·ec'=" 

de valor comercial (Oliver y Mortlock, 1971). Los pocos avances se 
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podrian de'ber. ill/~-héQ.ho de que es dificil encontrar métodos- de se

lección que perm.itan· identificar este tipo de mutantes ( Imanaka, 

1983). La recombi.naci.ón in vitro permitirá aislar, secuenciar ge

nes e identificar más fácilmente los puntos críticos a modificar; 

sin embargo, cuestio·nes económicas y regulatorias definirán la 

factibilidad de la aplicación (Pitcher, 1986). 
\ 

II. COMPARACION DE LOS SISTEMAS DE CLONACiúN MOLECULAR EN E. COL! 

Y!?; SUBTILIS. 

La metodología de recombinación deacidos nucleicos in vit_ro se ha 

desarrollado en los últimos quince años. El sistema más conocido y 

pata el que existe una ~ayor cantidad de elementos es, E. e-)li. 
\ .. 

Ftie el primero qu~ se em~leó. ya que en otros terr~nos de .la bi0-

J.ogia·.m6lecular es también e.l microorganismo meJor conocido. Sis

temas corno Streptornyces y Bacillu~, de gran interés para la indus

trla. ·E:st.án en menor· grado de desarrollo. B. st.ibtilis_ es el ._orga._ 

nismo mejor conocido genéticamente después de E. cbli:_, a pesar de 

lo cual sólo se han localizado en su mapa al~ededor de 400· genes, 

contra rnAs de 1000 en E. colt <Workman, 1986). El panorama es aún 

más desalentador para Streptornyce1, pues aún la espAcie mejbr· co

nocida, ~9elicolor, no presenta un número tan elevado de geneE: 
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localizados ( Hopwood, .1984) . Se 

seen actividad promotora (Bibb 

13 

tienen aislados fragmentos que PQ 

y Cohen. 19~2) • pero las .secuen-

cias y detalles del mecanismo de transcripción se han esclareejdo 

más recientemente (Fayerman. 1986). Se presentan también problemas 

de expresión de secuencias 

1982),, que se han explicado 

heter61ogas ( R,:,bbins, 1981. y Rodgers, 

hasta ahora por el alto contenido de 

guaninas y citosinas en el genoma de estos. microorganismos .. Loan

terior indica que sólo para B. subtilis existen los elementos su

ficientes como para pensar en la producción a gran escala de pro

te1nas recornbinantes. 

~a estrategia seguida para una recornbinaci.::.n io._vi trQ es la mism,3, 

iridepend1enternente del tipo de sistema biologico que se desee uti-

li.zar ,~011,0 hospedero, y puede verse en la figura 5, que ,::.orrespon-

de ~ la d~ este trabajo. En esencia. debe c0ntars~ con un procedi~ 

miento de obtención de información de interés, lo qu~ implica y~ 

sea el aislamiento del ADN o su sintésis, quimica~ente o pcr 

transcripción ~eversa. En seguida, ésté se corta para poder ser 

unido a un vehículo molecular y la molécul~ recombinante fot~ada 

es intrbducida por unA técnica de transformación de la cepa recep

tora adecuada, Debe c,:>ntarse con un método de selección de la co

lonia deseada, y -éste depen~eré de que se exprese el mensaje o de 

que sólo se pr~t~nda detectar la presencia de ADN heter6logo. Po-



dría ocurrir también que la información genética s6lo s_e exprese a 

nivel de transcripción, por lo que se habrá de contar con· un.méto

do de detección de RNA especifico. Aún si se da el caso de que la 

información sea traducida. la prote1na de interés puede haber su-: 

frido modificaciones que impidan la detección de su activi~ad. por 

lo que el producto debe ser caracterizado. 

Las diferencias entre los organism·os considerados en este momentc,, 
.. 

¡. coli y J. subtilis, son mayores en lo que se refiere a vehicu-

los moleculares y a sistemas de transformación, tal como se expli

ca más adelante. Por otra parte, el número de cepas adecuadas como 

re~eptoras para información genética heteróloga es mucho menor en 

S. subtilis que en E. coli. Quizás esto pueda explicarse por el 

ccnocimiento desigual en torno a la biologia molecular para ambos 

géneros. A continuación se analizar,n algunas de las diferencias 

conocidas hasta ahora. 

II. A. Vehiculos molecularea. 

Con este término se quiere denotar a moléculas capaces de entrar a 

la célula e insertarse en el genoma o·mantenerse en forma autóno

ma, preferentemente como moléculas capaces de replicarse ind~pen~ 

dientemente del cromosoma denominadas replicones. Estas moléculas 
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' . 

pueden s.ef cortadas y ·aoeptJr:'· cqJllo "p,.sajer_o" AD~. proveniente. de 

La inf ormac16n, a su vez, . se ·. . . . 

expresaré :o no depe,ndi'en~o de la eo~pat~bilidad de sefiales reaula

torias que eonten,a la maquinaria de transcripción y traducción de 

la cepa receptora. 

Una caracteristica fundamental que debe poseer tpdo vector. pa,;a 
. •· 

·quien pretende introducir información heteróloga a .una célul$ es' 

contener una señal que indique su presencia·. Esta puede ser, por 
~ .· . 

ejemplo, la forniac16n de tina placa de 1is1s, el conferir- resist~n

cia a algún metabolito (-antibiótico, toxina, metal) o proporcionar 

la capacidad de crecimi~nto. en algún sustrato (Mali·k, 1980 y Ro

driguez y Tait, 1983). Los vehiculos, a su vez, .. pueden ser· de va

rios tipos: fagos, plásm_idos, cósmid()s y, para el caso de euca-' 

riotes, o~ganelos. Tanto en E. coli como en a. subtilis ~xisten 

los tres primeros. tipos. En general, para E. coli se· encuentra un· 

gran número tanto de virus como· de plásmidos¡ en.el caso de a., 

subtilis es especialmente notable la limitación en cuanto a fagos 

(Young, 1980 y Workman, 1986). La selección del tipo de vehícul.o 

depénd~ra de vari.:>s factores; entre ellos pueden ci.tarse la capa-. 

·cídad de- carga de inf ormaci6n, la disponib~lidad. de cepas recepto~ 

ras cpn marc.adores· adecuados, las · posibi;.idades de corte eón enzi

mas. de restricción. Los virus permiten la clonación de fragmentos 
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prescindir de un 30~ de su 
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recordal\ ·que algunos de elios pueden. 

genoma, que puede ser s.usti tu ido por 

ADN heter61ogo; sin embargo, los- vehiculos virales en uso están d1 

señados para trabajar con un máximo de dos o tres enzimas de res

tricción. Con los plásmidos, en cámbio, puede~ usarse varias enzi

mas, lo que da mayor versatilidad al sistema. Por otra parte, dado 

su tamaño pequeño, es más fácil su manejo,: mapeo y regulación (Mo

rrow, 1980) . 

En el caso de B. subtilis uno de los principales problemas ·encon

trados para el desarrollo de los sistemas de clonación fue la ca

rencia de plásmidos naturales que poseyeran las característ:·.cas 

previamente señaladas como importantes (Doi, 1986). A pesar de q_ue· 

el microorganismo contiene muchos plásmidos, éstos son de nat11ra

leza criptita, esto es, no contienen pr6piedades ident1fi~aliles 

( Le Hegarat, 1977 y Yoshiinura, 1983} . Sin embargo. Ehr lich deraos

tró que una serie de plásmidos descr,Jtos previamente para S.~

~ (Iordanescu, 1975) eran capaces de transformar a B. subtjlis 

(Ehrlich, 1977). 

Los plásmidos de B. subtilis, como en su momento los de E. cc·li. 

han debido ser mejorados en cuanto a ldgrar combinaciones d~ di

versos marcadores, sitios (micos para d:iferentes enzimas de 1 es-
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, 1:1".icción, .estabilidad, et~~. ·cK~ggin~, .:19,78). ~Jn 'l;ipo de plásmido 

qUé ha resu¡l. tado_ ser de .gr~J)·, utilidad ::lo representan lo~ plésmidos 
. . 

hi.bridos capa.c~s de replicar.sé tanto en E. coli como en.a. subti~ 

lis, pues ·contienen orí_ge.nes '. de replicación de. ambos géneros. un 
ejemplo i~teresante lo constituye el plásmido denominado pHV ·33., 

d~scrito por Rap:Opott ~h, 1979:·-é ilustrado en la .figura: ... f$. E~te se : . . ··.:. 

construyó aprovechando· "él 'sitio ,,único de . Hind I I'{ exist~nte :tanto 

-en el pC i94 (Cm r> proveniente de s·. aureus, y el .sitio único para 

la misma enzima encontrado en el pBR 322 (AprTcr) ,. utilizado en"¡. 

coli (Bolivar, 1977). De esta manera se logró formar una molécula 

capaz de transformar a ambos géneros; sin embargo, la expresión de 

la información es desigual~ E. coli es capaz de manifestar la re

sistencia a los tres anti~iótic9s que contiene .el pl~smido hib~i

dol mientras que~- subtilis sólo expresa la información prove

niente del pC 194. 

En el ejemplo detallado anteriormente, el gene que co.nfiere resis

tencia a cloranfenicol no puede ser inactivado insercionalmente, 

ya que no presenta sitios únicos para n.inguna enzima de restric

ción. Se han construido plásmidos con más marcadoré~ propios de B..,. 

subtilis! de manera que alguno ·de ellos pueda inactivarse al reci

bir un inserto. Tambicén se han:; buscado plásmidos · que se .. en6uer:3tren 

presentes en un número ~ayor de copias. Ejemplos .representativos 
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para ambo& gén.eros· pueden encontrarse en las tablas 4 y s. En 

ellas se apreciara la menor variedad en B. subtil"is. 

II.B. Sistemas de trans~ormaci6n 

La .transformación es el fenómeno mediante el cual una célula p 11ede 

aceptar ADN extraño e incorporarlo a su propio genoma, de ma11era 

que ádquiere las caracteristicas conferidas por este ADN heterólo

go. Para que el proces~ se lleve a cabo se requieren varias condi

ciones: la célula debe estar en un estado fisiológico tal que· le 

permita acel)tar ADN, estado conocido como de "competencia". En es-, ' 

tas condiciones se producen actividades de nucleasas, de enz:mas 

que forman parte del mecanismo de recombinación, de receptore~ de 

ADN y de otros elementos cuya funcion es poco clara. Es taml 1ién 

importante el papel que desempeñan ciertos iones, especialm~nte 

calcio y magnesio. Entre los organismos en los que está mejor des

crito el fenómeno están B. subtilis y Haemophilus influenzae cve

nema, 1979). Otros, entre los que se cuenta ~oli, nunca alc3n

zan este estado en forma natural, pero se puede inducir artifi

cialmente, colocando a las células enteras en contacto con una so

lución hipotónica de cloruro de calcio en frío (Mandel y Higa, 

1970). 
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.Son aún poco c'onoc:1das las funcione·s de algunos de los elementos 

participantes en ei · fenómeno de transform·ación. Destaca la acti vi 

dad de las nlicleasas, que permiten cortar el ADN que se introdu-

ce, pero una exc~siva actividad d~ estas enzi~as podria destruir .a 

los ácidos nucleicos que se pretende introdu6ir. 

Por otra parte, las enzimas de recombina~ión deben estar activas. 

pues .la información· se incorporaré al genoma gracias a ellas. Sin 

embargo, si el material que se usará para transformar ~sté for~a

do .por plasmido·s, y se desea que éstos permanezcan en forma autó

noma, quizas sea preferible que los niveles de recombinación de la 

cepa receptora sean deficiehtes para evitar· la integración al ero~ 

rnosorna. El papel de los iones está poco claro. Podrian.participar· 

tan te, al permitir la actividad de las enzimas, corno . f armando un 

complejo con el AbN heterólogo. Este complejo seria resistente a 

la acción de· nucleasas, y los iones contribuirian a su precipita

ción sobre la superficte celul~r. donde se enc6ntraria eón los re

ceptore~ de ADN. Tras este contacto, la entrada a la célula de la 

molécula de ADN se favorece por un pulso de calor. 

Cada c,rganismo presenta características particulare~ en cuanto a 

la eficiencia del proceso de transformación, ~l tipb de moléculas 
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por _el q~.é muest.ra. pref efen~~,f, etc¡. En el ;casq',, de B •. Subtilis el 

estado ,dé competenóta· se alcanza eri. la f~se est.at::ionaria temprana. . . •.· ' . : . . ' . . . ,' ~ . 

Muestra pre.f~rencia. por inoléoulas 11neales de' ADN;. En cambio·; la 

transformación con plásmidos monoméz-icos c:i.rculáres es notable.inen- _. 

te ineficiente, ya que se, requiere una rnultipl~cidad de 1:1000 a 

1: 10000·:para que una célula pueda ser trartéfor~ada. Algunos autg 

res han explicado esta baja eficiencia-aduciendo el hecho de que, 

durante el procesp de entrada a lá"célula, el plásrnido ·es roto por 

las nucleasas y linearizado. Estos daftos no siempre son repar~~os 

adecuadamente .. Por ello, resulta imposible detectar transforman

tes. En cambio, si lo que se introduce son oligómeros o multimeros 

de plásrnido se obtendrán altas fre~uencias de transformación (Ca

nosi, 1978, Contente y Dubnau, 1979a y de Vos y Venerna, 1982). En 

otros trabajos se sugieren técnicas como la denominada "rescate de 

marcadores''. En ella se·usa como cepa receptora una gu~ contenga 

plésrnidos con cierta homología con el que se pretende utilizar co

mo vehículo de manera que, por procesos normales de recombin~c~6n, 

sea posible reparar las moléculas qué se hayan dañado durante el 

proceso de entrada (Contente y Dubnau, 1979b}. 

En B. subtili§, como en otros microorganismos Gram+, entre los que 

esté Streptomyces, es posible la introducción de información _gené

tica por otro método: el de formación de protoplastos (Hopwood, 
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celular a. la entra4a d~ APN 
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la barrera que representa la pared 

mediante el uso de lisozima. Poste-

riormente, se hace usq de la propiedad dei polietilenglicol de. fa

vorecer la precipi taci6n del ADN sobre los receptores que se en·

cuentran en la m~~braná, y asi resulta sencilla la entrada t~hto 

para moléculas lineales como super~nrolladas. La eficiencia, no 

obstante, es de diez mil a mil veces menor que con plásmidos ce

rrados y superenrollados (Chang y -Oohen, 1979)~ 

Una de las técnicas empleadas para la formación de un banco de ge

nes que resulta más sencilla es la conocida como "clonación en tt

ro de escopeta''. En ella se parte de una mezcla de ADN linearizado 

con enzimas de restricción o por métodos diversos y del vehículo 

molecular tambiéri linearizado. Ambos se ponen ~n contacto con la 

enzima ligasa, que formaré enlaces fosfodiéster. Pará favorecer la 

formación de moléculas recombinantes, es común incrementar la pro

porción de moléculas lineales de pasajero en relación a las del 

vector. 

Sin embargo, lo se~alado en los parrafos anteriore~ permite prever 

la dificultad que entrañ~ría la formación de un banco de genes en 

B. subtilis sigui~ndo esta estrategia. Las moléculas lineales com

petirían favorablemente con las circulares por los receptores y la 
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consiguiebte e~trada a la célula. .;Est.o ·ha. ori'l-lado a· g.ue algtmos 

autores intenten. 1~. cl~naciq(l d·e gen,es de interé.s inicialmente en 

E. coli. _Uria vez· detectada la colonia qu• lo contenga, se aisla el 

plasmido y se transfiere a B, subtiJis De este rnod~, se ha tenido 

éxito en-la clonación de aif~-amilasa, B-glucanasa y xilanása de 

Bacillµs, entre otras enzimas (Cotnelis,1982, Fouet, 1982, y Ber

nier, 198.3). 

II. C. Siste.mas de transcripción, traducción y regulación. 

El co~ocimiento general sobre las señales genéticas que permiten 

la transcripción, traducción, procesamiento pre y postraduccional, 

asi como de la regulación de la produccion de proteinas es funda

mental para det~rrninar la posibilidad de sintesis de proteinas he

terólogas en un hospedero determinado. Una vez mas, en este as

pecto es E, coli. el micro,:,rganisrno mejor conocido, lo que contri-

buye a que sea la bacteria m~s utilizada ep procesos de ·transfe

rencia genética. 

Para E, c~li, se conocen con detalle secuericias consenso de promo

~ores (Gold, 1981), asi como' regiones de terminación y sitios de 

unión al ribosoma (Rosenberg, 1979). También se conocen deta~lada~ 

mente algunos ~jemplos d~ puntos de interacción entre la ARN 
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polime.rasa · y el ADN, la. impor1;ancia de las secuencias espaciadoras 

y a la misma ARN polimerasa. El conocimiento de estos aspectos es 

posterior e incomJ:>leto para el caso de B. subtilis. Desde luego, 

este último microorganismo es mucho ma$ complejo, ya que mues.tra 

un cierto nivel de diferenciación al presentar el proa.eso de espo

rulación. Posee varias polimerasas, cada una de las cuales, a su 

vez, transcribirá una familia de genes y se comportan de manera 

diferente durante la fase de cre6imiento vegetativo o durante la 

esporulación (Doi~ 1986b). 

En la figura 7 pueden verse algunas secuencias de promotores con 

senso reportadas tanto para E. coli como para B. subtilis. El nú-
' 

mero de secuencias conocido para el primer género es cercano a 

dqscientos, mientras que para B. subtilis es menor en un 75%t 

aproxirnadamen~.e. A pesar de las similitudes que se observan, se 

presentan barreras de expresión entre genes de las dos especies 

(Ehrlich y Sgaramella, 1978); cabe recordar el caso ya sefialado de 

di.ferencias de expresión entre los marcadores del plásrnido pHV 33 

(Gryczan, 1980). Puede afirmarse que B. subtilis es muen.o más es-: 

tricto que E. 6oli en lo que a reconocimiento de sefiales ·se refie

re; el punto mas critico parece estar a nivel. del proceso de tra

ducción. Se ha detectado que la secuencia Shine Delgarno es funde

mental para el éxit6 del mismo, ya que ésta deter~ina la comple-
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mentareidad entre el ARN mensajero y el ARN ribosomal 16S 

(McLaughlin, 1981).· Otros factores involucrados son desconocidos 

(Doi, 1986). Una vez iniciado e~ proceso de traducción, es prácti-

camente seguro lograr la expresión de un gene heterologo en~: 

§;Ubtilis. 

La genealogía· de las diversas especies de Bacillus no está bien 

establecida y no es posible delimit~r lineas de patentesco claras. 

Por ello, no es de extrañar que se presenten problemas de e:x:p·re

sión en la transferencia de genes entre las especies del mismo gé

nero. Sin embargo, se han registrado algunos ejemplos exitosos de-

expresión de genes provenientes, entre otros, de .ª-.'. ___ §'l_l:!)>.'..1-.'?li.9~!_e_fa--

~i~D..§ y de B. purnilus (Palva, 1982 y Panbengred, 1983). 

La regulación presenta también diferencias a todos los niveles en

tre los dos géneros. En Bacillus, por ejemplo, un grupo de genes 

puede estar controlado por dos o más prornotore&, que permiten la 

expresión de los genes en diferentes etapas del crecimiento o du

rante la esporulación. Los promotores, a su ~ez. pueden estar 

traslapados o localizados uno a continuación del otro, lo que su

giere estrategias de regulación diferentes a los operones típicos 

,je ~.!....co_li_. Otra diferencia la encontramos en e¡ cas,) del fenómeno 

de represi"ón catabólica, la que en E. colt ha sido explicada por 
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la interacción del :nucle6tido AMP cicli~o con una proteina recep-

tora¡ CAP, la que a.su vez se une al ADN. En Bacillus no parece 

actuar este nucle6tido, sino nucle6tid6s pblifosforilados. 

II. D. Cepas receptoras. 

Una de las características que deben cubrir la~ cepas qu- se uti

lizan como receptoras de informaciOn genética heteróloga e~ la de 

carecer de .sistemas de modificación y degr~daciOn por diversos 

sistemas de restricción del ADN que aóeptan .. En E. col! se han de

sarrollado numerosas cepas con estas características, mientras 

que en B. subtilis los esfuerzos por obtener cep~s deficientes en 

sistemas de restricción y modificación han ·avanzado lentamente 

(Ganesan, 1982). Una cepa que ha sido am~liamente utilizada como 

receptora es B. subtilis 168, tanto por poseer sistemas de res~ 
., 

tricción deficientes [Tanaka, 1979) como por carecer de plá-midos 

residentes (L6vett, 1976). Esto último puede ser importante de 

presentarse fenómenos de incompatibilidad de ·plásmidos. 

La seguridad de .las cepas es un factor importante en la selección 

de uria receptora adecuada; Algu~as cepas de E. coli presentan li

popolisacáridos 6on actividad tóxica, por lo que se ha requerido 

el esfuerzo de varios-grupos para el desarrollo de hospederos qtie 
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no presenten problemas para la salu~ (Curtiss, 1976). ·B. subtilis, 
¡ • • 

por·su parte, presenta· la vent~j~ de no ser tóxico y está recono

cido como organismo "GRAS" (generalmente reconocido como seguro) 
. 

por la Administración de Alimentos y Drogas en Estados Unidos .. Por 

ello, ha sido ampliamente utilizado en la producc~ón industrial de 

enzimas ·Y antibióticos. Sin embargo, presenta algunos otros pro

blemas como cepa receptora. En primer lugar, puede citarse su alta 

actividad proteolitica, lo que puede disminuir el titulo de- pro

teinas producido y afectar la recuperación del producto, espec{~l

mente si ésta se realizará a partir del medio de cultivo <Doi, 

1986) .. Este problema puede resolverse construyendo cepas recepto

ras afectadas en la actividad proteolítica, hecho que no resulta 

tan sencillo puesto que se presentan al menos dos tipos de protea

sas en esta especie y es preciso buscar dobles mutantes· (Kawamura 

y Doi. 1984, Fahnestock y Fisher, 1987). Sin embargo, el problema 

se compensa de alguna manera al presentar una alta velocidad de 

síntesis de proteinas. Otro problema que presenta B. subtilis, y 

que comparte con E.coli, es su incapacidad de modificar proteínas 

postraduccionalmente, especialmente en cuanto a plegamiento, gli

cosilación e insolubilidad de las proteínas producidas. Esto re

sulta relevante cuando la proteína que se desea producir es de 

origen eucarionte (Zabriskie y Arcuri, 1986). 
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Una ·ven.taja adicional del ,género BaE..~llus sobre E. coli es la cci.

pacidad de.$ecretar. proteínas al medio de cultivo; ~ubtilis 

puede ~xcretar .~orc~nt~jes que oscilan h~sta en 10% y 20l d• la 

proteina total {H6lland, 1986). Inicialmente, se pensaba que es-

to podia deberse a las diferencias ~n estructura de. pared celular, 

que Sé ilUJti-an en las figuras 8 y 9. Estudios recientes demues ... 

tran que la.s pr6teinas que se. excretan eont;i,enen ·unij secuencia 

"lider'' codificada dentro del mismo· mensaje, meeanfsJnQ. que funcio

na en cualquier ti:po-de organismo, y un ejemplo-de la cµal pu'ede 

verse en la fig1.1ra 10. La unión de este tipc, de secuencia$ con 

proteinas func;~onales permite la e~creción .. de las mismas ( Ulmanen, 

198!:,) . En organism~s ~emo ~-!--~---c;_9_li la proteína saldrá solo has:ta 

el espacio peripl~smico, mientras que en BaciJJ.u.~ llega hasta el 

medio de cultivo {Emr. 1983). Los modelos que explican el funcio

namiento de esta ~ecuencia aún no están de acuerdo sobre todos los 
.. , 

factores qqe resultan decisivos P?ra la salida de la proteina; 

entre ellos están la presencia de aminoácidos bésicos, cuya carga 

favorece la interacción con la membrana (Ramaley, 1979), o bien, 

la carga neta de la secuencia (Inouye, 1982). Otros requisitos p~

recen ser el potencial de membrana, el carácter ~idrQfóbico del 

extremo amino terminal, las proteinas que constituyen el complejo 

de acoplamiento y·los mecanismos de trasloc~ción y de escisión de 

la sefial. 
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Una caracteristica· adicional de importancia para una cepa recepto

ra es la capacidad para mantener la existeric-ia de los plásmidos 

incorporadoi.en forma autónoma; para 16grarlo, la· cepa debe poseer 

sistemas de recombinación defectuosos (de V_os y Venema, ·1983). 

El comportamiento de las cepas en condici·ones· de al ta densidad· ce

lular, como las que s~ presentan ~n un fermentador; resulta criti

co si el objetivo final es la pr"oducción a gran escala· .. · En este 

sentido son mucho mejor conocidos organismos corno Strept9mY.9es, 

Bacillus e incluso Saccharomyces cerevisiae qtie E. toli; sin e~

bargo, se ha avanzado en el conocimiento del comportamiento de es

ta última en ferment~dores de gran escala (Muth, 1985). 

II. E. Problemas de clonación intra e interespecifica. 

Se han mencionado ya algunos de los factores que pueden determinar 

si una proteína se sintetiza o no. La expresión.puede ocurrir a 

partir de la información presente en el segmento introducido al 

vehículo como pasajero o a partir de las sefiales originalmente 

presentes en el vec~or. Para tener éxitc.. la estrategia general 

ha sido diseñar mejores vehículos moleculares, que contengan todos 

los elementos mencionados como importantes. Asi, los plásmi~os o 

fagos usados como vehículos pueden contener promotores adecuados 



(Brosius, 1984), sitios de ,·_1ni6n 

Flóck, 1984 > ; sefia1es de secreción 
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al ribosoma (Ambulos, 1984 y 

(Palva, 1983), de terminación 

de transcripción-traducción (Petterson, 1983). En ocasiones ·se re

quieren estrategias adicionales, según 1a·s1militud de las maqui

naria• metabólicas de las especies donadora y receptora. En gene~ 

ral, puede afirma.rse que los principales problemas para , la expre

sión de información heteróioga ·se deben a diferencias en el fun

cionamiento-de regiones regulatorias (McLaughlin. 1981) o de la 

ARN polimerasa C Sakaguc.hi, 1982) . El mayor conocimiento de estos 

dos fenómenos contribuirá al disefio de los vehículos adecuados y 

al establecimiento de condiciones de producción que favorezcan la 

expresión de la información deseada. 

En las tablas 6 y 7 se presentan ejemplos de clonación exitosa en 

los organismo~ estudiados hasta ahora. Aunque el número de ejem

plos sea similar, la variedad de estrategias con resultados posi

tivos en E. coli es mucho mayor. 

III. PLANTEAMIENTO DE LA ESTRATEGIA 

Las consideraciones anteriores permiten delinear los objetivos de 

trabajo, que se llevarén a cabo siguiendo el esquema mostrado. en 

la figura S. 
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La glucosa isomerasa, como ya se ha dicho, representa interés para 
. \ 

la industria de edulcorantes. Si bien es un proceso que ha entrado 
' 

en etapa de-franca estabilización ·en cuanto a crecimiento se re

fie·re, la baja de precios del azqcar en el mercado internacional y 

la fuerte presión que sobre el precio ejercen productos como el 

aspartamo, hacen necesario continuar investigando para que el prQ 

ceso mante~ga su competitividad (Homler, 1984). Por otra parte, el 

aprovechamiento de desechos lignocélulósicos cónsti tuye una'· exten

sa área de investigaciónr y la actividad de·xilosa isomerasa ie

sulta fundamental para el: buen aprovechamiento de los x11anós, 

presentes en gra·n cantidad en este tipo dé desechos. 

A pesar de las bondades·. que ·para la producción de sustitutos de 

sacarosa representan las enzimas de Bacillus o de Streptomyces,· se 

han mencionédo ta~bién las dificultades que implica la clonación y 

expresión de genes heter6logos en estos géneros. A su vez, la in-

formación provenientes de estos microorganismos se expresa con di

ficultad en E. coli, y esto es particularmente cierto para el caso 

de la información proveniente de Streptomyces. En este laboratorio 

se ha practicado la clonación de la enzima proveniente de Actino

planes missouriensis NRRL B 3342 en E. coli, y los resultados ob

teriidos hasta ahora permiten vislumbrar la dificultad, no Ya de 

qbtención de cepas hiperproductoras, sino incluso de alcanzar ni

veles detectables de expresión (Farrés, 1986). 
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Con el af!n de evitar en lo posible ·problema- de exp~esión, dado 

que el ·objetivo final es obtener una cepa recombinante en !h_suº

tilis, se exploró en primera instancia la posibilidad de usat al 

propio~ subtilis como donador de la información. Por lo tanto, 

se buscó activid~d en varias cepas de esta especie, la que se 

evaluó -en comparación a la expresada en las condiciones del labo

ratorio por la cepa de interés industrial B. coagulans NRRL B 

5660. De no encontrarse actividad en ª-=.. subt_ilis, se usaria esta 

otra especie como cepa donadora, o se intentaria paralelamente la 

clonación de la·misma. 

En virtud de los problemas que representa la formación de un banco 

de genes por clonación tipo "tiro de escopeta" en B. subtilis, se 

procedió en primera instancia a detectar colonias recornbinantes 

poseedoras de actividad isomerizante en E. coli. 

La estrategia planteada, que implica una selección inicial en E. 

coli, ppdria partir del uso de uno de los vehículos que se han di

señado para la axpresión de proteínas en este género, como alguno 

de los miembros de la serie pBR (Bolivar, 1977). Del plá~mido re

combinante obtenido podría después aislarse el fragmento de inte

rés para introducirse a un vehículo usado en B. subtilis, como pC 

194 o pUB 110. Sin embargo, se ha .preferido usar de entrada un ve.,. 
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hiculo bifuncional, pues asi sólo es necesaria la selección de la 

colonia de int~rés en E. coli, la purificación del plásmido y su 

introducción por trans·formación en B. subtiJi~. La caracterización 

inicial puede hacerse en la misma E. coli. 

Como cepa receptora de ~oli se seleccionó la cepa RR1, defi

ciente en capacidad de crecimiento en xilosa, y que se describe 
.. 

en la sección de resultados. Su bajo nivel de actividad isomeri-

zante la hace una cepa receptora idónea, además de sus deficien

cias en sistemas de restriccióri y modificación. Se ha manejado 

timbién la· cepa K802, que posee deficiencias sólo en el sistema de 

restricción (Blattner, ·1977). Para solventar el problema de que 

presente actividad isomerizante se intentó la obtención de una mu

tante incapaz de crecer en xilosa. Se logró aislar una cepa, 1-25, 

(Farrés, 1986), pero tras varias resiembras recuperó la actividad) 
., 

por lo que se descartó como posible :receptora y la cepa parental: 

se utilizó sólo como control de actividad. 

El vehículo seleccionado es el pHV 33, perteneciente a una familia 

de plésmidos híbridos entre pBR 322 y pC 194. Conserv~ un.origen 

de replicación que le permite la multiplicación en Bacillu~. pero 

se encuentra en bajo número de copias. Esto permite.predec~r que 

no habrá un incremento notable en la actividad isomerizante de la 
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6epa transformarite sobre la obtenida en la cep~ receptora, ya que 

no se eleva en forma considerable la dosis génica. 

A las colonias que manifestaron fenotipo recombinante se les de

terminaron actividad isbmerizante y capacidad de crecimiento en 

xilosa cbmo única fuente de carbono, en forma comparada con cepas 

control. En seguida se aisló el plásmido y se volvió a transfor

mar a la cepa receptora, pata asegurar que de él proviene la actj

vidad. En caso de ser necesario, se compararían parámetros carac-

teristicos, como son temperatura y pH óptimos, termoestabilidad, 

requerimientos de iones y afinidad por sustrato. 

No fue necesario implementar en ;i. subt~.l.J.E- una estrategia de se···· 

lección igual a la practicada en E. coli, puesto que ya se trans-

formó ~on el plásmido que contiene el gene de interés. Posible-

mente, el proceso de caracterización se facilitaría si la célula 

hospedera no presentase actividad. Intentos por obtener una mutan

te incapaz de crecer en xilosa fracasaron, por lo que se seleccio

nó como cepa receptora a ª· subtil~§ IA422, cuyas propiedades se 

describen en la seccion de resultados. Las cepas transformantes de 

~Jbtilis IA422 se reconocen por manifestar resistencia a clei

ranfenicol, y se les determinó también la actividad isomer·izan

te. 



(lB.J ET I vc,:3 
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OBJETIVO GENERAL 

obtener· una cepa recombinante en B. subtilis p,roductora .de glucosa 

isomerasa.coti información proveniente del género Ba6illus. 

OBETIVOS ESPECIFICOS 

1) Establecer la presencia de actividad isomerizante en la cepa·~. 

subtilié 168 y cara~terizaci6n de la misma en caso de presentarse. 

2) Determinación de las. condiciones adecuadas de extracción de ADN 

para B. subtilis ;-

3} Obtención de una cepa recombinante con información proveniente 

de Bacjllus en E. coli RR1. 

4} Caracterización de la cepa recornbinante obtenida en E. coli en 

términos de actividad isornerizante y capacidad de crecimiento en 

xilosa corno única fuente de carbono. 

5) Aislamiento del plásmido recombinante. 
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6) Deter,in•ci6n del método adecuado de.transformación en B. sub

tilis. 

7) Transformación qe B. subtilis IA 422 .con el plásmido aislado de 

la cepa r.ecombinante obtenida en E. coli. 

8) Determinación de la a~tividad isomerizante manifestada en~ 

subtilis IA 422 con el plásmido recornbinante 



MATERIAt Y METODOS 
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1. Cepas y Plésmidos. 

*Bacillus subtilis 

a) 16S (trpC2) fue proporcionada por· w .. ~urke, un·iversidad de Ari

zona 

b)IA 422 (leu_r_.ro_recE_.~) fue·obtenida deli "Bacillus Genetics stock 
1 

Cent-;re, Columbus, OH . 
. •· 

c)QB 666 (sacA321 thl:5 leuAS hisA1) fue propor··cionada por ,el _Dr. 

S. Ehrlich, Universidad de Pari•. 

d)SB 202 .(trpc~ his2 !)'r1 stoB) fue proporcionada por el Dr. s. 

Ehtlich, Universidad de Paris. 

*Bacillus_coag~lans NRRL B 5660 fue proporcionada por Norht~rn Re

gional Research Laboratories, ILL. 

a) SK 1592 (pHV 33) fue proporcionada por el Dr. G. Rapoport, Uni

versidad de Paris. 

b) RRl (xylS thy eroA2 lacYl mtll SUPE44 galK2 ~sdM hsdR rpsL20 

( §!'.I! r) ara14) fue proporcionada por el Dr. Fernando Bastarrachea, 

Instituto de Inve,tigaciones Biomédicas, UNÁM. 

e) K802 ( hsdR hsdf,1 _ _gp_l ~ supE;) fue ¡:iroporcionada por el or ·. Ed

mundo Calva, centro de Ingeniería Genética y Biotecnología, UNAM) 
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d) K12 fue proporcionada por la Colección de Cultivos del Departa

mento de Biotecnología, Instituto de Investigaciones Biomédicas, 

UNAM. 

II. Medios de cultivo. 

1)Medio completo de propagación (preservación de B. coagulans} 

Bactopeptbna 1%, extracto de carne 0.5%, extracto de levadura 

o. 5_%; cloruro de · sodio O. 25% y ágar 1. 8%. 

2)Medio de crecimiento para B. coagulans CYoshimura, 1966). Se 

preparan las soluciones A, B y C y se esterilizan por separado, 

mezclándose antes de usarse: A) extracto de levadura 0.3%, NH 4Cl 

0.3%, KH2P04 0.1% y agua a 700 ml; B) D-xilosa o O-glucosa 1%, 

MgS04 0.05%, MnS040.00S% y agua a 300 ml; C) CaC03 0.2%. 

3}Medio de Luria (preservación y cultivo de E. coli y B. subtilis) 

Extracto ~e levadura 0,5%, triptona 1% y NaCl 1%; agar 1.5% 

4)Medio de McConkey: se usó la fórmula de Difco, sustituyendo lac

tosa por xilosa 1%. 

S)Mect;o rninimo 9ara E. coli: se usó el medio M9 que contiene, por 

litro: Na2HP04 7.0 g 

KH2P04 
. 

3.0 g 

NaCl o·.s g 

NH4Cl 1.0 g 
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Glucosa 20% (*) 10 ml 

CaCl2 0.01 M 10 ml 

MgS01t 0.10 M 10 ml 

Casaminoácidos 20%(**) 20 ml 

Agua aforar a 1000 ml 

* Puede ser sustituída por otra fuente de carbono 

•• Usado sólo para amplificaci6n de plásmidos 

Los requerimientos de las 

tración final del 0.004% 

cepas fueron afiadidos a una concen-

6)Medio *ínimc para~- subtilis: se usó el medio mínimo de Spizi

zen que contiene, por litro: 

( NH1¡) 2 S01¡ 

K2HP01¡ 

I<H2 P01t 

Mgso .. 7H2 0 

agua destilada 

2_ g 

14 g 

6 g 

0.2 g 

1000 rnl 

Fuente de carbono variable 

En el caso de que el medio sea usado para transf,ormación se suple

menta con 10 ml de glucosa 50% y 10 rnl de solución CAYE (0.2 g de 

casaminoécidcis y 1 g de extracto de levad~ra por 10 ml de agua). 

Durante la segunda fase de la transformación se utiliza e~ mismo 

medio suplementado con CaCl2 0.005 M y MgCl2 0.0025 M. 
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?)Suplementos 

Los antibióticos re~ueridos fueron esterilizados por filtración y 

se añadieron en las siguientes con9entrac-iones : · 

Ampicilina 

Tetracielina 

·'cloranf'eniccl 

III. Métodos de Aislamiento de ADN 

l)Plásmidos 

100 µg/ml 

10 )Jg/ml 

50 µg/llil (E. co11 ,. 

2 µg/ml < a. subtilis) 

aJLos plásmidos provenientes de J. coli fueron aisl~dos por el me

todo de Bolivar, 1977. 

bJLo~ plésmidos provenientes de B. subtilis fueron aislad6s por el 

~étodo de Kieselburg, 1984. 

2)ADN crom6somal 

Para determinar cuál era el método més .adecuado para la extracti6n 

de ADN íntegro en el caso de las especies del género Bac.illu¡ se 

probaron los métodos reportados por Rodríguez y Tait, 1983, Burke 

y Spizizen, 1977 y Bolívar, 1977. 

\ 

IV. Tr~nsforma~ión 

l)L__~o1i se transformó·según lo reportado po~ Cohen. 1972. 
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2)Para B. stibtilis se probó el método de Dubnau según. lo reportado 

por Rodriguez y Tait, 1983, asi como el de Ch~ng y Cohen, 1979~ 

con las variantes qtie se reportan en resultado~. 

V. Unión de ADN 

se empleó la enzima ligasa de T4 CBRL) utiliiando una solucion 

amortiguadora ( 10X) formada por Tris O. 6.6 M, pH 7. 6, MgCl 2 66 mM. 

' 
DT~ 100 mM y ATP 4 mM, preservada por congelación y en oscuri4~d. 

Las condiciones de reacción se reportan en resultados y están bast 

das en Dugaiczyk, 1975. 

VI. Digestión con enzimas de restricción 

Las enzimas de restricción fueron obtenidas indistintamente de 

Sigma Chemical Co. o de BRL. las condiciones de digestión fueron 

las sefialadas por el fabricante en cuanto a soluciones amortigua

doras, pero los.tiempos de incubación no fueron menores a 24 ho-

ras. 

VII. Determinación de actividad isomerizante 

Las condiciones de determinación de actividad se variaron de 

acuerdo al óptimo para cada especie, pér~ el procedimiento general 

fue: 
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a) Cultivo del microorganismo partiendo de·un inóculo precrecido 3 

h, el que se afiadió en una proporción de 1% (v/v) al medio de cul

tivo correspondiente. La concentración del inductor (xilosa) se 

varió ségún la especie. Posteriormente las células se cultivaron 

durante 16 ha l'a temperatura óptima o de incubación ( 37 e para !_ . 

coli y B. subtiJi~, 45 ºe pan~ B. 
. 

coagulan$) en una incubadora 

Psychrotherm a 150 rpm. 

b) Concentración de las células por centrifugación en Sorvall RC5C 

a 8000 rpm ~urante 10 min. Se lavan con amortiguador maleatos 

M pH 6.8 dos veces, y se resuspenden en el volumen adecuado del 

mismo amortiguador, normalmente una décima parte del volumen ori

ginal. 

e) En el caso de E. coli se requiere romper las celulas con un ho

mogeneizador celular Braun MSK enfriado con C02 por 45 seg, y re

cuperar el sobrenadante tras centrifugar el extracto 10 mina 

10000 rpm en el rotor SS34 en una centrífuga Sorvall RCSC. 

d) Para el caso de ª-..__$ubt ilis y de B ... coagulans es p,:,sible detec

tar actividad usando células enteras resuspendidas en el mismo 

amortiguador. 

e) Cuando se analizó el efecto de los diversos iones sobre ~l com

portamiento de la enzima la preparatión se dializó 24 horas en 

frio c0ntra el amortiguador maleatos 0.2 M. 

f) Los sistemas de reacción se preparan con: 



o .. 5 ml de .una soluc-ión d.e cofactores; n9rmalmen·te ,. ·. •. . ... · .. 

. MgSO a. o .1 ·M ,. CoCl2. o: i M. para ·.? •. c.-:il 

MgS0 ~ ó. 06 .M, Coé½ o'. 0.06 t1.:)at·~. Bacill1,1s 

.,2;5 ~1 dé·una ·sólu~ión.2:M. del·carbohid~ato ·.~ .. 

2, 0 · ml · d~ ·.Sobrenadant,e O células 

4.4. 

La ~empe~a~ura de .iricubaeiórt ~s de so ºG par~ E ~oJi y tje 60 ºC 

para Sacjllus El iiempp not*al de rea¿ciOn es de una .hora. 

La conoéntracióri de glucos~ :se mid~ enzimáti¿•mente cdn el reacti

vo de glucosa oxidasa GOD-Perid (Lakesidel. La tantidad de frutto-

sa f0rmada se cuantifica por la reacción de cisteina-cartazol 

(Dische y Borefreund, 1951), al igu&l que la de xilulosa, usand~ 

en ambos casos referencia a curvas patrón. En el caso de las pen

tosas la curva se prepara con D-ribulosa-0-dinitrofenilhidrazona. 

La concentración de proteina se determina por el método de Lowry, 

1951, usando como referencia albúmina sérica bovina. 

VIII. Actividad proteolitica 

Esta se determinó utilizando alicuotas del medio de cultivo o ex

tracto de células obtenido tras la ruptur~ con el homogeneizador 

celular Braun MSK. Las preparaciones obtenidas se utilizaron para 

hidr0lizar ca~eina y el producto se determinó colorirnétricarnente,. 
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según la definición de unidad del catalogc, de Sigma Chemical Co. 

IX. Electroforesis en gel 

La pureza de las diferentes preparaciones de ADN, la magnitud de 

la digestión con enzimas de restricción y las caracteristicas del 

inserto se verifican por medio de electroforesis en gel de agarosa 

0.8%, segón lo especificado por Bo~~var, 1977. 

X. Determinación de sensibilidad a luz ultravioleta. 

Las células fueron expuestas a las radiacion~s emitidas por una 

lampara de luz ultravioleta UVSL-25, Ultraviolet Products, 25~ nm, 

por diferentes tiempos de exposición; la viabilidad fue determina

da por dilución seriada en solución salina 0.9% y las células fue-

ron sembradss en medio de Luria. 

XI.Transporte de xilosa. 

Las dos cepaf~ de ~..9.1-.! se cultivaron en 10 ml de medio de Luria 

con 0.5% de xilosa por 14 horas a 37 °c con agitaci~n. Se transfi

rieron a 20 ml de medio fresco con xilosa al 0.05% y se mantuvie

ron a 37 ºe con agitación por 4 h. Se les agregaron 0.5 rnl de so

lución de xilosa li4[C] a cada cepa. Se tomaron muestras· de 1 ml 

a los tiempos indicados, se centrifugaron por 10 mina 10 000 rpm 

y cada muestra se resuspendió en 1 ml de líquido de centelleo, que 
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contiene 60 g de :naftaleno, 4 g de PPO, 20· nil de etilenglicol, 100 

ml de metanol por 1000 ml de dioxano. La. incorporación· de xi losa 

radioactiva fue cuantificada en un contador ·Mark III de Sear1~ 

Analytic lnc. .se expresa en función:: ~e la cantidad de S)roteína i 



RESULTADúS 
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I .. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B. SUBTILIS 168. 

e. subtilis·· es una especie ampliamente utilizada en la industri~ 

para la producci~n de enzimas de interés, como la alfa ámilas~ y 

diversas proteasas. No está reportada actiVidad de glucosa isome

rasa en esta especie, a pesar de que otros miembros de este género 

son excelentes productores, como B. coagulan~. B. stearothermophi-

1.Y§ y Bacillus sp. El gene que codifica para xilosa isomerasa de 

B. sub_tilis ha sido clonado en E. coli (Wilhelm y Hollenberg, 

1984), pero no se conocen detalles acerca de la actividad iso~eri

zante. se presenta, pues, como un problema de interés el ver si 

e-sta especie produce actividad isomerizante hacia glucosa y si la 

misma es comparable con la de enzimas de interés comercial, ~n ca

so de que se manifieste. La detecci~n y caracterización de la ac

tividad result,a importante desde dos puntos de vista: si la cepa 

manifiesta actividad, se puede utilizar como fuente de la informa

ción genética a ~lonar, esperando dismintiir los riesgos d~ proble

m~s de expresión, tarito en E. coli como en B. ~ubtili~. El otro 

aspecto por el que resulta interesante detectar la actividad es el 

diseño de la estrategia de reconocimiento de la colonia que ad

quiera la activid~d isomerizante en el propio B. subtilis. Si pre

senta actividad, la colonia 'sólo podtá ser caracterizada en caso 

de incremento de actividad provocado por el plésmido recombinante. 
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Si la actividad es de·f iciente, se podria reconocer por complemen

tación de función. 

Por lo tanto, el primer paso fue determinar si en esta especie se 

presenta o no actividad isomerizante. Se procuró comparar con la 

cepa de B. coagulans NRRL B 5660, puesto que .la enzima proveniente 

de la misma ha sido usada por la empresa Novo Industri A/S para la 

producción industrial de la enzima (Hamilton, 1974), si bie~.se 

desconocen algunos detalles especificos para esta mutante. 

En primera instancia se analizó el crecimiento y la produccion de 

enzima por parte de B. subtilis 168, en presencia de xilosa como 

inductor, ya que éste es un requisito para la pro~ucción de isome

rasa por la mayoría de los microorganismos. En la Fig. 11 se ve 

que la actividad alcanza el punto máximo entre las 8 y 14 horas de 

fermentación y decrece posteriormente, probablemente por alta ac

tividad proteolítica propia de la. especie. Debe hacerse notar que 

tanto en este como en los ·siguientes casos la actividad determina

da es la conversión de fructosa a glucosa por el método enzimáti

co, que resulta más simple y sensible que la determinación de ce

tosas. Esto resulta vAlido toda vez que ya se dijo que la constan

te de equilibrio es cercana a 1.0. 
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Una vez e~tablecid() ·que esta cepa produce a~tividad isomerizante, 

asi ·como el punto óptimo de_ cosecha, que se fijó en 16 horas, se 
procedió a comparar con otras dos cepas de s· •. subtilis, la QB 666 

y la ss 202, en presencia y· en ausencia ·de inductor. En la Fil; . -12 
~! . . . 

puede verse que la actividad presentada. por la cepa 168 es la más 

alta de las tres, y en todos los casos ·1$ presencia del inductor 

es necesaria para la manifestación.de la actividad. 

En la tabla 8 puede verse el efecto de diferentes concentraciones 

de xilosa en el medio de cultivo sobre la producción de la enzima. 

Concentraciones altas del carbohidrato traen consigo un efecto ne

gativo en la producción de la enzima, probablemente por efectos de 

pH; el mismo fenómeno se produce con la enzima de B. coagulans. La 

concentración de xilosa se mantuvo siempre al 0.5% para garantizar 

el máximo nivel de inducción, de acuerdo a estos resultados. En la 

misma tabla puede verse que la glucosa no ejerce acción. alguna co

mo inductor, y en cambio su presencia afecta .negativamente la sín

tesis de la enzima, aún en presencia de xilosa. El fenómeno de re~ 

presión catabólica por glucosa se presenta también en otras isome-. 

rasas (Sánchez y Quinto, 1975). 

cabe sefialar que .siempre se ·registró la actividad correspondiente 

a células enteras; se buscó actividad en el sobrenadante y no se 
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pudo detectar, lo q~e indica que toda la actividad est~ localizada 

intracelularrnente, como en la mayoría de los organismos producto

res. 

La detección de la actividad en células enteras puede presentar 

problemas por difusión y entrada del s~strato,y para evitarlos se 

determinó actividad también en células rotas con desintegrador 

Braun. según el procedimiento descrito en Material y Métodos. o~rno 

se aprecia en la Fig. 13, no hay una diferencia marcada entre la 

actividad mostrada por las células rotas y las enteras. Esto su

giere que no hay limitantes a la entrada del sustrato y salida del 

producto en las condiciones empleadas. Por ello, y para fa~ilitar 

la manipulación, todas las determinaciones de actividad posteriQ 

res se hicieron con c~lulas enteras. Este exparirnento permite no

tar, también, que a una hora de reacción se está todavia en velo

cidad inicial, por lo que es un tiempo adecuado para las det~rmi

naciones· subsecuentes. 

Las figuras 14 y 15 ilustran, respectivamente, ternp~ratura y pH 

óptimos de actividad. Debe sefialarse que sólo se muestra la acti

vidad determinadi en un punto de la reacción efectuada en las con

diciones sefialadas, no se trata de representaci6nes de velocidad 

inicial contra el parámetro considerado. El procedimiento puede 
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considerarse válido.puesto que se realizaron determinaciones simi

lares para B. coagulans y los valores obtenidos coinciden con los 

reportados por Danno (1970) para B. coagulan~ HN 68; esto pued~ 

verse en la tabla 9~ se observa un gran parecido entre las dos es

pecies de Bacillus: coincide la temperatura óptima para ambas, y 

el pH óptimo es ligeramente más ácido para B. subtilis. Esta últi

ma propiedad representa una ventaja en un proceso industrial, pues 

se sabe que el pH alcalino favorece la formacion de intermediarios 

tóxicos como la psicosa. 

Los resultados obtenidos en el análisis de termoestabilidad si 

muestran grandes diferencias de comportamiento entre las dos espe

cies. Existen vartos métodos para determinar este parámetro: aqui 

se siguió el procedimiento que sugiere. la incubación por qu~nce 

minutos a una =·temperatura dada y 1~ posterior de:terrninac·ión de ac

tividad usando las condiciones normales, en presencia de sustrato. 

Los resultados mostrados en la Fig. 16 indican que ~~_!.i~tilis 

pierde un 80% de su actividad tras incubarse a 60 ºe, mientras que 

B. coagulans la retiene alta incluso tras la incubácion a 80 
o c. 

Huitrón y Limon-Lason encohtraron que la actividad de enzima libre 

e inmovilizada de .. B. coagulans empezaba a d~caer tras incubarse a 

70°C. Quizás en este c~so, al tratarse de células completas se 

eleve la resistencia .a inactivación. Cabe afladir q=ue B .. co~ulans 



particula:rmente·notablé en 
',_:. '. ·.· 

cuan~o a. ';t~rmoest:ati.ilidad:: (H~ftrón y Lim6n-i.asori\· 1978}. Además, 

en este 9aso, lf&~ \ puéd~.< ~(?servar que el · ión· .cobalt.o ejero~ · un 

efecto protector, ya que .~i 14 incubación a al tas temperatQrasi; se 
. :,' 

·.·,· 

realiza eÍl su pr~sencia, :.ia·:.pl!rdida.- ·-de ~ctividad es m$nor .. · rfate 

efecto -ha sfi;lo ob_s·ervado por otros aüto:res y se explica al señalar 

qtie tanto, coba:I:to. como .inagnes:io sp.n fundamentales para_ la confor-: 
' . . 

macfón ac:t;:i va de la enzima {Danno. -1971) .. B. subtiiis, eh cambio, 

no se comporta de la ·misma inanera, pues nci responde a la prc,.tec

ción por cobalto. ~1 sustrato pued• también éstar ejerciendo un 

efecto protector contra la inactivación· térmica, . pues al comparar 

los. valores de actividad ob_tenidos al ef.ectuar la reacción en con 

diclones normal~s~ a 60 ~e, ~e prese~ta una actividad casi 4 vece~ 

mayor qu~ cuando se preincubó s~n 
. .ro 

sustr~to; esto se puede ve~ ~l 
f 

comparar los •· valores indicados _en las figuras 15 y 16. Cabe 
')+ 

señalar que también el ió·n .M.~ ... podría estar· involucrado en el afee 

to protector. 

La afinidad -hac:i.a el sustrato es una caracteristic~ fundamenta¡ en 
1 . 

una enzima. Glucosa es el,. s4strato· de uso cqmercial, pero gene;ral

mente se trabajan:~ezclas de glucosa y fructosa, ·por lo qu~ ~e 

consideró·de inte~és analizar· su comportamiento con ambos sustra

tos. ·por· otra par't-e; xilo~a; ~s el sustrato de interés metabólico, 
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por lo que resul~a importante determinar si el grado de afinidad 

por este carbohidrato indica que se trata, efectivamente, de una 

xilosa isomerasa. Las figur~s 17 y 18 muestran el comportamientQ 

hacia fructosa y glucosa, respectivamente, por parte de B. subti

lis. Las linearizaciones ilustradas en la Fig. 19 permiten deter

minar valores de Km, que se comparan en la tabla 9 con los obteni

d~s en condiciones similares para ~- coagulans. La afinidad de la 

enzima de éste último hacia glucosa es particularmente alta. y no 

es el denominador común de otras cepas de la misma especie, por lo 

que es posible que la cepa NRRL B 5660 haya sido seleccionada para 

su uso en la industria precisamente por esta característica, ya 

que esta hexosa es el sustrato normal en la producción de jarabes 
~ 

fructosados. No resulta extraño, pues, que la afinidad sea mayor 

que la presentada por B. subtilis. Este último posee una menor 

afinidad por fructosa, lo que podría representar una ventaja al 

usarse en un reactor enzimático en el que :se encontrasen ambos 

azúcares, ya que se convertiría glucosa en fructosa preferencial

mente. Debe agregarse que los valores obtenidos son comparables a 

los reportados para otras enzimas de uso industrial (Vaheri·y 

Kauppinen, 1977). 

Otro aspecto a destacar en la Fig. 17 es la inhibición de la acti-

vidad por cantidades de glucosa superiores a 2 M (36%). Estas 
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cantidades, empero, .. no obstaculizar·ian el trabajo de un reactor, 

puesto que la actividad máxima se alcanza normalmente con concen

traciones cercanas al 40%, además de que el diseño del reactor 

puede ayudar a subsanar el problema de inhibición (Bucke, 1981). 

El valor de la afinidad por xilosa obtenido por la linearización 

mostrada en la Fig. 19 indica que estamos ante una verdadera xilo

sa isomerasa, como lo son la mayoria de las isomerasa~ en el mer

cado. Los valo'res de Km obtenidos son más al tos que los reportados 

para otras enzimas de Bacillus; sin embargo, las comparaciones son 

difíciles de establecer puesto que las condiciones de reacción y 

purificación de enzimas son diferentes. Otro aspecto coincidente 

con otras isomerasas es su necesidad de cobalto para manifestar la 

actividad, y especialmente el efecto sinérgico entre cobalto y 

magnesio. En la figura 20 se ilustra el fenómeno, al ver el efecto 

de diferentes iones sobre la actividad isomerizante. Se puede 

afirmar que manganeso. magnesio y calcio inhiben la actividad en

zimática, y ningún ión por si solo estimula la actividad. Cobalto 

es el ión con el que se alcanzan valores más elevados; sin embar

go, en presencia de concentraciones crecientes de magnesio la ac

tividad se estimula sinérgicamente y en forma proporcional a 1~ 

concentración de magnesio presente en el sistema. Este ~omporta~ 

miento corresponde al mostrado por la enzima de B. stearotherrno 

philus (Suekane, 1978). El valor obtenido para la constante de 
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afinidad· por el ión_ ·éobalto es de. 2. 38 rnM (Fig. 21) y es similar 

al de enzimas provenientes de estreptomicetos, como S. ·albus (Sán

chez y Smiley, 1975) y A. missouriensis (-Oong, 1980) 

Los resultados. obtenidos en esta etapa permiten afirmar que a. 

subtilis 16é muestra una attividad isomerizante similar a la de 

otras isomerasas empleadas con fines comerciales. Su termoestabi

lidad no es tan alta como la de B. coaeulans, pero su pH óp~~mo 

puede ser más interesante. para ·la producción de Jarabes fructosa

dos. Esto permitió concluir ~ue el ADN de B subtilis 168 constity 

ye una alternativa interesante corno fuente de información para ob 

tener una cepa recornbinante p~oductora de una enzima de interés en 

el campo de edulcorantes, tanto en E. coli como en~. subtilis. 

II. CARACTERÍZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN E. COL!. 

Se han expuesto anteriormente las razones para proceder a la clo

nación dei gerte de glucosa isornerasa inicialmente en E: coli. Por 

consiguiente, se consideró necesario contar con información acerca 

de su actividad isornerizante. 

La cepa que se pretende usar como receptora, E, coli RR1, presenta 

una actividad isomerizante rninima, que prácticamente no le permite 
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crecer ·Eth.xilosa o~mo única fuente,de carbono. Esto puede verse en 

las figuras 22 y 23, .respectivamente. Eh ambos casos se presenta 

en forma cqmparada con la cepa E. coli K802; esta es t,1na cepa ca

paz de crecer en ~ilosa como únic- fuente de carbonQ y presenta 

actividad isomerizanté. Ambas provienen de E coli K12~ por lo que 

es de·esperarse que los genes involucrados en el metabolismo.de x! 

losa de ambas cepas sean similares y que, si la cepa RRl revir 

tiera o presentara niveles detectables de actividad isomérizante, 

sus propiedade~ fuesen parecidas. Los·principales parámetros fue

ron determinados de manera similar a la realizada para B. subtilis 

y B. coaeulans, y los resultados se presentan sintetizados en la 

tabla 9. 

Les valores obtenidos son similares a los reportados para otras 

especies de Escherichia, como E. intermedia: la temperatura óptima 

es de 50 °C, es termolábil y magnesio y cobalto estimulan su ac

tividad. Esto indica que se trata de verdaderas glucosas iscmera

sas, pues las hexosa-fosfato isomerasas requieren arsenatc para 

manifestar· su actividad. Los valores de K hacia glucosa y fruc-
m 

tosa no se pudieron determinar, ya que ias curvas de velocidad 

contra concentrati6n de sustrato presentaron un comportamiento de 

enzima. alostérica. Wovcha (1983) reporta un valor de Km 

para glucosa, en condiciones diferentes de reacción. 

de 0.5 
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Entre los parám~tros señalados en la tabla 9 se ve que existen di

ferencias en varios aspectos entre E. coli y B. subtilis, pero el 

más 'fácil de determinar es la temperatura óptima. Esto puede ser 

aprovechado para determinar rApidamente el origen de la activid~d. 

en caso de que tras la transformación con ADN de Bacillus aparez

can colonias capaces de crecer en xilosa, y asi distinguir recom

binantes de revertantes. Joyet (1~~4) usó un procedimiento simi

lar, haciendo uso de las diferencias en termoestabilidad de .oos 

amilasas, para evitar recurrir a métodos inmunológicos, más preci

sos y sensibles~ pero que implican purificaciones de proteína pre

vias y consumen tiempo. 

La cepa receptora.debe cumplir con los requisitos mencionados en 

cuanto a carencia de sistemas de restricción, aunque los de modi

ficación pued~n estar presentes. Si bien en lo que·a este aspecto 

se refiere la cepa E. coli K802 podria haber sido una receptora 

adecuada, la presencia de actividad isomerizante permite desear-

tarla para facilitar el proceso 

funcional, aunque puede servir 

estudio del comportamiento de 

isomerizante. Por.ello se optó 

de selección por complementación 

como punto de referencia para el 

cepas que pi presentan actiyidad 

por usar como cepa receptora a E.., 

coli RRl. Esta mutante es incapaz de crecer en medio sólido con 

xilosa como única fuente de carbono; por otra parte, tiene color 
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blanco ow-a·ndo se 1e -cultiva en medio de McConkéy suplementado con 

xilosa 1%; mientras; ,que las colonias usadas como con'trol, E. coli 

_KB02, presentan un color rojo o· rosado. 

La cepa~. coli R~l presenta deficiencias en actividad isomerizan

te debido a que presenta la mutación xylS; sin embargo, no está 

claro el efecto de ésta. Aparentemente, está alterado sólo el gene 

estructural (Maleszka, 1982, Wilhelm y Hollenberg, 1984}, pero hay 

que recordar que pueden presentarse efectos polares en el operón. 

El que el gene de xilulosa cinasa esté intacto ha sido considerado 

por algunos autores como un requisito para evitar problemas de ma

nifestación de la actividad isomerizante (Lawliss, 1984}. 

Sin embargo, experimentos realizados en este laboratorio indican 

que la cepa no presenta un transporte normal del carbohidrato al 

compararse con una cepa silvestre, E. coli K12 (Fig. 24). La in

terpretación de estos resultados es dificil, toda vez que además 

de la permeasa codificada en el operón, recientemente se ha encon

trado un segundo sistema de transporte de xilosa (Kurose,1985), 

aunque de menor afinidad por el azúcar. Esto implica la necesidad 

de practicar la selección de colonias de interés en un medio con 

altas concentraciones del carbohidrato, para asegurar la entrada a 

la célula por difusión y lograr la inducción de la actividad. 
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III. DETERMINACION DEL METODO ADECUADO DE EXTRACCION DE ADN ENª· 

SUBTILIS. 

Se probaron tres métodos para la extracción de ADN cromosomal in

tegro a partir de B. subtilis. Ellos fueron los descritos por Bo~ 

livar, 1977, Burke y Spizizen, 1977 y Rodriguez y Tait, 1983. Los 

resultados obtenidos obligaron a descartar el método de Burke, va 

que aunque se obtuvieron grandes cantidades de ADN. éste estab8 
! ; 

totalme·nte degradado al ser verificado su aspecto en un gel ::!-=, 

agarosa al 0.8%. Entre los otros dos, se optó por el métcdo de Ro-

driguez, ya que los rendimientos fueron mucho mayores, alrededor 

de 2.5 mg/1. Es dificil atribuir a algún factor el éxito de este 

método, ya que las diferencia con el de Bolivar s0n muy sutilet; 

prácticamente usan los mismos reactivos. Rodríguez no usa agente 

quelante (EDTA) y prolonga la incubación ccn lisozima ~l dobl~. la 

que además lleva a cabo a 37 ºC, en vez de los O ºC de Bolivar. 

La Fig. 25 muestra el ADN obtenido, asi como su sensibilidad a di

versas enzimas de restricción, lo que indica que la calidad de la 

preparación es buena. Un aspecto que debe ~estacarse en esta figy 

raes que ninguna de las enzimas provoca una digestión total del 

ADN, a pesar de que los tiempos de incubación son largos. Este mi§ 

mo fenómeno se ha presentado en el laboratorio en B. coagulans, 
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no así en otros microorganismos, como A. missouriensis (datos no 

mostrados). La explicación a este fenómeno no es fácil, y podria 

estar relacionada con mecanismos de modificación del ADN. Cabe 

recordar que el proceso de restricción y modificación es un proce

so poco conocido aún. Pueden existir varios sistemas que lo lleven 

a cabo. Sin embargo, el hecho de no obtener fragmentos muy pe

queños puede resultar benéfico, pues éstos competirían activamente 

por la acción de la enzima ligasa. Por otra parte, una digestión 

total incrementa el riesgo de ruptura del gene de interés, en caso 

de que éste posea algún sitio de corte de la enzima de elección. 

IV. TRANSFORMACION DE E. COL! RRl. 

Las cualidades que hacen de )!_,_s.olt RR1 una cepa re.c~ptorc1 c1d<:;C1Ja

da ya han sido descritas. Sin embargo, se corria el riesgo de que. 

al desconocer la genealogía de la cepa y el modo en que ocurrio la 

mutación, la cepa revirtiera fácilmente. Por lo tanto, se procedió 

a la túsqueda de revertantes. Para ello, se sembraron alícuotas de 

0.2 ml provenientes de una suspensión celular de aproximadamente 

10 8 céiulas por mililitro en placas de medio M9 con xi losa a di

ferentes concentraciones: 0.5%, 1%, 2% y 5%. Las concentraciones 

altas fueron empleadas para permitir la entrada del carbohidrato 
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por difusi-i6n y r$scata:r aq_uellas colonias que tuvieran el gene1 de 

isomerasa intacto., aunque tuviesen . p~oblernas de tran~porte. Nunca 

se- encontraron cilulas cápaces de drece~, inclus~ cuahdo se tratar 

ron prt::viamente c_on CaC12 ., de manera similar al tratamientp p~i¡ic

tic.ado para transformación, buscando. una. pérrneabilización que fa

cilitase la entrada del earbohidrato y la consiguiente inducción 

de actividad. 

El ADN del plásrnido pHV 33 fue purificado a partir de E. coli SK 

1592 por el método de Bolivar, 1977. Tanto éste corno el ADN cromo

somal de B. subtilis fueron digeridos por separado con la enzima 

de restricción Bam HI, que corta en el gene que confiere resisten

cia a tetraciclin~. como se muestra en la Fig. 26. Tras 24 h de 

incubación, la enzima fue inactivada por calentamiento a 65 ºC por 

15 minutos y extraída con fenol y clorofórmo en proporción 1:1. El 

ADN proveniente de ambas preparaciones se precipitó con NaCl 0.2 M 

y 2 volúmenes de etanol frio, o guardándose a ~70 C. Se mantuvieron 

en estas condiciones durante 12 horas y se centrifugaron en una 

microcentrifuga Eppendorf durante S minutos. El paquete se lavó 

dos veces con etanol 70% frío y se resuspendió en agua estéril. 

Los ácidos nuclei9os del vector y el pasajaro se mezclaron en una 

proporción de 1:10, de acuerdo a Orzech (1982}, sin el uso de fos

fatasa alcalina, de acuerdo a Bernier (1983). Posteriormente se 



63 

incubaron a 4 ºC por 16 horas con la enzima ligasa de T4 {BRL) 

amortiguada como se se~aló en Material y Métodos. Se aplicaron 100 

untdades de erizima por microgramo de ADN, en un volumen total de 

20 µl. 

La mezcla ligada fue usada para la transformación de E. coli RRl, 

tal y corno se describe en Cohen {197~). La eficiencia de las en-

=imas de restriccion y de ligasa fue .comprobada tarnbi~n por trans

formación, verificando la aparición de células transforrnantes con 

las preparaciones de plésrnido entero, plásrnid0 digerido, plésrnid,J 

digerido y ligado a sj mismo y la mezcla ligad?. La digestión fu~ 

c0rnpleta pues no apare~ieron colonias que indicasen transform3cion 

con plésrnido digerid0. El plésrnido digerido y ligado a si miEm0 

si prod~jo transforrnantes, lo que indica qu~ la ligasa si actuc 

correctamente. Esto se vio al sembrar las células en l0s medi0s de 

seleccion adecuados. Se usó medio de Luria con 100 pg/ rnl Je ampi

cilina para la deteccion de transformantes, y se re~lico al mismo 

medio con 10 ug/rnl de tetraci=lina para detectar recombinantes, 

cuand0 la enzima d~ restriccion usada fue Barn HI. Las que resulta

r0n recombin3nces fuer0n resembradas en medio M9 con xilosa 2% c0-

mo fu~nte de carbono, 3dernés de los requerimientos de la cepa. 

El número de transforrnantes obtenido fue muy bajo (490 colonias 
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por micro·gramo de ADN), pero 90% de· ellas resultaro·n recombinan 

tes;- quizás se '1ebe .a la alta proporción.de pasajero que competía 

con las moléculae circular(!s por la entrada a la célula, pero que 

evidentemente no.podría ser, detect,ado. Cabe recordar que la clona

ción tipo ''tiro de escopeta" favorece la entrada dé insertos pe-

queños (Bron, 1985). Se obtuvieron dos colonias con aparente capa-

cidad de crecimiento en xilosa tras - . la réplica al medio M9, pero 

sólo una resultó estable y mantuvo el fenotipo ilustrado en la .fi

gura 27: resistencia a arnpicilina y cloranfenicol, sensibilidad a 

tetraciclina, capacidad de crecimiento en xilosa como única fuente 

de carbono. 

Se repitió el mismo procedimiento utilizando como enzima'de res, 

tricción Pst I. Se obtuvo un mayor número de transforrnantes (3210/ 

µg de ADN}, pero sólo 15% fueron recombinantes, detectadas en este 

caso por su incapacidad de crecimiento en ampicilina. Ninguna ad

quirió la capacidad de crecimiento en xilosa. Las explicaciones 

posibles son varias; el gene. podria haber sido cortado por la en

zima, o el número de colonias es bajo y la posibilidad de encon

trar la e.lona de interés también. Es con~eniente señalar que la 

formación de un banco completo de genes de B snbti]ís, usando en

zimas que corten hexanucleótido~ implica tener aproximadamente 

2500 colo.nías, de acuerdo al tamaño del genoma de B. subtilis ( Fe-
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promedio es s I<b (Aubert, 1982). Por ·10 tanto, es realmente afor

tunado ei ·haber aislado, para el caso de corte con Bam HI, cepas 

po.seedoras del fenotipo es.perado. 

Un.factor que puede haber contribuido a la transformación inefi

ciente es el no haber seleccionado fragmentos del tamaño aceptable .. 
por el plásmido. Los fragmentos mayores a su propio tamaño no for

man moléculas recombinantes estables, y los pequeños pueden condu

cir a la obtención de un alto indice de recombinantes aparentes. 

Estas difícilmente· f orrnarán proteínas activas debido a que los in-· 

sertos pequeños no contienen suficiente información. 

V.CARACTERIZACION DE LA CEPA RECOMBINANTE DE E. COLI RRl. 

A pesar de que se habia buscado previamente alguna revertante, no 

podia descartarse el fenómeno como explicación al crecimiento de 

las cepas que habían aparecido como p~sibles poseedoras del gene 

de glucosa isomerasa; tampoco se podía descartar la posibilidad de 

contaminación. Esta última se descartó al comprobarse la necesidad . 
de los requerimie~tos específicos de la cepa RRl para el creci

miento de las colonias. 
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Cuando sü comparan las actividRdes isomerizantes., la ·cepa re·~ombi 

nante pr1!senta mayor actividad que la cepa receptora, como se ve 

en la Fig. 28. Sin embargo, los niveles de actividad apenas alean-

zan los manifestados por la cepa E. coll K 802. No se p 1Jede, 

pues, hablar de la obtenci6n de una cepa hiper:prcductora, si b;ien 

los. nive.es de actividad se incrementaron 4 veces sobre el nivel 

basal. En el caso de xi losa isomerasa de E ····-~oli el nivel basal en 

un prime1· intento se elevó 5 veces l. Wovcha, 1983) . Es pcsible que 

para alc1nzar el objetivo de hiperproducción deban utilizarse 

plásmido .. ; con promotores adecuados, o controlar las condiciones d~ 

mantenimiento del numero de copias del plásmido que incluyen mani

pulación de condiciones ambientales como composición del medio de 

cul~ivo, temperatura de crecimiento, además de las interacciones 

entre el plésrnido. y la célula hospedera (Seo y Bailey, 1985). 

El plt-is.m :.do recornbinante fue purificado y usado para transfi::,rrn3r 

nuevamen~e a J. col~ RR1, par~ ver si era capaz de conferir nueva

mente el fenotipo buscado. En la Fig. 29 pueden compararse las 

curvas de crecimiento tanto de la cepa receptora corno de la recom

binante ~islada inicialmente, asi corno de la transformada ccn el 

plasmido recornbinante {.BT) . Cabia la posi bi_lidad de haber rsesta

blec ido el sistema de transporte del carbohidrato o de no detectar 

actividad por la no entrada de fuente de carbono. Por lo tanto, se 

usaron d,,s concentraciones de xilosa en el medio de cultivo. O.s: 
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. . 

parte de_.-la.r cepa .. RR~ cµal\do la concent·r:ac_i611 de ltilosa _ ·,s más eie-

vada·. Por· ·su parte, · 1as dos cep"as reeombinan;tes ,·muestran cree!-
!. . . • . ·'j'• • . 

mie.nto., .J~uya_· magnitud ~·- .independie1'ite de la concentraci6n de 

,fuerite de carbono. ''·11. crecimiento de 1$ · ·cepa ·-sT es lige·ramente me-

nor. 

El he,Sho de que · la cepa tr,nsformada con. el° plásmido recombinante 

no alcance los niveles de erecim:iento de la cepa de la cual se 

aisló éste no lo tene~os explicado. p6drian haber ocurrido muta

ci~mes. al tei'aciones o rearre¡los en el plásmidc debido a p1·0pie

dades de la c·epa receptora. El mismo f eri6meno se ha 1:1resentado 

previamente en E, coli 1-25 tras la introducción ,Je A_DN prove

niente de A, ·missoyriaru;¡í§ C Farrés, 1"986) , y esta ce:pa no tiene 

alterado el sistema de modi!i~_ac.ión, en tanto que .la eepa RR1 ·está 

afectada en l,os EJistemas d~ restricción y m,:,difieae.ión ·coaificadcds 

por los genes hs.gB y b.adH..- Ambas poseen el sistema de i"ec.o•bina

ción intacto; esto podri·a -permitir rearreglos internos del- plásmi

do Quienes· han clonado el gene de xilosa iscimerasa de E o;oli su

gieren que el us·o de cepas ~ es recomendable para garantizar la · 

mayor estabilidad de plis~idós (Stevis y Ho~ 1985)·, 

Por otra partE:_hi,gB y hsdM no son lo$ únicos gene• involucrados en. 

los sistemas de restricción y modificaci6nl ya q1,1e éstos han de-
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mostrado ser mucho ~ás variados. Por lo tanto. pueden estarse pre

sentando fenómenos de degradación o modificación del ADN causados 

por otros mecanismos. Entre los si~temas de restricción descritoé 

recientemente están los codificados por los genes mar. l!lfrA y mcrB 

(Blumenthal, 1986), aunque cabe hacer notar que E. coli RR1 perte

nece al grupo de las cepas receptoras que no deben presentar pro

blemas por ser Ill.Q.l:B- Problemas de· mantenimiento de ADN heterólogo 

en E. coli se han presentado, por ejemplo, en ~l caso del de Ca·mp-¼ 

l.pbacter j_e.i~n.li- Esta es una bacteria Grarn- tipo Vi bric,.. con si

militudes a microorganismos Graru+, especialmente en su proporción 

G/C, cercana al 30%. Es. dificil mantener los bancos de genes de la 

misma en L~QJ,J z--m-, aparentemente porque el ADN se va degradan

do. posiblemente ~or el tipo de modificaciones de su ADN (Calva, 

1987). Es posible que un fenómeno similar haya ocurrido en estos 

casos, al tratarse también de microorganismos Grarn+ Sin emt,arg,:-,. 

habria que verificarlo comparando los patrones de restricción de 

los dos plásmidos. 

Si bien los dates ant~riores parecen elimin&r la posibilijaj d~ 

q:Je haya ocurrido una reversi.:,n, no debe descartarse la pc·sit·ili-

dad de induGci~n de un fenjrnenc regulatori0 o supresivc por el 

pla'srn~~- p-,·- ~-~-art~r e~t- ~---~.n1J·.c~_~1·r_·,n1, se rec:urrió a deterrni-t·-·· ... ,..i,_,_ a • .:1. , .... -=:~•-· " o o ,- ~- _ 

nar diferencias entre algunas ¿aracteristi.:as de las enzimas pr~-
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venierttes de E. c~li y B. subtilis. Concret~mente~ por facilidad, 

se recurrió a la temperatura óptima. La en_zima de E .. q91f se ihac,..;. 

tiva répidaménte t~as incub~~se a 60 ºt, que ~s ~é temp~ratura: óp-

tima para el gérieid Bacillus. En la Fig. _30 se puede ver que la 

~6tividad de la cepa\recombinarite es más elevada- a 60· ºe 1o ·que ., 

señala una vez más que el origen de la actividad es ?..~.c_i1}1~~- y no 

una reversi6n o fenómeno regulatorio. 

Un fenómeno que corifirmaria la relación entre el plásmido y la ac

tividad detectada seria que ésta SE incrementase en presencia de 

una presión selectiva sobre el vehiculo rnolecu~ar. Esta estrategia 

ha permitido incremento~ hasta de 60% en el CRso de producción je 

alfa-amilasa por B. subtilis en presencia de neomicina y clor3nfe

nicol (Pinches, 1985). En la Fig. 31 puede verse que en preseG

cia de ampiciJina la actividad se incrementa hast, cierto limite 

(200 ug/rnl), pero concentraciones demasiado altas {500 Mg/ml) ya 

no ejercen efecto. Esto puede deberse a que las células estén 

siendo afectadas por el antibiótico, tal como ha sidc, reportado·en 

otros experimentos de anélisis de estabilidad (Dennis, 1985). La 

arnpi,: i lina es inestable en el medio de cul ti v,:,, pc,r la ac ti vid ad do: 

la 8-lactamasa del plásmido (Pierce y Gutteridge, 1985). No obs-

tante. la estimulación por ampicilina ha sido reproducible en 

nuestras con,Hciones de trabajo. Habr"ia· que estudiar más a fon 
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do la relae:(6n .~ntre las actividades de B--lactafua~a y de is-ornerasa 

para alcart~~r una conclusión definitiva. 

Los resultados anteriores sugieren, pues, gue se. cuenta con un 

plásmido recornbinante que contiene el gene ·'que codifica para la 

enzima glucosa isomerasa proveniente de g_, ____ Sl!Q_:l:i_lJs_ 168, por Je 

que se procedió a su introducción en una cepa receptora adecuada 

de B. subtilis. 

VI. TRANSFORMACION DE B~_SUBTILIS IA 422 

Se ensayaron 1 as di:is metüdologias d:i.sponibles par..=.. lc,gra·,r le:· 

transf,.)rmai:.ión de Bac:.llus: el llevar a las =>~lulas al esta.:Jo •Ji:: 

competencia y la formación de protoplastos. Sin embargo, cat~ 

seRalar que, para efe~tos de una transf0rma~i6n como la que ~e 

pretende realizar, con un plésmido rnonomérico que se sibe que con

tiene la información des-:ada, ninguno de l,.:,s ,j,:,s met,:,dos represen

ta ventaja. El criterio de selección del método sera, por lo tan

to, facilidad de manejo; los experimentos de pruebas~ llevaron a 

cabo con B. subtilis 168. 

La inducción del estado de competencia se logró. por el método de 
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al no contar con el agente quelante EGTA, recomendado para incr~~ 

mentar rendimientos, fue necesario optimizar el procedimiento para 

las condiciones del laboratorio. Asi, se decidió probar el efecto 

de diferentes concentraciones de ADN, asi como de tiempos de incu

bación, tal y como se indica en las figuras 32 y 33. Se logra ob

tener niveles aceptables de células transformantes a una hora de 

incubación, pero con concentraciones altas de ADN, 5 µg/ml; puede 

hablarse ya de un nivel de saturación. 

La formación de protoplastos se llevó a cabo basándose en el méto

do de Chang y cohen ( 1979) . Para obtener transf.)rmantes fue nece

s~rio variar la fase de crecimiento a la que se cosechaban. las cé

lulas, y trabajar con las colectadas en fa~e e~tacionaria. no la 

logaritmtca que seflala el autor; además, se emplearon concentra

ciones mayores de lisoz.ima ( 5 mg/ml) . A pesar de que no se us6 me

dio de regeneración, sino el propio medio de Luria con el antibió

tico requerido como indicador de selección, fue posible recuperar 

un alto número de transformantes respecto a células viables. N6 

obstante, el criterio de facilidad de manipulación llevó a selec

cionar el método de inducción del estado d~ competencia para lle

var a cabo la transformación deseada. 

La cepa a utilizar como receptora es B. s~Jbtilis IA 422. Ademas de 
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que posee niveles de restricción y modificación deficientes, pre

senta la mutación recE4. Esta permite la -permanencia de los plás

midos que se han introducido como moléculas autónomas del cromoso-

ma. Su actividad es deseable para lograr mayor eficiencia de 

transformación de células competentes (de Vos y Venema, 1983). Sin 

embargo, ya se ha dicho que en este caso la eficiencia de trans

formación no resulta tan importante ya que sólo se transforma con 

un tipo de plásrnido, cuya presencia se detecta por resistencia a 

antibióticos y no se pretende formar un banco de genes. La cepa no 

presenta ningún problema si es transformada por el método de pro

toplastos. 

La presencia de la mutación recE4 se verificó al comprobar lama

yor sensibilidad de esta cepa en relaciona B. subtilis 168 al ser 

tratadas ambas con luz ultravioleta (Fig. 34). Su actividad 

proteolitica extracelular es comparable a la de la cepa 168 (Fig. 

35) y no se detectó en ninguno de los dos casos actividad intrace

lular. Esto sugiere que podrian presentarse problemas si la pro-

teina es s~cretada al medio de cultivo, pero no es el caso en el 

presente momento 

Por otra parte se analizó su capacidad de producción de enzima y 

prácticamente no produce-actividad isomerizante (Fig. 36). Sin em-
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bargo, en ·medio minimo de Spizizen con xilosa 1% corno fuente de 

carbono si presenta crecimiento, tanto en medio s6~1do ._como líqui

do. A· pesar de ello, es posible detectar diferencias entre su as

pecto y el de a. subtilis 168 en medios de crecimiento con indica

dores, como se ejemplifican en la tabla 10. Esto indica que la ac

tividad isomerizante si está relacionada con el metabolismo de xi

losa, aunque quizás contenga un segundo sistema que le permita la 

asimilación y metabolismo del carbohidrato, gracias al cual se ob

serva crecimiento en medio mínimo. 

Se llevó a cabo la transformación por el método de Dubnau, usando 

5 µg de ADN de plásmido recombinante. Se usó la misma cantidad de 

plásmido pHV 33 como control. Tras la incubación con ADN las célu

las se sembraron en medio de Luria con 2 }lg/ml de cloranfenicol. 

Este antibiótico sólo permite detectar las células que fueron 

transformadas y es el único de los tres antibióticos a los que el 

plásmido confiere resistencia que· se expresa en B. subtilts. 

La frecuencia de transformación obtenida fue baja (390 colonias 

por mililitro), hecho esperado ya que la c~pa IA 422 posee la mu

tación en el gene. recE4, que conduce a una menor eficiencia del 

proceso. Las colonias aisladas presentaron un color amar·111ento en 

púrpura de bromocresol, aunque no tan intenso como B. subtilis. Se 
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seleccionaron algunas al azar y se determinó actividad isomerizan

te .. En la misma Figi 36 pu~de verse que •e incrementa la ·actividad 

con respecto·a la cepa receptora, y prácticamente se altanza el 

nivel original de la donadora, aunque la coloración presentada no 

es tan intensa. Las colonias transformadas con el pHV 33 no. rno-

dificaron su color ni elevaron sus niveles de actividad isomeri

zante con respecto a los de la cepa receptor• 1 lo que en este caso 

·permite, si no descartar, por lo menos disminuir la posibilidad de 

que se trate de una reversión, pues por ahora no se cuehta con 

pruebas que permitan eliminar esta ~uposición. 

B. subtilis IA 422 está presentando un comportamiento similar al 

observado en E. coli RRl. La cepa transformada 6on el plésmido 

aislado de la cepa recombinante inicial no incrementa los niveles 

de actividad sobre los de la cepa donadora; esto refuerza la supo

sición de que el plásmido sufrió alguna modificación. No obstante, 

en este caso pueden estar sucediendo fenómenos adicionales. ya que 

la regulación es diferente en ambos géneros y el plésmido puede no 
J 

contener todos los elementos necesarios para lograr una expresión 

eficiente. Cabe señalar que en este caso se probó la adición de 

cloranfenicol al medio de cultivo y no hubo diferencias entre la 

actividad mostiada en pre~encia y en ausencia del antibiótico. Es~ 
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to plantea la necesidad de practicar estudios a fondo que indiquen 

cuál es el promotor y el control de expresión que se está usan

do. El hecho de que tanto E. coli RRl como?, subtilis requieran 

xilosa como inductor parece indicar que el fragmento contiene la 

sefial regulatoria. Esta es reconocida y empleada en los dos casos, 

cvmo ocurre con Wilhelm y Hollenberg (1984). 
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En la primera etapa de este trabajo se detectó actividad de gluco

sa isomerasa en B.subtilis. Es importante la detección de activi

dad en este microorganismo, puesto que ha sido ampliamente utili

zado por la industria para la producción de enzimas, como proteasa 

y alfa-amilasa, asi como de antibióticos. Varias cepas de esta es

pecie mostraron actividad, si bien la de la cepa 168 fue la más 

elevada. 

La actividad encontrada en el laboratorio coincide con la determi

nada en condiciones similares· para una cepa de interés industrial, 

B. coagulans NRRL B 5660. Las propiedades encontradas para la en

zima de B. subtilis resultan interesantes para su uso en el campo 

de edulcorantes. a reserva de que su termoestabilidad es menor a 

la mostrada por B. coagulans. 

Técnicas de recombinación in vitro sencillas, utilizando el vehí

culo bifuncional pHV 33 y la cepa E. coli RRl como receptora, per

mitieron aislar una cepa recornbinante capaz de crecer en xilosa 

corno única fuente de carbono y que incrementa el nivel basal hasta 

alcanzar el de una cepa de E. coli poseedora de actividad isomeri

zante. 

El contar con una cepa de B. subtilis deficiente en actividad iso-
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merizante y con sistemas de recombinación, restricción y modifica

ción alterados permitió que, tras el montaje de condi6iones de 

selección, aislamiento de ADN y transformación, se aislase una ce-r 

pa con la capacidad de producción de isomerasa elevada casi al ni

vel de la cepa donadora. El objetivo final, de lograr obtener una 

cepa recombinante productora de glucosa isomerasa en B. subtilis 

se puede considerar cubierto. Sin f!,Jllbargo, a la cepa obtenida pue

den realizársele varios cambios, de manera de lograr obtener .una 

cena ~.:-:ieroroductora o con propiedades de mayor interés. 

Una de las razones po~ las que la actividad obtenida puede s~r ba

ja es que el plásmido utilizado como vehículo molecular posee un 

origen de replicación perteneciente a un plésmido, el pe 194, que 

se encuentra normalmente en un número de copias bajo. Por lo tan

to, una tarea inmediata consistiría en el aislamiento y caracteri

zación del fragmento de interés y su subclonación en µn plásmido 

multicopia, como pUB 110, y buscar así_un incremento en la produc-

ción por un incremento·en la 

tiza la hiperproducción, por 

otros fenómenos regulatorios y 

en este microorganismo. 

dosis génica. Esto no siempre garan

lo que también habría que estudiar 

aspectos del metabolismo de xilosa 

Por otra parte, se desconoce a partir de qué promotor se está ex-



presando el gene. t,a dete,r.minac..:i.61'\ de ·este 

cloriaci6n a plásmidos. que col')tengán proin.ot.ores más eficien:tes pue-
. .. . ~ . . 

·de resultar en incrementos en la ·activ:idad. Cabe recordar que este . . .. . . '.'· . . . ."· . . ·. .. 

tipo de metodologías han. ~oriduc_ido a incre~entós de 20 ·· a 40 vec:;:es 

en la producción ·de una proteina, lo _que colocaria.a esta cepa en 

condiciones -de comp~tir favorablemente con las cepas qu~ se emple-

an actualmente en la producción de la enzima a nivel industrial. 
;. . 

Otro aspecto que puede resultar de gran interés es la subclonación 

a vehículos que permitan la excreción de la proteína porque posean 

la sefial de secreción codificada en la secuencia lider. Si bien es 

te no es el único aspecto que determina la salida de una_proteina, 

si es uno de los .más importantes. Esta posibilidad permitiría un 

concepto diferente,en la recuperación de la enzima. Hasta ahora, 

el diseño de reactores con enzima semipurificada es ·incosteable al 

comparar con la inmovilización de células completas, por lo que 

habría que hacer previamente un estudio económico y determinar las 

posibilidades de competitividad. 

., 
En este trabajo no se llevó a cabo la clonación de la enzima de B. 

coagulans por evitar posibles problemas de expresión. Sin embargo, 

éste es un microorganismo que posee de entrada algunas propiedades 

atractivas, como su mayor terrnoestabilidad. Resultaiia, pues, de 
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interés, poder comparar resultados entre las dos especies y ver si 

las diferencias genéricas afectan o no la .expresión en e~te siste

ma. Un primer intento de clonación'direpta en B. subtiI°is realiza:

do en este laboratorio fracasó, debido a que se usó una cepa re~ep 

tora derivada por mutagénesis con NTG ~ partir de e. subtil1$ que 

resultó ser inestable. 

La obtención de cepas recombinantes hiperproductor~s de enzima~_de 

interés industrial en organismos adecuados para su pro.ducción a 

gran escala, como Bacillus, es dificil de lograr en un solo paso. 

El aislamiento del gene sólo es el primer paso, y el resultado ob

tenido en este momento representaría tan solo una primera etapa, 

quedando pendiente el obtener una .cepa hiperproductora. 

Las técnicas de recombinación in vitro presentan la ventaja de 

trabajar sobre un objetivo determinado, no aleatoriamente corno se 

hace con la mutagénesis tradicional. El inconveniente que presen

tan es el alto costo de la experimentación. Por lb tanto, para 

continuar con este tipo de proyecto es necesario evaluar los bene

ficios que se derivarán de su c6nclusión. 

En este sentido, cabe analizar las petspectivas desde dos puntos 

de vista: la adquisición de conocimientos y.las posibilidades de 
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·implenientact6n .en. M~~ic·o. de proc~sos gu~ regui.~ran la .1so.meriza

ei'6·f:1· .-enzi.mát'ica. 

• 
La glucosá. j,someiasa, co~ci>'y'~ ~e ;:/ha, di~bo. c6nst1.tuye un buen ~o-

delo de estudio puesto gÜ~ ,.es Urta· ·~nz:~ma conocida en diversos mi-. . . . .. ·, .··, ~ •. 

·' : :. 
croorganismos .. ·.Ofrecé .la .. ·p6sib111dad.:,de>r.·eal1:zar: estudios compara-.... -, :··:-• .. ·_·: : ...... ,. . . ' 

ti vos y se c_uenta con un :buen bancsf de, :i)iformaci.ón en torno a pro

piedades como pesos moleculares ··y car:;~cterísticas cinéticas ... El 

caso concreto de B. subtilis .. preseh.fa .i·nter$s. al ser éste un mi-.. . ' .. 

croorganismo muy conocido genéticamente y de uso en la producción 

industrial de diversos metabolitos. Al ser una énzima intrace

lular, ofrece la posibilidad de r.ealizar estudios sobre secrecH;n 

mediante la ayuda· de secuencias líder incorporadas a vectores di

señados con este propósito. 

La principal aplicación de la glucosa isomerasa en el mundo está 

en la producción de edulcorantes liquidos c.onocidos corno jarabes 

de maíz ricos en fructosa, y los principales consumidores son los 

productores de refrescos. México es uno de los países con mayor 

consumo per capita de este tipo de bebidas; sin embargo. la facti

bilidad de llevar a cabo procesos de isomerización enzimética en 

México es prácticamente .nula en el campo de producción de edulco

rantes a partir de almidón de maíz. La razón es la estructura ar-
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·tificial dé: ··préci(?s q4e,. e~i.9-e err nuestJ:'o· pitís, ya qu~ ., los cranos 

btasi.cos ee:tán ·su~--1.<Uados · y ~u dls'tribuci~n es controlada por en

tidades gubernam~~~ales. El:,· recur.-o· que queda ell· parti·r. de a_lmid61'} .. · . . . . . 

¡,roveniente 'de otras fue'nte~' peró los· tubérculo-, como papa. remo-. , . ~ . 

lacha Y YUC8 no S:On tan állpliamente .CUl ti Vados COfflO para caranti

zar un gran .. merc.ado para la enzima. Los productores de yuca han 

manifestad9 .. ·1ntéré$ en modificar su- almidón para· dar.le mayor velor .. 
J : 

agregado, y es el ónico sector en: .. el que se puede ver una aplica-

ción a mediano plazo; 

La industria azucarera ha superado en los últimos aflos deficien

cias, lo que le ha permitido cubrir la demanda nacional. Sin em

bargo, sus probl~mas financieros e ineficiencias subsisten. La 

producción de fructosa a partir de desechos como las mieles in

cristalizables podría ayudar a elevar ganancias.- puesto que el 

valor comercial de la fructosa es muy elevado. La enzima puede 

usarse para convertir glucosa proveniente de la hidrólisis química 

de la sacarosa en fructosa. Azúcar S.A. ha nio.strado interés en es

te proyecto. 

Las consideracion~s anteriores permiten afirmar que·, a pes.ar de 

que los usos de la enzima 
:, 

en nuestro pais son mucho més limitados 

que en el resto del mundo, existe un .mercado para la misma. El 
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éxito para su introducción dependerá en buena medida de contar con 

una cepa eficiente, y las técnicas de rec.ombinación in vi trQ per

miten llegar rápidamente al objetivo. El sistema de clonación eo 

Bacillus ofrece muchas ventajas para todos los productos destina

dos a la industria de alimentos, por lo que profundizar en el es

tudio de este sistema es importante como área de adquisició~ de 

conocimientos básicos. Las razones anteriores indican, por lo tan

to, que es recomendable el proseguir en la búsqueda de una c_~pa 

hiper productora de glucosa isornerasa en B. subt-ili~ por esta metc,

dologia, asi como estudiar el sistema de recombinación in vi"!:,ro de 

B. subtilis para productos destinados al campo de alimentos. 



APENDICE I: 
TABLAS 



TABLA l; USOS Y PRGPIECADES DE JARABES FRUCTOSACOS Y OTROS EDULCORANTES 

Substancia Poder edulcorante 

EDULCORANTES CALORICOS 

S(3carosa 1. O ., 

Azucar invertido 0.7-1.(J 

Glucc,sa :) . 7.:..0. :3 

Fructcsa 1.1-1.4 

Jarabes fructosados 1.0-1.6 

Otras pr0piedades 

Nutritivo. Disacárido formado por glucosa y fructo 
sa. Se patron edulcorante se torna como punto de com 
paración. Es el más usado en el mundo, proven~ente 
de la cana de azúcar y remolacha. Cariog~nico. Co 
fiere cuerpo y textura caracteristicos. Dulzdr de c. 
lidad estándar. 

Jarabe proveniente de la hidrólisis d~ sacarosa. U 
sado en caramelos de centro blando. 

Moncsac~rido. Obtenido de la hidrólisis completa 
almidón. Alta viscosidad e higroscopiai baja solubi 
lidad, muy buen dulzor. 

Monosacárido. Presente en frutas y verdur~s. Es el 
bohidrato rn~s dulce; Altamente higroscópico. _Se ven 
de en forma de cristales. Muy buen dulzor. alto pre 
cío. 

Mezcla de glucosa y fructosa obtenida de la conver 
sión enzimática de jarabes glucosados provenientes 
de la hidrólisis del almidón. Presentación liquida. 
Principal campo de aplicación es la industria re 
fresquera; además, frutas enlatadas, ~ermeladas, 
jarabes y confiteria. Propiedades similares a la 
sacar,:-2.::. pero difiere en cuerpo y textura impartí 
dos. 
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Lactc:,sa 

Monelina 

Sorbitol 

O 2-t~; 

2500 

,.-, e , ... - --' 

EDULCORANTES NO CALORICOS 

Sacarina 200-700 

Ciclamatos 30-90 

Aspartarno 100-120 

Disacárido -:~mpuest0 por glucosa y galactosa. Im 
portante en acentuación de sabores, incremento de 
sólidos y modificación de textura. 

Proteina de 11000 daltones extraida de semillas 
africanas. Es la molécula más dulce conocida. pero 
su aplicación esté limitada por termolabilidad Y sa 
bor amargo po~terior. Importante en estudios de fi 
siologia del sabor. 

Alcoh~l hexahi~rico soluble en agua. Uso general en 
alimentos dietéticos. No cariogénico. A altas con 
centraciones puede producir diarrea osmótica~ 

Forma anhídrida del ácido sulfimido.ortobenzoico;Se 
sinteti~a quimi6amente. Polvo cristalino. Residuos 
de sabor amargo: su seguridad ha sido cuestionada, 
pero ha demostrado no ser perjudicial y ha perrnane 
cido en el mercado. Uso en alimentos dietéticos y 
para diabéticos. Muy económico. 

Síntesis quimi~a a partir del ciclohexilamino. Re 
tirado un tiempo del mercado, ahcra se usa eA combi 
nación con sacarina o aspartamo. 

Dipéptido formado por fenilalanina yacido aspérti 
co. Es solo uno de muchos péptidos que producen 
sabc,r dul-:e. Se sintetiza químicamente, pero se bus 
can tecnicas de prcducción a partir de microorganis 
m,:,s. :::::1 u.se, se ha extendido a partir de 1991.·-prin 
:ipalmente ~ara alimentos dietéticos. Aplicacion li 
rnitada por terrnolabilidad e inestabilidad a pH bajo 
Prohibida para fenilcetonúricos. Caro, pero se usa 
en·bajas cantidades. 
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Acesulfarno K 200 Similar a la sacarina; útil para alimentos de mes·a 
y bebidai¡;. Derivad.o del ácido ac~toacético. Percep 
ti ble· z:-ápidamente, sin- ·resJ~u.os amargqs. Bstable; á 
temperatura ambiente y amplio rango de pff. 

* Tomada ·como punto de referencia y se le asigna un valor de 1.0 
Fuentes! Inglett, 1980; Bucke, 1983; Dziezak, 1986; Mermelstein, 1987 
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TABLA 

Fuente: Chen. 1geo. 

.-, 
""'. MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE GLUCOSA ISOMERASA 

Ac.t..i.nomycu ol..i.vac.lne.ll.e.U4 
A. ph4e.och11.omoge.nu. 
Ac.t..i.nopl4nU m..i.uou.11...i.e.n4..i.4 NRRL.:B3342 
Ae..11.ob4c.te.1L 4e.1Loge.nu 
A •. cl04C4e. 
A,·le.v4n.lcum NRRL B1678 
A.11..th.11.ob4c.te..11. 4p, . 
B4c..i.llu4 4P, NRRLB5350, 5351 
B. co4gul4n4 HN 68, NRRLB5649-5666 
B.· me.94.te.11,.é.um 
B. 4,te,411.o.the..11.moph.é.lu4 
B.11.e.v..i.b4c.te..11..lum .lnce.11..tum 
B. pe.n.t044m.lno4c.é.d.lcum 
Co11.yne.b4c.te.11...i.um .é.nce.11..tum 
Cu.11..tobllc.te.11..lum he.lvolum 
f4che..11.ich..i.4 &.11.e.undi 
E. .é.n.te.11.me.d.l4 
Fl4vOb4c.te..11...i.um 41Lbo11.e.,ce.n4 
F. de.vo.ll.4n4 
L4c.tob4c..i.tlu4 4p. 0-10 
L. b.11.e.v..i.4 . 
L. buchnU:..i. 
L , ' e..11.m e.n.t.l 
L. g4yon..i...i. 
L. Uco pe.u..i.c..i. 
L , m4nt1.é.po e.1.1.4 
Le.ucono,.toc me.lle.n.te.11.0.lde.4 
Mic11.ob..i.4po.11.4 11.04e.4 
M..i.c.11.oe.llobo4po11.a &lave.4 
M.é.c.11.omono,po.11.a coe.11.ula 
Myc11.obac.te.11.ium 4P, 279 

Noca11.di4 44.te.JLo..i.de.4 
N. CO/t4l.i.4 
N, cl4uou.i.U.e..i. 
P4.ll.4colob4c.t.11.um 4e.1Lo9e.no..i.de., 
Plle.udomone.4 hyd.11.oph..i.l4 
S.t.11.e.p.tomyce.4 4p. S41-10 
S, 4Ch.i.n4.tU4 
S, ach.11.omo 9 e.ne.4 
S. albull 
S, b.é.ft.i.n..i.e.nll.i.4 
S. bod.i.l.é.4e..i. 
S • . c..i.nn4mone.n4.i.4 
S, e.ch..i.n4.tu4 
S. &l4uog.ll..i.44e.u4 
S, ,tauou.i..ll.e.n4 
S, 'll.4d.i.4e. 
S. gd,lbull 
S. gl4u4ce.4ce.n4 
S, ·gll.4c.i..tu4 
S. gll...i.44 e.olU4 
S, g.ll..i.4ll e.1.1.4 
S. h.i.ue.n4 · 
s. ffl4.te.K4 
S. n.i.ue.n4 
S, ol.i.u4ce.u4 
S. o.t.é.uoch11.omo9u1e.4 
S, ph4e.och1Lomoge.ne., 
S, pl4.te.n4.i.4 
S. ue.ne.zue.tae. 
S • we.dmoll.e.u .i.4 
S.t1te.p.to,po1Lan9.i.um 4lbum 
S. o·ut.94.ll.e. · 
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TABLA 3: PROPIEDADES DE. ALGUNAS ISOMERASAS PROVENIENTES DE DIVERSOS MICROORGANISMOS. 

Caracter:¡.stica 

pH ópt irn,:, 

Temperatura 
óptima 

Requerimientos 
de metales 

Km D-xilosa 
D-glucods 
D-fruct0sa 

Terrnoestabilidad 

Peso molecular 

L. brevisill 

6.0-6.5 

,, e o.,-f . ~_, ,_. 

Mn 

O. 00!:, M 
0.920 M 

191 (lúü d 

S. phaeochrornogenes(2) A. rnissouriensis(3) B.coagulans(4) 

9.3-9.5 

90 º e ,:.:in Ce, 
so º e sin Ce, 

Mg y Ce, 

0.300 M 

60 ºC-80 ºC 

7.0 

90 ºC 

Mg 

1.330 M 
1.670 M 

80 000 d 

8.0-8.!5 

60 •e 

Mn 

0.011 M 
0.090 M 
0.083 M 

40 •e-so ºe 

167 000 d 

Fuente~ 1) "lamar,a.~:a . .1·;.1:,•;i: 2;~fs'.:rnur'a. 1..:,.-:.~-; 2,1 ~.:;.:,1 .. 1g, lt;J~:(:; ..:..._J [i.3r,r,::,. 1<~7(1: 
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TABLA 4: ?LA3MIDCS DE B. subtilis. 

Origen NombrE Mar,: ad,:,res 

l. Especies capaces de replicarse ~n B. subtilis 

:::5. au1-eus 

St r·r3¡.:~ tC•C: (í(:1.::.ttS 

B. pumilus 
B. cereus 

¡:.,:. 1 ·~¡~ 

pE 1 ·J4 
pUB 11 ·:; 
PAM 77 
pPL 1,:• 
pCW 7 

:~_"rr. 

Ern 
Km 
Em 
Ba·:tericcina 
Cm 

2. Plésmidos hibridos con das rnarcadare~. 

pBD 64 Km, •..::'.m 

pBD 8 Km, Cm, Sm 

3. Plésmidos que permit~n sel~cción positiva. 

pBD .:::1~ 
, .. _ 
-·H~' ': h·y' 

Observaciones 

oligocopia, 1.8 Md 

oligocopia, 2.3 Md 
multicopia, 3.0 Md 

4.5 Md 
inserción al genoma 

2.8 Md 
~ 

hibrido pC 1g4-pUB 
110; selección por 
inactivaci6n inser
cional; 3.2 Md 
híbrido pSA 2100 y 
pUE 110; 6.0 Md 

confiere fenocipo 
T~~r a cepas recep
toras thy-

Referencias 

Iordanescu, 1977. 

Iordanescu, 1977. 
Keggins. 1978. 
Wor~:man, 1986. 
Lc,vet.t, 1976. 
Wilson, 1978. 

Gryczan, 1980. 

Gryczan. 1978. 

Gry~zan. 19'82. \O 
o 



90 
Cromosoma! B. 
licheniformis 

pS 105 Km, trc.C 5.4 Md Keggins, 1978. 

pUB 110 

4. Plásmid9s bi·funcionales entre vari.as especies de Bacillus. 

pTB 90 Km, Te 

S. Plésmidos bif~ncionales E. coli-B. subtilis. 

pHV 33 

pMK 4 

pCED.2 

Cm 

Cm, Ap, 
lacZ 

~-~ 

B. subtilis- B. 
stearothermo2hilus 

En E. coli se expre
san también Ap y Te. 
Hibrldo pC 194-pBR 
322 

Imanaka, :t~-S3. 

Rapoport , ;1,9"'79. 

Hibrido pUC 9-pC 194 Sullivan. 1984. 
Permite secuenciar 
fragmentos. 
Contiene prc,motor ~ D,::innelly 1982 .. 
que i:.e expresa en L 
f:.2.il y tJniiL provenien-
te de B. subtilis. 
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TABLA S. EJEMPLOS REPRESENTATIVOS DE PLASMIDOS USADOS EN E. coli. 

Tipo 

I. Inactivación insercional sin selección 
directa para plásmidos recombinantes. 

II. Inactivación insercional con selección 
positiva para plásrnidos recornbinantes 

' 

I~I. Vectores de ree~plazo con selección 
positiva de recornbinantes 

IV. Vectores de amplio rango, Grarn 

V. Vectores de expresión 

VI. Vectores para clonación de promotores 

VII. Vectores para clonación de secuencias 
de terminación 

Clasificación tomada de Rodr1guez y Tait. 1983. 

Ejemplo 

pBR 322 
pBR 328 
pBR _329 
pUC 8 
pACYC 184 

pLV 59 
pHE 3 

pGJ 153 

pK 1230 

pKT 100 

pPV 33 

pKL 1 

Referencia 

Bolívar,· 1977 
Sober6n, 1980 
covarrubias\1982 
Vieira, 1982 ·· 
Chang, 1978 

O' Connor , 198.2 
Hennecke, · J;,982 

Hagan, 1982 • 

Bagdas.arian, 1981_;\ 

Talmadge, i980 
i. 

West, 1982.~ 

Honigman. 1981 



TABLA 6: DIFERENTES PROTEINAS CLONADAS EN B. subtilis 

Proteina 

Cloranfenicol acetil transferasa 

alfa arnilasa 

antígeno de fiebre aftosa 

antígeno de hepatitis B 

penicilinasa 

penicilinasa 

interferón alfa 

urogastrona 

genes his _G 

alfa amilasa 

rec A 

estreptocinasa 

Origen 

S. ·-ªureus 

B. amyloliguefaciens 

virus fiebre aftosa 

virus hepatitis B 

E. coli 

Ba,:,illus sp. 

humano 

humano 

E. coli 

B. lichenif orm.is 

P. mirabilis 

.S..t.J.:_ep.t..Q.C.0..ccus eQuisimili:> 

Referencia 

Ehrlich, 1977 

Palva, 1982 

Hardy, 1981 

Hardy, 1981 

Palva, 1982 

Oliver Lampen, 

Palva, 1983 

Flock, 1984 

Ferreti, 1984 

Joyet, ·19844 

Eitner Monke. 

Klessen, 1986 

1982 

1986 
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TABLA 7: DIFERENTES PROTElNAS CL~NADAS EN E. coli 

Proteina 

endogli~osidasa H 

resistencia a neomicina 

tirosil tARN sintetasa 

antigeno hepatitis B 

xilanasa 

B-glucanasa 

celulasa 

gene 2 del fago O 29 

xilanasa 

alfa amilasa 

xilosa isomerasa 

B-glucc,sidasa 

biosintesis de fenilalanina 

celulasa 

Origen 

Streptomyces 

·s. fradiae 

8. stearotherrnophilus 

virus hepatitis B 

B. pumilus 

E. subtilis 

Clostridium thermocellum 

B. subtilis 

~- polyrnyxa 

B. licheniformis 

E; coli 

Kluveromyces fragilis 

Corynebacterium glutamicum 

Bac.illus sp. 

Referencia 

Robbins, 1981 

Rodgers, 1982 

Barker, 1982 

Valenzuela, 1982 

Panbengred,. 1983 

Cantwell, 1983 

Cornet, 1983 

Blanco, 1984 

Sandhu, 1984 

Joyet, 1984 

Lawliss •. 1984 

Raynal, 1984 

Ozaki, 1985 

Park. 1986 
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TABLA 8:PROPIEDADES DE GLUCOSA ISOMERASA DE ESPECIES CONSIDERADAS EN ESTE TRABAJÓ 

Caracteristica 

Actividad promedio 

Temperatura óptima 

pH óptimo 

Km glucosa 

K fructosa 
m 

Km xilosa 

B. subtilis 

300 nmoles glucosa 
min-1 mg proteína-1 

60 ºe 

7.6 

0.78 M 

1.04 M 

0.21 M 

Inducción xilosa 0.5% 

Re-presión por glucosa presenta 

Temperatura de crecimiento 37°C 

Localización intracelular 100% 

Requerimiento de ruptura no 

Termoestabilidad Pierde 60% tras 
· incubar a 60 ~ 

CoC1 2 0.006 M 

MgSO¡ 0.060 M 

B. coagulans 

420 nmoles glucosa 
min-1 mg proteína-1 

60 ºe 

a.o 

O.SO M 

0.14 M 

1.00 M 

xilosa 0.1% 

presenta 

45 ºe 

E. coli· K802 
. : ' 

22 nmoles.glucosa 
min-lmg proteina~l 

so -··ere 
6.S 

~--

xi.losa J% 

~reseritá 

3r· 0 e 

intracelular 100% intr~celular 100,C'. 

no si 

retiene .actividad tras iábil 
incubar a 60ºC 

0.006 M 0.'100· M .. 
0.060 M O .-100 t1 
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TABLA?: EFEC7~• DE DIFERENTES CCNCENTRACIONES DE XILOSA Y GLUCOSA 
EN LA PP8DUCCON DE GLUCOSA ISOMERASA POR B. subtilis 168. 

D-:-:il.:,sa (%i 

0.00 
·-· " 1 :.:: 

~ ~ .r:. 
{J . . S(; 

1.00 
2.50 

:~, e. e + r: - g l u e ,: .. so 

Actividad 
(nmoles de D-gl~cosa por 
min por mg de proteina~ 

,-.,,-,,,, 
...:,..._1 ;c. 

o 
·-=· 1 ~ _, .L ,. 

.3.==,:::~ 
372 
272 
201 

l_i 

0.30 + O-glucosa 0.20% 16 
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TABLA 10: ASPECTO DE CEPAS DE B. subtilis EN DIFERENTES MEPI-OS 
CON INDICADOR Y CON XILOSA COMO FUENTE DE CARBONO .• 

Medio 

Peptona 1% 
NaCl O.OS% 
xilosa 4% 
rojo neutro 0.04% 

Peptona 1% 
NaCl O.OS% 
xilosa 4% 
púrpura de bromo 
creso! 0.004% 
pH 7.0 

B. subtilis 168 

roja 

amarilla 

B. subtili·s IA 42.2 B. sübt:Y,is_ .B,T 

blancuzca krosada-, 

azul amarillenta 

Nota: Con concentraciones menores de xi losa no s-e pudieron detectar r-espuest'á;s, 
que permitieran diferenciar las cepas. 



APEJJDICE II: 
FIGURA:;: 



o-glucosa Ene Diol 1-2 D-manosa 

H-C=O H-C-OH H-C-OH 
1 11 1 

H-C-OH C-OH HO-C;_H 
1 1 1 

OH-C-H HO-\:-H HO-C-H 
1 1 1 

H-C-OH - H-C-OH - H-C-ÓH 
1 +OH +oH 

1 
H-t:-OH f 

H-t~OH 
4 

H-C-OH 

CH20H 
1 1 

~ 
CH OH .. • CH20H 2 

u Glucosa 
isomerasa 

~ª2ºª CH20H 
1 

fH20H 

C=O C-OH C=O 
1 

HO-t 
. 1 • 

OH-C-H - +oH - H-C-OH 

H-t-OH 
+OH 11 1 

• H-C-OH 4 JI-C-Oll 
1 1 

H-C-óH , e-é-oe H-C-OH 

_tH20H 
1 1 . 

CH20H CH20H 

D-fructosa Ene Diol 2-3 D-psiQO-

FIGURA 1: DIAGRAMA DE CONVERSIONES DE GLUCOSA A FRUCTOSA 
Fuente: Hamilton, 1974. 
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·~paso 
isomeriza:idn 

refinamiento ... 

Al..Mltol 

J.llldüaci6niPH20 
ALMOONHHCHADO 

l==~.:~ 
ALMlcnl FUlOO · ! sactwific:acic5n can la tlllZima 

glucoamilasa a pH 35-65, 6!PC 

JARABE (l t lOOSADO 

1 · lsornerizacidn COll·la enzima 
tl100SO is011aaaa a iiHlO.·!S':au.111.1~~c 

JARABE FRlJC1t)SAO() 

19finamiento 

JARABE FRUC10SADO 
55,90% 

BE FRUC10SADO JAM 421. 

FIGURA 2: DIAGRAMA DE ELABORACION DE LOS JARABES FRUCTOSAOOS 
Fuente: Bucke, 1981. 
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,· . . . ·-c,1na11'a. 
D-RIBOSA 4.,.: ------....... ---.._. .. f D-RIBOSA-5-POSPA'l'O l is011111raea 

. , 
Q-RIBULOSA-5-POSPATO ·D..;ARABINOSA C t D-RIBUL0SA •· > 

isome;asa J ·· -cinasa 

RIJ:lITOL -

D-XILOSA 

D-LIXOSA 

deshidrogenasa 

isoinerasa 
e l 

.. .;. 

3-epi~rasa 

D-XILULOSA 4 > D-XILULOSA-5-FOSFATO 

D-ARABITOL 
i>-XILITOL e 

deshidrogenasa 

isomerasa 

cinasa 

I 
4-eplmerasa 

.L-ARABINOSA t JI L-RIBULOSA .,4--,.• .L-RIBULOSA-5-FOSFATO 

L-XILOSA •C------~ 

1 L-LIXOSA isomerasa 

L-XILULOSA 

L-ARABITOL ~<------1 
· deshidrogenasa 

cinasa I 3-epimerasa 

tinasJ L-XILULOSA-5-FOSFATO 

FIGURA 3: METABOLISMO DE PENTOSAS Y PENTITOLES 
Fuente~- Mortlock v Wood, 1964. 



....... • 
1 xyt T ·. i====i xyl fl 

1 
.. -~.- ··; : . . · ... : , .. ·;J l ~ ., . . . +~ A, • ' ~· : - -- -- ..... ·. ' . . ~--.· ·_ .· ··_· .. :.· ·. :·..-....... -.~-- . ; : ...... : /· :~.: ::. : .. - :;·~ .. ·- ···:·... :~;:..,, :::: ~. 

xyl 
xyl 
xyl 
xyl 

• .. 

,t. . _ _µ:_ _____ ,, -. )i. p 

A- gene estructural de ~ilesa isomerasa 
8- gene estructural de xilulosa kinasa 
T- ~lemento genético involucrado en el transporte 
R- elemento genético regulador 

·promotor 
dirección de la transcripci6n 

de xilosa 

FIGURA 4: OPER,ON DE ;{!LOSA .EN E. coli. El diagrama está construido 
con información proveriiente de Maleszka. 1982 y de Ho, 
198.3. No está establecida plenamente la relación entre 
xylT· y xylR con los genes estructural y ·de cinasa, Existe 
la certeza de la presencia de dos promotores·, pero cabe la 
posibilidad de que en un momento dado puedan transeri
b~rse como tina sola unidad. 

~ 
."""11]1" 
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01· 

o 
E, (X)LJ RRl. XIL ... 

~ICA 

B·,· SUBTILIS IAA22 

l 
IEJ'Elf1Itw:IOO JE ACTIVIIW> 

ISHRllNnE 

-Rl .. Rl 

'910 lLRIA- IWICILIM 

FIGURA 5: ESTRATEGIA GENERAL DE ESTE TRABAJO 
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FIGURA 6: PLA.SMII:iO pH\· J.:: 
Fuente: Old. 1981 

pHV33 .. 
(4.6 Mdal) 



Holoenzima 
Siqma 

-35 

Bacitlu.6 .6ub~it..i...6 

43 (1) 

37 (2) 

32 (3) 

29 (4) 

E.& che.lLi~h..i..a coti 

TTGACA 
AGGATTNA 
AAATC 
TTNAA 

70 (5) _TTGACA 

' 

-10 

TATAAT 
GGAATTNTTT 
TANTGNTTNTA 
CATAIT 

TATMT 

Fuente: l)Shiroza, 1985 2)Doi, 1986 3) Youngman,1985 
4 ) Doi, .1986b 5) Rosenberg, .1979 

FIGURA 7: SECUENCIAS CONSENSO DE PROMOTORES REPORTADOS. 
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A) ESQUEMA GENERAL (7) 

'1.c.,lé.o 60-6 6a..t;.(.d,i,C!o .t;JL,i,p.6,i,na 

NH2MET CAA15~3o>sE~(XXXXX>GLN .SER25LY~ THR GLU28AANCOOH 
' 1 plr.o.t;e.a6a. 

ENZIMA EXTRACELULAR 

B) ALGUNOS EJEMPLOS DE LA SECUENCIA XXXXX (2) 

LEu5TRP11LE2SER3PHE3ALA2THR2MET2ASN¡ 

LtugSeR1PHE3ALA3THR¡MÉT¡PR02GLI2 

LEU3SER l PHE 1 ~.LA7 THR¡CVS2ASN3 

LEU31LE4SER2PHE¡THR2GLI46LU2, 

SUBT1L1SINA E 
B • .6 u b.t;,i,li.6 . 

'ALFA AMI LASA 
B • .6 ub~,i,l.i..6 

B,,:.LACTAMASA 
IL l,i,che.n,i,6oiim .. ll, 

B-lACTAMASA 
B. ce.1te.u.4 

FIGURA 10: MODELO Y EJEMPLOS -DE SECUENCIA PEPTIOICA 
LIDER PARA EXCRECiON DE PROTEINAS. . 



i 
l. 
~ -- 6 

E ·e 
e § o 
~ ~ IO '1.0 • • e:,, 

8 l - 300 o a5- . f .... 
c. 
CI> 2 ·- 200 E 

1 - o 
(.) 
CI> 
'- 100 u ·-o 

:B 
01 u 1 1 1 1 1 1 IO -> --4 8 12 16 20 24, ~ 

Tiempo (h) 

FIGURA 11: Crecimiento l • y actividad isomerjzante ( o ) de B. subtilis 168. 
El microorganismo fue cultivado en medie de Luria con xilosa al 0.5% 
y se presentan l~s ~alor~s a diferentes tiempos de fermentación. 
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F I(;URA .. -. 
i...:..; 

-
l 
B' -
-~ 

l 
15 ! 300 

1 200 

1 '100 

;a 
-~ 
~ 

o 

l?ZZJ con >cilosa o.5% 
c::::J sin >diosa 

58202 08666 168 

Actividad iaomerizante de tres cepas de 8. subtilis en las que se 
buscó inicialmente la actividad. Las células se cultivaron en me
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FIGURA 14: Actividad· isomerizante presentada a diferentes temperaturas 
de reacciqn por células enteras de B. subtiliS 168. 
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FIGURA 15: Actividad is,:,merizante a diferentes pH iniciales de reacción por 
células enteras de 8. subtilis 168. La solución a~ortiguadóra se 
preparó con ~cid0 maleico 0.2 M. 
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FIGURA 20: Patrón de acti~ación por iones para un extracto de células 
de B. subtili~ 168 dializado por 24 horas contra amoitiguador de 
maleatos 0.2 M. Las sales normales fueron sustituidas por las ~ndi 
cadas. 
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FIGURA 21: Afinidad hacia el ión cobalto. Se siguió el procedimiento des
crito en la fig. 20 y se analizó el comportamiento de este ión 
por la importancia asignada al mismo por otros autores. Las sa 
les normales fueron sustituidas por las concentraciones indica 
das de CoC1 2 . Se presenta la curva de Lineweaver Burke ajusta
da por minim0s cuadrados. 
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FIGURA 23: Actividad ~specífica isomerizante de ~oli RR1, iricapaz 
de crecer en xilosa y de K802, capaz de h~cerlo. 

1.22 



FIGURA 24: 
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14 
Incorporación de xilosa Ce] por dos cepas de E. coli. 
una silvestre (Ki2) capaz de crecer en xilosa como fuen 
te de carbono, y la mutante RRl q1,Je se usara _como rece12. 
tora. El experimento se realizó según se describe en Mª 
terial y Métodos. 
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FIGURA 25 : Integridad del ADN cromosomal de B. subtilis 168 obtenido 
por el método de Rodriguez y Tait, 1983 (1). En los siguien 
tes carriles se muestra la sensibilidad a las enzimas de 
restricción 8am HI (2). Eco RI (3), Pst I (4), Pal .I (5) y 
Hae III (6). En todos los casos 1 µg de ADN se incubó con 1 
JJl de enzima y 1 JJl del amortiguador lOX recomendado por el 
fab~icante. La incubación se llevó a cabo durante 24 ha 37 
ºC. El caso de Eco RI se explica por mala calidad del lote 
enzima uti 1 izado. pues con c,tros no hube, problem·a. 
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FIGURA 26: ADN cromoiomal de B. subti1is 168 sin digerir (1) y 
digerido con la enzima de restricción Bam HI (2) en 
condiciones similares a la fig. 25. En seguida se 
muestra el pl-ásmido pHV 33 sin digerir ( 3} y diger i 
do coh la misma enzima (4). El material proveni~nte 
de estas digestiones fue usado para ligarse y para 
la posterior transformación de E. coli RRl. 
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FIGURA 27: Fenotipo de la cepa recombinante 8-1 obtenida tras la 
transformación de E. coli RR1. Se muestra comparado 
con la 6epa receptora. Se empleó medio de Luria solo 
y con 100 µg/ ml de Ampicilina o 10 µg/ml de tetraci
clina. El medio M9 se usó sin fuente de carbono, con 
glucosa 0.5%-y xilosa 2.0%, además de los requerimien 
tos de la cepa. 
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FIGURA 28: Actividad isomerizante relativa de E. coli RRl y de la cepa 
recombinar.te B-1 obtenida de la unión del pHV 33 y del ADN 
cromosomal de B, subtilis 168. La actividad sobre fructosa 
se determinó a un extracto celular, proveniente de un culti 
vo en medio de Luiia, con xilosa 1.0% como inductor. Las 
condiciones de determinación d~ actividad fueron pH 6.8, y 
so ºc. 
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FIGURA 30: Actividad isomerizante a SOºC y 60 't: de las ·cepas 
recombinante Bl y la tisada como referencia; E. ed 
li K802. -
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FIGURA 31: Aqtividad isomerizante relativa de E. coli B-1 en ausencia y 
en presencia de ampicilina a diversas concentraciones~ A la 
actividad mostrada en ausencia del antibiótico se le dio 
un valor de 1.0 (1}. Se compara con los valores--obtenidos en 
presencia de 100 pg/ml ( 2) , 200 J,Jg/ml ( 3) y 500 ,.ug/ml ( 4) de 
ampicilina (Sigma) . La ac_tividad. se determinó en las .condi.-. 
ciones indi6adas·pa~a E. coli. · 
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FIGURA 32: Células transformantes en un mililitro de sistema, obtenidas 
en función de tiempo de incubación, siguiendo el .método de 
Dubnau (1971) como lo describen Rodriguez y Tait (1983). Se 
utilizaron 2pg de pUB 110 y la selección se llevó a cabo en 
medio de Luria con 7.5 ug de kanamicina por mililitro. Post~ 
riorrnente.se demostró q~e-la eficiencia de transformacion de 
pHV 33 y pUB 110 son comparable~~ · 
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FIGURA 33: Células transformantes en un mililitro de sistema, obtenidas en 
función de la concentración de ADN, en condiciones similares a 
las indicadas al pie de la figura 32. El tiempo de ~ncubación 
fue de 30 min. 

132 



100 

~ 

~6 
en 
l.&1 ... 
z 
w -> -> 

20. e: 
laJ 
Q.. 
=> .,, 

60 120 180 240 

·Tiempo de ex posl clón (aeoundos) 

FIGURA 34: Demostración de la presencia de la mutación recE4 en la cepa de 
B. subtilis IA 422 ($). Se indican los porpentajes de supervi 
vivientes obtenidos tr~s diferentes tiempos de exposición a luz 
ultravioleta de onda corta, según se describe en material y mé
todos. Se presenta el comportamiento de B. subtilis 168 C•) co
rno referencia. 
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FIGURA 35: Actividad proteolitica presentada por B. subtilis IA 422 y 8. 
subtilis 168. 
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FIGURA 36: Actividad isomerizante en relación al valor presentado por B. 
subtilis 168, q_e B. subt_il_i_s. IA 422. Se muestra también el va
lor presentado por la cepa IAB-1, obtenida tras transformar a 
B. subtilis IA 422 con el plás~ido recombinante purificado de 
E. coli 81. La actividad basal presentada por IA 422 le permi 
te crecimiento en medio minimo con xilosa. 
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