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La glucosa isomerasa es -uﬁé enzima de interés industrial, tanto
en el campo de produccién Qe edulcorantes como en =1 de elabora-
cidbn de etanol a partir de desechos agréindustriales. Los princi-
palées microorganismos productores de 1la enzima son bacterias Gram™

en las que los sistemas de recombinacién in vitro han tenido un

desarrcllo més lento que en E. coli. El g#neroc Bacillus presenta
miltiples ventajas como sistema de clonacién, por lo que se inten

ta introducir la informacién que codifica para esta enzima a est

14

género.

Inicialmente, se buscd actividad en diversas cepas de B. suptili=s

usadas comiunmente como receptoras de informacion heterdilcga. En s=

guida se procedid a caracterizar la actividad mostrada por la cepsa

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

nalisis de la misma fue practicados en forma comparada con la d=

{

la cepa B. coagulans NRRL- B 5660, usada normslmente =n la produc-

(9]

ién industrial de 1z enzima. Las caracteristicas cinéticas de la

()

:nzima proveniente de B. subtilis indicarom un pH dptimo de 7.€

W

una temperatura  oOptima de 60 °C, y locs valores de Km par
D-xilosa. D-fructosa y D-glucosa fueron ¢©6.:1, 0.78 y 1.04 M, res-

2+ 2+ _ B
pectivamznte. La adicién de Mg junto con Ceo incrementd signi-

Lad]
[N

cativemente 1 nivel de actividad. La termoestabilidad de la en-

zima fue baja en ausencia del sustrato, pero se elevd en presencia



de Coz+d19umy. Elj?aior-deikafhacia este i6n fue de 2.38 mM. Estas
propiédadeSifueroﬁfgonéidéiéqas adecuadas como. fuente de informa-.

cién para clonarse:

Posteriormente, el ADN proveniente de esta cepa fue introducido,.
mediante dlqnaciénvtipq.“tifo de escopeta”, en E, coli RR1, utili-
zando como vehiculo molecular el plasmido bifuncional PpHV 33. Se
logré aislar asi una cepa recombinante que presenta no sélo la ca-
pacidad de crecer en xilosa como Unica fuente de carbono, sino que
presenta un nivel de actividad isomerizante superior en 4 veces al
basal presentado por la cepa receptora y alcanza un nivel similar

al de una cepa prddubtora de E. c0li.

Finalmente, el piésmido recombinante se aisldé de esta cepa vy se

introdujo en B. subtilis TA 422, deficiente en actividad isome-
rizante. En eéte caso se _lggra incrementar 4 veces la actividad
‘basal de la cepa receptora, pero los niveles son similares a los
de la cepa donadora. Lo anterior permite ver que en este casc un
solo pas»o de cloﬁacién es insuficiente para<lograr obtener una ce-
pa hiperproductora de la enzima, pero quedan sentadas las bases
para la dbtencibn de la misma y se abre la posibilidad de obtener

una cepa secretora de glucosa isomerasa en B. subtilis.
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I. GLUCOSA ISOMERASA

En este ftrabajo se pretende:.usar como modelo una enzima de interés

industrial, para lo que se. ha séleccionadc a la glucosa isomerasa

(D-xiloga cetol isomerasa 5.3.1.5). Se pretende aislarla de un mi-

Croorganismo perténeciente al género Bacillus e introducirla & una

cepa receptora adecuada de B. subtilis; para asi{ sentar' las bases
para futuras maniphl&?iones que conduzcan a la obtencién de cepas
hiperproductoras y seé%eﬁoras. En una etapa inicial, la informa-

cién se introduciré eﬁxﬁj coli.

El interés hacia esta enzima se inicié en el afio de 1957, en que

se descubri¢ en | Pseudomonas hydrophyla una actividad enzimatica
~ .

capaz de transfofﬁgf:aldosas en cetosas, siempre y cuando estuvie-

cen fosfoiriladas (Marshall y EKooi, 1957). La enzima cataliza la
conversion reversible de aldosas a cetosas, con una.constants de
ejquilibrio cercana a 1.0 a 60 °C (Cocker vy Venkatasubrama-
nian,1985), aunque la velocidad de reaccién es lenta =2n este punta
(Fig. 1). Pronto se vio que una enzima asi podria ser utilizada en
la conversioén de glucosa a fructosa y participar por ello en la
produccisn de sustitutos de =sacarosa, ya Qque es posible obtener
mezclas -asi equimoleculares de fructosa y glucosa. Asi, a los
pocos afios era factible la elaboracidén de jarabes ricos en fructeo-
sa provenientes de la hidrél%sis enzimatica del almidén, tal como

s= muestra en la figura 2. Los usos de estos jarabes fueron pronto



extendidos compitiendo conn los :numerosocs sustiﬁUtos de sacaroea
que han entrado al :mercado 'y que se ejemplifican en la tabla 1.
El proceso tarddé casi quince afios en entrar al mercado ya que hubc
que sortear varios obstaculos. La enzima descubierta inicialmente
no era la mas adecuada para el Sroceso debido a su necesidaaﬁde
sustrato fosforilado. Por lo tanto, hubo de emprenderse una bus-

queda entre numerosos microorganismos para encontrar alguna que no

los requiriese. Lactobacillus fue ‘el primer organismo descubierto

con estas cualidades (Hamilton, 1974).

Los organismos pertenecientes al género Streptomyces pasaron.en
seguida a ocupar el liderazgo en cuantc a uso, dadas las propieda-
des de sus enzimas. Entre ellas, destaca =l no requerir arsénico
como cofactor. Ademas, estos microcrganismos han sido ampliamente
utilizados en la industria como fuente de numerosos metabolitos;
fisicldgica y genéticamente son también bastante conccidos, si
bien el(grado de avance no es tan impresionante como en E. coli.
La produccidén de glucosa isomerasa en estos micrcorganismos pre-
senta los mismos inconvenientes que se manifiestan en la produc-
cidn de otros metabolitos a partir de este género, esto es. la
productividad es baja debido al crecimiento lento, 21 que a su vez
incremenza los riesgos de contaminacién. Los organismos del genero

Bacillus ofrecen mhchas ventajas, incluyendo . la presencia de espe-

(X1



cies termofilicas£$Enfla actualldad se conocen casi siete: decenas

de mlcroorganlsmo"prod“ctores que se’ muestran en la tabla 2 lo

que permlte sel onaruunaagpaniygriedaq_de opciones,vLa busqueda

A o _:;l.. R B )
smosg . ha ‘conducids al encuentro de algunos

que presents: ~iﬁia d por glucosa, como Actinoplanes mis-

souriensisuxcdngi 980), que ademas presenta un menor requerimien-

to por cobalto. También se han selecciqnado otros, como B. coagu-

lans, quelpresentan.mayor termoestabilidad (Chen, 1980).

En el transcursp de los afios ha sido posible caracterizar algunas
de las enzimas &g mayor interés. Segiun su origen, pueden encon-
trarse diferenciaé\en diversos parametros, como son: afinidad por
el sustrato, requerimientos de iones metadlicos para la manifesta
cién de la actividad, temperatura y pH 6ptimos, adem;s de varia-
ciones en numero de subunidades idénticas y pesos moleculares. Al-
gunos ejemplo; se ilustran en la tabla 3. Una caraoferistica comin
a todas es la necesidad de xilosa como inductor de la actividad.
De hecho, la enzima permite a la célula utilizar este carbohiq?ato
como fuente de carbono y forma parte de un conjunto de enzimas que
incluyen, ademas, a una permeasa Yy una cinasa (David y Weismeyer,
1970) y'permitén su incorporacién a 1la via de las pentosas (Mor-

tlock y Wood, '1964), en un mecanismo comun a varios microorganis-

mos (Fig. 3).



El requerimiento de:este inductor'ies uéafenbménﬁaqueméhégrqce;el
proceso de produccibn dé.lageﬁziga debido af;U-a}to coésto, por lo
que se han'hech0~&iver508 ésteers.por optimizégio. éi bien pue-
den emplearse tanto manipniapiones‘genéticas~comozambiéﬁ£ale33para
lograr el objetivo, el casé;de glucosa isomerasa es un buen ejem-
plo para ilustrar la importancia tanto.de los p;opiOS'miErOOrga-
nismos’ como de la genética tradicional en la resolucién de: proble-
mas que presenta lanroduccién de‘gnzimas. Entre ellos destacan la
obtencién de mutantes constitutivas e insensibles a represién ca-
tabélica (Sa&nchez y Quinto, 1975) y 1la de cepas capaces de util&—
zar los xilanos u otros substratos baratos, como el clote de maiL,
como fuente de inductor (Takasaki, 1969, Park y Nakamura, 1974 y
Chen, 1979). Asimismo, se han obtenido cepas hiperproductoras ‘Va-
heri v Kauppinen, 1977 y Demnerova, 1977) y cepas capaces de ex-
zretar ciertq|cantidad de -enzima al medio de cultivo para facili-
tar el proceso de recuperacién (Hzuka, 1971), aunque la mayoria de

los productores actuales inmovilizan células completas.

Las técnicas de recombinacién in_ vitro de Acidos nucleicss pgrmi—
tirian iograr mejorias sustanciales tantc en aquellas caracteris-
ticas que implican cambios en la estructura de la molécﬁia. come.
en los fenémenos que conduciran a la elevaciéh de 1la productiviéad

de la enzima. Estas técnicas permiten 1la manipulacién de 1a ma



quinaria de la célula hasta’ Lograr la saturacién con el producto
de interés, partiendo del'principio de que un incremento en la do-
sis génica conduce a una sintesis mas activa de proteinas (Uhlen vy
Nordstrum, 1979). Se cuenta con ejemplos de sobreproduccidén tanto
de proteinas de interés basico, entre las que estin las involuqra-
das en el operén de arabinosa (Steffen y Schleif, 1977), comé de
proteinas de interés para 1la industria, alfa amilasa entre ellas

(Cornelis, 1982).

Las técnicas de recombinacién in_ vitr no han sido aplicadas

hasta ahora al mejoramiento de 1la produccion de glucosa isomerasa
con fines de producciédn. de edulcorantes v con interés comercial.
La xilosa isomerasa de E. coli ha sido clonada y secuenciada, perc
el objetivo final de los primeros trabajos era el conocimiente de
la organizacién genémica. Posteriormente, estos resultades fueron
aprovechados para conseguir la introduccién del gene a levaduras,

como Schizosaccharomyces pombe, con el fin de lograr una cepa ca-

paz de degradar desechos lignocelulésicos en forma eficiente

(Gong. 1981, Jeffries, 1984 y Alexander, 1936).

Los resultados . obtenidos hasta ahora han permitido saber que tanto

en E. coli como en Salmonella typhimurium la informacién estad co-

dificada en un operén, que incluye al gene estructural xylaA, al
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de una permeasa (xylT), al de una cinasa (xylB) y & un gene regu-
lador (xylR) (Maleszka, 1982, Ho, 1983 y Lawliss, 1984) (Fig. 4).
La regulécién parece. ser coordinada, ya gue mutantes afectadas en
la produccién de una de las enzimas suelen estarle en la de otras.
En el moﬁelo del operén propugsto hay discrepancias en cuanto al
nimero de promotores funcionales, pues algunos autores afirman qu=
existen dos, unc para el gene estructural y otro para el de cinasa
(Ho, 1983 y Lawliss, 1984) mientraé que otros afirman que xyl B se
transcribe desde xyl A (Rosenfeld, 1984). Lo que es cierto es qus
es dificil separar'lqs dos genes (Ho, 1983). Se haiiogrado deter -

minar que el de la iscmerasa tiene una lcongitud entre 100Z-1320 pb

1l
—

(Ueng, 1985%5) v que el péso molecular d & enzima de E. coli ez d=

54000 daltones (Lawliss, 1984).

En crganismeos. come Bacillus vy Streptomvces no2 estén. reportados lo=

operones tipicos de E. coli:; sin embargo, una secuericia de ADN de
B. subtilis ha sido clonada en E. ccli y complementa tantc la fun-
cicn de xilcsa iscmerasa como la de x¥ilulosa cinasa, lo que permi-
te supcner que la organizacién genética es similar ( Wilh=lm v Ho-
llenterg. 19&4), asi como el mecanismo de asimilacién de pentosas

y pentitoles.
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Por cotra parte, Sivbien no se han empleado las técnicas de recom-
binacién con fines de sobreproducir enzima con fines comerciales,
los autores que han trabajado con el gene aislado de E. coli han
logrado incrementar 20 veces la produccién de la enzima fusionando
el gene aislado en las etapas iniciales del trabajo a promotores
eficientes, tipo "tac" en E. coli (Stevis y Ho, 1985). La utilidad
de esta cepa en la produccidon de edulcorantes es baja. puestc que
la enzima de E. coli presenta baja afinidad por glucosa (Wov:ha,
1982). Es por ello que resulta importante la clonacién de gluccsa
isem=rasa proveniente de los micrOorganismos actualmente empleados
en la produccién de edulcorantes, en su mavoria bacterias Gram+,
lograr su expresién en 1los propios microorganismos Gram®  (Work-

man, 1986).

Una ventaja que representaria el aislamiento del gene de intarss
seria el que abriria la poesibilidad de mutagénesis in vitro y asi
buscar cambios que conduzcan a modificar termoestabilidad ¢ afini-
dad por el sustrato, una vez conocidos los factores que afectan
estos pardmetros, pues hasta ahora es poco lo que se sabe (Mozhaev
v Martinek, 1984). La genética tradicional ha tenido pocos éxitos
en 2ste sentido; un ejemplo es la modificacidéon de afinidad por el

sustratc en el caso de la enzima de A. aercgenes, p=aro é&sta carece

de valor comercial (Oliver y Mortlock, 1971i}. Los pocos avances ge
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podrian déber:éifhé@ho de que es dificil encontrar métodos de se-
leccién que permitan identificar este tipo de mutantes (tmanaka.
1983). La recombinacién in  vitro permitirad aislar, secuenciar ge-
nes e identificar mas facilmente los puntos criticos a modificar;
sin‘embérgo, cuestiones econémicas y regulatorias definirén la

factibilidad de la aplicacién (Fitcher, 1986) .

\

IT. COMPARACION DE LOS SISTEMAS DE CLONACION MOLECULAR EN E. COLI

Y B. SUBTILIS.

La metodologia de recombinacién de acidos nucleicos in_vitro se ha
dezarrollade en los Ultimeos quince afnos. El sistema mas conocidd~y
para el que existe una mayor cantidad de elementos es E. cali.
Fue el primero gque se empled, va que en otros terrenos-de‘la'bio~
logia-molecular es también el microorganismo mejor conocido. Sis-

temas como Streptomyces y Bacillus, de gran interés para la indus-

tria, stan en menor grado de desarrollo. B. subtilis es el orga-

nismc mejor conocido genéticamente después de E. celi, a pesar de
lo cual sélo s2 han localizadc en su mapa alrededor de 400 genes,
contra mas de 1000 en E.  coli (Workman, 1986). El panorama esg aun

mas desalentador para Streptomyces, pues sun la especie mejor co-

nocida, S. coelicolor, no presenta un numero tan elevadce de genes
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localizados (Hopwood, 1984). Se tienen aislados fragmentos que po
seen actividad promotora (Bibb y Cohen. 1982), pero las secuen-
cias y detalles del mecanismo de transcripcién se han esclarecido
mas recientemente (Fayerman, 1986). Se presentan también problemas
de expresién de secuencias heterélogas (Robbins, 1981 y Rodgers,
1982),. que se han explicade hasta ahora por el alto contenido de
guaninas y citosinas en el genoma de estos microorganismos. Lo an-

terior indica que s6lo para B. subtilis existen los elementos su-

ficientes como para pensar en la produccidén a gran escala de pro-

teinas recombinantes.

La estrategia seguida para una recombinacion in_vitro es la misma,

ot

independientemente del tipo de sistema biaclogico que se desse uti-
lizar cono hospedero, y puede verse en la figura 5, que correspon-
de a la de este trabajo. En esencia. debe contarse can un procedi-
miento de obtencion de informacién de interés, lo que implica vs
sea el aislamiento d=1 ADN o su sintesis, gquimicamente o por
transcripcién reversa. En seguida, ésteé s2 corta para poder ser
unidoe a un vehiculo molecular vy la molécula recombinante formada
es introducida por una técnica de tranzformacién de la cepa recep-
tora adecuada. Debe contarse con un método de seleccién de la co-

lonia deseada, v éste dependerd de Qque se exprese el mensaje o de

que sdlo se prétenda detectar 1la presencia de ADN heterélogo. Fo-
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dria ocurrir también que la informacién genética sé6lo se exprese a
nivel de transcripcién, por lo que se habra de contar con un méto-
do de deteccién de RNA especifico. Aun si se da el caso de que la
informacién sea traducida, la proteina de interés puede haber sd-
frido modificaciones que impidan la deteé&ibn de su actividad, bor

lo que el producto debe ser caracterizado.

Las diferencias entre los organismos considerados en este momentc,
E. coli y B. subtilis, son mayores en ;o que se refiere a vehicu-
los moleculares y a sistemas de transformacién, tal comc se expli-
~a mas adelante. Por otra parte, el numero de cepas adecuadas como
recepteras para informacién genética heterdloga es muchc mencr en

B. subtilis que en E. c¢oli. Quizds esto pueda explicarse por el

ccnocimiente desigual en torno a la biclogia molecular para amboes

géneros. A continuacidén se analizaran algunas de las diferencia

n

conccidas hasta ahora.

II. A. Vehiculos moleculares.

Con este término se guiere denotar a moléculas capaces de entrar a
la célula e insertarse en el genoma o mantenerse en forma auténo-
ma, preferentemente como moléculas capaces de replicarse indepen-

dientemente del cromosoma denominadas replicones. Estas moléculas
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pueden ser ¢ortadas y aceptar' como "baaaje:o" ADN proveniente de
otra fuente, es decir, .hétegélbgg. La informacién, a su vez, se
expresard o0 no dgpgndiénqo de la compatibilidad de sefiales regula-
torias que contenga'la maquinaria de transcripcién y traduccién de

la cepa receptora.

Una caracteristica fundamental que debe poseer todo vector para
quien pretende introducir inférmacibn heteréloga a una célula es
contener una sefial que indique su presencia. Esta puede ser, por
ejemplo, la formacién de una placa de lisis, el conferir resisten-
cia a algun metabolito (antibiético, toxina, metal) o proporcionar
la capacidad de crecimiento en algin sustrato (Malik, 1980 y Ro-
driguez y Tait, 1983). Los vehiculos, a su vez,. pueden ser de va-
rios tipos: fagos, plasmidos, coésmidos y, para el caso de egca-{
riotes, organelos. Tanto en E. coli como en B. subtilis existen
los tres primeros tipos. En general, para E. coli se encuentra un
gran numero tanto de virus como de plasmidos; en el caso de B.
subtilis es especialmente notable la 1limitacién en cuanto a fagos
(Young, 1980 y Workman, 1986). La seleccién del tipo de vehiculo
dependera de varios factores entre ellos pueden c1tarse la capa-
cldad de- carga de informacién, la disponibilldad de cepas recepto-
ras con marcadores'adecuadbs, las'posibilidades de corte con enzi-

mas. de restricciéon. Los virus permiten la clonacién de frégmentds
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mas grandes, pues hay que recor&ar\~que algunos de ellos pueden,
prescindir de un 30% de su genoma, que puede ser‘sustituido por
ADN heterélogo; sin embargo, los vehiculos virales en uso estéan di
sefiados para trabajar con un maximo de dos o tres enzimas de res-
triccién. Con los plasmidos, en cambio, pueden usarse varias enzi-
mas, lo que da mayor versatilidad al sistema. Por otra parte, dado
su tamafio pequefio, es mas facil su manejo, mapeo y regulacién ‘Mo-

rrow, 1980).

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

trados para el desarrollo de los sistemas de clonacién fue la ca-
rencia de plésmidos naturales que poseyeran las caracterist. .cas
previamente sefialadas como importantes (Doi, 1986). A pesar de que-
el microorganismo contiene muchos plasmidos, éstos son de natira-
leza criptica, esto es, no contienen propiedades identificables
(Le Hegarat, 1977 y Yoshimura, 1983). 35in embargo. Ehrlich derios-
tré que una serie de plasmidos descritos previamente para S. au-

——

reus (Iordanescu, 1975) eran capaces de transformar a B. subt:lis

(Ehrlich, 1977).

Los plasmidos de B. subtilis, como en su momento los de E. ccli,

han debido ser mejorados en cuanto a lograr combinaciones de di-

versos marcadores, sitios unicos para diferentes enzimas de 1es-
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‘triccién, estabilidad, etc. (Keggins, 1978). Un tipo de plasmido
que ha resultado.ser de géénzutilidad;lo representan los pléasmidos
hibridos capaces de replicarse tanto ea E. coli como en.B. subti-
lis, pues contiénen origenes ‘de replicaci6n de ambos géneros. Un
ejemplo igteresante lo cOnspituye el plasmido deénominado pHV 33,
descrito por Rapoport eh@iQ%Q‘e ilustrado en la.f;gurayﬁ. Es;e se
construyé aprovechando el sitia .tnico de Hind Iff:existente tanto
.en el pC i94 (cm¥) proveniente de 8. aureus, y el sitio unico para
la misma enzima encontrado en el pBR 322 (Aprch).,utilizado en E.
coli (Bolivar, 1977). 5e esta manera sé logré formar una molécula
capaz de transformar a ambos géneros; sin embargo, la expresién de
la informacién es desigual: E. coli es capaz de manifestar la re-
sistencia a los tres antibibticgs que contiene el plasmido hibri-

do, mientras que B. subtilis sélo expresa la informacién prove-

niente del pC 194.

En el ejemplo detallado anteriofmente, el gene que confiere resis-
tencia a cloranfenicol no puede ser inactivado insercionalmente,
ya que no presenta sitios 4unicos para ninguna enzima de restric-
cién. Se han construido plasmidos con mas marcadores propios de B.
subtilis, de manera que alguno de ellos pueda inactivarse al reci-
bir un inserto. También se han: buscado plasmidos que ségenCuentren

presentes en un numero mayor de copias. Ejemplos representativos
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para ambos géneros pueden encontrarse en las tablas 4 y 5. En

ellas se apreciara la menor variedad en B. subtilis.

II.B. Sistemas de transformacién

La transformacién es el fenémeno mediante el cual una célula pliede
aceptar ADN extrafio e incorporarlo a su propio genoma, de manera
que adquiere las caracteristicas conferidas por este ADN heterélo-
go. Para que el proceso se lleve a cabo se requieren varias corndi-
ciones: la célula debe estar en un estado fislolégico tal que le
permita qceptar ADN, estado conocido como de "competencia'. En es-
tas condici;nes se producen actividades de nucleasas, de enz:mas
que forman parte del mecanisme de recombinacién, de receptores de
ADN y de otros elementos cuya funcion es poco c¢lara, Es tambhién
importante el papel que desempefian ciertos iones, especialmente
calcic y magnesio. Entre los organismos en los que estd mejor des-
crito el fenémeno estén B. subtilis y Haemophilus influenzae (Ve-
nema, 1978). Otros, entre los que se cuenta E. ¢coli, nunca alcan-
zan este estado en forma natursl, pero se puede inducir artifi-
cialmente, colocando a las células enteras en contacto con una so0-
lucién hipotédnica de cloruro de calcio en frio (Mandel y Hisa,

1970).
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Son aun poco donocidas las funciones de algunos de los elementos
participantes en el fenémeno de transformacién. Destaca la activi
'dad de las nucleasas, que permiten cortar el ADN gue se introdu-
ce, pero una excesiva actividad de estas enzimas podria destruir a

los acidos nucleicos que se pretende introducir.

Por otra parte, las enzimas de recombinacién deben astar activas.
puse la informacién se incorporard al genoma gracias & -ellas. Sin
ambargo, si el material que se usard para transformar estid forma-
do por plésmidos, y se desea qu= éstos permanezcan en forma auté-
noma, guizas sea preferible que los niveles de recombinacidn de la
cepa receptora sean deficientes para evitar la integracién al cro-
mosoma. El papel de los iones estd poco clarc. Podrian participar
tantc al permitir la actividad de las enzimas, como .formando un
complejo con él ADN heterélogo. Este compleic seria resistente a
la accién de nucleasas, y los iones contribuirian a su precipita-
cién sobre la superficie celular, donde se encontraria con los re-
ceptores de ADN. Tras este contacto, la entrada a la célula de la

molécula de ADN se favorece por un pulso de calor.

Cada crganismo presenta caracteristicas particulares en cuanto a

la eficiencia del proceso de transformacién, al tipo de moléculas
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por el que muestra preferencis, etc. En el caso-de B, .subtilis el
estado de competencia sé alcanza en la fase espaéionaria temprana.
Muestra preferencia por moléculas ilineales dé‘ADN) En cambio; la
transformacién con plésmidos monoméricos,cifculares es notablemeﬁ—{
te ineficiente, ya que se requiere una multiplicidad de 1:1000 &
1: 10009*para que una célula pueda ser transformada. Algunos autg
res han explicado esta baja eficiencia aduciendo el hecho de que,
durante el proceso de entrada a la célula, el plasmido es roto por
las nucleasas y linearizado. Estos dafios no siempre son reparédos
adecuadamente. Por ello, resulta imposible detectar transforman-
tes. En cambio, si lo que se introduce son oligémeros o multimeros
de plasmido se obtendran altas frecuencias de transformacién (Ca-
nosi, 1978, Contente y Dubnau, 1979a y de Vos y Venema, 1982). En
otros trabajos se suglieren técnicas como la denominada "rescate de
marcadores". En ella se usa como cepa receptora una que contenga
plasmidos con cierta homologia con el que se pretende utilizar co-
mo vehiculo de manera que, por procesos normales de reccombinacién,
sea posible reparar las moléculas que se hayan dafiado durante el

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

En B, subtilis, como en otros microorganismos Gram*, entre los que
esta4 Streptomyces, es posible la introduccién de informacién gene-

tica por otro método: el de formacién de protoplastos (Hopwood,
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1981). Esto permite eliminar la barrera que representa la pared
celular a la entrada de ADN mediante el uso de lisozima. Poste-
riormente, se hace uso de la propiedad del polietilenglicol de fa-
vorecer la precipitacién del ADN sobre los receptofes que se en-
cuentran en la membrana, y asi resulta sencilla la entrada tanto
para moléculas lineales como superenrolladas. La eficiencia, no
obstante, es de diez mil a mil wveces menor que con pléasmidos ce-

rrados y superenrollados (Chang y Cohen, 1979).

Una de las técnicas empleadas. para la formaciédn de un banco de ge-
nes que resulta mas sencilla es la conocida como "clonacién en ti-
ro de escopeta". En ella se parte de una mezcla de ADN linearizado
con enzimas de restriccién o por métodos diversos y del vehiculo
molecular también linearizade. Ambos se ponen en contacto con la
enzima ligasa, que formard enlaces fosfodiéster. Para favorecer la
formacié4n de moléculas recombinantes, es comun incrementar la pro-
porcién de moléculas lineales de pasajero en relacién a las del

vector.

Sin embargo, lo =efialado en los parrafos anteriores permite prever

la dificultad que entrafiaria la formacidén de un banco de genes én

B. subtilis siguiendo esta estrategia. Las moléculas lineales com-

petirian favorablemente con las circulares por los receptores y la



consiguieite entrada a la célula. Esto ha.ori}lado a que algunos
autores iﬁtenten,lé,clqnaciqn de ‘genes de interés inicialmente en
E. coli. gﬁa vez detectada ia colonia que lo contenga, se aisla el
plasmido y se transfiere a B. _subtilis. De este modo, se ha tenido
@xito en-la clonacién de alfa-amilasa, B-glucanasa y xilanasa de
BRacillus, entre otras enzimas (Cornelis, 1982, Fouet, 1982, y Ber-

nier, 1983).
II. ¢. Sistemas de transcripcién, traduccién y regulacidn.

El cornocimiento general sobre las seflales genéticas que permiten
la transcripcidén, traduccisdén, procesamiento pre y peostraduccional,
asi como de la regulacion de 1la produccion de proteinas es funda-
mental para determinar la posibilidad de sintesis de proteinas he-
terdlogas en un hospedero determinado. Una vez mas, en =ste as-

pecto es coli el microorganismoe mejor conecido, lo que contri-
tuye a que sea la bacteria méas utilizada en procesos de transfe-

rencia genética.

Para E. coli., se conocen con detalle secuencias consenso d= promo-
tores (Gold, 1981), asi como* regiones de terminacion y sitios de
unién al ribeosoma (Rosenberg, 1979). También se conocen detallada-

mente. algunos ejemplos de puntos de interaccién entre la ARN



polimerasa y el ADN, la importancia de las secuencias espaciadoras
y a la misma ARN polimerasa. El conocimiento de estos aspectos es

posterior e incompleﬁo para el caso de B. subtilis. Desde luego,

este ultimo microorganismo es mucho mas complejo, ya que mUestré
un cierto nivel de diférenciacién al presentar el proceso de espo-
rulacién. Posee varias polimerasas, cada una de las cuales, a su
vez, transcribira una familia de genes y se comportan de manera
diferente durante la fase de crecimiento vegetativo o durante la

esporulacién (Doi, 1986b).

En la figura 7 pueden wverse algunas secuencias de promotores con

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

mero de secuencias conocido para el primer género es cercano a

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

aproximadamenpe. A pesar de las similitudes que se observan, se
presentan barreras de expresidén entre genes de las dos especies
(Ehrlich y Sgaramella, 1978); cabe recordar el caso ya sefialado de
diferencias de expresién entre los marcadores del plasmido pHV 33

(Gryczan, 1980). Puede afirmarse que B. subtilis es mucho mas es-

tricto que E. ¢coli en lo que a reconocimiento de sefiales se refie-
re; el punto mas critico parece estar a nivel del proceso de tra-
duccién. Se ha detectado que la secuencia Shine Delgarno es funda-

mental para el éxito del mismo, ya que ésta deternina la comple-



24

mentareidad entre el ARN meﬂsajero y el ARN ribosomal 168
(McLaughlin, 1981).. Otros factores involucrados son desconocidos
(Doi, 1986). Una vez iniciado el proceso de traduccién, es précti-
camente seguro lograr la expresién de un gene heterologo en B.

subtilis.

La genealogia de las diversas especies de Bacillus no esta bien
establecida y no es posible delimitar lineas de parentesco claras.
Por ello, no es de extrafiar que se presenten problemas de expre-
sién en la transferencia de genes entre las especies del mismo gé-
nero. 3in embargo, se han registradc algunos ejemplos exitoscs de-
exprecidn de genes provenientes, entre otros, de B. amyloliguefa--

ciens y de B. pumilus (Palva, 1932 y Panbengred, 19832).

La regulacion presents 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 mé&s promotores, que permiten la
expresién de los genes en diferentes etapas del crecimiento o du-
rante la esporulacién. Los promotores, a su vez. pueden estar
traslapados o localizadcs uno a continuacién del otro, lo gque su-
giere estrategias de regulacién diferentes a los opercones tipicos

de E. coli. Otra diferencia la encontramos en el caso del fenémeno

de represién catabdlica, la gqgue en E. coli ha sido explicada por
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la interaccién del nucleétido AMP ciclico con una proteina recep-
tora, CAP, la que a su vez se une al ADN. En Bacillus no parece

actuar este nucleétido, sino nucleédtidos polifosforilados.

II. D. Cepas receptoras.

Una de las caracteristicas que deben cubrir las cepas que se uti-
lizan como receptoras de informacién genética heterdloga es la de
carecer de sistemas de modificacién y degradacldén por diversos
sistemas de restriccién del ADN que aCeptan._En E. coli se han de-
sarrollado numerosas cepas con estas caracteristicas, mientras
que en B. subtilis los esfuerzos por obtener cepas deficientes en
sistemas de restriccién y modificacién han avanzado lentamente
(Ganesan, 1982). Una cepa que ha sido ampliamente utilizada como

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

triccién deficientes {Tanaka, 1979) como por carecer de pléasmidos
residentes (Lovett, 1976). Esto ultimo puede ser importante de

presentarse fenémenos de incompatibilidad de plasmidos.

La seguridad de las cepas es un factor importante en la seleccién
de una receptora adecuada. Algunas cepas de E. coli presentan li-
popolisacadridos con actividad téxica, por 1lo que se ha requeridoe

el esfuerzo de varios grupos para el desarrollo de hospederos que
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no presenten problemas para la salud (Curtiss, 1976). B. subtilis,
por su parte, presenta la ventaja de no ser téxico y esta recono-
cido como organismo “GRAS" (generalmente reconocido como seguro)
por la Administracién de Alimentos y Drogas en Estados Unidos.,Pof
ello, ha sido ampliamente utilizado en la produccién industrial de
enzimas y antibiéticos. 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 recuperacién del producto, especiél—
mente si ésta se realizara a partir del medio de cultivo (Doi,
1986). Este problema puede resolverse construvendo cepas recepto-
ras afectadas en la actividad proteolitica, hecho que no resulta
tan sencillo puesto que se presentan al mencs dos tipos de protea-
sas en esta especie y es preciso buscar dobles mutantes (Kawamura
v Doi., 1984, Fahnestock y Fisher, 1987). Sin embargo, el problema
se compensa de alguna manera al presentar una alta velocidad de

sintesis de proteinas: Otro problema que presenta B. subtilis, y

que comparte con E.coli, es su incapacidad de modificar proteinas
postraduccionalmente, especialmente en cuanto a plegamiento, gli-
cosilacién e insolubilidad de 1las proteinas proaucidas. Esto re-
sulta relevante cuando la proteina que se desea producir es de

origen eucarionte (Zabriskie y Arcuri, 1986).



Una ventaja adicional del género Bacillus sobre E. coli es la ca-
pacidad de secretar proteinas al medio de cultivo; B. subtilis
puede excretar porcentajes que oscilan hasta en 10% y 20% de la
protgiha total (Holland, 1985). Inicialmente, se pensaba que es-
to podia deberse a las diferenc¢ias en estructura de. pared celular,
que se ilustran en las figuras 8 y 9. Estudios recientes demues-
tran que las proteinas que se. excretan contienen una secuencis
"lider" codificada dentro del mismo mensaje, macanismo que funcio-
na en cualguier tipo de organismo, y un ejemplo de la cual puede
verse en la figura 10. La unidn de este tipo de secuencias con
proteinas funcionales permite la excrecisn.de las mismas (Ulmanen,
198%5) . En organismos como E. ceoli la proteina saldréd sélo hasta
el espacio periplésmico, mientras que en Bacillus llega hasta el
madic de cultive (Emr. 1983). ‘Los modelos que explican el funcio-
namiento de esta secuencia aun no estan de acuerdc sobre todos los
factores que ;esultan decisivos para la salida de la proteina;
entre ellos estan la presencia de amincacidos bésicos, cuya carga
favorece la interaccié4n con 1la membrana (Ramaley, 1979)., o bien,
la carga neta de la secuencia (Inouye, 1982). Otros requisitos pa-
recen ser el potencial de membrana, =l carécter hidrofaébico del
extremo amino terminal, las proteinas que constituyen el compleio
de acoplamiento y los mecanismos de traslocgcién y de escigidn de

la sehal.
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Una caracteristica adicional de importancia para una cepa recepto-
ra es la capacidad para mantener la existencia de los plasmidos
incorporados en forma autbnoma; para lograrlo, la cepa debe poseer

gistemas de recombinacién defectuosos (de Vos 'y Venema, 1983).

El comportamiento de las cepas en condiciones de alta densidad ce-
lular, como las que se presentan .en un fermentador, resulta criti-
co si el objetivo final es la produccién a gran escala. En este

sentido son mucho mejor conocidos organismos como Streptomyces,

Bacillus e incluso Saccharomyces cerevisiae que E. coli; sin em-

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

ta Uultima en fermentadcres de gran escala (Muth, 1985).

II. E. Problemas de clonacién intra e interespecifica.

Se han menciocnado ya algunos de los factores que pueden determinar
si una proteina se sintetiza o no. La expresién puede ocurrir a
partir de la informacién presente en el segmento introducido al
vehiculo como pasajero o a partir de las seflales originalmente
presentes en el vector. Para tensr éxitc, la estrategia general
ha sido disefiar mejores vehiculos moleculares, gue contengan todos
los elementos mencionados como importantes. Asi, los plésmidos o

fagos usados como vehiculos pueden contener promotores adecuados
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(Brosius, 1984), sitios de w=nidén al ribosoma (Ambulos, 1984 y
Flock, 1984); seﬁaiés de secrecién (Palva, 1983), de terminacién
de transcripcion—tradpccién'(Petterson, 1983). En ocasiones se re-
quieren estrategias adicionales, segun 1la similitud de las maqui-
narias metabdlicas de las especies donadora y receptora. En gene-
ral, puede afirmarse que los principales problemas para  la expre-
sién de informacién heteréloga se deben a diferencias en el fun-
cionamiento -de regiones regulatorias (McLaughlin, 1981) o de la
ARN polimerasa (Sakaguchi, 1982). El1 mayor conocimiento de esfos
dos fenémenos contribuird al disefioc de los vehiculos adecuados y
al establecimiento de condiciones de produccién que favorezcan la

expresion de la informacién deseada.

En las tablas 6 y 7 se presentan ejemplos de clonacién exitosa en
los organismos estudiados hasta ahora. Aunque el numero 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 llevaran a cabo siguiendo el esquema mostrado. en

la figura 5.
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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 gntrado
en etapa de franca estabilizacién 'en cuanto a crecimiento se re-
fiere, la baja de precios del azucar en el mercado interhacional y
la fuerte presién que sobre el precio ejercen productos como el
aspartamq, hacen necesario continuar investigando para que el pro
ceso manténga su competitividad (Homler, 1984). Por otra parte, el
aprovechamiento de desechos lignocélulésicos constituye unaiexten-
sa area de investigacién, y 1la actividad de xilosa isomerasa re-
sulta fundamental para el buen aprovechamiento de los xilanos,
presentes en gran cantidad en este tipo de desechos.

A pesar de las bondades. que para la produccién de sustitutos de
sacarosa representan las enzimas de Bacillus o de Streptomyces, se
han mencionado también las dificultades que implica la clonacién y
expresiéon de genes heterélogos en estos géneros. A su vez, la in-
formacion provenientes de estos microorganismos se expresa con di-
ficultad en E. coli, y esto es particularmente cierto para el caso

de la informacién proveniente de Streptomyces. En este laboratorio

se ha practicado la clonacién de la enzima proveniente de Actino-

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

tenidos hasta ahora permiten vislumbrar la dificultad, no ya de
obtencién de cepas hiperproductoras, sino incluso de alcanzar ni-

veles detectables de expresién (Farrés, 1986).
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Con el afén de evitar en 1lo posible problemas de expresién, dado
gue el objetivo final es obtener una cepa recombinante en B. sub-
tilis, se exploré en primera instancia la posibilidad de usar al

propic B. subtilis como donador de 1la informacién. Por lo tanto,

se buscé actividad en varias cepas de esta especie, la que se
evalué en comparacién 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 ‘B. _subtilis, se usaria esta
otra especie como cepa donadora, o se intentaria paralelamente la

clonacién de la misma.

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

de genes por clonacién tipo "tiro de escopeta”™ en B. subtilis, se

prccedié en primera instancia a detectar colonias recombinantes

poseedoras de actividad isomerizante en E. coli.

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

coli, podria partir del uso de uno de los vehiculos que se han di-

sefiado para la expresion de proteinas en este género, como alguno
de los miembros de la serie pBR (Bolivar, 1977). Del pléasmido re-
combinante obtenido podria después aislarse el fragmento de inte-

rés para introducirse a un vehiculo 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 sélo es necesaria la seleccién de la
colonia de interés en E. coli, 1la purificacién del pléasmido y su

introduccién por transformacién en B. subtilis. La caracterizacioén

inicial puede hacerse en la misma E. coli.

Como cepa receptora de E. coli se seleccioné la cepa RR1, defi-
ciente en capacidad de crecimiento en Xxilosa, y que se describe
en la séccién de resultados. Su bajo nivel de actividad isomeri-
zante la hace una cepa receptora idénea, ademds de sus deficien-
cias en sistemas de restriccién y modificacién. Se ha manejado
también la cepa K802, que posee deficiencias sélo en el sistema de
restriccién (Blattner, '1977). Para sclventar el problema de que
presente actividad isomerizante se intenté la obtencién de una mu-
tante incapaz de crecer en xilosa. Se logrd aislar una cepa, 1-25,
(Farrés, 1986), pero tras varias resiembras recuperé la actividad,
por lo gque se descarté como posible receptora y la cepa parental

se utilizé sd6lo come control de actividad.

El vehiculo seleccionado es el pHV 23, perteneciente a una familia
de plasmidos hibridos entre pBR 322 y pC 194. Conserva un.origen
de replicacién que le permite la multiplicacién en Bacillus, pero
se encuentra en bajo numero de copias. Esto permite predecir que

no habrad un incremento notable en la actividad isomerizante de la
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cepa transformante sobre la obtenida en la cepa receptora, ya gque

no se eleva en forma considerable la dosis génica.

A las colonias que manifestaron fenotipo recombinante se les de-
terminaron actividad isomerizante y capacidad de crecimiento en
Xilosa como unica fuente de carbono, en forma comparada con cepas
control. En seguida se aislé el plasmido y se volvié a transfor-
mar a la cepa receptora, para asegurar que de &l proviene la acti-
vidad. En caso de ser nacesario, se compararian parametros carac-
teristiccs, como son temperatura y pH optimos, termoestabilidad,

requerimientos de iones y afinidad por sustrato.

i

No fue necesario implementar en B. subtilis una estrategia de =

-t

leccién igual a la practicada en E. coli, puesto gque ya se tran

D}

formé con el plasmido que contiene el gene de interés. Fosibl

1y

ment=, el proceso de caracterizacién se facilitaria si la célula
hospedera no presentase actividad. Intentos por cobtener una mutan-
te incapaz de crecer en Xilosa fracasaron, por lo que se seleccic-

nd como cepa receptora a B. subtilis TA422, cuyas propiedades se

describen en la seccion de resultados. Las cepas transformantes de

B._subtilis IA422 se reconocen por manifestar resistencia a clo-

ranfenicol, vy se les determiné¢ también la actividad isomerizan-

te.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener una cepa recombinante en B. subtilis productora de glucosa

isomerasa con informacién proveniente del género Bacillus.

OBETIVOS ESPECIFICOS

1) Establecer la presencia de actividad isomerizante en la cepa B.

subtilis 168 y caracterizacién de la misma en caso de presentarse.

2) Determinacién de las. condiciones adecuadas de extraccién de ADN

para B. subtilis.-

3) Obtencién de una cepa recombinante con informacién proveniente

de Bacillus en E. coli RR1.

4) Caracterizacién de la cepa recombinante obtenida en E. coli en
términos de actividad isomerizante y capacidad de crecimiento en

xilosa como unica fuente de carbono.

5) Aislamiento del plasmido recombinante.
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6) Determinacién del método adecuado de. transformacién en B. sub-

tilis.

7) Transformacién de B. subtilis IA 422 con el plasmido aislado de

la cepa recombinante obtenida en E. coli.

8) Determinacién de 1la actividad isomerizante manifestada en B.

subtilis IA 422 con el pléasmido recombinante



MATERIAL Y METODOS
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I. Cepas y Plasmidos.

*Bacillus subtilis

a)168 (trpC2) fue proporcionada por - W. Bhrke. Universidad de Ari-
zona

b)IA 422 (leu'r m recE4) fue obtenida delf"Bacillus Genetics Stock
Centre, quumbus, OH.

Cc)QGB 666 (sacA321 thrS leuA8 hisAl) fue proporcionada por el Dr.

S. Ehrlich, Universidad de Paris.

d)SB 202 (trpC2 his2 tyri stoB) fue proporcionada por el Dr. S,

Ehrlich, Universidad de Paris.

*Bacillus coagulans NRRL B 5660 fue proporcionada por Norhtern Re-

gional Research Laboratories, ILL.

*Escherichia coli

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

versidad de Paris.

b) RR1 (xylS thy proA2 lacYl mtli supE44 galK2 hsdM hsdR rpsL20

(smT) arals) fue proporcionada por el Dr. Fernando'BastarracHea,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

c) K802 (hsdR hsdM gal met supE) fue proporcionada por el Dr. Ed-

mundo Calva, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, UNAM)
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d) Ki2 fue proporcionada por la Coleccién de Cultivos del Departa-
mento de Biotecnologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas,

UNAM.

ITI. Medios de cultivo.

1)Medic completc de propagacién (preservacién de B. coagulans)
Bactopeptona 1%, extracto de <carne 0.5%, extracto de levadqra
0.5%; cloruro de sodio 0.25% y agar 1.8%.

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

preparan las scoluciones A, B y C y se esterilizan por separado,
mezclandose antes de usarse: A) extracto de levadura 0.3%, NH,C1
0.2%, KH2POy, 0.1% y agua a 700 ml; B) D-xilosa o D-glucosa 1%,
MgSOy 0.05%, MnS0,0.005% y agua a 300 ml; C) CaCO3 0.2%.

2)Medio de Luria (preservacién y cultivo de E. coli y B. subtilis)

Extracto de levadura 0.5%, triptona 1% v NaCl 1%; agar 1.5%
4)Medio de McConkey: se uséd la férmula de Difco, sustituyendo lac-
tosa por xilosa 1%.

S)Medio minimo para E. coli: se usé el medio M9 que contiene, por

litro: Na2HPO, 7.0 g
KH,PO, 3.0 g
NaCl 0.5 g

NH,C1 1.0 g
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Glucosa 20% (*) 10 ml
CaCl, 0.01 M 10 ml
Mgsoy 0.10 M 10 ml

Casaminoédcidos 20%(**) 20 ml
Agua aforar a 1000 ml
* Puede ser sustituida por otra fuente de carbono
** Usado sélo para amplificacién de pléasmidos
*** [,os requerimientos de las cepés fueron afiadidos a una concen-

tracion final del 0.004%

6)Medio minime para B. subtilis: se us6é el medio minimo de sSpilzi-

zen que contiene, por litro:

(NHy ) 2S04 2 g
K2HPOy 14 g
KH2 PO, 6 g
MgS0, 7H,0 0.2 g

agua destilada 1000 ml

Fuente de carbono variable
En el caso de que el medio sea usado para transformacidn se suple-
menta con 10 ml de glucosa 50% y 10 ml de solucién CAYE (0.2 g de
casaminodcidos y 1 g de extracto de levadura por 10 ml de agua).
Durante la segunda fase de la transformacién se utiliza el mismo

medio suplementado con CaClz 0.005 M y MgCl, 0.0025 M.
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7)Suplementos
Los antibiéticos requeridos fueron esterilizados por filtracién y

se afiadieron en las siguientes concentraciones:

Ampicilina 100 pg/mi
Tetraciclina 10 pyg/ml
"Cloranfeniccl S0 pug/ml (E. _coli)

2 ug/ml  (B. _subtilis)

III. Métodos de Aislamiento de ADN

1)Plasmidos

a)Los plasmidos provenientes de E. coli fueron aislados por el me-
todo de Bolivar, 1977.

b)Los plasmidos provenientes de B. subtilis fueron aislados por el

métodos de Kieselburg, 1984.

Z)ADN cromésomal

Para determinar cudl era el método més adecuado para la extraccién
de ADN integro en el caso de las especies del género Bacillug se
probarnn los métodos reportados por Rodriguez y Tait, 1983, Burke

y Spizizen, 1977 y Bolivar, 1977.

IV. Transformacién

1)E. ccli se transformé segun lo reportado por Cohen, 1972.
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2)Para B. sztilis se probé el método de Dubnau segun lo reportado

por Rodriguez y Tait, 1983, asi como el de Chang y Cohen, 1979,

con las variantes gque se reportan en resultadcs.

V. Unién de ADN
Se empleé la enzima ligasa de T4 (BRL) utilizando una solucicn
amortiguadora (10X) formada por Tris 0.66 M, pH 7.6, MgCl, 66 mM.

DTT 100 mM y ATP 4 mM, preservada por congelacién v én oscuridad.

Las condiciones de reaccién se reportan en resultados v estan baza

das en Dugaiczyk, 1975.

VI. Digestién con enzimas de restriccién

Las enzimas de restriccién fueron obtenidas indistintamente ds
Sigma Chemical Co. o de BRL. Las condiciones de digestién fueron
las sefialadas por el fabricante en cuanto a soluciones amortigua-
doras, pero los tiempos de incubacién no fueron menores a 24 ho-

ras.

VII. Determinacion de actividad isomerizante
Las condicicnes de determinacién de actividad se variaron de
acuerdo al optime para cada especie, pero el procedimiento general

fue:
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a) Cultivo del microorganismo partiendo de un inéculo precrecido 3
h, el que se afiadié en una proporcién de 1% (v/v) al medio de cul-
tivo correspondiente. La concentracién del inductor (xilocsa) se
varié segun la especie. Posteriormente 1las células se cultivaron

durante 16 h a la temperatura o6ptima de incubacién (37°C para E.

coli v B. subtilis, 45 °c para B. cqgguléns) en una incubadora

Psychrotherm a 150 rpmn.

b) Concentracién de las células por centrifugacién en Sorvall RCSC
a 8000 rpm durante 10 min. Se lavan con amortiguador maleatos 0.2
M pH 6.8 dos veces, y se resuspenden en el volumen adecuads del
mismo amecrtiguador, normalmente una décima parte del veolumen ori-
ginal.

c) En el casc de E. coli se requiere romper las celulas con un ho-
mogeneizador celular Braun M3K enfriadoc con CO, por 45 seg, v re-
cuperar el sobrenadante tras centrifugar el extracto 10 min a
10000 rpm en =1 rotor S834 en una centrifuga Sorvall RCSC.

d) Para el caso de B. subtilis v de B, coagulans ez posible detec-

tar actividad usando c¢élulas enteras resuspendidas en el mismo
amortiguador.

e) Cuando se analizd el efecto de los diversos iones sobre el com-
portamiento de la enzima la preparacién ée dializé 24 horas en

frio contra el amortiguador maleatos 0.2 M.

f) Loz sistemas de reaccibébn se preparan con:



0.5 ml de una solucién de cofactores; normalmente,
MgSOu 0.1 M, CoCl, 0.1 M para E. ccli
MgSO, 0.06 M, CoCl, 0.006 M para Bacillus
,Zis'h; de una soélucién. 2 ‘M del carbohidrato
2.0 ml-de sobrenadante o células
La temperatura de.iﬂcubacién es de 50 °C para E. coli y de 60 °C

para Bacillue. El tiempo normal de reaccién es de una heora.

La concentracion de gluccsa se mide enzim&tisamente con el reacti-
vo de glucosa oxidasa GOD-Perid (Lakeside). La cantidad de fructo-

sa formada =se cuantifica por la reaccidén de cisteina-cartazol

[V{]

(Dische y Borefreund, 1951), al igusl gue la de xilulosa, usands
en ambos casas referencia a curvas patrén. En el caso de las pen-

tosas la curva se prepara con D-ribulosa-0O-dinitraferniilhidrazona.

La cencentracisdn de proteina se determina por el m&todo de Lowry,

1951, usande como referencia albumina sérica bovina.

VIII. Actividad proteclitica

Esta == determiné utilizando alicuotas del medio de cultivo o ex-
tracts de células obtenidoe tras 1la ruptura con el homogeneizador
celular Braun MSK. Las preparaciones cbtenidas se utilizaron para

hidrolizar caseina y el producteo se determiné colorimétricamente,



segun la definicién de unidad del catalogoe de Sigma Chemical Co.

I¥. Electroforesis en gel

La pureza de las diferentes preparaciones de ADN, la magnitud de
la digestién con enzimas de restriccién y las caractericsticas del
insertc se verifican por medio de electroforesis en gel de= agarosa

0.8%, segun lo especificadc por Bolivar, 1977.

¥. Determinacidn de sensibilidad a luz ultravicleta.

T
Las

c&lulas fueron expuestas a las radiaciones emitidas por una
lampara de luz ultraviocleta UVSL-25, Ultraviolet Products, 254 nm,
por diferentes tiempos de exposiciédn; la viabilidad fue determina-
da por dilucién seriada en solucién salina 0.9% y las células fue-

ron sembradses en medio de Luria.

XI.Transporte de xilo

4]
)

Las dos cepas de E. coli se cultivaron en 10 ml de medio de Luria

con 0.5% de xilosa por 14 horas a 27 °C con agitacisén. Se transfi-
rieron a 20 ml de medic fresco con xilosa al 0.05% v se mantuvie-

ron a 27 C con agitacioén por 4 h., Se les agregaron 0.5 ml de= so-

.. . 14
lucién de xilosa “[C] a cada cepa. Se tomaron muestras de 1 ml
a los tiempos indicados, se centrifugaron por 10 min a 10 000 rpm

y cada muestra se resuspendi6é en 1 ml de liquido de-centelleo, que
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confiene'GO‘g de naftaleno, 4 g de EPO,.ZO ml de etilenglicol, 100
ml de metanol por 1000 ml de dioxano. La incorporacién de xilosa
radiocactiva fue cuantificada en un contador ‘Mark III de Searle

Analytic Inc. .Se expresa en funcién de la cantidad de proteina,



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

B. subtilis es una especie ampliamente utilizada en la industria
para la produccién de enzimas de interés, como la alfa amilasa y
diversas proteasas. No estd reportada actividad de glucosa isome-
rasa en esta especie, a pesar de que otros miembros de este géneroc

son excelentes productores, como B, coagulans, B. stearothermophi-

lus y Bacillus sp. E1 gene que codifica para xilosa isomerasa de

B. subtilis ha sido <clonado en E. c¢oli (Wilhelm y Hollenbereg,

1984), pero no se conocen detalles acerca de la actividad isomeri-
zante. Se presenta, pues, como un problema de interés el ver si
esta especie produce actividad isomerizante hacia glucosa y si la
misma es comparable con la de enzimas de interés comercial, en ca-
so de que se manifieste. La deteccién y caracterizacién de la ac-
tividad resulta importante desde dos puntos de vista: si la cepa
manifiesta actividad, se puede utilizar comoc fuente de la informa-
cién genética a clonar, esperando disminuir los riesgos de proble-

mas de expresién, tanto en E._ coli como en B. subtilis. El otro

aspecto por el que resulta interesante detectar la actividad es el
disefic de la estrategia de reconocimiento de la colonia gue ad-
quiera la actividad isomerizante en el propio B. subtilis. Si pre-

senta actividad, la colonia 's6élo podré ser caracterizada en caso

de incremento de actividad provocado por el plasmido recombinante.
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Si la actividad es deficiente, se podria reconocer por complemen-

tacién de funcién.

Por lo tanto, el primer paso fue determinar si en esta especile se
presenta o0 no actividad isomerizante. Se procuré 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
produccién industrial de la enzima (Hamilton, 1974), =i bien se

desconocen algunos detalles especificos para esta mutante.

En primera instancia se analizé 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&uccién de isome-
rasa por la mayoria de los microorganismos. En la Fig. 11 se ve
que la actividad alcanza el punto maximo entre las 8 y 14 horas de
fermentacién y decrece posteriormente, probablemente por alta ac-
tividad proteclitica proplia de la especle., Debe hacerse notar que
tanto en este como en los siguientes casos la actividad determina-
da es la conversién de fructosa a glucosa por el método enziméati-
co, que resulta mas simple y sensible que la determinacién 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 establecido que esta cepa produce actividad isomerizante,
asi como el punto 6ptimo de cosecha, que se fij6 en 16 horas, se
procedié a comparar con otras dos cepas de Bgéggpgilig, la QB 666
y la SB 202, en presencia y en ausencia de inductor. En la Fig. 12
puede verse que la actividad presentada por la cepa 168 es la mas
alta de las tres, y en todos los casos la presencia del inductor

es necesaria para la manifestacién de la actividad.

En la tabla 8 puede verse el efecto de diferentes concentraciones
de xilosa en el medio de cultivo sobre la produccién de la enzima.
Concentraciones altas del carbohidrato traen consigo un efecto ne-
gativo en la produccién de la enzima, probablemente por efectos de
pH; el mismo fenémeno se produce con la enzima de B. coagulans. La
concentracién de xilosa se mantuvo siempre al 0.5% para garantizar
el maximo nivel de induccién, de acuerdo a estos resultados. En la
misma tabla puede verse gque la glucosa no ejerce accién alguna co-
mo inductor, y en cambio su presencia afecta negativamente la sin-
tesis de la enzima, aun en presencia de xilosa. El fenémeno de re-
presién catabélica por glucosa se presenta también en otras isome-

rasas (Sanchez y Quinto, 1975).

Cabe sefialar que siempre se registré la actividad correspondiente

a células enteras; se buscé actividad en el sobrenadante y no se



51

pudo detectar, lo que indica que toda la actividad esté lccalizada
intracelularmente, como en la mayoria de los organismos producto-

res.

La deteccién de la actividad en ceélulas enteras puede presentar
problemas por difusién y entrada del sustrato,y para evitarlos se
determiné actividad también en <¢élulas rotas con desintegrador
Braun. segun el procedimiento descrito en Material y Métodos. Como
se aprecla en la Fig. 13, no hay una diferencia marcada =ntre la
actividad mostrada por las celulas rotas vy las enteras. Esto su-
Biere que no hay limitantes a la entrada del sustrato y salida del
praducto en las condiciones empleadas. Por ello, y rara facilitar
la manipulacion, todas las determinaciones de actividad posteric

re

m

se hicieron con ceélulas enteras. Este siperimento permite nc-
tar, también, que a una hora de reaccioén se estéd todavia en vele-
cidad inicial, por lo que es un tiempc adecuado para las determi-

nacicnes subsecuentes.

Las figuras 14 y 15 ilustran, respectivamente, temp=zratura vy pH
étptimeos de actividad. Debe sefialarse gue sélo se musstra la acti-
vidad determinada en un punto de la reaccion efectuada en las con-
diciones sefialadas, nc se trata de representacicnes de velaocidad

inicial contra el parémetro considerado. El procedimiento puede
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considerarse valido puesto que se realizaron determinaciones simi-

lares para B. coaguians vy los valores obtenldos colnciden con los

reportados por Danno (1970) para B. coagulans HN 68; esto puede

verse en la tabla 9. Se observa un gran parecido entre las dos es-
pecies de Bacillus: c¢oincide 1la temperatura 6ptima para ambas, y

el pH éptimo es ligeramente més &cido para B. subtilis. Esta ulti-

ma propiedad representa una ventaja en un proceso industrial, pues
se sabe que el pH alcalino favorece la formacion de intermediarios

téxicos como la psicosa.

Los resultados obtenidos en el 4andlisis de termcestabilidad si
muestran grandes diferencias de comportamiento entre las dos espe-
cies. Existen varios métodos para determinar este parametro; aqui
se siguié el procedimiento gque sugiere 1la incubacién por guince
minutos a una‘temperatura dada y la posterior determinacién de ac-
tividad usando las condiciones normales, en presencia de sustrato.

Los resultados mostrades en la Fig. 16 1indican que B. subtilis

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

B. coagulans la retiene alta incluso tras la incubacion a 80 °c.

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

e inmovilizada de B. coagulans empezaba a decaer tras incubarse a

70°C. Quiz4s en este caso, al tratarse de células completas se

eleve la resistencia a inactivacién. Cabe afiadir que B. coagulans
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es. un microorganismo cuya .enzima es particul@tmenfgfnotablé en
cuanto a §ermoest§$i1ié§d§(Hpitrbn §}Lim¢n—Lasoﬁ§ 1928}1 Adeﬁés,
en este caso, sﬁ}puédei @bservéf que el ién cobalto ejerce un
efecto pfotector. ya queféiyila incubacién a alfés temﬁératuragiée
realiza eﬁ su présencié.tiagpérdida::de actividad es menor.. ‘Este
efecto ha sido observado por otros autores y se explica al sefialar

que tanto cobalto como magnesio son fundamentales para la confor-’

macién activa de la enzima (Danno, 1971). B. sqptilis, en cambio,
no se comporta de la misma manera, pues no reéponde a la protec-
cién por cobalto. El sustrato puede también estar ejerciendo un
efecto protector contra la inactivacion térmica, pues al comparar
los valores de actividad cbtenides al efectuar la reaccién en con
diciones normales, a 60 °C,'se presenta una actividad casi 4 veces
mayor que cuando se preincubé sin sustrato; esto se.pUedé ve£=al

comparar los “"valores indicados en las figuras 15 y 16. Cabe
, 2+ )
seflalar que también el idh,&g podria estar involucrado en el efec

to protector.

La af;nidadzhacia~§1 sustrato es una caracteristica fundamentai en
una enzima. Glucosa es el sﬁstratd'de uso cqmerciai, perc gene}al-
mente se trabajan-mezclas de glucosa y fructosa, por lo que se
consideré de interés analizar su comportamiento corn ambos sustra-

tos. Por otra pafie; xilosa. es el sustrato de interés metabélico,
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por lo que resulta importante determinar si el grado de afinidad
por este carbohidrato indica que se trata, efectivamente, de una
xilosa isomerasa. Las figuras 17 7y 18 muestran el comportamiento
hacia fructosa y gluco sa, respectivamente, por parte de B, subti-
lis. Las linearizaciones ilustradas en 1la Fig. 19 permiten deter-
minar valores de Kp, que se comparan en la tabla 9 con los obteni-
d¢s en condiciones similares para B. coagulans. La afinidad de la
enzima de éste ultimo hacia glucosa es particularmente alta, vy no
es el denominador comun de otras cepas de la misma especie, por 1lo
que es posible que la cepa NRRL B 5660 hava sido seleccionada para
su uso en la 1industria precisamente por esta caracteristica, ya
que esta hexosa es el sustrato normal en la produccién de jarabes
fructosados: No resalta extrafio, pues, que la afinidad sea mayor
que la presentada por B. subtilis. Este ultimo posee una menor
afinidad por fructosa, lo que podria representar una ventaja al
usarse en un reactor enzimidtico en el que se encontrasen ambos
azucares, ya que se convertiria 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 inhibicidén de la acti-

vidad por cantidades de glucosa superiores a 2 M (36%). Estas



cantidades, empero, no obstaculizarian el trabajo de un reactor,
puesto que la actividad maxima se alcanza normalmente ¢on concen-
traciones cercanas al 40%, ademds de que el disefio del reactor
puede ayudar a subsanar el problema de inhibicién (Bucke, 1981).
El valor de la afinidad por xilosa obtenido por la linearizacién
mostrada en la Fig. 19 indica que estamos ante una verdadera xilo-
sa isomerasa, como lo son la mayoria de las isomerasas en el mer-
cado. Los valores de K, obtenidos son més altes que los reportados
para otras enzimas de Bacillus: sin embargo, las comparaciones son
dificiles de establecer puesto que las condiciones de reaccién vy
purificacién de enzimas son diferentes. Otro aspecto cocincidente
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 fendmeno, al ver el efecto
de diferentes iones sobre la actividad isomerizante. Se puede
afirmar que manganeso, magnesio y calcilio inhiben la actividad en-
zimadtica, y ningin ién por si solo estimula la actividad. Cobaltc
es el i6n con el que se alcanzan valores mas elevados; sin embar-
go, en presencia de concentraciones crecientes de magnesio la ac-
tividad se estimula sinérgicamente v en forma proporcional a la
concentracién de magnesio presente en el si;tema. Este comporta-
miento corresponde al mostrado por la enzima de B. stearothermo

philus (Suekane, 1978). El1 valor obtenido para la constante de
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afinidad por el ién ¢obalto es de 2.38 mM (Fig. 21) y es similar

al de enzimas provenientes de estreptomicetos, como 3. albus (San-

chez y Smiley, 1975) y A. missouriensis (Gong, 1980)

Los resultados obtenidos en esta etapa permiten afirmar que B,
subtilis 168 muestra una actividad isomerizante similar a la de
otras isomerasas émpleadas con fines comerciales. Su termoestabi-
lidad no es tan alta como 1la de B*_angulans} pero su pH éptimo
puede ser mas interesante para ‘'la produccidn de jarabes fructosa-
dos. Esto permitié concluir que el ADN de B. subtilis 168 constitu
ve una alternativa interesante como fuente de informacién para ob
tener una cepa recombinante productora de una enzima de interés en

el campc de edulcorantes, tanto en E. coli como en B. subtilis.

II. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN E. COLI.

Se han expuesto anteriormente las razones para proceder a la clo-
nacién del gene de gluccsa isomerasa inicialmente en E. ¢oli. Por
consiguiente, se considerd necesario contar con informacidn acerca

de su actividad isomerizante.

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

una actividad isomerizante minima, que practicamente no le permite
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crecer eh,xilosa-cpmo unica fuente: de carbono. Esto puede verse en
las figufas 22 y 23, respectivamente. En ambos casos sé presenta
en forma comparada con la cepa E._coli KBOZ; esta es una cepa ca-
paz de crecer en ¥ilogsa como unica fuente de carbtono y presenta'
actividad isomerizante. Ambas provienen de E_coli K12;'por lo que
es de esperarse que los genes invcolucrados en €l metabolismo. de xi
losa de ambas cepas sean similares y que, si la cepa RR1 revir
tiera o presentara niveles detectables de actividad isomerizante,
sus propiedades fuesen parecidas. Los principales parémetros fue-
ron determinados de manera similar a la realizada para B._subtilis
y B. coagulans, v los resultados se presentsn sintetizados en la

tabla 9.

Lcs valores cbtenidos son similares a los raportados para otras
especies de Escherichia, como E. intermedia: la temperatura aptima

es de SO °C, es termoldbil y magnesic y cobalto estimulan su ac-

O

tividad. Esto indica gque se trata de verdsaderas glucosas iscmera-
sas, pues las hexosa-fosfato isomerasas requieren arsenatc para
manifestar su actividad. Los valores de K = hacia glucosa y fruc-
tosa no se pudieron determinar, ya que das curvas de velocidad
contra concentracién de sustrato presenﬁaron un comportamiento de
enzima alostérica. Wovcha (1983) reporta un valor de Km de 0.5

para glucosa, en condiciones diferentes de reaccién.
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Entre los parametros sefialados en la tabla 9 se ve que existen di-

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

mas facil de determinar es 1la temperatura 6ptima. Esto puede ser
aprovechado para determinar rapidamente el orizen de la actividad.
en caso de que tras la transformacién con ADN de Bacillus aparez-
can colonias capaces de crecer en xXilosa, y asi distinguir recom-
binantes de revertantes. Joyet (1984) usé un procedimiento simi-
lar, haciendo uso de 1las diferencias en termoestabilidad de dos
amilasas, para evitar recurrir a métodos inmunolégicos, mas preci-
sos y sensibles, pero que implican purificaciones de proteina pre-

vias y consumen tiempo.

La cepa receptora.debe cumplir con los requisitos mencionados en
cuanto a carencia de sistemas de restriccié4n, aunque los de modi-
ficacién pueden estar presentes. Si bien en 1o que a este aspecto
se refiere la cepa E. coli K802 podria haber sido una receptora
adecuada, la presencia de actividad isomerizante permite descar-
tarla para facilitar el proceso de seleccién por complementacién
funcional, aunque puede servir como punto de referencia para el
estudio del comportamiento de cepas que si presentan actividad
isomerizante. Por ello se opté por usar como cepa receptora a E.

coli RR1. Esta mutante &s incapaz de crecer en medio sélido con

xilosa como unica fuente de carbono; por otra parte, tiene color



blanco cuando se le cultiva en medio de McConkey suplementado con
xilosa 1%, mientras que las colonias usadas como control, E. coli

K802, presentan un color rojo o rosado.

La cepa E. coli RR1 presenta deficiencias en actividad isomerizan-
te debido a que presenta 1la mutacién xylS; sin embargo, no esté
claro el efecto de ésta. Aparentemente, estd alterado sélo el gene
estructural (Maleszka, 1982, Wilhelm y Hollenberg, 1984), pero hay
que recordar que pueden presentarse efectos polares en el operoédn.
El que el gene de xilulosa cinasa esté intacto ha sido considerado
por algunos autores como un requisito para evitar problemas de ma-

nifestacioéon de la actividad isomerizante (Lawliss, 1984).

Sin embargo, experimentos realizados en este laboratorio indican
que la cepa na presenta un transporte normal del carbohidrato al
compararse con una cepa silvestre, E. c¢oli K12 (Fig. 24). La in-
terpretacién de estos resultados es dificil, toda vez que ademés
de la permeasa codificada en el operdn, recientemente se ha encon-
trado un segundo sistema de transporte de xilosa (Kurose,1985),
aunque de menor afinidad por el azucar. Esto implica la necesidad
de practicar la sgleocién de colonias de interés en un medio con

altas concentraciones del carbohidrato, para asegurar la entrada a

la célula por difusién y lograr la induccién de la actividad.
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III. DETERMINACION DEL METODO ADECUADO DE EXTRACCION DE ADN EN B.

SUBTILIS.

Se probaron tres métodos para la extraccidén de ADN cromosomal in-
tegro a partir de B. subtilis. Ellos fueron los descritos por Ba-
livar, 1977, Burke y Spizizen, 1977 y Rodriguez y Tait, 1982. Los
resultados obtenidos obligaron a dgscartar el método de Burke, wva
que agnque se obtuviercn grandes cantidades de ADN. éste estaba
totaiméﬁte degradado al ser verificado su aspecto en un gel ds
agarosa al 0.8%. Entre los otros dos, se optd por el método de Ro-

driguez, ya que los rendimientos fueron mucho mavorss, alrededor

(T

[§)
n
ot
M

de 2.5 mg/l. Es dificil atribuir a algun factor el éxito de
métoda, va que las diferencia con =1 de Bolivar son muy sutiles,
practicamente usan los mismos reactivos. Rodriguez no usa agente
quelante (EDTA) y prolonga la incubacion con lisczima al doble, la

que ademas lleva a cabo a 37 °C, en vez de los Q °C de Balivar.

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

versas enzimas de restriccién, lo que indica que la calidad de 1la

‘)Tl

preparacién es buena. Un aspecto que debe destacarse en esta figu

ra es que ninguna de las enzimas provoca una digestidn total del
ADN, a pesar de gque los tiempcs de incubacidn son largos. Este mis

mo fendmeno se ha presentado en el laboratorio en B. ccagulans,
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no asi en otros microorganismos, ccomo A. missouriensis (datos no

mostrados). La expiicacién a este fenémeno no es facil, y podria
estar relacionada con mecanismos de modificacién del ADN. Cabe
recordar que el proceso de restriccién y modificacidn es un proce-
so poco conocido aun. Pueden existir varios sistemas que lo lleven
a cabo. Sin embargo, el hecho de no obtener fragmentos muy pe-
quefios puede resultar benéfico, pues éstos competirian activamente
por la accién de la enzima 1ligasa. Por otra parte, una digestidn
total incrementa el riesgo de ruptura del gene de interés, en caso

de que éste posea algun sitio de corte de la enzima de eleccisn.

IV. TRANSFORMACION DE E. COLI RK1.

Las cualidades que hacen de E. coli RR1 una cepa receptora adecua-
da ya han sido descritas. Sin embargo, se corria el riesgo de que.
al desconocer la genealogia de la cepa y £l modo en gue ocurrio la
mutacién, la cepa revirtiera fécilmente. Por lo tantoc, se procedid
a la busqueda de revertantes. Para ellc, se sembraron alicuotas de
0.2 ml provenientes de una suspensidn celular de aproximadamente
10 8 celulas por mililitro en placas de medic M9 con xilosa a di-

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

altas fueron empleadas para permitir 1la entrada del carbohidrato
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por difusién y rescatar aguellas <colonias gue tuvieran el gene de
igsomerasa intacto, aungue tuviesen problemas de transporte. Nunca
se- encontraron células capaces de cdrecer, incluso cuandc se trata-
ron previamente con CaClz, de manera similar al tratamiento~ptac-
ticade para transformaciédn, buscando. una permeabilizacién que fa-
cilitase la entrada del éarbohidrato v la consiguiente induccién

de actividad.

El ADN del pléasmido pHV 33 fue purificado a partir de E. coli SK
1592 por el método de Bolivar, 1977. Tanto éste comoc el ADN cromo-
somal de B. subtilis fueron digeridos por separado con la enzima
de restriccién Bam HI, que corta en el gene que confiere resisten-
cia a tetraciclina, como se muestra en 1la Fig. 26. Tras 24 h ide
incubacién, la enzima fue inactivada por calentamiento a €5 °C por
15 minutos y extraida con fenaol y cloroformo en proporcién 1:1. EI
ADN proveniente de ambas preparaciones se precipité con Nacl 0.2 M
v 2 volpmenes de etanol fric, guardandose a -70 C. Se mantuvieron
en estas condiciones durante 12 horas y =e centrifugaron en una
microcentrifuga Eppendorf durante S minutos. El paquete se lavo
dos veces con etancl 70% frio vy se resuspgndié en agua estéril.
Los &cidos nucleicos del vector y el pasajero se mezclarcn en una
proporcién de 1:10, de acuerdo a Orzech (1982), sin el uso de fos-

fatasa alcalina, de acuerdo a Bernier (1983). Posteriormente se
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incubaron a 4 °C por 16 horas <con 1la enzima ligasa de T4 (BRL)
amortiguada como se seﬁalq en Material y Métodos. Se= aplicaron 1060
unidades de enzima por microgramc d= ADN, en un valumen total de
20 unl.

La mezcla ligada fue usada para 1la transformacién de E. coli RRi,
tal y como se describe en Cohen (1972}, la eficiencia de las en-
—imas de restriccicn y de ligasa fue comprobada también por trans-
formacian, verificandec la aparicién de célulaz transformantes con
las preparaciones de plasmide enterc, plésmide digerido, plazmido
digerido v ligado a &i mismoe vy la mezcla ligada. La digestisan fue
completa pues no apare:ieron colonias que indicasen transformacion

za

con plédsmidc digeridoe. E1 plasmido digerido v ligade & =i mismo
lizas

si produjo transformantes, lo que indica gque la a si actud

correctamente, Esto se vio al sembrar las célulaz &n los madics de
seleccion adecuades. 32 usd medio de Luria con 100 pz/ ml de ampi-

cilina para la deteccion de transformantes., v se replico al mism-
medio -an 120 ug/ml de tetracizline para detectar recombinantes,
cuand: la enzima de restriccion usada fue Bam HI. Las que resulta-
ron recompinantes fueron resembradas en medio M9 con wilosa 2% co-

mo fusznte de carbonc, ademés de los requerimientos de la cepa.

El numero de transformantes obtenide fue muy bajo (490 colonias
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por microgramo de ADN), pero 90% de ellas resuiltaron recombinan
tes; quizds se debe a la alta proporcién de pasajero que competia
con las moléculas circulapes por 1la ‘entrada a la célula, pero que
evidentemente no podria ser detectado. Cabe recordar que la clonpa-
cién tipo "tiro de escopeté" favorece la entrada de insertos pe-
quefios (Bron, 1985). Se obtuvieron dos colonias con aparente capa-
cidad de crecimiento en xilosa tras la réplica al medio M9, pero
sélo una resulté estable y mantuvo el fenotipco ilustrado en la fi-
gura 27: resistencia a ampicilina y cloranfenicol, sensibilidad a
tetraciclina, capacidad de crecimiento en xilcsa como Unica fuente

de carbono.

Se repitié el mismo procedimiento wutilizando como enzima'de res-
triccidn Fst I. Se obtuvo un mayor numer¢ de transformantes (2210/
pg de ADN), péero sélo 15% fueron recombinantes, detectadas en este
caso por su incapacidad de crecimientc en ampicilina. Ninguna ad-
quiriéd la capacidad de crecimiento en xilosa. Las explicacionss
posibles son varias; el gene. podria haber sido cortado por la en-
zima, o el numero de colonias es bajo y 1la poéibilidad de encon-
trar la clona de interés también. Es conveniente seflalar que la
formacién de un banco completo de genes de B. _subtilis, usandc en-
zimas que corten hexanucleétidos, implica tener aproximadaﬁente

2500 colonias, de acuerdo al tamafio del genoma de B. subtilis (Fe-
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rrari, 1981), asi como de: la capacidad de carga del pHV 33, que en
promedio észs Kb (Aubert, 1982). Por lo tanto, es realmente afor-
tunado el haber aislado, para el caso de corte con Bam HI, cepas

poseedoras del fenotipo esperado.

Un factor que puede haber contribuido a la transformacidn inefi-
¢ciente es el no haber seleccionado_fragmentos del tamano aceptable
por el plésmido. Los fragmentos mayores a su propioc tamafio no for-
man moléculas recombinantes estables, y los pequefios pueden condu-
cir a la obtencién de un alto indice de recombinantes aparentes.
Estas dificilmente formaran proteinas activas debido a que los in-

sertos pequefios no contienen suficiente informacién.
V.CARACTERIZACION DE LA CEPA RECOMBINANTE DE E. COLI RR1.

A pesar de que se habia buscado previamente alguna revertante, no
podia descartarse el fendémeno como explicacidén al crecimiento de
las cepas que habian aparecido como posibles poseedoras del gene
de glucosa isomerasa; tampoco se podia descartar la posibilidad de
contaminacién. Esta ultima se descarté al copprobarse la necesidad
de los requerimientos especificos de la cepa RR1 para el creci-

miento de las colonias.
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Cuando s¢: comparan las actividades isomerizantes, la cepa recombi
nante prasenta mayor actividad que la cepa receptora, como se ve
en la Fi;z. 28. 5in embargo, los niveles de actividad apenas alcan-
zan los manifestados por la <c¢epa E. c¢eoli K 80Z. No se puede,
pues, hahlar de la obtencién de una cepa hiperprcductora, si bien
los nive .es de actividad se incrementaron 4 veces sobre &l nivel
basal. En el caso de xilosa isomerasa de E. coli el nivel basal =n
un primer intento se =levéd 5 vaces {Wovcha, 1983). Es posible que

pars slcinzar el objietivo de hiperproduccién deban utilizarse

0

-

plésmidc.: con promotores adecuados, o contralar las condiziones d=
mantenimientc del numerc de copilas del plésmide qus incluven mani-
pulacion de condicicones ambientales como composicidn del medioc de

cul+ivo, temperatura de crecimiento, ademids de las interascciones

entre 1 plasmidco vy la cé&lula hospedera (Seo y Bailsy, 1925).

El plasmido recombinante fue purificado v usado para transformar
nuevamente a E. coli RR1, para 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 como de la raecom-
binante aislada inicialmente, asi como de la transformada con =21
plasmideo recombinante (BT). Cabia la posibilidac de haber r=essta-
blecido =1 sistema de transporte del carbohidrate o de no det=ctar
actividad por la no entrada de fuente de carbono. For lo tanto, se

[l 44

usaron dos concentraciones de xilosa en el medio de cultive, 0.5%
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Yy 2.0%. En la Figy 29 puede advertirse un ligaro crecimiento por
parte de .la,cepa RR1 cuando la cencentracién de ¥ilosa @s més ele-
vada. Por su parte, las dos cepég fQCOmbinangesfmuest;an‘creci-
miento, .cuya’ magﬁitud esﬁvindependiehte de 1la concentracidén de
fuente de carbono. “El crecimiento de la cepa BT es ligeramente me-

nor.

El Hecho de que la cepa transformada cbnAeI pléasmido recombinante
no alcance los niveles de crecimiento de 1la cepa de la cual se
aislé éste no lo tenemos explicado.;Eédrian haber c¢currido muta-
ciones, alteraciones o rearreglos en =1 plasmide debide a propie-
dades de la cepa receptora. El mismo fenémeno se ha Qreééhtado
previamente en E.__¢c¢oli 1-25 tras 1la introducoién de ADN prove-
niente de Ai;misgguxiensis.(Farrés, 1986), Yy esta cepa no tiene
alterado el sistema de modificacién, en tanto gue la cepa RR1 esté
afectada en los sistemas de restriccidédn y modificacion codificades
por los genes hsdR v hsdM. Ambas poseen el sistema de recombina-
cién intacto; esto podria~permitir rearreglos internos del plasmi-
do Guienes han clonado el gene de xilosa isomerasa de E._coli su-
gieren que el uso de cepas recA es recomendable para garantizar la-

mayor estabilidad de plasmidos (Stevis y Ho, 1988).

Por otra parte hsdR y hsdM no son los unicos genes involucrados en.

los sistemas de restriccién y modificacién, ya que éstos han de-
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mostrado ser mucho mé&s variados. Por lo tanto, pueden estarse pre-
sentando fenémenos de degradacién o modificacién del ADN causadcs
por otros mecanismos. Entre los sistemas de restriccién descritog

recientemente estan los codificados por los genes mar, mcrA y mcrB

(Blumenthal, 1986), aunque cabe hacer notar que E. cocli RR1 perte-
nece al grupo de las cepas receptoras que no deben presentar pro-
blemas por ser mcrB  Problemas de mantenimiento de ADN heterélogo

=zn E. coli se han presentadc, por ejemplo, en 21 caso del de Campy

10

lobacter j

junii. Esta es una bacteria Gram  tipo Vibric, con si-

militudes a microorganismos Gram+, especlialmente en su proporcidn

G/C, cercana al 20%. Es dificil mantener lcs bancos de genes de la
misma en E. coli rm~, aparentemente porque el ADN se va degradan-
da. posiblemente por el tipo de modificaciones de su ADN (Calva,

1927). Es posible que un fendmeno similar haya ocurrido en estos

. . . + .
cascs, al tratarse también de microorganismos Gram Sin embargo,

1]

habria que verificarloc comparando los patrones de restriccién de

1oz das plésmidos.

i bien los dates antsriores parecen eliminasr la posibilidad d=
gue hava ocurrido una reversién, no debe descartarse la pesibili-

Zad d= inducciin de un  fendmenc regulatoris o =zupresive por el
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venierites de E. coli y B. subtilis. Concretamente, por facilidad,

se recurrié a la temperatura 6ptima; La enzima de E. coli' se inac-
tiva répidamente tras incubarse a &0 °C, que es 14 temperatura 6p-
tima para el gérerc Bacillus. En la Fig. 30 se puade ver que la

actividad de la cepa recombinante es mads elevada a 60 °

¢, 1lo gue
sefiala una vez mas que el origen de la actividad es Bacillus y no
una reversién ¢ fendmenc regulatorio.
Un fensmeno que confirmaria la relacién entre el plésmido y la ac-
tividad detectada seria que ésta se incrementase en presencia ds

una pr

(i

sién selectiva sobre 21 vehiculo molecular. Esta estrategia
ha permitidc incrementos hasta de 60% en el caso de produccisn de

3lfa-smilasa por B. subtilis en presencia de neomicina y cloranfe-

1icol (Pinches, 1985). En la Fig. 21 pueds verse que en presern-
cia de ampicilina la actividad se incrementa hasta cierto limite
(200 ng/ml), pero concentracicnes demasiado altas (500 ug/ml) va
no ejercen efec;o. Esto puede deberse a que las células estén
siendo afectadas por el antibiético, tal como ha sido reportado en
ctrog experimsntos de andlisis de estabilidad {Dennis, 198%5). La
ampicilinma e= inestablze &n 21 medio de cultivo,por ls actividad d=
la B-lactamasa del pléasmide (Pierce vy Gutféridge, 1285). No obs-

tante. la =stimulacidén por ampicilina ha =ido reproducible en

nusstras condiciocnes de trabajo. Habria que estudiar mas a fon
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do la relacién éntre las actividades de B-lactamasa y de isomerasa

para alcanzar una conclusién definitiva.

Los resultados anteriores sugieren, pues, gue £2 cuenta <on un
plasmido recombinante que contiene el gene ‘que codifica para la
enzima glucosa isomerass proveniente de PB.  =ubtilis 168, por 1lc
que se procedidé a su introduccidén en una cepa receptora adecuada

de B. subtilis.

VI. TRANSFORMACION DE B. SUBTILIS IA 422

0

e encayaron las das metodologias disponibles para  logrsr le
transformacién de Bacilius: el llevar a las =2lulas al estado de
competencia v la formacion de protoplaztos. E£in embargo, cabe

sefialar que, para =2fectos de una transformasién como la que =

D

pretende realizar, con un plasmido monomérico que se sabe gue can-
tiene la informacidn deseada, ningunc de l2s dos metodos rapresen-
ta ventaja. El criterioc de seleccidén del método sera, por lo tan-
to, facilidad de manejo; los experimentos de prueba se2 llsvaron a

cabo con B. subtilis 16&2.

La induccién del estado de compstencia se logro. por el método de
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al no contar con el agente quelante EGTA, recomendado para incre-
mentar rendimientos, fue necesario optimizar el procedimientc para
las condiciones del laboratorio. Asi, se decidi¢ probar el efecto
de diferentes concentraciones de ADN, asi comc de tiempes de incu-
bacién, tal y como se indica en 1las figuras 32 y 33. Se logra ob-
tener niveles aceptables de células transformantes a una hora de
incubacién, pero con concentraciongg altas de ADN, 5 ug/ml; puede

hablarse ya de un nivel de saturacién.

La formacién de protoplastos se llevé a cabo basdndose en el méto-
do de Chang y Cohen (1979). Para obtener transformantes fue nece-
sario variar la fase de crecimiento a la que se cosechaban las cé-
lulas, y trabajar con las colectadaz en fase estacionaria., no la
logaritmica que seflala el autor; ademds, se emplearon concentra-
ciones mayores de lisozima (5 mg/ml). A pesar de que no se usd me-
dio de regeneracién, sino el propioc medic de Luria con el antibid-
tico requerido como indicador de seleccidédn, fue posible recuperar
un alto numero de transformantes respecto a células viables. No
obstante, el criterio de facilidad de manipulacién llevé a selec-
cionar el método de induccién del estado de competencia para lle-

var a cabo la transformacién deseada.

La cepa a utilizar como receptora es B. subtilis IA 422. Ademas de
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que posee niveles de restriccidn y modificacién deficientes, pre-

senta la mutacién recE4. Esta permite la permanencia de los pléas-

midos que se han introducido como moléculas auténomas del cromosc-
ma. Su actividad es deseable para lograr mayor eficiencia de
transformacién de células competentes (de Vos y Venema, 1983). Sin
embargo, ya se ha dicho que en este caso la eficiencia de trans-
formacién no resulta tan importantg va que s6lo se transforma con
un tipo de plésmido, cuya presencia se detecta por resistencia a
antibioticos y no se pretende formar un banco de genes. La cepa nc

presenta ningin problema si es transformada por el metodc de pro-

toplastos.

m

La presencia de la mutacidn recE4 se verificd al comprobar la ma-

tratadas ambas con luz ultravioleta (Fig. 24). Su actividad

proteclitica extracelular es comparable a 1la de la cepa 162 (Fig.

35)

¥y no se detecté en ningunc de los dos casos actividad intrace-
lular. Esto sugiere que podrian presentarse problemas i la pro-

teina =8 secretada al medio de cultive, perc no es 2l caso

n =1

1l

presente momento

FPor otra parte se anslizé su capacidad de produccién de enzima y

practicamente no produce  actividad isomerizante (Fig. 26). Sin em-
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bargo, en medio minimo de -spizizen con xilosa 1% como fuente de
carbono si presenta crecimiento, tanto en medio sélido como liqui-
do. A pesar de ello, es posible detectar diferencias entre su as-
pecto v el de B. subtilis 168 en medios de crecimiento con indica-
dores, como se ejemplifican en la tabla 10. Esto indica que la ac-
tividad isomerizante si estd relacionada con el metabolisme de xi-
losa, aunque quizéds contenga un sggundo sistema que le permita la
asimilacién y metabolismo del carbohidrato, gracias al cual se ob-

serva crecimiento en medio minimo.

Se llev6 a cabo la transformacién por el método de Dubnau, usando
S ug de ADN de plasmido recombinante. Se usé la misma cantidad de
pladsmido pHV 33 como control. Tras la incubacidn con ADN laz cé&lu-
las se sembraron en medio de Luria con 2 ug/ml de cloranfenicol.
Este antibiético s6lo permite detectar las c¢élulas que fueron
transformadas y es el Gnico de 1los tres antibiéticos a los que el

plasmido confiere resistencla que se expresa en B. subtilis.

La frecuencia de transformacién obtenida fue baja (390 colonias
por mililitro), hecho esperado ya que 1la cepa IA 422 posee la mu-

tacion en el gene recE4, que conduce a una menor eficiencia del

proceso. Las cclonlas alsladas presentaron un color amarillento en

purpura de bromocresol, aunque no tan intenso como B. subtilis. Se
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seleccionaron algunas al azar 'y se determiné actividad isomerizan-

te. En la misma Fig. 36 puede verse que se incrementa la -actividad

con respecto a la cepa receptora, y practicamente se alcanza el
nivel original de la donadora, aunque la coloraéién presentada nb
es tan intensa. Las colonias transformadas con el pHV 23 no mo-
dificaron su color ni elevaron sus niveles de actividad isomeri-
zante con respecto a los de la cepa receptora, lo que en este caso
permite, si no descartar, por lo ﬁénos disminuir la posibilidad de
que se trate de una reversidn, pues por ahora no se cuenta con

pruebas que permitan eliminar esta suposicién.

B. subtilis IA 422 est4& presentando un comportamiento similar al

observado en E. coli RR1. La cepa transformada con el plasmido
aislado de la cepa recombinante inicial no incrementa los niveles
de actividad sobre los de la cepa donadora; esto r=fuerza la supo-
sicién de que el plasmideo sufrié alguna modificacién. No obstante,
en este caso pueden estar sucediendo fendmenos adicicnales, ya qus
la regulacién es diferente en ambos géneros y el plasmido puede no
!
contener todos los elementos necesarios para lograr una expresidn
eficiente. Cabe sefialar que en este caso _se probé la adicidn de

cloranfenicol al medio de cultivo y no hubo diferencias entre la

actividad mostrada en presencia y en ausencia del antibiético. Es-

e
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to plantea la necesidad de practicar estudios a fondo que indiquen
cudl es el promotor y el control de expresidon que se esté usan-

do. El1 hecho de que tanto E. coli RR1 comc B. subtilis requieran

xilosa como inductor parece indicar que el fragmento contiene la
sefial regulatoria. Esta es reconocida y empleada en los dos casos,

como ocurre con Wilhelm y Hollenberg (1984).
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En la primera etapa de este trabajo se detecté actividad de gluco-

sa isomerasa en B.subtilis. Es importante la detecciédn de activi-

dad en este microorganismo, puesto que ha sido ampliamente utili-
zado por la industria para la produccién de enzimas, como proteasa
y alfa-amilasa, asi como de antibiéticos. Varias cepas de esta es-
pecie mostraron actividad, si bien la de la cepa 168 fue la més

elevadsa.

La actividad encontrada en el laboratorio coincide con la determi-
nada en condiciones similares para una cepa de interés industrial,

B. cocagulans NRRL B 5660. Las propiedades encontradas para la en-

zima de B. subtilis resultan interesantes para su uso €n €l campo

de edulcorantes, a ressrva de que su termoestabilidad es menor a

la mostrada por B. ccagulans.

Técnicas de recombinacidén in  vitro sencillas, utilizande el vehi-
culo bifuncional pHV 33 y la cepa E. coli RR1 como receptora, per-
mitieron aislar una cepa recombinante capaz de crecer en xilosa
como Unica fuente de carbono y gque incrementa =21 nivel basal hasta
alcanzar el de una cepa de E. coli poseedoré de actividad isomeri-

zant

D

El contar con una cepa de B. subtilis deficiente en actividad isco-
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merizante y con sistemas de recombinacién, restriccién y modifiga-
cién alterados permitidé que, tras el montaje de condiciones de
seleccién, aislamiento de ADN y transformacién, se aislase una ce-
pa con la capacidad de produccidén de isomerasa elevada casl al ni-
vel de la cepa donadora. E1 objetivo final, de lograr obtener una

cepa recombinante productora de glucosa isomerasa en B. subtilis

se puede considerar cubierto. Sin embargo, a la cepa obtenida pue-
den realizarsele varios camblos, de manera de lograr obtener una

cenz ““neroroductora o con propiedades de mayor interés.

Jr—

Una de las razones por las que la actividad obtenilda puede zer ba-
ja es que el pléasmido wutilizado como vehiculo molecular posee un
origen de replicaciédn perteneciente a un plasmido, el pC 194, que
se encuentra normalmente en un numero de copias bajo. Por lo tan-
to, una tarea inmediata consistiria en el aislamiento y caracteri-
zacién del fragmento de interés y su subclonacién en un pléasmido
multicopia, como pUB 110, y buscar asi un Incremento en la produc-
cién por un incremento en la dosis génica. Esto no siempre garan-
tiza.la hiperproduccién, por 1o que también habria que estudiar

otros fenémenos regulatorios y aspectos del metabolismo de xilosa

en este microorganismo.

Por otra parte, se desconoce a partir de qué promotor se esta ex-
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presando el gene. La determinacién de este hecho, asi como la sub-
clonacién a plasmidos que contengan promotores mas eficientes pue-
de resultar en incrementos en la-éctividad. Cabe recordar que este
tipo de metodologias han<¢oﬁdupido a .1ﬁ§reﬁent65 de 20 a 40 veces
en la produccién de una proteina, lo que colocaria.a esta cepa en
condiciones de competir favorablemente con las cepas que se emple-

an actualmente en la produccién de la enzima a nivel industrial.

Otro aspecto que puede resultar de gran interés es la subclonacién
a vehiculos que permitan la excrecién de la proteina porque posean
la sefial de secrecién codificada en la secuencia lider. Si bien es
te no es el unico aspecto que determina la salida de una proteina,
si es uno de los m&s importantes. Esta posibilidad permitiria un
concepto diferente en la recuperacion de la enzima. Hasta ahora,
el disefio de reactores con enzima semipurificada es ‘incosteable al
comparar con la inmovilizacién de células completas, por lo. que
habria que hacer previamente un estudio econémico y determinar las

posibilidades de competitividad.

En este trabajo no se llevé a cabo la clonacién de la enzima de B.
coagulans por évitar posibles problemas de expresién. Sin embargo,
éste es un microorganismo que posee de entrgda algunas propledades

atractivas, como su mayor termoestabilidad. Resultaria, pues, de
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interés, poder comparar resultados entre las dos especies y ver si
las diferencias genéricas afectan o no la expresién en este siste-
ma. Un primer intento de clonacion - directa en B. subtilis realiza-
do en este laboratorio fracasé, debido a que se usé una cepa recep

tora derivada por mutagénesis con NTG a partir de B. sdbtilis que

resulté ser inestable.

La obtencién de cepas recombinantes hiperproductoras de enzimas de
interés industrial en organismos adecuados para su producciédn a
gran escala, como Bacillus, es dificil de lograr en un solo paso.
El aislamiento del gene sélo es el primer paso, y €l resultado ob-
tenido en este momento representaria tan sol¢ una primera etapa,

quedando pendiente el obtener una cepa hiperproductora.

Las técnicas de recombinacién in vitro presentan la ventaja de
trabajar sobre un objetivo determinado, no aleatoriamente como se
hace eon la mutagénesis tradicional. El inconveniente que presen-
tan es el alto costo de 1la experimentacién. Por lo tanto, para

continuar con este tipo de proyecto es necesario evaluar los bene-

ficios que se derivaradn de su conclusién.

En este sentido, cabe analizar las perspectivas desde dos puntos

de vista: la adquisicién de conocimientos y. las posibilidades de
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wimblementacibn,en;Méxichae procesos que requiéran la isomeriza-
cionwenzimética.
L]

La glucosa.isomerasa, comdfiév$q %ﬁa3§1§ho”.gdnstitUVe un buen mo-
delo de estudio pUe§to;q&¢¥§$V%uhafeﬁéiké,éonocidaven diversos mi-
croorganismos.;foece_laﬁéééibi;idpéid@;fealizarlestudios compara-
tivos y se cuenta~con=uﬂ36ﬁen bancé‘&é iﬁformacion en tornc a pro-
piedades como pesos mble;ulares»*y café§teristicas cineticas. El1
caso concreto de B. subtiiis_presenté .interés., al ser éste un mi-
croorganismo muy conocido genéticamente y de uso en la produccién
industrial de diversos metabolitos. Al ser una enzima intrace-
lular, ofrece la posibilidad de realizar estudios sobre secrecién
mediante la ayuda de secuencias lider incorporadas a vectores di-

sefiados con este propédésito.

La principal aplicacién de la glucosa isomerasa en el mundo esté
en la produccién de edulcorantes liquidos conocidos como jarabes
de maiz ricos en fructosa, vy los principales consumidores son los
productores de refrescos. México es uno de los paises con mayor

consumo per capita de este tipo de bebidas; sin embargo, la facti-

bilidad de llevar a cabo procesos de isomerizaciédn enzimadtica en
México es practicamente nula en el campo de produccién de edulco-

rantes a partir de almidén de maiz. La razén es la estructura ar-
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utificial de precios que. existe en nuestro pafis, ya que-los granos
basicos estéan sub91d1ados y su distribucién es controlada por en-
tidades gubernamentales EI recurso que queda es partir de almidbn
proveniente .de otrgs fuentes, pero los tubérculos como papa, remo-
lacha ¥y yuca no son tan ampliamente cultivados como para garanti-
zar un gran~mercad6 para la enzima. Los productores de yuca han
manifestado. interés en modificar su almidén para darle mayor valor
agregado,’y:es el Unico secfor en ., el que se puede ver una apliga-

ciétn a mediano plazo.

La industria azucarera ha superado en los ultimos afios deficlen-
cias, lo que le ha permitido cubrir la demanda nacional. Sin em-
bargo, sus problemas financieros e ineficiencias subsisten. La
produccién de fructosa a partir de desechos como las mieles in-
cristalizables podria 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 hidrélisis quimica
de la sacarosa en fructosa. Azucar S.A. ha mostrado interés en es-

te proyecto.

Las consideraciones anteriores permiten afirmar que, a pesar de
que los usos de la enzima “en nuestro pais son mucho mas limitados

que en el resto del mundo, existe un mercado para la misma. El
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éxito para su introduccién dependerd en buena medida de contar con

una cepa eficiente, y las

técnicas de recombinacién in vitro per-

miten llegar répidamente al objetivo. El sistema de clconacién en

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

conocimientos basicos. Las
to, que es recomendable el
hiperproductora de glucocsa
dologia, asi como estudiar

B. subtilis para productocs

importante como area de adquisicién de
razones.gnteriores indican, por lo tan-

proseguir en 1la busqueda de una cepa
isomerasa en B. subtilis por ests meto-
el sistema de recombinacidn in vitro de

destinados al campo de alimentos.
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TABLA 1: U3GS

Substancia Poder

EDULCORANTES CALCGRICOS

Sacarosa

Azucar invertidao

Fructcsa

Jarabes fructosados

[

Y]

I~

o

JARABES FRUCTOSADOS Y CTRCE EDULCORANTES

Nutritive. Disacarido formads por glucosa y fructo
sa. Su patron edulcorante se toma como punto de com
parac-ién. Es el mas usado en €1 mundo, proveniente
de la cafia de azucar y remclacha. Cariogénico. Co
fiere cuerpc vy textura caracteristicos.‘Dulzor de c.
lidad estandar '

Jarabs proveniente de la hidrélisis de sacarosa. U
sado en caramelos de centro blando.

Moncsac3ride. Obtenido de 1la hidrélisis completa

almidéan. Alta viscosidad e higroscopia. baja solubi
lidad, muy buen dulzor.

?

jcnosacarido. Presente en frutas y verduras. Es el

bohidratcs mas dulce!. Altamente higroscépico. Se ven
de en forma de cristales. Muy buen dulzor, alto pre
cio.

M:rtla de glucosa v fructosa obtenida de la conver

sidn enzimatica de jarabes glucosados provenientes
de la hidrélisis del almidén. Presentacién liquida.
Principal campo de aplicacién es la industria re

fresquera; ademé&s, frutas enlatadas, mermeladas,
jarates v confiteria. Propiedades similares a la
sacarcse. pero difiere en cuerpo y textura imparti
dos .



Monelina

n

Scrbitol

EDULCORANTES NO CALORICOS

Sacarina 200-700

Ciclamat

Aszspartamns

'.4
t

<

Disacarids <Compussts | po 5;u cosa y galactosa. Im
pcrtante  en acentuacidn de sabores, incremento de
s¢lides v mocdificacziédn de textura.

Proteina de 11000 daltones extraida de semillas
africanas. Ez la moleécula mas dulce conocida, pero
su aplicacisn estd limitada por termclabilidad y sa
tor amargo posterior. Importante en estudios de fi
siclogia del sabor.

Alcohzl hexahidrico soluble =n agua. Uso general en
alimentcs dietéticos. No cariogénico. A altas con
centracicnes puede producir diarrea osmoética.

Forma anhidrida del acido sulfimido. ortobenzoico;se
sintetiza quimicdamente. Polvc cristalino. Residuos
d= sabor amargeo: su seguridad ha sido cuestionada,
pero ha demcstrado no ser perjudicial v ha permane
cido &n el mercado. Usc en alimentocs dietéticos y
para diakéticos. Muy econdmico. -

Sintesis quimica a partir del ciclohexilamino. Re

. - [ -
tirado un tiempo del mercado, ahora se usa en combi
nacién con sacarina o aspartamo.

Dipeptidc formado per fenilalanina y acido aspérti
co. E~ s2le uwvno de muchos péptidos gue producen
sabor dulce. Se sintetiza quimicamente, pero se bus
can twuni;as de produccidén a partir de microorganis

mos. S usce =2 ha extendide a partir de 1921.-.prin
Ziralmente para alim=ntos dieteticcocs. Aplicacion 1i
mitada por termclabilidad e inestabilidad a pH bajo
Prohibida para fenilcetonuricos. Carc, pero se usa
en bajas cantidades.

86



Acesulfamo K 200 Similar a la sacarina; util para alimentos de mesa
y bebidas. Derivado del acido acetoacético. Percep
tible ‘rapidamente, sin- residuos amargos. Estable: a
temperatura ambiente y amplio rango .de pH-

x TOmadazcomo.punto de referéncia y se le asigna un valor de 1.0
Fuentes: Inglett, 1980; Bucke, 1983; Dziezak, 1986; Mermelstein, 1987
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TABLA

1980,

2. MICROORGANISMOS PRODUCTCRES DE GLUCOSA ISOMERASA

Actinomyces olivocinereus
A. phaeochromogenes.
Actinoplanes missourniensis NRRL.‘B3342
Aerobacter aerogenes

A. cloacae o

A. Levanicum NRRL B1678
Anrthnobacter sp. ]
Baciflus sp. NRRLB5350, 5351
B. coagulans HN 68, NRRLB5649-5666
B. megateaium

B. steanrothermophilus
Brevdibacterium incentum

B. pentosaminoacidicum
Corynebactendium incentum
Curtobactenium helvolum
Eschenichia freundi

E. 4intenrmedia
Flavobacterium arbonescens
F. devorans

Lactobacillus sp. D-80

L. brevis

L. buchneri

L. fermentdi

L. gayonid

L. &icopersici

L. manndipoeus

Leuconostoc mesenteroides
Microbispora noseca
Microellobospora fLavea
Micrnomonospora coerula
Myenobactendium sp. 279

Nocardia asterodides

N. coralia

N. dassovilied
Paracolobactrum aerogenoides
Pseudomones hydrnophila
Stneptomyces sp. S41-10
S. achinatus

S. achromogenes

S. atbus

S. bikiniensis

S. bodiliaes

S.. .cinnamonens is

S. echinaztus

S. fLavogrisseus

S. fLavovinrens

S. fradiae

S. gd£bus

S. glauscescens

S. ‘gracitus

S. grdisseolus

S. grisseus

S. hivens’

S. matens

S. ndivens

S. olivaceus

S. olivochromogenes

S. phaeochnromogenes

S. platensdis

S. venezuelae

S. wedmonrensis :
Streptosporangium album
S. oulgane

=2



TABLA 2: PROPIEDADES DE.Aﬁ&GNAS ISOMERASAS PROVENIENTES DE DIVERSOS MICROORGANISMOS.

Caracteristica L. brevisi{i)

pH ¢ptimg

Temperatura
éptima

Requerimientos
de metales

Km D-xilosa
D-glucods
D-fructosa

Termoestabilidad

Peso molecular

Fuente: 1) Yamanaka.

Mn

0.005 M
0.9zZ0' M

191 000 Q4

0
o

L
')

5. phasochromogenes(2) A. missouriensis(3) B.coagulans(4)

7.0 8.0-8.5
Co 29 °C 60 °C
Co .
Mg Mn
0.011 M
Q.300 M 1.330 M 0.090 M
1.670 M i 0.083 M
O~ , [ ] o
‘_, ‘.0 C-BO C
80 000 d 167 000 d
g, 19&¢7 4y Dannc., 1970



TABLA «: PLAZMIDCS DE B. szubtilis.

Crigen

Neoembre Marcadares Observaciones Referericias

1. Especies capaces ds rerlicarse en B. subtilis

. aurasus Bl 194 [+ oligzcopia, 1.8 Md Iordanescu, 1977.
pE 134 Em oligocopiza., 2.3 Md Iordanescu, 1977.
pUB 117 Km multicopia, 3.0 Md Keggins, 1978.

Streptococcus pAM 77 Em 4.5 Md Workman, 1986,

B. pumilus pPL 12 Bax-tericcina insercison &l genoma Lovett, 1976.

B. cereus pCW 7 Cm 2.8 Md Wilson, 1978.

n

2. Piasmidos hibridcs

(})

onr dos marcadores.

pBD &4 Km, <m hibride pC 194-pUB Gryczan, 19820.

10; =eleczién por

1nact1vac1-u inser-

cional; 3.2 Md
pBD 8 Km, Cm, 35m hibrido psSA 2100 v Gryczan., 1978.

pUE 110; 6.0 Md

3. Plasmidos que permitén seleccién positiva.

pBD 14 om, *hy cont are fenctipao Grvczan. 1982.

Tup cepas resep-

ny

tnras tn



Cromosomal B. pS 105 Km, ¢trpc
licheniformis
pUB 110

4. Plasmidos bifuncionales entre varias especies

pTB 90 Km, Tc

5. Plasmidos bifuncionales E. coli-B. subtilis.

pHV 33 Cm

PMK 4 Cm, Ap,
lacZ

pCED. 2 lacZ-tms

S.4 Md

de Bacillus.

B. subtilis- B.
stearothermophilus

En E. coli se expre-
san también Ap y Tec.
Hibrido pC 194-pBR
322 :

Hibrido pUC 9-pC 194
Permite secuenciar
fragmentos.

Contiene promotor lac
que se expresa =n B
ccli ¥y tms provenien-
te de B. subtilis=s.

90
Reggins, 1978.

Imanaka, 1%83.

Rapoport, 1979.

Sullivan, 1984.

Donn=lly 1982
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Tipc

II.

ITT.

Iv.

VI.

VII.

Clasificacién tomada de Rodraiguez v

TABLA &.

EJEHMPLOS

Inactivacion insercional sin selecciédn
directa para plasmidos recombinantes.

Inactivacién insercional con selecciédn

positiva

Vectores
positiva

Vectores

Vectores

Vectores

Vectores

para plasmidos recombinantes

de
de

reemplazo con seleccién
recombinantes

de amplioc rango, Gram
de expresion

para clonacidn de promotores

para clonacién de secuencias

de terminacién

Tait,

REPRESENTATIVOE D

1983.

pBR 322
pBR 328
pPBR 329
pUC &

PACYC 184

pLV 5%
PHE 3

pGJ 153

pK 1230
PKT 100
pPV 233

PKL 1

E.

coli.

Referencia

Bolivar,: 1977
Soberédn, 1980
Covarrubias’, 1982
Vieira, 1982 '
Chang, 1978

O*Connor, 1982
Hennecke, 1982

Hagan, 1982

Bagdasarian, 1981

Talmadge, 1980
(A
Wezst, 1982,

Honigman., 1981



TABLA 6:

Proteina

Cloranfenicocl acetil transferasa

alfa amilasa

antigeno de fiebre aftosa
antigeno de hepatitis B
penicilinasa

penicilinasa

interferén alfa
urogastrona

genes his G

alfa amilasa

rec A

estreptocinasa

Origen

B. amyloligquefaciens

virus fiebre aftosa
virus hepatitis B
E. coli

Bacillu

m

sp.

humano
humano
E. coli

B. licheniformis

P. mirabilis

Streptococcus_equisimilis

DIFERENTES PROTEINAS CLONADAS EN B. subtilis

Referencia

Ehrlich, 1977
Palva, 1982
Hardy, 1931
Hardy, 1981
Palva, 1982

Oliver Lampen, 1982

Palva, 1933

Flock, 1984
Ferreti, 1§84
Joyet, 19844
Eitner Monke, 1986

Klessen, 1986
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TABLA 7:

Proteina

.endeoglicosidasa H
resistencia a neomicina
tircosil tARN sintetasa
antigeno hepatitis B
xilanasa

B-glucanasa

celulasa

gene 2 del fage O 29
xilanasa

alfa amilasa

xilosa isomerasa
B-glucosidasa
biosintesis de fenilalanina

celulasa

DIFERENTEZ FPROTEINAS CLONADAS EN  E.

Origen

Streptomyces

S. fradiae

B. stearoth=rmophilus

virus hepatitis B

B. pumilus

E. subtilis

Clostridium thermocellum

B. subtiiis

B. polvmyxa

B. licheniformis

E. coli

Kluveromyces fragilis

Corynebacterium glutamicum

Bacillus sp.

coli
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TABLA &:PROPIEDADES DE 3LUCCOSA ISOMERASA DE ESPECIES CONSIDERADAS EN ESTE TRABAJO

Caracteristica B. subtilis B. cqagplans E. coli KBQé

Actividad promedio 300 nmoles glucosa 420 nmoles glucosa 22 nmoles glucosa
min~! mg proteina~l min~lmg proteina-l min-lmg proteina-=i

Temperatura éptima 60 °C 60 °C 50 "

pH éptimo 7.6 8.0 6.8

Km glucosa 0.78 M 0.50 M -

Km fructosa 1.04 M 0.14 M -

Ko xilosa 0.21 M 1.00 M -.

Induccioén xilosa 0.5% xilosa 0.1% xilosa 1%

Represidén por glucosa presenta presenta Qresenta

Temperatura de crecimienta 27°%¢ 45 o§C! 57”°C

Localizacién intracelular 100% intracelular 100% intracelular 100%

Requerimiento de ruptura no no si

Termoestabilidad pierde €0% tras retiene actividad tras Iébil
incubar a 60 °C incubar a 60°C

CoCl2 C.006 M ¢.006 M O{IOO‘M

MgSO0 , ¢.0e0 M 0.060 M 0;560 M
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DIFERENTEZ  CONCENTRACIONES DE XKILOZA
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TABLA 10: ASPECTO DE CEPAS DE B. subtilis EN DIFERENTES MEDIOS
CON INDICADOR Y CON XILOSA COMO FUENTE DE CARBONO.

Medio B. subtilis 168 B. subtilis IA 422 ' B. subtilis BT

Peptona 1%
NaCl 0.05%

xilosa 4% roja blancuzcé ‘rosada:
rojo neutro 0.04%

Peptcna 1%

NaCl 0.05%

xilosa 4% amarilla azul amarillenta
purpura de bromo

cresol 0.004%

PH 7.0

Nota: Con concentraciones menores de xilosa no se pudieron detectar respuestas:
que permitieran diferenciar las cepas.
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D-glucosa

H-C=0
H—F-OH
OH-C-H
)
H-C-OH +OH "~
H-C-OH ‘ ,
szon
—
Glucosa
isomerasa
¢H,OH
¢=0
OH-C-H +OH™
H-?-OH
‘__.____.
H-C-OH ___
¢uon

D-f;uctosa

Ene Diol 1-2

H-C-OH
C-OH
HO-t-H
H-C-OH
H-b-0H

CH.OH -

CH,0H
]
C-OH

H°'$ +OH

H-C-OH

D-manosa

H-'C-'OH
HO-C-H
no{c-n

H-C-OH

H{c—on

CHZOH

CH,OH
cfo
n-?-on
H-C-0OH

H-¢-OH

-

!
H-F-OH.

[
CHZOH

Ene Diol 2-3

CH,OH

D-psicosa

FIGURA 1: DIAGRAMA DE CONVERSIONES DE GLUCOSA A FRUCTOSA

Fuente: Hamilton,

1974.
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vgemiimcﬁnpuz.o
ALMDON HINCHADO
-- Scuetaccién con lo enzima
'@ affa amilasa @ pH 65, 85°C
ALMIDON FLUDO
sacarificacién con la enzima
v’q«nmﬁhu:ouH354§iGEC
JARABE GLUUCOSADO
-isomerizacién con la enzima
¥ glucosa isomerasa a pH 20, 35265°C
JARABE FRUCTOSADO
prcoicd s |
Somerizaa refinamiento
refinamiento
JARABE FRUCTOSADO JARABE FRUCTOSADO
55, 90%  42%

FIGURA 2: DIAGRAMA DE ELABORACION DE LOS JARABES FRUCTOSAbéS
Fuente: Bucke, 1981.

100



D-RIBOSA ¢———CiRE53. . ~——» D-RIBOSA-5-FOSPATO

I isomerasa

‘D~ARABINOSA & D-RIBULOSA —> D-RIPULOSA—S-POSFATO

isomerasa "T' .cinasa

RIBITOL & - - ?

deshidrogenasa 3-epimerasa
D-XILOSA isomerasa
D-LIXOSA € 1 v

D-XILULOSA &——> D-XILULOSA-5-FOSFATO
cinasa
7'y

D-ARABITOL I
D-XILITOL

deshidrogenasa 4—epimerasa

v
isomerasa
L-ARABINOSA ¢ > L-RIBULOSA &—— L-RIBULOSA-5-FOSFATO
) cinasa
L-XILOSA , A _ 3-epimerasa
L-LIXOSA isomerasa l '
L-XILULOSA m L-XILULOSA-5-FOSFATO

L—ARABITOL €« - T

deshldrogenasa

FIGURA 2: METABOLISMO DE PENTOSAS Y PENTITOLES
Fuente: Mortlock v Wood, 1964.



'xyﬁ! T

xyl A-

xyl B-
Xyl T-
xyl R-

FIGURA

gene estructural de xilosa isomerasa

gene estructural de xilulosa kinasa _
elemento genético involucrado en el transporte de xilosa
elemento genético regulador

‘promotor

direccién de la transcripcion

&~

OPERON DE XILOSA EN E. coli. El diagrama esta construido
con informacién proveniente de Maleszka. 1982 y de Ho,
1982. No esta establecida plenamente la relacién entre
xylT v 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 transcri-
birse como una scla unidad. '
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an HT (T}

o
i
CORTAR CON Bat H1
m%m LIGAR CON EXCESO
“RACROTR
E. coLl RRL xiL” [ . L MEDIO LURIA- AMPICILINA
SELECCION DE TRAMSFORMANTES

REPLICA [L_m o J MEDIO LURIA-TETRACICLINA

SELECCION DE RECOMBINANTES

SELECCINIECEPAS(‘IPACESIEC!ECER

Q’/%O)Q St

AISLAMIENTO DE PLASMIDOS
‘ISEOW #CION

B. SBTILIS IMQ2 g O ofar’

IEIEMINNZI(N DE ACTIVIDAD
ISOMERIZANTE

FIGURA 5: ESTRATEGIA GENERAL DE ESTE TRABAJO
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pHV33
(46 Mdal)

FIGURA &: PLASMIDO pHV 23
Fusnte: 0ld. 1981



Holéenzima =35 -10
Sigma

Bacillus Aubtilis

43 (1) TTGACA TATAAT
37 (2) AGGATTNA GGAATTNTTT
32 (3) AAATC TANTGNTTNTA
29 (4) TTNAA CATATT

Escherndichia col4i

70 (5)  TTGACA TATAAT

AN

Fuente: 1)Shiroza, 1985 2)Doi, 1986 3) Youngman,1985
4)Doi, 1986b 5) Rosenberg, 1979 '

~

FIGURA 7: SECUENCIAS CONSENSO DE PROMOTORES REPORTADOS.

105



A) ESQUEMA GENERAL (7]

dcido fosfatidico trnipsina

NHoMET (AA75_30) SER (XXXXX)GLN 'SERZ;LM THR’GLU28AAN'COOH

proteasa

ENZIMA EXTRACELULAR

B) ALGUNOS EJEMPLOS DE LA SECUENCIA XXXXX (2)

LEUSTRPlILEZSER3PHE3ALA2THR2MET2ASN1 ﬁ?BIitiiiﬁﬁ.E

LEUgSER PHEZALAZTHR1MET{PROSGLI, 'ALFA AMILASA
B.subtilis

B- LACTAMASA ,
B. ficheniformis

B-LACTAMASA
B. cenreus

LEU3SERlPHElALA7THR1Cv32ASN3_

LEU3tLEqSER2PHElTHRZGLIqGLUZ‘

FIGURA 10: MODELO Y EJEMPLOS DE SECUENCIA PEPTIDICA
LIDER PARA EXCRECION ‘DE PROTEINAS.
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FIGURA 11: {recimiento (e v actividad iscmerizante (o ; de B._ gubtilis 168.
El microorganisms fue cultivade =2n medis de Luria con xilosa al 0.S%
v Se pragentan 1oz valaorss a diferentes tiempos de fermentaciéen.,
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oon xilosa 0.5%
[ sin xilosa

200L

OL — [—
SB202 QB666 168

Actividad Isomerizante (nmol glucosa min-!mg

Actividad isom=srizants de tres cepas de B. subtilis en las gque se
tuscéd inicialmente la actividad. Las células se cultivaraon en me-
dis de Luria, en presencia v en ausencia de inductor. Tras 16 ho-—
ras de fazrmentazidn == determind la actividad sobre fructosa. sea—
gun 1o z&fialade en materiales v metodos. '
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1 . | - | i |
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Actividod Tsomerizorfe (nmol ghucosa i mg proteing-!
| 3

Temperatura (°C)

FIGURA 14: Actividad isomerizante presentada a diferentes temperaturas
de reaccién por células enteras de B. subtilis 168. '
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FIGURA 1%5: Actividad iscocmeriz:
cé&lulas enteras de
prepard con &cids
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FIGURA 20:

Actividad Tsomerizante (nmol glucosa min-!mg proteina)
o]

Control . r
Co10°°M RNNNYYINYIIW
ca 10 M RN
cu10*M RN
Fe 10°°M \\\\\\\\
Mn 10°M RN
Mg 103M N
RS MDD
Mg40’:M~ N
B A NS

st NN | S
+Co10°°M K

-100¢

Patron de activacién por iones para un extracto de células
de B. subtilis 168 dializado por 24 horas contra amortiguador de
maleatos 0.2 M. Las sales normales fueron sustituidas por .las indi
cadas.
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FIGURA

21:

1 1

l L]
500 0 500 - 1000 1500

KMap=2-38x1073 M

Afinidad hacia el ién cobaltc. Se siguid el procedimiento des-
crito en la fig. 20 y se analizd el comportamiento de ests idn
por la importancia asignada al mismo por otros autores. Las sa
les normales fueron sustituidas por las concentraciones indica
das de Coll.,. ZSe presenta la curva de Lineweaver Burke ajusta-
da por minimos cuadrados.
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FIGURA 22: Actividad especifica iso
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FIGURA 24:

30000
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‘©
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Incorporacién de xilosa14lcl por dos cepas de E. coli,
una silvestre (K12) capaz de crecer en xilosa como fuen
te de carbono, y la mutante RR1 que se usari como recep
tora. El experimento se realizdé segun se describe en Ma
terial y Métodos.
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ACTIVIDAD ISOMERANTE RELATIVA

od o
RRI B— |

FIGURA 28: Actividad isomerizante relativa de E. coli RR1 y de la cepa
recombinante B-1 obtenida de la unién del pHV 33 y del ADN
cromosomal de B. subtilis 163. La actividad sobre fructosa
se determiné a un extracto celular, proveniente de un culti

vo en medio de Luria, con xilosa 1.07% como inductor. Las
condiciones de-determinacién de actividad fuercn pH 6.8, ¥y
50 C. '
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FIGURA 30: Actividad isomerizante a 50°C y 60 de las cepas

recombinante Bl y la usada como referencia, E. co
1i K80z.
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FIGURA 31:

Actividad isomerizante relative

Actividad isomerizante relativa de E. coli B-1 en ausencia y
en presencia de ampicilina a diversas concentraciones. A 1la

actividad mostrada en ausencia del antibiético se 1le dio
un valor de 1.0 (1). Se compara con los valores-.obtenidos en
presencia de 100 ug/ml (2), 200 ug/ml (3) y 500 ug/ml (4) de

ampicilina (Sigma). La actividad. se determiné en las .condi-.

ciones indicadas para E. coli.
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FIGURA 32:

:

8

Tronsformantes mi-4

Tiempo (min)

Células transformantes en un mililitro de sistema, obtenidas
en funcién de tiempo de incubacién, siguiendo el método de

Dubnau (1971) como lo describen Rodriguez y Tait (1983). Se

utilizaron 2 ug de pUB 110 y la seleccidn se llevdé a cabo en
medio de Luria con 7.5 ug de kanamicina por mililitro. Poste

riormente se demostrdé que la eficiencia de transformac1on de.

pHV 33 y pUB 110 son comparables.



Transformantes mi-1

T
20001
4000,
| d ] 1 -
5 10 15 20
Concentracion de ADN (ug mi=1)
FIGURA 33: Células transformantes en un mililitro de sistemé, obtenidas en

funcién de la concentracién de ADN, en condiciones similares a
las indicadas al pie de la figura 32. El1 tiempo de incubacién
fue de 30 min.
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FIGURA 34:

SUPERVIVIENTES (%)

Tiempo de exposiclon (segundos)

Demostracién de la presencia de la mutacién recE4 en la cepa de
B. subtilis IA 422 (®). Se indican los porcentajes de supervi
vivientes obtenidos tras diferentes tiempos de exposicién a luz
ultravioleta de onda corta, segin se describe en material y mé-
todos. Se presenta el comportamiento de B. subtilis 168 (e) co-
mo referencia.
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FIGURA 35:

10L

051

Actividad proteolitica (U/mi)

_

468 0422
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FIGURA 36:

400L
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nte relati

S50L

Isomeriza

™

)

Actividad

168 TABA

Actividad iscmerizante en relacién al valor presentado por B.

subtilis 168,de B. subtilis TA 422. Se muestra también el va-

lor presentado por la cepa IAB-1, obtenida tras transformar a
B. subtilis IA 422 con el plasmido recombinante purificadoc de

E. coli Bi. La actividad basal presentada por IA 422 le permi

te crecimiento en medic minimo con xilosa.
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