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I RESUMEN

Se sabe que la enzima glucosa isomerasa es de gran importan
cia para la fabricacifn de jarabes fructosados, por lo que se ==

han realizado diversos esfuerzos para sobreproducirla.

El objetivo del presente trabajo fué clonar la informacibn
genética que codifica para la sintesis de la enzima glucosa iso-

- merasa, a partir de Actinoplanes missouriunsis en el veh{culo mo

lecular de la serje pBR {329), e introducir esta informacién en
una cepa receptora de crecimiento répido, y se utiliz8 para ello
la metodologfa de la ingenierfa genftica. Esta metodologfa con-
siste b&sicamente en obtener la informacién genBtica descada a
partir del DNA aislado del microorganismo de inter8s, cortarlo
con enzimas de restriccién, clonar esta informacibn en un vehfcu
lo molecular, e introducir esta molécula en el microorganismo re

ceptor para su expresifn.

Como microorganismo donador del material genético se utili-

26 al actinomiceto Actinoplanes missouriensis, debido a que la -
enzima glucosa isomerasa gue sintetiza presenta caracteristicas
de interés comercial con respecto a su actividad, temperatura,

pH 8ptimo y requerimiento de iones.

Como vehiculo molecular se utilizb al plfsmido pBR 329, el
cual confiere resistencia a tres antibibticos: ampicilina, tetra

ciclina y cloranfenicol, ademfs es autorreplicable, multicopia,



y posee un sitio Gnico de corte para la enzima de restriccifn -
Eco RI (enzima empleada en este trabajo) en el gene que codifi-
ca para la resistencia a cloranfenicol.

b

Una vez que se obtuvo el DNA del Actipnoplanes missouriensis

y que se purific6 el plismido pBR 329, se realizaron diversos en
sayos para determinar las condiciones 6ptimas de digesti&n para

ambos, lo cual se verific6 por medio de una electroforesis,

Posteriormente se establecieron ‘las conﬁiciones necesarias
para la uni8n del DNA fragmentado con el vehfculo molecular, pa-
ra lo cual se utilizé la enzima ligasa del fago T4. Las combina
ciones posibles que pueden obtenerse en este paso son tres: a)
el pl&smido ligado a sf mismo, b) el plismido ligado a un frag=
mento de DNA donador, c) la unibn entre si de fragmentos de DNA

donador.

Las diferentes mol8culas recombinantes se introdujeron en

la cepa receptora Escherichia coli K 802 1-25 por medio de una

transformacifn, y se reconocieron aquellas c@lulas que aceptaron
el plésmido por su-crecimiento en medio completo suplementado -

con un antibi8tico, que en este caso fuf la ampicilina.

Para la obtencién de las c€lulas que contienen el plésmido
con la informacibn clonada, las c6lulas que crecen en presencia
del primer antibibtico, son replicadas a otra caja con €l mismo
medio pero con un segundo antibi&tico (cloranfenicol), y todas

aquellas que sean sensibles a &ste, se les denomina células re-



combinantes. La sensibilidad se debe a que el inserto interrum

pe la informacidn que codifica la resistencia al cloranfenicol.

En uno de los intentos que se realizaron para obtener una
cepa recombinante productora de glucesa isomerasa, se encontrd
una proporcién del 2.5% de cepas recombinantes. De éstas, el
20% {3 colonias) fueron capaces de crecer en xilosa y se les de

noming 291, 374 y 503 respectivamente.

Sg determind su crecimiento en medio mfnimo suplementado =
con xilosa camo fuente de catﬁono, y #6lo una de ellas (503i -
crecid rdpidamente. También se detormind la actividad especffi
ca da glucosa isomerasa, y nuevamente en la cepa 503 fut mayor

que en las otras caepas,

Er funcibn de éstos resultados se decidié trabajar con la
cepa 503 para caracterizar la actividad de la enzima que produ-

cla,

Se determind la afinidad de la enzima por fructosa en la
cepa 503 y se compard con otras cepas y se observ6 que su valor
de -Xm fue muy similar al que se obtuvo en la cepa donadora de la

informacién.

Para verificar si en realidad el pl&smido de la cepa 503 @
ra el responsable del crecimiento en xilosa, se extrajo y purli-

ficd; y posteriormente se introdujoc de nuevo en la cepa recepto



ra Escherichia coli K 802 1-25, En esta ocasién se obtuvieron
80 colonias y todas presentaban el siguilente fenotipo: Apr, Tcr,
on® Y %41, De estas recombinantes se escogieron dos las deno-
minadas 15 y_16, a las que determind de nuevo el crecimiento y

actividad especffica de la glucosa isomerasa,

En estas cepas la actividad resultante fué menor que la ce .

pa donadera, pero superior a la del microorganismo receptor. .

Por otra parte, con el pl&smido de la cepa 503 se efectud
un anfligis de restriccién en el cual se pudo observar la presen
cia de un inserto, que parece contener la informacién necesaria

para la sfntesis de la enzima glucosa isomerasa.



II INTRODUCCION
u
El dulzor es una cualldad de algunas sustancias que el hom-

bre ha asociado con el placer. Al igual que lo ocurrido con los
desarrollos tecnolbgicos relevantes, histéricamente el aumento -
en ‘el copsumo del azdcar se ha visto influenciado también por --
dos factores: el progreso y la guerrarbpor ejemplo, cuando una -
comunidad comienza a desarrollarse una de las primeras necesida-
des que husca satisfacer es su requerimiento por el dulce., Por
otra parte, importantes descubrimientos y desarrollos tecnolégi-
cos son consecuencia de las dos principales querraz mundiales, -
como ejemplo est&n: el desarrolle de la tecnologfa fermentativa
para la sintesis de penicilina por una parte, o bien la culmina-

cién del radar, o la energia nuclear por otra (19).

2.1 Azcar y edulcorantes

Por su disponibilidad y economfa, el hombre ha utilizado --
tradicionalmente a la sacarosa como fuente del dulce. Sin embar
go, en los Gltimos afios la demanda mundial del azdcar se ha in--
crementado notablemente, y México no es la excepcién como se i--
lustra en la figura T (65); de tal suerte, que la bdsqueda de sus
titutos de la sacarosa con elevado poder edulcorante reprasenta
un reto de investigaciSn y desarrollo tecnolégico de interés na-
cional. Muy diversas son las causas que han propiciado incremen
tos en la demanda por .el dulece, por un lado el sector industrial

ha incrementado su uso para la produccién de refrescos,,confite-



rfa, reposterfa, productos farmacedticos y alimentos enlatados
entre otros (tabla I)ﬂ Por otra parte, el consumo del azdcar pa
ra uso doméstice representa un mercado creciente para gl dulce,
la bisqueda de sustitutos del azdcar con elevado poder edu}
corante, se ha visto eatimulada también por recomendaciones de -
asociaciones dentales (1, ;6), adem&s de otros factores tales co
mo la intolerancia que algunas personas presentan de manera naty
ral a la glucosa (28, 18) o bien para satisfacer ciertos gustos
locales (41), y por la necesidad de aplicacién de edulcorantes -

aspacificos a diversos procesos industriales (26, 47).

Entre las teénologxas desarrolladas para estos fines, se en
cuentra la obtencifn de edulcorantes a partir del almidfn, tales
como 1a dextrosa, los jarabas gluccsados, los jarabes fructosados
y los oligosac&ridos (11, 54). En la actualidad los edulcorantes
derivados del almidén tienen una gran aplicaci6én industrial (ta~

bla II) y afo con afio aumenta la demanda por los mismos,

2,2 Tipos de edulcorantes

Existen en el mercado distintos tipos de edulcorantes, y den
tro de éstog hay muchas variedades. En general los edulcorantes
pueden ser divididos por su origen en Naturales y en Sintéticos,
(35) (tabla II!} y su poder edulcorante es independiente de su o
rigen.

'

Para otros: autores, los edulcorantes pueden ser divididos
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y clasificados en Nutritivos y no Nutritives (1, 28, 3G, &0).

A continuacién se enumeran varios de los edulcorantes emplea

dos en la industria junto con algunas de sus propiedades:

2.3 Caracterfsticas de diversos edulcorantes

Sacarosa: Compuesta por una unidad de glucosa y una de fructo~
sa, obtenida de la cafla de azdcar o de tubérculos co
mo la remolacha, En forma de cristales tiene una am
plia aplicacifn’ en la manufactura de alimentos y su
poder edulcorante se utiliza como referencia para es

tablecer. el dulzor de otros compuestos. (21).

Azficar ipvertido: La sacarosa es facilmente hidrolizada en sus =
copponentes (glucosa y fructosa) obteniéndose un ja
rabe conocido como azdcar invertldo; ya sea por un =
tratamiento &cido o enzimftico (con la enzima inver-
tasa), este jarabe so encuentra en alimentos natura-
les como la miel, frutas y se emplea en la manufactu
ra de algunos alimentos procesados por las propleda~
des que les imparte a los mismos, tales como su po-=
der. edulcorante, consistencia, higroscopfa, contribu

ci6n a los s6lidos totales y su coloracibn (21).

Glucosai Azficar simple (monosac&rido), hexosa, usada amplia--

mente en la manufactura de alimentos por las propie



Fructasa:

Maltosa:

11
dades que les imparte tales como el poder ser fermen
tahles, incremento del sabor, aporte nutritivo, dul-
zor, presibn osm&tica, viscosidad, higroscopfa, se ~
obtiene principalmente por la hidrGiisis completa ~
del almidén {21),

Monasac8rido, hexosa, presente en una gran variedad
de frutas, vegetales, cereales, miel; se obtiene en
forma de cristales, es higroscépica, es el carbohi~
drato m8s dulce, que se conoce, junto con la sacari
na ejerce un efecto sinergfstico, incrementando el
poder edulcorante a tal punto que puede ser sustitui
da el 50% de la sacarfna. Por ser un edulcorante ca-
ro, su principal aplicacifn est& en preparaciones fay
macéﬂticas como soluciones intravenosas, y es recomen
dada especialmente en las dietas de porsonas diabbti-
cas porque aparaentemente no requiere de {nsulina para
au transporte, se obtiene principalments del azfcar

invertido en forma de cristales {2, 36, 49},

Azlicar de malta, constitufda por dos unidades de glu-
cosa; mezclada con dextrosa es usada en panaderfa y -
en alimentos para nifios, es menos dulce que la sacarg
sa, use obticne del almidbn por un tratamiento enzimd-
tico (con la enzima @f-~amilasa) en forma de cristales
o de jarabes, se aplica en la industria cervecera,

en la produccidén de los vinos, y principalmente en -



Lactosa:
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Japén ya que satisface los gustos locales en lo que

respecta al sabor y poder edulcorante (41).

Azdcar de leche, formada por una molécula de glucosa
y otra de galactosa, obtenida de la leche, se utili-
za en la industria farmaceGtica, en la formulacibén
de leches infantiles, en panader!a; ayuda a la absor
cifn de calcio y f8sforo, no posee sabor propio"h in
crementa el contenido de s6lidos, 1a cextura( visco=
sldad, y acentda los sabores, el inconveniente que -
presenta su uso es gue en grandes cantidades y con==-
centraciones cristaliza, ademis de que algunas perso
nas predentan intolerancia a'la lactosa por carecer

de la enzima B-galactosidasa (417).

Jarabe fructosado: Obtenido por la hidr6lisis del almidén, p}1-

Monelina:

mero como jarabe glucosado y posteriormente isomeri-
zado a juribe fructosado (por método quimico o enzir
mitico), su principal aplicacién se encuentra en la

fabricacién de refrescos, en panaderfa, postres con-
gelados, frutas enlatadas, mermeladas, jaleas, confi

terfa (58).

Compuesto por dos cadenas polipéptidas de distinto -
tamafio y de secuencias conocidas, y asociadas no co-
valentenente, su peso molecular es aproximadamente -

de 11,000 daltoncs, es casi 2,500 veces mia dulce que



Taumatina:

Aspartamoi

Sorbitol:

Sacarina:
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la sacarosa, la fruci de donde se extrae es'una espe
cie de cereza que crece en el Africa (35, 26).
.Formada por una cadena sencilla polipeptfdica com---
puesta por 193 aminofcidos, contenida en una fruta
africana llamada "katemfe", es casi 1,600 veces m&s
dulce que la sacutosn} ademfis de que su podeé edulco
rante incréménta el sabor de otros alimentos (20,
35, 36).

Obtenido por la unibn de los aminofcidos fenilalani-
na y 8cido aspfrtico, en 1981 fub aprobada en 165 Eg
tados Unidos para su uso comercial, es un edulcoran-
te sint8tico no cariogénico, y el inconveniente que
presenta para su aplicacién industrial es que su pre

cio es muy alto (27, 34).

Alcohol hexahfdrico, soluble en agua, con sabor dul-
ce, se encuentra en varios frutos y se puede sintetji
zar a partir de la hidrogenacifn a presibn de la dex
trosa, se utiliza para suavizar los dulcés, es inhi-
bidor de la cristalizacién-de la sacarosa,'usado co~
mo aditivo en alimentos dietéticos en una concentra-

cién no mayor del 7% (23, 16).

Edulcorante no nutritivo, es el anhfdrido del fcido
sulfimido orto henz6ico, sintetizado quimicamente co

mo un polvo cristalino blanco de sabor muy dulcé, 8se
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utiliza principalmente como sustituto del azdecar en
la fabricacién de jarabes, bebidas refrescantes, en
alimentos dietéticos y en farmacia; su caracter can

cerigeno aln no ha sido completameﬁte demostrado (35)

Ciclamato: Bajo este nombre se agrupan a agentes edulcorantes
sintéticos, no nutritivos como: ciclamato de sodio,
calclo y potasio, se obtiene del cicloexilamino, pe
ro en 1970 fué prohibido su uso en los Estados Uni
dos ya que se encontr8 que los ciclamatos forman cl
clohexilamina que es un compuesto tdxico gue causa=
ba alteraclones genéticas y céncer en embriones de

polld‘y‘rata (35).

Entre las industrias alimenticias que consumen mayor canti
dad de edulcorantes figuran en orden al volGmen que emplean: la
refresquera, panadera, confitera, alimentos enlatados, ldctea y

cervecera (11).
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TABLA I

CONSUMC INDUSTRIAL DE AZUCAR (11)

In-dusf.ru . Porcentaje
Refresquera 55%
Dulcera 14%
Panificadora 12%
Empacadora 5%
Lictea, FarmacedGtica, Vitivinicola 25%
————— e ————————
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TABLA II

Aplicacién de los jarabes de almidén

en diversos alimentos (37)

Alimentos para nifios
Panaderf{a
Cervecerfa

Prutas enlatadas
Refrescos
Confiterfa

Jarabes de ﬁasa
Frutas congeladas
Vinos y licores
Helados

Mermeladas y jaleas
Productos c&rnicos

Leches condensadas

N —




TABLA Il

Clasificacidn y poder edulcorante

de diversos compuestos (35)

pt:]

—

origen Edulcorante Poder edulcorante
) f ‘Sacarosa® 1.0
Lactosa 0.4
Glucosa 0.7
Fructosa 1.1
Naturales J Jarabe glucosado 0.7
Jarabe fructosado 1.0
Sorbitol 0.5
Monelina 2,500
Taumatina 1,600
§ Azticar invertido 0.7~0.9
Sacarina 200 ~ 700
Ciclamato 0 -~ 80
Sintéticos Aspartamo 100 - 120
Dihidrochalcone 2,000
Asilsulfame-K 130

* Su poder edulcorante se defini6é como 1.0 y se usé como re-

ferencia.
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ITI ANTECEDENTES

3.1 Jarabes fructosados

De los edulcorantes antes mencionados como posibles sustity
tos de la sacarosa, el ejemple que nos parecid mis atractivo pa
ra la jndustria alimentaria fué el de los jarabes fructosados.
Dentro de las caracterfsticas m8s importantes que presentan es--
.t&n su poder edulcorante, no tienen sabor caracterfstico, su pre
sentacién es lf{quida, aon menos viscosos que otros jarabes con
similar poder edulcorante, no tienen problemas de cristalizaci6n
sirven como preservadores ya que incrementan la presifn osmética
ademie de que el praceso de produccibn es sencillo como se 1lus~
tra en la figura JI. Todas estas caracterfsticas hacen que su a

plicacién en la industria alimentaria resulte muy atractiva,

Estos jarabes se utilizan en bebidas suaves, postres conge-
lados, frutas enlatadas, mermeladas, jaleas, aderesos, confite--
ria, postres y vinos (35}, ¢ imparten a los alimentos las siguien
tes propledades (591
a} dulzura y acentuacitn del sabor
b} contribuyen a la estabilidad del color y dan brillantez a mer

meladas y jaleas.

¢} previenen la sensacibn arenosa de los helados ocasionada por
la cristalizacién de la sacarosa
d)l modifican y controlan la descongelacién de los alimentos con-

gelados
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e) controlan la humedad, higroscopfa y viscosidad de los dulces

f) mejoran la resistencia al deterioro microbiano porque aumen-
tan la presifn osmética

g) a los alimentos fritos les disminuye la sensacifn de la gra-
sa

h) imparten atributos tales como cuerpo, cohesividad, suavidad.

Existen en el mercado (no en México) tres tipos diferentes
de ‘jarabes fructosados con 42%, 55% y 90% de contenido de fruc-
tosa (11, 35) que se conocen como jarabes con alto contenido de
fructosa (High Fructose Corn Syrup: HFCS), y el procedimiento -

por el cual se obtienen se muestra en la figura I11I.

Comerclalmente los jarabes fructosados se producen a partie
del almid6n (figura I1) obteni&ndose primeramente un jarabe glu-
cosado el cual posteriormente se isomeriza para incrementar el -
contenido de fructosa. Este paso puede llevarse a caba por méto
dos quimicos {catflisis alcalina) o por métodos enzimfticos (uti
lizando alguna isomerasa} (11), la primera alternativa presenta
el problema de utilizar cofactores t8xicos (boranos) yde que pue
den producirse compuestos no metabolizables como la psicosa (10,
32) o colores no deseables que para su eliminacién se requieren
de procesos complicados y costosos. La psicosa adends confiere
un sabor degradable al producto. Con respecto a la segunda op-
cibn, es la mAs utilizada aunque el elemento clave es el coato -

de la enzima.
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Entre las opciones sugeridas para soluciopar o disminuir es
te inconyeniente la utilizacibn de la enzima inmovilizada ha re-
sultado una buena alternativa con el desarrollo de reactores ca-
da vez mfs eficientes para el proceso {11), lL.a otra posibilidad
ha sido el mejoramiento genético de la fuente de la enzima, --
orientaci6n a la cual se han encaminado los esfuerzos dentro de
la lfnea de trabajo del laboratorio y cuyos resultados se pre--

sentan en este trabajo.
3.2 Glucosa isomerasa

En tiéxico, existen fuentes de almidén con un importante po-
tencial para su aplicacifén industrial (como ejemplo la industria
lizaci6n de la yuca), y si a ésto aunamos que el proceso de fa--
bricaci6n de los jarabes fructosados es bien conocido, entonces
existen todas las condiciones propiclas para que puedan ser pro-

ducidos y utilizados en la industria nacional.

Como ya se habfa mencionado, el factor limitante principal
de éste proceso es la fuente de la enzima y aunque se copocen -
las caracter{sticas y propiedades de los microorganismos produc
tores, no se ha podido atin abatir el costo de la enzima para su

aplicaci6n en la produccidn de dichos jarabes.

La onzima -utilizada para la fabricacién de los jarabes fruc
tosados se conoce industrialmente como qlucosa isomerasa, (D-xi~

losa cetol isomerasa E.C. 5.3.1.5): y actta sobre aldosas de -
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cinco o seis &tomos de carbonoicuycs qgrupos hidroxilo esten in-
sertados en la pesicidn "cis", como la D-glucosa, D-xilosa, D-
fructosa, D-ribosa, etc, La reaccidn llega a su equilibrio y -
se detiene cyando alcanza una concentracién paroximadamente i-

gual de D-glucasa y D-fructosa (64).

CH20H -
CHZOH o CHZOH
i H
i Glucosa isomerasa
» - )
ol b A oH H
“
H H
Ho it
" !
H ol
D-glucosa . D=-fructosa

Un aspecto fundamental en la produccibn.de enzimas con fi-
nes comerciales es el de la productividad. En la figura IV se
presenta la relacién costo/produccifn de la enzima glucosa iso-
merasa comparada con otras enzimas de aplicacién industrial.
Como se puede observar, ain cuando es producida en cantidades
limitadas (70 toneladas anuales), su cotizacién en el mercado es

de los m&s altos (56 millones de dflares anuales) (24).

Para la aplicacién de ésta enzima a escala industrial, se
necesita de una fuente eficiente de la enzima. Se han encontra
do alrededor de 65 microorganismos diferentes (tabla IV) (17) -
capaces de producir esta enzima, pero s6lo algunos de estos tie

nen inter&s comercial (66).
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El hacho de que la enzima sea proéucida en pequefias cantida
des por algunos microorganismos representa un inconveniente, ya
que los costos de produccién aumentan debido a los requerimien-
tos para el crecimiento de los micoorganismos que la producen.
La enizima es inducible por xilosa qqe es una fuente de carbono
cara, Yy su produccif6n se ve afectada por la presencia de otras
fuentes de carbono fécilmente utilizables como lo es la glucosa

(sensible a vopresién catnbdliéa) {55).

) Uno de los microorganismos produttores de glucosa isomera-
sa que mds ha llamado la atencidn es el actinomiceto Actincplanes
missouriensis, el cual produce una isomerasa estable, activa a
los 90°C, no requiere de iones cobalto, tiene gran afinidad por
la glucosa, y la produce en forma cgnstitutlva, aunque el incon

veniente que presenta'es que crece muy lentamente (18).

Entre las alternativas empleadas para disﬁinuir los costos
de produceién de la enzima estfin:
i} uso de inductores baratos como son los materiales que contie
nen xilanos (17}.
11} estrategias genéticas como:
a) genética tradicional: obtenci6n de mutantes constitutivas
e insensibles a represidn catab6lica (55).

b} recombinaci6n in vitro de 4cido desoxirribonucleico.

Bsta Gltima alternativa es muy Interesante por ser reporta-

da come wna estrategia para la sobreproduccibn de enzimas y otros
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productos biol6gicos (amilasa, insulina)} (18}, y representa una

opcifn atractiva para poder alcanzar nuestros objetivos,



FIGURA 1II
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Produccifn de Jarabes fructosados (59)

ALMIDON

ALMIDON HINCHADO

ALMIDON FLUIDO

JARABE DE GLUCOSA

JARABE GLUCOSA - FRUCTOSA

Gelatinizacién
pH 2.0

Licuefaccifn
{a-amilasa)
ol 6.5 85°C

Sacarificacién
{glucosa~-amilasa)
pH 3.5-6.5 35°C-65°C

Isomerizacifn
(glucosa isomerasa)
pil 7.0  50°C-60°C



Produccién de jarabes con alto contenido de fructosa (l1)

FIGURA III

Jarabe refinado de glucosa

Jarabe con: ’
glucosa 854
fructosa 5%
oligosaclridos 10%

Reactor de isomerizacién

Jarabe con fructosa 42%
glucosa 514
oligosacdridos 7%
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. Separacifn cromatogrifica

Jarabe con fructosa 90%
glucosa 10%

Jarabe con fructosa 55%




TONELADAS POR ARO

Figura IV Relacién costo/produccidn de diferentes'enzimas (24)
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TABLA IV

——

Microorganismos productores de glucosa isomerasa (17)

S

Actinoplanes missouriensis NRRL B 3342

Enterobacter agroqgengs

Arthrobactey sp. NRRL B 3724, 3%25, 3726, 3727 y 3728
Lactobacillus brevis

Leucopostog mesenteroides

Streptomyces sﬁ.

gtreptomyces ELEEE

Streptomyces flavogriseus

Streptomyces venezuelae ATCC 21113

Streptomyces phaeochromogengs SK NRRL B 3559, ATCC 15486
Bac goaqulaps
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1v OBJETIVOS

Con la finalidad de obtener un microorganismo en el que se
combinaran las caracter{sticas de alta produccién de la enzima,
un ripido crecimiento y que la enzima que sintetice tenga las
mejores caracterfsticas en cuanto a termoestabilidad, afinidad
por el gustrato, especificidad, ph Optime y requerimiento de cg

factores, los objetivos dal presente trabajo sont

1) Realizar la clonacifn molecular del gene que co-
difica la enzima glucosa isomerasa del microorga

nismo Actinoplanes missouriensis NRRL B 3342 en

el vehfculo molecular pBR 329.

2

Introducir la molécula recombinante en una cepa

derivada de Escherichia coli K 802

3) Seleccionar aquellas c8lulas sospechosas de (ue

hayan adquirido la informacién de interés.
4} Lograr la expresibn de la informacidn clonada.

5) Caracterizar aquellas cepas que presentan pasiti

va la actividad enzimftica de isamerasa.
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V INGENIERIA GENETICA

Para alcanzar los objetivos propuestos se decidié utilizar
la metodologfa de la Ingenierfa Genética Molecular, también co-
nocida como recombinacién in vitro de 4cidos nuclefcos, clona--~

c16n molecular o implantacién genética (8, 51).
5.1 Generalidades

Una de las mayores controversias en la historia de las cien
cias bhiolSgicas se mantiene actualmente cn relacién con la tecng
logfa del DNA recombinante, debido a que junto a los grandes be-
neficios para la humanidad, 1a manipulacién de los genes también

puede implicar riesgos desconoccidos.

El principio de esta nueva tecnologfa, mds popularmente co-~
nocida como Ingenierfa Genética, podemos ubicarlo en 1953 cuando
James Watson y Francis Crick dicron a conocer el modelo sobre la
estructura y replicaci6n del material gchétxco {hecho por el ~--
cual recibieron el premio Nobel de Fisiologfa y Medicina diez a-
fios mas tarde), Desde entonces el desarrollo del campo de la ge
nética y de la biologqia ha sido vertfginoso; como resultado de e
tlo, no sdlo conocemos dotalladamente los fundamentos molecula--
ras de la vida, sino oue podemos manipular la informacién genéti

ca y dirigirla a nuestro provecho {51).

5.2 Metodologta general de la Inqgenierfa Genética
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La téenica experimental de la Ingenierfa genbftica se pucde
definir brevemente como sigue: dos o mis fragmentos de DNA son
unidos (recombinados} in vitro mediante el uso de una serie de
enzimas., Uno de los fragmentos de DNA llamado vector o vehicu-
1o molecular es capaz de replicarse en alguna célula hubsped y
el otro llamado "pasajero" o “clonado" es pasivamente replicado

por el vehfculo (8),

Existen una serie de clementos necesarios para poder reali
zar la recombinacibn de fcidos nuclefcos como son: la cepa dona
dora de DNA que contiene la informacién gue sc desea clonar, el
vehfculo molecular, las enzimas de restriccibn, lo ligasa y la

cepa receptora.

El proceso general de la metodologfa de la Ingenierfa geng

tica se i{lustra en la figura v (8).

5.3 DNA

En el DA se encuentra toda la informacifn genftica de la
célula y el orden de las bases determina cuales protefinas habrén
de sintetizarse (67).

Una molécula de DNA contiene una serie de genes y el conjun

to de DNA de upa célula se le denomina genoma,

5.4 vehiculos moleculares
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Un vehfculo molecular o vector es aquella molécula que po--
seé la habilidad de replicarse y expresar su fenotipo dentro de
una c&lula hudsped o receptora y dicha replicaci6n es independien
te del genoma celular. Se conocen dos tipos gencrales de vehficu

los: los fagos lambdoides o bacteriofagos, y los plésmidos.

Los primeros son vehiculos molecularés naturales que en un
principio se utilizaron como tales aprovechando su caracteristi-
ca de poder infectar a la c@lula bacteriana, por ejemplo estin -
los derivados del fago lamda llamados, carontes; pero su uso se
ha restringido debido a que presentan serios inconvenientes como
es que el nfimoro de enzimas de restriccidn con las que pueden
ser cortados cs limitado ya que puede inactivar algln gene cque -

requicra el fago para subsistir,

Por su gran versatilidad, les vehfculos moleculares que con
mayor frecuencia se emplean para experimentos de clonacién son -
los plfismidos, los cuales se pueden definir como elementos géni-
cos extracromosomicos, capaces de replicarse de manera auténoma
y con una gran estabilidad. Los pl&smidos se encuentran amplia-
mente distribufdos entre las bacterias y su nfimero puede variar
entre uns y varias copias. Poseen secuencias especificas de re-
conocimiento para unaovarias cnzimas de restriccibn,y algunosde
sus genes pueden codificar para resistencia a determinados anti-
bibticos, propiedad gque puede ser empleada para procesos do se--
leccibn es decir, cuando un fragmento de DNA es insertado en al-

guno e los genes que codifican para tal resistencia, la infor-
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macién se ve interrumpida y por lo tanto, la célula que adquiera
el plismido recombinante perder& la capacidad de crecer en ese -~
antibi6tico. A este fenbmeno se le conoce como "inactivacifm in
sersional® y es la forma de reconocer aquellas cé&lulas que con--
tienen plésmido recombinado (un plismido recombinade es aguel --

que tlene un fragmento de DNA pasajero insertado}.

Otra caracterfstica de algunos plésmides, es que se repli--
can en forma "relajada", se les denomina de &sta forma a ague--
llos plésmidos que se replican en forma autbénoma del DMA y de es
ta forma pueden llegar a constituir hasta un tercio del DNA celu

lar total (8).

Otra caracteristica deseable del vehfculo es que sélo tenga
un sitio finico de accifn para diferentes enzimas de restriccidn,
ya que de otro modo podrifa destruirse o alterar los sitios de re
plicacibn., Es importante hacer notar que en la actualidad exis-
te un gran nﬁﬁero de plismidos que confieren resistencias a dife

rentes antibibticos.

Se han disefiado y construido sistemas definidos de recombi-
nacibn para Escherichia coli (13) y el g&nero Bacillus (4, §, 39)
otros sistemas estén aGn en estudio y evaluacién como es el caso

de Streptomyces (3, 10) y levaduras (62, 63).

En la tabla V se enumeran diferentes vehiculos o plédsmidos

con sus respectivas caracter{sticas.
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5,5 Enzimas de restriccién

La obtencién de los fragmentos de DNA y del vehiculo puede
realizarse por medio de métodos fisicos (sonicacifén, homogeini-
zacién) o enzimdticos., EL inconvenicnte que presentan los méto
dos fisicos es que pueden romper los genes de interds, por otra
parte, no se podria recuperar el fragmento a partir de un plis-
mido recombinado por carecer de sitios de corte con cnzimas es-
pecificas, ademls de que para poder clonarlo habrf{a la necesidad
de agregar extremos cohesivos a el fragmento para poder introdu-
cirlo al vehfculo, y no se podrfa realizar ol andlisis de secuen

ciacién del gen clonado.

Por estos motivos, se prefiere utilizar el método enzim&ti-
co, Este se realiza por medio de enzimas de restriccibn que son
endonucleasas que rcconocen secuencias‘espccificas de bases que
se encuentran distrubufdas al azar dentro de la molécula.de DNA «
Cste procedimiento se conoce con el término de "digestibén” y -
d8 como resultado una mezcla de fragmentos de distinto tamafio de
cadena de doble h&lice que para aumentar la eficiencia en la clo
nacién de un gen determinado puede ser separade por medio de una
alectroforesis siempre y cuando se conozca el tamafio aproximado

del fragmento que se desea clonar.,

La idea de utilizar enzimas de restriccibn surgié cuando se
encontrd que las células bacterianas cran capaces de alterar, --

romper o modificar el DNA extrafio aue se introducf{a en ellas, em
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pleando el sistema enzimdtico de restriceidn y modificacién (53).

En la tabla VI se enumeran algunos ejemplos de los microor-—
ganismos productores de este tipo de enzimas, as{ como las sacuen

cias que reconocen.

Se conocen alrededor de 250 enzimas de restricci6n sinteti-
zadas por di{ferentes microorganismos, que pucden ser divididos
en forma general en dos grupos (53):

a} Endonucleasas del tipol.- Protefnas mutimérica, capaces de mo

*, ATE y de un

dificar y romper el DNA, requieren de iones qu
> eofactor llamado 8-adenosilmetionina.

b} Endonucleasas del tipo 1I.- Protaefnns monoméricas, pequeias,

-

requiocren de iones Mq++ y reconoecen gsecuencias especificas y

producen fragmentos de DNA con extremos cohesivos,

Los sitios que reconocen las enzimas de restriccién del ti~
po II corresponden a cuatro, cinco o seis pares do bases de lon~
gitud, y la mayorfa de estos pares muestran simetrfa entre una
cadena y otra del DNA, es decir, la secuencia de nucledtidos de
una cadena de DNA es igual a la secuencia nucleotfidica de la ca-
dana complementaria cuando cada cadena es lefda en la direccifn

5' a 3'. Por cjemplo, el sitio de reconocimienta para Eco RI es:

5 dkATTC 3
3 CTTAAE 5°
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ia enzima corta en los puntos indicados por las flechas, cquedan-

do los extremos de la siguiente forma:

5 G " AATTC 3t

3! CTTAN G 5°

La frecuencia de aparicitn de los sitios de corte para una
enzima dentro de una cadena de DNA se puede calcular por medio

de la siquiente f&rmula:
frecuencia de sitio = 1/4N

dopde N = longitud de la secuencia del sitjoc de corte, por ejém-
plo, para una secuencia de 4 nucleétidos la probabilidad seri de
1 sitio cada 256 pares de bases, y as{ respectivamente para cada
nfimero de nucleStidos reconoecidos. Usando este principio es po-
sible determinar el nfimero de sitios de corte esperados dentro -

de una molécula de DNA de tamafio conocido:

tamafio de molécula (en pares de bases) x frecuencia de sitio

de corte = nfimero de sitios probables

Existe otra clase de enzimas de restriccl6én aue no generan
los extremos cohesivos, sino que cortan la cadena de DNA en el c
je de simetrfa dando como resultado los extremos “rasurados" co-

mo ejemplo la enzima Hae ITI reconoce:
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+
[ p ' * .
5 GGLC 3 Hae TIT 5 GG cc 3

kN CCGG 5! ———y 3' cc GG 5
t

Otro tipd de corte lo representa la enzima Mbo 11, la que
reconoce la secuencia GAACA (nétese la falta de simetrfa), y cor
ta entre ocho y nueve residuos posteriores a donde se presenta

1a secuencia reconocida:

¥
5! GAACANNNNNNNNN 3
3 CTTGTNNNNNNNN 5°
t

5.6 Unién

Una vez obtenide los fragmentos de DHR (tanto del vehfculo
como del pasajero}, se procede a unirlos, La enzima que realiza
esta funcién es una pelinuclebtido {DNA) ligasa, la cudl catali-
za la formacitn de la unién fosfodiéster estre los extremos 3°'
[grupo hidroxilo} y 5' {grupo fosfato)} de dos nucleétidos adya--
centes, recstableciéndose la continuidad estructural de la cade

na del DNA.

Se conocen dos enzimas con actividad de ligasa, una prove--
niente del fago 14, y otra de Escherichia coli, la primera reguie

re ATP, mientras tue la segunda requiere de NAD+ para poder actuar.

La forma en ¢ue actGan ambas se muestra en la figura VI y -
g6le la ligasa dcl‘fago T4 es capaz de unir a los extremos "rasu

rados" {48),
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5.7 Cepa receptora

Se conoce con este nombre aguel microorganismo al que se le
introduce la informaci6n clonada para su posterior expresifn (14,

48, 53).

La cepa empleada como receptora debe de carecer o por lo me
nos tener alterados sus sistemas de restriccifn y/o modificacibn
ya que de otra forma, la molécula que se le introduzca serfa des

trufda,

La cepa que con mayor frecuencia se emplea como receptora -
es Escherichia coli, ya que este microorganismo es capaz dev"to-
mar" DNA proveniente del medio ambiente en que se encuentra, ¢ -
de ser infectado por un bacteriofago, ademfs de que tanto su ge-
nética, como su bicquimica son muy conocidas, su tiempo de dupli
cacibn es corto (aproximadamente 20 min.)}, carece de sistemas de
modificacibn y/o restriceibn, y requiere de medios sencillos y
baratos para crecer, pero pregsenta el inconveniente de producir
metabolitos t6xicos, (15) por lo que su uso estd prohibido por -

la FDA para el irea de alimentos y medicamentos.

cabe aclarar que una célula receptora es capaz de aceptar -

una molécula recombinante solamente.

En la actualidad se ha estudiado la posibilidad de sustituir

a Escherichia coli por otros microorganismos como posi£1es cepas
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receptoras, como son la bacteria Bacillus subtilis (39} y la le-

vadura Sacharomyces cerevisiae (33, 44, 62, 63).
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TABLA V

Pldsmidos comunmente usados como vectores moleculares (8)

Nombre Marcadores Enzimas con Peso molecular

+  genéticos sitio dnico de -6
restriccién X 10
psC 101 et Eco RI 5.6
pBR 322 et Eco RI 2.8
r Hind IIT
Ap Bam HI
Sal 1
Pst 1
Ava I
Pvu II
pBR 328 ap® Eco RI 31
r Bam HI
Te Hind III
r Sal I
Cmn Pst I
Pvu 1
Pvu II
Bal T
Ava T
pMB 9. e’ Eco RI 3.5
Hind 111
inmunidad Bam HI .
a colici- Hpa I
na El Sal I




TABLA VI

- Diferentes enzimas de restriccién y su

aceibn sobre secuencias especi{ficas (14)

Microorganismo productor Nomhre Secuencia
reconocida
Arthirobacter luteyg Alu I AG ¢+ CT
Baciilus amileliquefacicns pam HI G ¢ GATCC
Escherichia ¢oli RY 13 Eco RI G + AATIC
llaemophilug aegyptius Hae III GG + CC
Providencia stuartij 164 Pst I CIGCA + G
Haemophilus {nflucnzag R Hind IIT A + AGCTT
Streptomyces albuyg G . Sal I G + TCGAC

h
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VI MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Microprganismos

6,1.1.1

6.1.1.2

6.1.1.3

Como microorganismo dopador de la informacibn se
seleccion6 al actinomiceto Actinoplanes
missouriensis NRRL 3646

El plismido pBR 329 s¢ aislé a partir de la cepa
de Escherichia coli GM 31

Como microorganismo rcceptor de la molécula re--
combinante se us6 una mutante derivada de la ce-
pa Escherichia coli K 802 a la que denominamos

Escherichia coli K 802 1-2%

Medios de cultivo

6.1.2.1

Medio completo para levaduras (MCL) (57)
Componente conc. (g/1)
Extracto de levadura 10
Bactopeptona 20
xllosa* k}
glucosa* 7

Se esteriliza en autoclave a 15 1b por 15 min.

*se esterilizan por separado



6.1.2.2

6,1.2.3
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Hedio de Luria (LB} (45)

Componente cone. (g/L)
Extracto de levadura 5
Triptona ' 10
NaCl 10

se esteriliza en autoclave a 15 1b por 15 min.

Medic minimo M9 (12)

Componente volfimen (ml)
Requerimiento de la cepa 4
Mgso, 0.1 M 10
CaCl2 0.01 10
glucosa 20% 20
sales M9 10X ¢ 100
casamino&cidos 20% *° 20
agua destilada 835

* se esterilizan por separado
® sblo se adl’egan cuando se va a purificar el

plasmido,
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6.1.3 Soluciones amortiguadoras

6.1.3.1

6.1.3,2

6.1.3.3

Solucién amortiguadera Tris Boratos 10X (6)

Componente conc. {g/L}
Triu 108
EDTA 9.3
Acido Borico’ 55

No se ajusta el pH, se esteriliza por filtracién
con membrana millipore 0.45 j; y se diluyae1:10

al usarlo.

Solucién amortiguadora fogfatos 0.12 M4

Componente conc (q)
KHZPO‘ 1.64
K, HPO, 2,09

se preparan 100 ml del dib@sico y se ajusta el
pH a 7.8 con el monobdsico disuclto en 20 ml de

agua destilada.

Solucién amortiquadera A 50 (6)

Componente conc. (g/L)
Tris 6.057
Nacl ‘ 29.220
Na N 0.065

273



6.1.3.4

6.1.3.5

6.1.3.6
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se ajusta el pil a 8.0 con lIC} 10N, se esteriliza

por filtacién con membrana millipore 0,45y

Solucidn amortiguadora Maleatos (29)

Componente cone, (g/L)

Acido maleico 23.2

se ajusta c} pl a 6.8 con Naoll 10N, se esteriliza

‘por filtracidn con membrana millipore 0.45

‘

Solucidn amortiguadora para la enzima Eco RI (61}

Componente conc.

Tris 1M
MgClsy 50 mit
NaCl 1n

se ajusta el pi a 7.5 y se esteriliza por filtra-
ei6n en membrana millipore 0.45 ) y se diluye 1:10

al usarse.

Soluci6n amortiguadora TE 1X (G)

Componente conc, (mM}
Trig 10
EDTA ' 10

se ajusta el pH a 8.0 con NaOH 10N



6.1.3.7

6.1.3.8

48

Solucién amertiguadora T (6)

Componente conc, (mH)
Tris 20
EDTA 1
MgCl 2° 6H 20 5

se ajusta el pll 8,0 con HCl IN

Solucibn amortiguadera para la enzima ligasa (9)

Componente o conc, (mM)
Trfs 0.66
MgCl, 66.0
DTT 100.0
ATP 4.0

se ajusta el pil a 7,6 y se nuarda en oscuridad,

ya que el ATP se hidroliza facilmente.

6.1.4 Soluciones

6.1.4,1

Solucién de cofactores para determinacitn de ac-

tividad isomerizante (55}

Sales conc. (M)
Hg50, . 71,0 0.06
CaCly 6,0 0.006

no necesitan de esterilizacién, se guarda en re-

frigeraci6n.
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Soluci6n de requerimiento para la cepa E. coli

K 802 (6)
Componente conc. (g)
metionina 10

' agua destilada 10 ml

se esteriliza por filtracibn en membrana milli-
pore 0.45 y y se toman 4 ml. de esta solucibn =~

por cada litro de medio m{nimo M9

Solucibn de fructosa 2M (29)

Componente . conc. (g9)

Fructosa 90.08

solucifn amortiguadora maleatos 250 ml

se esteriliza por filtracibn con membrana milli-

pore 0,45

Solucibn de Ioduro de Propidia (6)

Componente conc. {mg})
Pdl 2
agua destilada 1ml

no os necesario esterilizarlo
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6.1.4.5 Solucidn salina

Componente conc. (g}
50 mM 5 N
NaCl 0.585 73.12

se disuelven en 1000 ml. de agua destilada y se

esterilizan en autoclave a 15 1b por 115 min.

6.1.4.6 BSolucibn NaOll 10N

Naoll ' 400 g
agua destilada 1000 ml

6.,1.4.7 Solucibn HC1l 1IN

ficl 83.3 nl
agua destilada 1000 ml

6.1.4.8 Solucibn Stop Mix (6)

Componente conc.
Urea S M
Sacarosa 50 %
CDTA 50 mi

azul de bromofenol 0.1%
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Solucibn de bromuro de etidio (6)

Componente conc. (g)-
bBromuro de etidio 2.0
agua destilada - 50 ml

no hay necesidad de esterilizarla

Solucifn de sales m9 10X (12)

Componente conc. (g/L)
Nazllcl;oq.'”lzo 132
NHZHP04_ 70
KH2P04 30
NaCl _ 5
NH4C1 1o

Selucibn de clorure de calcio 30 mM (42)

Cacl2 3,327 g
agua destilada 1006 ml

se esteriliza en autoclave a 15 1b por 15 min.
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6.1.4,12 Solucibn de dotergente Tritén (6)

Componente conc, {ml)
Tritbn 100X 3
EDTA 0.25 M 15
Tris 1M pll 8.0 15
agua destilada 7

6.1.4.1) Solucibén de lisozima (6)

Componenta . ' conc. (mg)
Lisozima 50
Tris 0,025 M pH 8.0 10 ml

se guarda en alfcuotas pequefias, en refrigera-
cibn y se esteriliza por filtracibn en membrana

millipore 0.45 u

6.1.4.14 solucién de antibibticos (6,7)

Antibiético conc. {mg/L)
Ampicilina (Sigma) 100
Tetraciclina (Siqgma) 10
Cloranfenicol (Sigma) 50

Espectinomicina (Trobicin Upjohn) 300
se utilizan por separado, se disuelven en 10 ml
de agua destilada y se esteriliza por filtracibn

en membrana millipore 0.45 »
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taterial de vidrio

~diverso material de vidrio de laboratoric
-matraces ncfelométricos

-perlas de vidrio de diferentes didmetros
-tubos corex de 30 ml

-~celdas de cuarzo

-asa para platear

" ~botella para homogenizar células

6.1,5,2

-celdas de espectofotémetro

Materiﬂllde pléstico Nalgene

-probetas de diferentes volfimenes

-vasos de precipitados de diferentes voliimenes
-pipetas desechables de 1.0, 5.0 y 10.0 ml
-cajas petri de 13 x 85 mm

~tubos con tapSn de rosca para centrffuga
-puntas de pipetas automiticas de diferentes capa
cidades

~tubos eppendorff para 500 y 200 yl

~tubos de nitrocelulosa para ultracentrifuga
-bolsas de dislisis

~picetas

-botellas para centr{fuga de 250 ml

~charolas para bafos
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Aparatos

-centrffuga Sorval RC 5

~ultracentrifuga Beckman L& M

-centrf{fuga de mesa marca Lourdes

-bafio marfa con agitacifn de temperatura constan
te La-line instruments Inc.

-espectrofotémetro Bausch and Lomb

~incubadora de temperatura constante y agitacién
New Brunswick Scientific

~-refrigerador

-congelador

~eolunna Pharmacia Fine Chemicals

-colector de fracciones Buchler LC100

~pipetas automiticas de diferentes capacidades
Quickpette

~cdmara de electroforésis Bio-Rad Laboratories

~homogenizador marca Braun

-potencidmetro marca Beckman 3500

~balanza analitica Sartorius 2432

" -autoclave de vapor

-tanque de co,

-agitadora rotataria

~homba de vacio

-fuente de poder E. C., Apparatus

~cdmara fotogrdfica Polaroid

-sistema de filtracién millipore de 10 y 250 ml

-ldmpara de luz UV BVSL-25



-rotor S$534 para centrifuga sorval
~rotor GSA para centrifuga sorval
-agitador de tubos vortex

-mesa para platear

~balanza grantaria OHAUS
-agitadores magnéticos

-bomba peristdltica Pharmacia Fine Chemicals

55
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METODOS

6.2.1 Exttaccibn del pldsmido (6,31)

1)

2)

3

4)

5)

6)

En un matraz de 50 ml, con 10 ml., de medio LB suplementa
do con ampicilina (100 mg/L)} se sembré al microorganismo
E. coli GM 31 portador del pl&smido pBR 329, el cual se
incub6é durante 12 horas a 37°C con agitacifn constante.
Con este cultivo se inocularon 4 matraces Fernbach con
un litro de medio minimo M9 suplementado con casaminofici
dos, se dejaron eﬁ agitacién a 37°C durante 3 a 5 horas
(hasta que las células alcanzaron una lectura de D.0. en
tre 0.17 y 0.2 a 450 am).

En este punto sc agreg8 espoctinomicina (300 mg/L) para
obtener ¢l "relajamiento" del pldsmido. Se continua incu
bando durante 1B horas a 37°C, con agitacifn constante.
Después de este tiempo, el cultivo se centrifuga en bote
llas a 10,000 rpm en rotor GSA durante 10 min. para obte
ner el pacquete celular.

Las células se resuspenden en una solucién de sacarosa
25%, Tris pi 8.0 S0 mM, EDTA 1 mM pH 8.0 an una propor--~
cién de 10 ml. por litro inicial de medio en baiic de hie
lo.

Conservando la suspensifn cclular en bafo de hielo, se a
gregan en el siguiente orden (concentraciones por litro
de medio inicial):

EDTA 0.25 N pl 8,0 2 ml,

Lisozima 1 ml, (5 mg/ml Tris
pH 8.0 0.025M)
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12)

13)

14)

15)
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RNAasa 0.1 ml.

Se mezcla suavemente y se deja reposar en bafo de hielo
por espacio de 15 min. (hay formacién de esferoplastos).
Se agregan 3 ml. de detargente tritén y se deja reposar
por espacio de 1§ min, en bado de hielo (los esferoplas
tos son lisados).

Se centrifuga en tubo con tapén de rosca en rotor 834 a
17,000 rpm durante 40 min a 4°C.

Inmediatamente después de sacar de la centri[ugalsa de--
canta la fase superjor {de consistencia espesa) midiendo
el volumen obtenido.

Una vez conocido el volumen, se agrega 2/3 del mismo de
agua estéril, y del nuevo volumen ohtenido sr agrega 2/1
de fenol saturado, agitando suavemnnte.

Se agrega el mismo volumen que se agreg® de fenol perd
de cloroformo, se mezcla y se centrifugn en botellas en
rotor GSA a 4°C a 6,500 rpm durante 1¢ min.

Se separa la fase superior, se mide el volumen y se agre-
ga otre volumen igual de cleroformo, se centrifuga a 6,500
rpm durante 10 min. a 4°C,

Se separa la fase superior, se mide el volumen y se agre
ga 1/25 del volumen de una solucidn 54 de Narl y 2 volu-
menes de etanol frio.

Se¢ deja precipitar durante 12 horas a -20°C.

Se centrifuga a 15,000 rpm durante 20 min., se climina

el sobrenadante y el precipitado =me deja secar al aira.
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. )
Se resuspende en 4 ml, de una solucifn amortiguadora TE
1X estéril,

Se guarda en refrigeraci6n,

6.2.2 Separacifn por columna (6).

n

2)

3)

4

w

6)

7

8}

]

En una columna de Biogel A 50 de aproximadamente 45 cm.
de attura por 5 cm. de difmetyro, se colocan sucesivamen
te 2 ml. del pldsmido extrafdo,

Se agrega con cuidado la solucién amortiguadora A 50 has
ta llenar la parte restante de la columna.

La entrada de la columna se conecta a una bonba perist8l
tica y la salida a un colector de fraccilones con uﬁ flu-
j0 y velocidad tal para fue cada muestra sea de 4 ml,

Se deja transcurrir el tiempo necesario para obtener 40
tubos con muestra, ‘

Se leo el contenido de cada tubo en el espectroforSmetro
a 260 nm {(UV) y cuando haya un incremento en la tectura
se separan los tubos con dicho incremento.

Los tubos separados se colectan y se mide el volumen to-
tal, dicho volumen se separa en tubos corex para dejar
precipitande con 2 volumenes de etanol frio, y 1/25 de u
na seluci6n SH de NaCl, durante toda la noche a ~20°C,
Transcurride este tiempo, se centrifuaga a 14,000 rpm du-
vonte 10 min., a 4°C y se elimina el seobrenadante.

Se deja secar ol precipitado obtenido y se resuspende en
5 ml. de uwna solucidn amortiguadora TE 1X.

Se separa en fracclones peauchas (50 a 60 pl) y se guar-
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da en refrigeracitn.

6.2.3 Purificaci6n por ultracentrifugacién. (6, 43)

1) Se preparan 6 tubos de 5 ml., de nitrocclulosa agregdndo-

2

3

4
5

6

7

)

}

-

les: 2,2 g de ¢sCl (muy exacto) y 2.1 ml, de DNA en solu
cién TE 1X.

En la oscuridad se agrega a cada tubo 150 yl de la solu-
cibn de Toduro de propidio.

Se colocan los tubos en los sopotrtes del rotor SW 50.1 -~
de la ultracentrffuga y se balancean con aceite mineral
Se contrifugan a 36,000 rpm durante 20 horas a 20°C.

Una vez transcurrido el tiempo de centrifugacibn, se sa=-
can los tubos de su soporte y el qradiente formado podré
ser visible con luz UV, la banda superior y mis intensa
serd la que contenga el pldsmido de interés.

Se perforan los tubos con una aguja en la parte inferior
se permite salir gota a gota los gfadientes formados y
cuando toca el turno a la banda de interés se colecta en
un tubo de plastico estéril, en este pasc se recomienda
el uso de guantes, ya que cl Ioduro de propidio puede im
pregnarse en la piel.

Esta fraceién sc pasa por una columna de resina Dowex
W-X8 de 5 cm. de largo por 0.8 cm. de difmetro, para re-
mover el Ieduro de propidio, y se colecta de nuevo en o-

tro tubo de pldstico estéril y se guarda en refrigeracién.

6.2.4 piflisis (6)

1) Bn una bolsa de diflisis se coloca el volumen medido de
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DNA obtenido anterlormenta.

Se esterilizan 16 litros de una solueién amortiguadora
TE pH 8.0 .y se colocan 4 litros de &sta en un vaso de
precipitado con agitacién, se le coloca dentro la bolsa
de difilisis con la muestra y se deja dializando en frfo
(4°C) durante 4 horas.

Una vez transcurrido el tiempo, se hace un camhio de la
solueibn por otros 4 litros, y se deja dializando en frfo
por espacio de otras 4 horas,

Al término de &stas, se hace otro cambjo similar al del
paso anterior, y se deja en frié dializando durante to-
da la noche. '

Se hace otro cambio de solucién amortiguadora con otro
volfimen iqual y se deja por espacio de 2 horas més.

Una vez transcurrido este tiempo, se mide el volumen re-
sidual de la bolsa de diflisis y se pasa a tubos corex.
Se agregan 2 volGmenes de etanol frio, y 1/25 del volu-
men de NaCl 5M, se deja precipitando en frfo durante la
noche a -20°C.

se centrifuga a 15,000 rpm en roto¥ $534 por espacio de
15 min. a 4°C, se elimina el sobrenadante.

El precipitado se deja secar a temperatura ambiente.

Se resuspende cn 0.5 ml. de una solucién amortiguadora

T 1X y se quarda en refrigeracién en alfcuotas pequeiias.

6.2.5 Gel de agarosa para electroforesis (6)

1)
2)

Se pesan 0,380 ¢ de agarosa

Se colocan en un matraz de 250 ml. y se agregan 50 ml.
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de una solucién amortiquadora boratos 1X,

se calienta hasta cue se disuclve la agarosa

una vex disuelta y en caliente se vacfa a la cimara de ¢
loctroforesis previamente armada.

ge deja enfriar, se cuita el "neine" y se colocan las ==

miestras a correr junto con el marcador, que en este ca-

40 es una golucién de stop mix.

se aforan los carriles con un poco de la solucibn amorti
quadora de boratos, se agrega el resto en la parte supe-

rior e inferior de la céamara.

se deja correr a 150 volts durante 1.5 horas, con siste-

ma de enfriamiento por agua.

s¢ saca ¢l gel de la clmara, y sc coloca en una solucifn

de hromuro de etidio durante 4 min,

una vez transcurrido el tiempe se saca y se pasa a una -

charola con agua destilada durante 10 min.

se tira el aqua y se agrega agua fresca, dejando de nuevo
el qel por espacio de 10 min.

una vez hechos los lavados, se observa con una lémpara de
luz UV, 1o que nermitird anreciar las bandas o "barridos"
del DNA en el fgel,

gi se dosea se pucde sacar una fotograffa del qgel.

6.2.6 Digestién del DNA (G)

1)

2)

se toma un control dol sistema de digestién el cual con-
tendrd todos los elementos menos la enzima de restriccibn.

es recomendable trabajar con volfimenes oecaueiios nara que
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la enzima y el DNA no sc encuentren dilufdos,

un ejemplo de un sistema de digestitn serd:

Control Digestién
pléismido 2 1 2l
enzimat - 4
amortiquador 2 2
agua estéril '_l;ﬁ_i]_ .I;.?;_"i.
volfimen total 20 20 pl

*en este trabajo se empled la enzima Eco RI
se deja actuar a 22°C durante 20 horas
s¢ recomicnda verificar la "diqgestién” por medio de un

qgoel,

6.2.7 Unidn de los fragmentos de DNA

B 3

[

3)

4)

se Ipactiva la enzima de restriccién por medio de calor,
sumerqicndo el tubo con la mezlca de digestifn en agua a
62°C durante 72 necgundos.

dn la mezela de reaceidn se toma una alfcuota para trans
formar con clla y de cste nodo conocer la cantidad de -~
pldsmido que no se digirié.

se deben eliminar las sales, nara ello se precinita con
2,5 voliGmenes de etanol frfo dejando en hielo seco con a
tanol durante toda la noche, se centrifuga a 15,000 rpm
durante 10 min., sc vacfa con cuidado y se deja sccar.
se lava con 500 pl de ctanol frfo al 70% nor cada 10 pl
de voltmen inicial, afgregindolas con cuidadn del lado con

trario a la pastilla formada, se vacfa inmediatamente.
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%) se resuspende la pasti}}n‘qn agu% estéril, la necesaria
para oue ¢l volumen final tenga upa concentraci6n de 0.1
.ﬁd por wl,

6) a esta mezcla se le aqrega 1a enzima ligasa {1U/un DN})
'gfonc} en exceso) y su resnectivo amortiquador 10X nara
aue su concentracién final sea 1X.

7) como e¢jemnlo se tiene el siquiente sistema:

20 yul volumen de digestibn (2 ye de DNA)
- 24l muestra de digestibn  {0.2 yg de DNA)
18 nl volumen residual (1.8 pg do DNA)

los 18 yl de volumen residual se precinitan, lavan etc.
i 8@ resuspenden en:
1.8 nug de DNA aprox. en 18 pl de aqua estéril, nuestro
sistema auedarfa entonces:
18 ul volumen residual
1,8 yl ligasa
2,5 pl sol, amortiguade: 10X
1l sol. amortiguadora TR 1X
25 pl volumen total

8) se deja actuar toda la soche a 12°C o a 22°C durante 3 ho

9) la reaccibn se para sunerdiendo el tubo durante 3 min. en

bafo de agua a 68°C.

6.2.8 Tropsformacién (42
1) en un tubo con 10 ml, de medio de LB se coloca una asada

del microorqanismo receptor.
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se deja crecer toda la noche a 37°C con acitacién constante
de este infSculo se toman 0.3 ml. y se inoculan 30 ml. de me
dio fresco de 1B, se incuban a 37°C hasta cue la lectura de
ahsorbauéia a 540 nm sea de 0.2 a 0.3 de D.0,, usando como
blanco medio de luria estéril sin inocular (esto sucede a~
preximadamente 2 horas después de haber inoculado).

se vacfa el cultivo a tubos de centrifuga estériles y so
coptrifuga & 4°C a 10,000 rpm durante 10 min. nara obte-
ner el panuete celular.

se dasecha el sobrenadante v el pacuete celular se resus-~
pende en 30 ml, do una solucién estfril v Erfa de NaCl 10
my {para eliminar resfduos del medio de cultive}.

se centrifuga de nuevo a 4°C a 10,080 rom por 10 min.

se elimina el scbrenadante y ¢l panuete celular se resus-—
pende en 15 ml, de Caclz 30 M estéril y frio {csta solu~
cibn permecabiliva la membranal.

se deja en contacto durante una hora en bafio de hielo.

se centrifuga 19 nin. a 10,000 rom a 4°C y la pastilla de
be admuirir una forma semejante a un corazén (esto indica
que ellcacl2 actud sobre la menmbrana).

se decanta y se resuspenden las cflulas cuidadosamente en

3 ml. de CaCl, 30 mM estéril y frio, se conserva en un ba
% de hielo, cuidande que ¢l contacto enire el CnCl2 y las
células no se prolonque demasiado nara evitar la extrema
sensibilizacién de la nared.

Se agregan 100 pl de DNA® a 0.2 ml. de células rosuspendi
das en CaClz, tomando un econtral con 100 1 de CaCl2 ain

DNA,
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*egtos 100 u! nueden tener diferentes concentraciones de
DNA y se recomienda oue ésta cencentracién no sea mayor
de 200 ng (0.2 ug),

se dejn en hielo durante una hora.

una vez transcurrido el tiempo, se da un chocue térmico
a 42°C durante 72 sequndos,

se pone en hielo durante 5 min.

s¢ aqgrega a cada tubo 3 ml. de medio de luria estéril.
se incuban con agitacifn a 37°C durante dos horas

se platea 0.2 ml, de estos tubos cn cajas con el medio de
seleccibn,

se incuban las cajas a 379 durante tcda la noche.

6.2.9 Seleccién de recombinantes (6).

1)

2}

3

Para conocer la viabilidad celular del nrocedimiento de
transformacién, en forma paralcla se realiza un control
con CaCl, sin DHA. De esta condicibn se hacen diluciones
sembrando 0.2 ml, en medio de luria de las diluclones al
tas, sc incuban toda la noche a 37°C y se cuentan las co-
lonias obtenidas,

de los tubos con madio de luria de siembran alfcuotas de
0.2 ml. a cajas con medio completo suplementade con amni-
cilina, las cuales se incuban a 37°C durante toda la noche.
las colonias que crecievon en el medio comnleto mis ampici
lina son replicadas a cajas con medio completo suplementa-
do con cloranfenicol, numerande cada colonia aoue se renli-

ca. 8e dejan ineubar a 37°C durante toda la noche.
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4} las colonias que no hayan crecide en el medio snlementado
con cloranfaenicol son replicadas a cajas con medio minimeo
H9 con xilesa como fuente de carbono., Sc dejan incubar a
37°C durante 48 horas,

5

las colonias aue hayan crecido en el medio minime con xi-
losa como fuente de carbono, son provanadas en cajas de
medio completo mds ampicilina, nara poder realizar orue-

bas posteriores.

G.2.10 Determinacién de la actividad enzimdtica (29,55,56).

1} Preindculo: en un tube con tapén de rosca con 10 ml. de -
medio de luria, se coloca una asada de las colonias sosng
chosas (un tubo por cada colonia}, vy se dejan incubar a

37°C curante toda la noche con agitacién constante.

=]

se inocula con esta muestra matraces Erlenmeyer de un 1i
tro can 250 ml. de medio de LD sunlenentado con xilosa
{0.5%) se deja durante toda la noche con agitaciém a 37°C

3

so centrifugan y se resuspenden en 50 ml. de una solucibn

anortiguadora de maleatos pH 6.8

4) se centrifugan y se resuspenden el macucte en 30 ml. de la
solucidn amortiguadora de maleatos pil 6,8.

5} se vompen las células por homogenizacidén en un homogeniza
dor Wiraun durante 45 scqundos con perlas (de vidrio de 0.1
v 0.45% mn de difmetro.

6) se centrifuga el homogenizado a 10,0800 rom a 4°C durante

10 winp.

7} se conserva ¢l sobrenadante en un bado de hielo,
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8) se preparan los sistemas de reaccién en tubos de 10 ml.

con los sigulentes eleomentos:

Solucibn de fructosa 2M 2.5 ml,
Soluci6bn de sales cofactores 0.5 ml.
Sobrenadante 2.0 ml,
volumen total 5.0 ml1,

9) se incuban los sistemas a 50°C en bafio marfa durante una
hora.

10) las muestras se congelan nara detener la reaccién sumer-~
giendo los tubos en hielo seco con etanol.

11) sc les determina glucosa por el método de glucostat. (ver

método 6.2.14).

6,2.11 Curva de crecimiento
1) se premara un indculo en tubos de tanén de rosca con 10

ml, de medio de LB, a 37°C durante toda la noche.

2} el cultivo obtenido se centrifuga y la pastilla se resus-
pende en 5 ml. de la solucién salina 10 mM estéril
3) se centrifuga y la pastilla se resuspende en 5 ml. de la

soluecibn salina.

4) sec inoculan con esta suspensién de células los matraces
nefelométricos de 250 ml, con 50 ml. de medic minimo M9
suplementado con xilosa como fuente de carbono (0.5%).

5

se incuban los matraces a 37°C con aqgitaclédn constante.
6) se toman lecturas a 540 nm cada hora en el esnectrofotdme

tro calibrando con medio mfnimo M9 sin inocular.
7

se grafican los datos en papel semilogarftmico (D.0.vs.T).
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6.2.12 Determinaclén de nrotefna (40).

1) del sobrenadante obtenido despufs dag la homogenizacién se
toman alfcuotas de 200 pl, a las cufles se¢ les determina
concentracién de nroteinas nor el metodo de Lowry (40), u
tilizando como referencia una solucién de albimina sérica

bovina.

6.2.13 Determinacién de la afinidad por el sustato

1) sa aigun cf mismo procedimicnto que nara la determinacién
de actividad isomerizante (ver 6.2,10}.

2) los s¢istemas de reaccién ser&n\qhora con diferentres con~
centraciones de fructosa (0.2z5M, 0.5M, 1.0M, 2.0M y 3.0M}

usandolas en la misma proporcién

soluecién de fructosa 2.5 ml.
solucién de sales cofactores 0.5 ml.
sobrenadante 2,0 ml.
velumen total 5.0 ml,

3) se incuban los tubos a 50°C durante una hora

4) sc congelan las muestras para detener la reaccién

5) se determina qlucosa (ver 6.2.14)

6) se grafican los resultados de actividad esnecf{fica (mg de
qlucosa/mg de protefna/min.).

7y se grafican 1/V vs 1/{8) nara determinar Km qrafgcamente

6.2,14 Determinacién de glucosa (G8)
1) de los sitemas de reaccidn se toman 200 ul, se ecolocan en

tubos de 10 ml. agregdndoles 5 ml, de la soluelén de glu-
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¢ostat, se agitan y se dejan remosar alrededor de 30 min.
leyendo a 5%4 nm el color desarrollado.
se ajusta el espectrofot6émetro con una soluci6n eostandar

de glucosa de concentraci6n conocida.
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VI1 RESULTADOS
7.1 Obtencidn del DNA donador de la informacibn

Extraccitn del DNA cromosomico se¢ rcalizé baslndose en la
técnica reportada por Marmur en 1961, con medificaciones de

Cantoni 1967 y Hopwood 1975 (6).

La técnica de Marmur sec basa en la climinacién de las pro-
tefnas celulares mediante extracciones con fenol y cloroformo y
la deqradacidn del RNA por medio de una ribonucleasa. Ademés,
debido a que la pared celular de este microorganismo es diffcil
de romper, para lograrlo hubo necesidad de utilizar deteryente,

enzimas y cambios de temperatura.

En cl momento en que se inici6 este proyecto, se contaba
en cl laboratorio con uha cantidad suficiente de DNA cromosomi-
co en las condiciones requeridas de conéentrncién e inteqridad
para ser utilizade., En la figura VII se muestra la fotografia
de una electroforesis en un gel de agarosa del DNA cromosomica
disponible y de &sta podemos concluir gue no estd deqrndudo,'y
sf lo suficientemente puro para poder ser empleado en la reali-
zaci6n ‘de &ste proyecto (carril A). Adicionalmente, como con-
trol de purcza, y sensibilidad a las enzimas de restriceibn en
el carril B de dicha electroforesis puede obscrvarse la diges-
tién de dicho DNA con la enzima de restriccifn Dam HI, la cual

ha sido reportada en otros trabajos de clenacibn en los gque se
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han utilizado los vehfculos moleculares de los cuales proviane

el plismido pBR 329,
7.2 Puriflcacién del vehiculo molecular.

Con la finalidad de obtener una cantidad suficiente del
plésmido con el cual se realiz6 este trabajc (pBR 329) se em~
pled la téoenica del lisado claro {31)., Para vllio, la cepa por-
tadora del vehfculo (E. coli GM 31} fué cracida en medie minimo
suplementado con casaminodcides {20%), y el pl&smido fuf ampli-
ficado empleando el antibibtico espectinomicina (300 mg/L), ab-
tenifndose al final del proceso un rendimiento de 125 mg por ca

da litro de medio de cultivo.

En la figura VIIJ so puede apreclar la fotograffa de una
electreforesis cn gel de agarosa al 0.85%, contoniendo tres con
centracionos diferentes del plismido obtenido en ol laboratorio,
La prasencia de varias handas en cada carril significa que el
plésmido se oncuentra en forma jultimérica (conglomerado de
plésmidos), las siquientes bandas vorresponden a otras formas
tales como la dimérica {(dos pllsmidos unidos), la monom8rica

circular y la forma lineal, respectivamante,

EBntre mia se desplace una banda tmcla el extremo inferior
del gel, significa que la forma se va simplificando y en algu--

nos casos el tumafio de los fragmentos de DNA ve disminuyendo.
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7.3 Digesti6n del vehfculo y del DNA donador

Para podef'formar una molécula recombinante, es necesario
cortar ol vehfculo y el DHA donador mediante la acci8n de una

enzima de restriccién,

Selecciopamos a la enzima de restriccibn Eco RI porque el
vehfculo que utilizamos posee un sitlo Ginico de corte para esta
aenzima, justamente en el gene que codifica para la resistencia
al cloranfenicol, lo que se traduce eh un procedimiento de fa-
cil diteccifn de las moléculas recombinantes. Por otra parte,
el DNA donador es sensible a esta enzima, y ademfis, disponfamos
de una cantidad suficiente de la enzima para poder realizar es-

te trabajo.

Probamos la sensibilidad del plé4smido de poder ser cortado
por la enzima Eco RI y los resultados me muestran en la fotogra

£fa nlimero IX.

Como se puede apreciar en esta fotogratfa, cuando el plé&s-
mido es “Qigerido*, con la enzima mencionada, la banda o bandas
que 1o integran disminuyen de intensidad o desaparecen, obte-
nifndose por otro lado una nueva banda localizada mis abajo, &8s
to se dobe a gue el pliamido se abre y por ello se desplaza mis

sabre el gel.
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Con respecto al DNA donador, se puede apreciar un "barri-
do" de la banda original, lo que se debe interpretar como la
fragmentaci6én del mismo en pedazos de diversos tamafios y peso

molecular por efecto de la enzima de restriccibn.
7.4 Uni6n de los fragmentos de DNA

Una vez establecidas las coﬂdicioncﬂ de "digestifn" tanto
para el plésmido como para el DNA donador, el siquiente paso
fué unirlos para formar las molfculas recombinantes; para &sto
se utilizd la enzima ligasa T4 y se sigui6 la técnico deacrita
por Dugalczyk y Goodman en 1975 (21), para unir fragmentos de

DNA digeridos con Eco RI.

Bste procedimiento experimental puede dar origen al menos
a tres posibilidades de unibn: el pl@smido unido a un fragmento
de DNA donador, el plsmido unido a sf mismo, y fragnentos de

DNA unidos entre sf.

Para aumentar la probabilidad de uni6n entre el vchiculo y
el DNA donador, trabajamos con una mezcla que contenfa plismido
y DRA en una proporcibn de 1:10 respoctivamente. Dicha reac-
cibn se llevd a cabo en un sistema conteniendo la enzima en una
relacién de 1 ul por cada 3 wg deo DMA total, (200/ul de ligasa)
a 12°C y pil 8.0 durante 16 horas de incubacibn. BEn este senti-
do la cficiencia de la enzima fué previamente constatada ligan-

do una muestra digerida de DNA cromosomico (flgura X).
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Los resultados de este procedimiento experimental fueron
evaluados en un paso posterior al determinar el nlimero de c&lu-

las recombinantes por cada wg de DNA de plésmido.
7.5 Caracteristicas de la cepa receptora

Entre las propiedades deseables para una cepa que ser§ em-
pleada como reccptora de la molécula recombinante csti el con-
tar con sistemas inactivos de modificacién (m) y restriceibn
(r}. fTal earacteristica es importante para provenir la diges-
ti6n o alteracitn de la informacifn genética gue se dese; intro
ducir. En nuestro laboratorio ya contibamos con una cepa recep
tora de Escherichia coli denominada K 802 con fenotipo r~, m .
Adicionalmente, esta cepa cs scnsible a los antibibticos ampici
lina, tetraciclina y cloranfenicol, situacifn que permite el re
conacimiento de las transformaciones que hayan adquirido con el
plasmido pBR 329 en su forma integra ¢ recombinada, la prop&é-

dud de ser resistentes a alguno de estos antibibticos,

por otro lado, y con el fin de reconocer a la recombinante
degeada (productora de glucosa isomerasa) fue necesario diaspo-
ner de una mutante no productora de dicha enzima a partir de la
cepa K 802, Para ello, se aislé una cepa incapaz de utilizar
D-xilosa como @inica fuente de carbono para crecer (25). Dicho
carbohidrato requiere ser isomerizado por esta enzima a su ceto
sa correspondiente (xilulosa) antes de servir como fuente de

ecarbono para la cBlula, De este modo, la mutante ofrece un mb~
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todo de reconocimiento positivo para el aislamiento de la recom

binante mencionada,

Una colonia aislada con estas caracteristicas, denominada
K 802 1-25, fué incapaz de crecer en D-xilosa, Este fenotipo,
fué observado afin en clevadas concentraciones del carbohidrato
{figura XI). Adicionalmente, y de acuerdo a su comportamiento,
la actividad isomerizante observada en esta mutante, disminuy6

entre un 75 y 80% en relaci6n a la cepa X 802 (figura XII),
7.6 Transformacibn

Una vez ligados entre s! los fragmentos de DNA donador con
el plismido pBR 329, se procedis a introducir por transforma-
cibn, las moléculas resultantes a la cepa receptora previamente

obtenida (K 802 1-25),

En ol presente estudio, la transformacifn fué reallzada de

. acuerdo al método reportadc por Cohen en 1972 (13), el cual in-
volucra un tratamiento de las células receptoras con cloruro de
calcio 30 mM para permeabilizarlas a la entrada de las molécu-

las de DNA.

Adicionalmente a la exposicién de la cepa receptora a las
moléculas formadas de DNA, se incluyeron diversos controles pa-
ra determinar la eficiencia del procedimiento. Asf, por ejem-

plo, se afiadicron condiciones con el plismido original, con el
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plésmido digerido y con el plésmido digerido y ligado a sf mis-
mo, adiciopnando una condicién sin DNA para eliminar problemas
secundarios resultantes de la exposicibn de la cepa roceptora

al cloruro de calclo.

En la Tabla VII se muestran los resultados obtenidog des-
pubs de transformar la cepa receptora de Escherichia coli K 802
1-25, Como puede observarse, en esta misma tabla, la eficien-
cia de transformacibn (nGmero de c8lulas transformadas por cada
ug de DNA de plésmido) fué proporecional a la integridad del
pl8smido empleado. Asimismo, fué posible obtener, dentro de
las células transformantes, un nlmero determinado de recombinan

tes.
7.7 Reconocimiento de recombinantes

7.7.1 Por su resistencia y sensibilidad a distintos marca

dores.

De entre las transformantes obtenidas, las recombinantes
pucden ser ficilmente distinguidas por su sensibilidad al anti-
bibtico cloranfenicol, resultante a su vez, de la inactivacibn
insercional conferida por la incorporacién de un fragmento de
DNA donador en el gene que codifica para la resistencia a dicho
metabolito, Este fenotipo, como se comprende, deriva de haber
empleado la enzima Eco RI para digerir, as{ como el plésmido

pBR 329,



77

tiediante este procedimiento fuf posible aislar un total de
5 recombinantes, las cuales corresponden a un 2.8% en relacibn

al nfmero de transformantes totales {tabla V1T),

7.7.2 Por su crecimiento en placas con xilosa como fuente

de carbono.

Con el fin de distinguir a las rccombinantes deseadas, las
capas sospechosas obtenidas fueron a su vez replicadas en medio
minimo con xilosa como fuente de carbono. ‘ B

Como resultado de este procedimiento, de las cinco recombi
nantes probadas, tres colonias presentaron el fenotipo buscado:
!iif' E-' m, Qgr, gﬂs, este nfimero corresponde a el 1.68% en

relacibn al nGmero de transformantes totales. A estas cepas se

les denomin® 294, 374 y 503 respectivamente.

Posterjormente se procedib a caracterizar a las recombinan
tes sospechosas con el fin de determinar si efectivamente ha-
bfan adquirido la informacisn genBtica que ¢odifica para la en-
zima lsomerasa, o bien si se trataban de colonias revertantes o

mutantes regulatorias.
7.8 Caracterizaci6n de las recombinantes obtenidas

7.8.1 Por su crecimiconto en medio minimo lfquido con xilo

sa como (inica fuente de carbono.
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Para este objetivo las tres recombinantes sospechosas [ue-
ron crecidas en medio minimo suplementado con 0.5% de xilosa co

mo Ginica fuente de carbono.

Como puede observarse en la figura X111 las cepas recombi-
nantes presentan una disminuci8n significativa en la velocidad
especf{fica de crecimiento en relacifn a la cepa K 802. Afiny
cuando todas las recombinantes y la cepa K 802 alcanzan su idio
fase alrededor de las 12 horas, el crecimiento méximo obtenido
en dos de ellas fué menor y solamente’ la cepa 503 se aproximb a
la cepa de referencia en su crecimiento, En base a estos resul
tados esta Gltima cepa fué seleccionada para continuar con los

estudios de caracterizacibn,

llay que destacar sin embargo, qgue en relacitn a la cepa
K 802 la mutante K 802 1-25 solamente increment6 su biomasa en
un 4%, mientras que las recombinantes 294 y 374 la i{ncrementa--
ron en un 20% y la recombinante 503 en un 70%, Esta comporta-

miento puede sor observado en la tabla VIII,
7.8.2 #hctividad isomerizante

Con el fin de profundizar en la caracterizaci6n de la cepa
recombinante 503, su actividad isomerizante fué determinada mi-
diendo su propiedad para convertir la fruectosa a glucosa. Para
ello, la cepa fué crecida du}ante 14 horas a 37°C en medio com-

ploto suplementado con D-xilosa al 0.5% como inductor.
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Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la
figura XIV. Como puede notarse, la cepa 503 presenta un incre-
mento de casi 5 veces on su actividad con respecto a la cepa re
ceptora K 802 1-25, y de 2.5 veces en comparacifn a la cepaw

K 802.
7.8.3 Afinidad por el sustrato

Con el fin de discernir si la actividad gue estaba siendo
expresada correspondfa a la cepa donadora de la informacifn o
solamente era una reversibn de la cepa receptora a su eatado
original, se determinaron los valores de Km para fructosa, tan-
to en la cepa recombinunte 503, como en la cepa original K B802.
Asimismo en este experimento se incluyb al microorganismo dona-

dor de la informacibn (Actinoplanes missouriensis). Para ello

las cBlulas fueron crecidas durante 14 horas a 37°C de tempora-

tura en medio completo suplementado con D-xilosa al 0.5%.

Como puede obgervarse, (tabla IX), el valor de Km que pre-
sernta la recombinante es mis semejante al valor presentado por
el microorganismo deonador de la informacifn que el mostrado por
la cepa receptora. La afinidad de la isomcrasa de Actinoplanes
misgouriensis por su sustrato, result® mayor que la observada
en la cepa receptora, informacifn que es congruente con la capa

cidad de la enzima para isomerizar fructosa.
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7.9 Genética

7.9,1 Presencla del inserto

para verificar si el pldsmido era rccombinante, se proce-
di6 a digerirlo de nuevo con la enzima Eco RI para extraer el

fragmento que pudo haberse insertade cn el vehfculo,

Cen la mezcla de digestién se hizo un gel de agarosa al

0.85% cuya fotograffa se muestra en la figura Xv.

Cemo se puede apreciar, en el carril que corresponde al
plismido recombinante digerido aparecen dos bandas, una de
cllas corresponde al vehfculo abierto, y la otra a un fragmento
de DHA de aproximadamente 800 pares de bases (calculado por el
dosplazamiento de la banda ©n el gel comparando con un control
de peso molecular conocido, el dato no sc muestra), que bien pu
diera contener la informacibn necesaria para la sintesis de la

glucosa isomerasa.

7.9,1 Retransformaci6n

Para comprobar si era la presencia del plismido quién esta
ba confirviendo a la cepa rcceptora (E. coli K 802 1-25) la pro-
piedad de crecer en xilosa, se procedif a extraer el plismido
recombinante a 1a cepa 503, con el fin de velver a transformar

la misma cepa receptora K #02 1-25, Dec csta transformaclén se
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obtuvieron 80 colonias y todas presentaban el signiente fenoti
po: Ap®, cn®, Te¥, xi1%, de Bstas, se selecciond una de ellas
{denominada No. 15) con el fin de volver a determinarle su capa
cidad de crecimiento en xilosa, figura XVI, as{ como su activi-
dad isomerizante. En esta ocasibn, la actividad obtenida para
la cepa 15 fuf casi 2 veces mayor que la cepa original y 5 ve-

cos mayor qgue la cepa roceptora. Esto se esquematiza en la fi-

gura XVII.
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Pig. VIT Electroforaesis en (el de agarosa del DHA croroscmal de

Actinoplanes missouriensis

Carril A) contiene 1 pg de DNA extrafdo de acuerdo a una mo
dificacién del métode de Mavmur 1961, carril B) contienc -~
1 ug de este mismo DMA pero digerido con Bam HI durante 14
horas a 37°C en un sistema de reaccién compuesto nor 1 g
de DNA, 1 g de soluci6n armortiquadora Tris (10 mM) EDTA

(L M) »d 8.0, 1 3l de solucibn amortiguadora para Bam HI
(10X) 1 pl de Bam HI (1U/ ul) y 10 ul de agua estéril.



rig. VITI Electroforesis en gel de aqgarosa del pldsmido
pRR 129 extrafdo y purificado
Se apliearon al gel 1, 5y 10 yl de una solucibn

del plAsmido conteniendo 1 py/ul en los eacriles
A B y C respectivamente

83
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Fig, TX Elecctroforesis en nel de agarosa de muestras de DNA cro

masomjco de Actinoplanes missouricnsis y de pldsmido -~

pBR 239,

Carrilos 8y D) muestras de DNA cromasdmico y de plésmido
digeridos con la enzima de vestriceidn Eeo RI vespectiva-
mente, en un sistemy de reaceifn compucsto por 1 ul de DNA
{Ipgsutl 2 pi de enzima {1U/pl), 1 4] de solucidp amorti~
quadorn para Eco RI (10%) ¢ & ) de aqua eatéril. Carri-~
las A y €) contenicndo 1 pg de DNA cromosOmico y de plis—
mide sin digerir respectivamente,
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Fig. X Unién de los fragmentos de DNA

carril A) DHNA cromosSmico sin digerir {} pq)

Carril B) DNA cromos6émico (1 yg) digeride con Bam HI
an una proporciSn de 1U/uqg de DNA.

Carril C) ONA cromosémico (1 yq) ligado con enzima liga
sa T4 de BRL {1 nl) a 4°C durante 16 horas.
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control K 802

540 nm

Densidad Sptica

Tiempo (horas)

Pigqra ¥I. Curva de crecimiento de dos cepas de Escharfchia coli

Curvy de crecimiento de las mutantes K 802 y K802 1-25
{xil } en medic minimo suplementado con dos concentra-
ciones de D-xilosa. Al 0.5% (@) y a) 3% (O).
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ca)

100 ==

50 4.

Actividad isomerizante
(por ciento de la actividad especffi

K 802 1-25

Figura XIT. Actividad especifica de la enzima glucosa isomorasa

Actividad isomerizante en dos cepas de Escherichia
cgli crecidas cn medio compieto suplementado con =
0.5% del carhohidrato D-xilosa. La actividad fué
determinada en un sistema de reaccibn de 5 ml, {con
2 ml. de extracto celular, 0.5 ml. de saleos cofac-
tores y 2.5 ml. del sustrato D-fructosa 2 M) a 60°C
de temperatura y 1 hora de incubacién.



TABLA VII

Resultado de la transformacién de la cepa receptora Escherichia coli K 802 1-25

Origen del DN

Concentracién de # de células transformadas
DNA total emplea por ug de DNA de plidsmido
do para transfor

mar (ug).

¢ de células recombinantes
por ug de DNA de nlésmido

i

Sin DA

Plésmido
entero

Plésmido
digerido

Plasmido
digerido y
ligado

Plésmido y

DNA cromosé
mico digeri
do y ligado

0.0 0
0.2 13,900

!
0.3 110
0.5 7,980
0.392 5,014

142.8

a La concentracifén de pl&smido y DNA cromos@mico empleada en esta relacidén fu€ de:
0.0355/0.355 respectivamente '( ug de DNA)

o
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Densidad optica
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K 802

503

294
1-25

Tiempo (horas)

Figura XIIT. Curva de crecimiento de las recombinantes obte
nidas a partir de la mutante K 802 1-25 (xil’)
en medid mfnimo suplementado con D-xilosa al

0.5%,



TABLA VIII

Incremento en la biomasa de diferentes cepas de Escherichia coli

Cepa No. de veces que las cepas fueron
capaces de incrementar su biomasa =
K 802 50
X 802 1-25 2
294 10
374 10
503 35

a Las cepas fueron cracidas
con D-xilosa al 0.5% como

durante 42 horas en medic minimo suplementado
fuente de carbono.

06



2.0 wpe

Actividad especffica (mg glucosa/mg proteina)

K 802 1-25 503

Figura XIV Relacién cuantitativa de la glucosa isomerasa obte
nida en tres cepas de Escherichia coli, incluyendd
la recombinante 503,
Las cepas fucron crecidas en medio completo suple~
mentado con D-xilosa al 0.5%. La actividad fué de
terminada en las mismas condiciones de reaccién de
la figura XIT.
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‘PABLA  IX

AFINIDAD DE LA GLUCOSA ISOMERASA POR LA D-FRUCTOSA

Microorganismo Km obtenida
Actinoplanes missouriensis 3.5 M
Escherichia coli K 802 6.6 M
Escherichia coli K 802 503 4.0 M

Km determinada en un sistema que contenfa: 2.0 ml, de
extracto celular (enzima), 0.5 ml. de una solucifn de
sales cofactores, 2.5 ml. solucién de diferentes con-
centracicnes del sustrato de D-fructosa disuelto en -
solucifsn amortiquadora maleatos 0.2 M pi 6.8 a 50°C -

durante 1 hora.
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Fig. Xv.
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JE A e

Gel de agarosa de la digesti6n del nldsmido recombinan
ta pLA 523,

Carril A) plésmido sin digerir {1 pqg). Carril B) plés-
mido dinerido en un sistema de reaccién con 2.25 yq de
DNA de pldsmido; 25 pl de enzima (1i/pl) 25 ul e solu
eifn amortiguadora para Eeo RT y 100 pl de agqua estdéeTl
La banda 1 corresponde al plispnido lincarizado, la ban-
da 2 corrosponuc al fnserto.
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Pigura XvI. Crecimiento do las cepas parentales y diferentes
recombinantes obtenidas en medio minimo M9 suple
mentado con D-xilosa como fuente de carbono.
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Actividad isomerizante
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K 802 1-25 50 15

Figwra XVII. Actividad isomerizante obtenida en diversas cepas de Escherichia coli

incluyendo a las recombinantes 503 y 15, |
La actividad fué inducida en medio completo suplementado con D-xilosa

al 0.5% (L) y al 2t (ZZZZA).
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VIIT DISCUSION

Como resultado del presente trabajo, se encontraron las
condiciones experimentales que permitieron aislar y digerir
con la enzima de restriceibén Eco RI, el DNA donador del acti

nomiceto Actinoplanes missouriensis cepa NRRL 3342 (producto

ra de glucosa isomerasa) y el plésmido pBR 329. Los fragmen
tos ohtenidos fueron unidos entre si mediante la accibn de -~
la enzima ligasa de T4, Los plismidos obtenidos incorporados
por medio de transforwacibn a la copa receptora E. coli

K 802 1-25 (xil” meth” r” m~ Ap® cm®). Las colonias trans-
formadas fueron distinguidas por su propiedad para crecer en
presencia de ampicilina y de ellas, las recombinantes se re-
conocieron por su gensibilidad a cloranfenicol (2.8% de las

transformantos totales).

Una colonia recombinante denominada E, coli 503, fue --
aislada por su capacidad para crecer en bajas concentrac}o--
nes del carhohidrato D-xilosa, Esta cepa presentf un incre-
mento de casi 5 veces en su actividad de glucosa isomerasa -

con respecto al microorganismo receptor que fue empleado,

La constante de afinidad de esta enzima por D-fructosa

fue de 4.0 M, valor cque corresponde a la Kmn do esta enzima -

en Actinoplanes missouriensis, microorganismo donador la in=-

formaci6n clonada.
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La recombinante obtenida produjo un miximo de actividad
de isomerasa a las 15 horas de incubacifn. Este tiempo repre
senta un ahorro de 4.8 veces comparado al requerido por la -

cepa original de A, missouriensis.

El pl&smido recombinante (denominado PLA) rosulté ser ~
un plismido cstable que al ser digerido por Eeco RI presenta

un inserto de aproximadamente B0O pares de bases.

La informacibn clonada en el plésmido pLA codifica para
la sintesis de glucosa isomerasa ya que cuando &ste fue ex—-
trafdo ¢ introducido a la copa recoptora E. coli K 802 1-25,
las transformantes obtepidas adquirieron la propledad de cre
cer en bajas concentraciones de silosa como fuente de carbo-

no. «

51 bien, ' la cepa recombinante produce la isomerasa en =
uan periodo de tiempo menor que la cepas de Actinoplancs

missouticensis y as posible obtener una actividad 5 y 2 veces

mayor que las cepas receptora y original de E, coli respecti
vamente, la actividad isomerizante obtenida fue 5% veces ma-
yor que la que regulta en A. missouriensis. Dicho comporta-
miento sugiere que la informacifn clonada pudicra presentar
problemas de expresifn. Este fenfmeno ha sido también obser-
vado en clonacién del gene que codifica para la sfintesis de

neomicina fosfotransferasa de Streptomyces lividans, omplean

do B, coli como receptor (52). En este ejemplo, la expresién
de la informacibn clonada fue 10 veces menor que la cohtenida

en la cepa origlnal. Son diversos los factores que pueden in
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cidir an la expresisn de genes cuando se involucran géneros

y especies difcrentes., Do entre ellos posiblemente la efi---
ciencia de los promotores involucrados, determinada a su vez
por sus regiones de iniciacién, asf como su regulacién, pue-
den ser de vital importancia. Esta posibilidad ha sida ra==-
clantemente favorecida por Robbins y colaboradores {49) para
la clonacién del gene que codifica para la endoglicosidasa H
de Streptomyces plicatus empleando E. coli como receptor. En
aste ejomplo, los autores reportan un incremento de 130 ve--
ces cn la expresisn de este yene cuando la gsecuencia es pre=

cedida por el promotor lac de E. coli:

Con tales antecedentes, es predecible que la incorpora-
cién de promotorcs cficiontes de E. coli a la cepa recombi--
nante pucda resultar en una mayor eficiencia en la expresién

doe la informacifn clonada.
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IX CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

9.1 conclusiones

Por los resultados obtenides en este trabajo, se pueden

llegar a las siquientes conclusiones:

a

b

c)

d

e

£)

9}

se montaron las condiciones para la extraccién, purifica-
cibn, digesti6én y ligado del DNA cromosomicoy del DNA del
whfculo molecular Eon el objeto de formar moléculas recom=
binantes,

se obtuvicron una seric de moléculas recombipantes con in
formacidn capaz de oxpresarse cn la cepa receptora,

da las cepas recombinantes, tres de ellas presentaron el
fenotipo asperado (ApX , cm® , xii'),

la curva de crecimiento obtenida por una de las recombi--

nantes sospechosa comparada con la curva de crecimiento -

de la cepa receptora mucstran una diferencia en su compor
tamiento para utilizar la xilosa como fuente de carbono.
con respecto a la actividad isomerizante, la cepa recombi
nante sospechosa presenta una mayor actividad que la cepa
receptora.

el andlisins de restriccidn del pldsmido recombinante obte
nido ecn este trabajo, muestra la presencia de un inserto
que bien podrfa contener la informacién necesaria para el
cambio en las caracter{sticas fenotfpicas de la cepa re--
ceptora.

La determinacién de la Km tanto para la cepa receptora, -

-la cepa donadora de la informacifn, como para la recombi-
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WO
nante sospechosa muestra que hay una semejanza en el com-

portamiento enzimftico entre la cepa donadora y la sospe~
chosa obtenida en la transformacién.

h} se obtuvieron nuevas colenias recombinantes al realizar -
una nueva transformacién con ¢l pldsmido obtenido en este
trabajo, todas con las mismas caracterfsticas que las pri
meras sospechosas obtenidas.

i) no se alecanzaren los niveles de produccidén de la enzima -
esperados para un experimento de clonacién molecular en -
el que el aumento en la dosis génica puede traducirse en
un incremento en la cantidad de cn;ima producida.

j)} la inestabilidad del pldsmido recombinante obtenido fué -
clara al perderse con relativa facilidad la capacidad de
crecer en xilosa de las cepas sospechosas cuando dejaban

de ser propagadas bajo medios de presidn sclectiva.
9.2 Recomendaciones

Si bien la evidencia experimental obtenida en el presen
te trabajo es compatible con la clonacifn molecular en E. ==
coli del gene gile codifica para la enzima glucosa isomerasa
de A. missouriensis es importante mejorar la expresién de la
informaci6n clonada. Dicho proceso deberd involucrar la in--
corporacién y ensayo de diversos promotoécs de E. coli que -
pucda aumentar la eficiencia del sistema de transcripcidn de

la informacifn ganada.

Por otro lado, sord necesario introducir regiones de ~-
DNA gue codifiquen para la sfntesis de moléculas importantes

para 1a vida de' la c6lula, de tal suerte que el mantener los
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pldsmidos reprasente una ventaja para la misma.

Las combinaciones de los factores anteriores podrd re--
sultar en una cepa receptora capaz de expresar de manera efi
ciente la informacién clonada en condiciones de estabilidad
operacional quc eventualmente faciliten el escalamiento dol

proceso a los nivelos que la industria demande.
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