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I RESUMEN 

Se sabe que la enzima glucosa isomerasa os de gran importa~ 

cia para la {abricaci6n de jarabes fructosados, por lo que se -­

han realizado diversos esfuerzos para sobreproducirla. 

El objetivo del presente trabajo fué clonar la informaci6n 

genAtica que codifica para la slntesis de la enzima glucosa isa-

. merasa, a partir de Actinoplanes missouriansis en el vehlculo 1112 

lecular de la serie pBR (329), e introducir esta informaci6n en 

una cepa receptora de crecimiento rSpido, y se utiliz6 para ello 

la metodologla de la ingeniarla genética. Esta metodologia con­

siste b&sicamente en obtener la informaci6n genAtica deseada a 

partir del DNA aislado del microorganismo do interlls, cortarlo 

con enzimas de rostricci6n, clonar esta infor1naci6n en un vehlc~ 

lo molecular, e introducir esta molécula en el microorganismo r! 

captor para su exprosi6n. 

Como microorganismo donador del material genAtico se utili-

26· al actinomiceto Actinoplanes missourionsis, debido a que la -

enzima glucosa isomerasa qu~ sintetiza presenta caracterfsticas 

de interlis comercial con respecto a su actividad, temperatura, 

pll 6ptimo y requerimiento de iones, 

Como veh!culo molecular se utiliz6 al pllismido pBR 329, el 

cual confiere resistencia a tres antibi6ticos: ampicilina, tetr! 

ciclina y cloranfenicol, aderolis es auto~replicabln, multicopia, 



y posee un sitio Onico de corte para la ~nzima de restricci6n -

Eco RI (enzima empleada· en este trabajo) en el gene que codifi­

ca para la resistencia a cloranfenicol. 

-" 

Una vez que se obtuvo el· DNA del Actinoplanos missouriensis 

y que se purific6 el pl4smido pDR 329, se realizaron diversos eu 

sayos para determinar las condiciones 6ptimas de digosti6n para 

ambos, lo cual se verificO por medio de una electroforesis. 

Posteriormente se establecieron 'las condiciones necesarias 

para la uni6n del DNA fragmentado con el vehtculo molecular, pa­

ra lo cual se utiliz6 la enzima ligasa del fago T4, Las combin~ 

ciones posibles que· pueden obtenerse en este paso son tres: a) 

el pUsmido ligado a st mismo, b) el pUsmido ligado a un frag­

mento de DNA donador, c) la uni6n entre st de fragmentos de DNA 

donador. 

Las diferentes moll!culas recombinantes se introdujeron en 

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

transformaci6n, y se reconocieron aquellas ctUulas que aceptaron 

el plSsmido por su .. crocimiento en medio completo suplementado -

con un antibi6tico, que en este caso ful! la ampicilina. 

Para la obtenci6n de las cl!lulas que contienen el plhmido 

con la informaoi6n clonada, lne c6lulas que crecen en presencia 

del primor antibi6tico, son replicadas a otra caja con el mismo 

medio poro con un segundo antibii5tico (cloranfenicol), y todas 

aquellas que sean sensibles a liste, se les denomina clilulas re-
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combinantes, LA sensibilidad se debe a que el inserto interru~ 

pe la informacidn que codifica la resistencia al cloranfenicol. 

En uno di! los intentos que se realizaron para obtener una 

cepa recombinante productora de glucosa isomerasa, se encontr6 

una proporción del 2.5\ de cepas recombinantcs. De ~atas, el 

20\ (3 colonias) fueron capaces do crecer en xilosa y se les d! 

nominó 291 1 374· 'i 503 respectivamente. 

Se determin6 su crecimiento en medio m1nimo suplementado • 

con xilosa como fuente de carbono, y sdlo una de ellas (503) -­

creció r4pidamente. Tambi4n se dotormin6 la actividad eapoclf~ 

ca de glucosa isomerasa, y nuevamente en la cepa 503 fue mayor 

que en las otras copas, 

En función de éstos resultados se decidid trabajar con la 

cepa 503 para caracterizar la actividad de la enzima que prqdu• 

cla. 

Se determinó la afinidad de la enzima por fructosa en la 

cepa 503 'i se compnr6 con otras cepas y se observ6 que su valor 

de·l<m fue muy similar al que se obtuvo en la cepa donadora do la 

informad6n. 

Para verificar si en realidad el pl~smido de la cepa 503 ! 

ra el responsable del crecimiento en xilosa, se extrajo y puri• 

ficó1 y posteriormente se introdujo de nuevo en la cepa roceptg_ 
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ra Escherichia ~ K 802 1-25, En esta ocasi6n se obtuvieron 

80 colonias y todas presentaban el siguiente fenotipo• Apr, Ter, 

Cm8 y xil+. De estas recombinantes se escogieron dos las deno-

minadas 15 y _16, a las que determin6 de nuevo el crecimiento y 

actividad espec!fica de la glucosa isome.rasa, 

En estas cepas la actividad resultante fué menor que la C! 

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

Por otra parte, con el pl4smido de la cepa 503 se efectu6 

un an4lisis de restricci6n en el cual se pudo observar la presea 

cia de un inserto, que parece contener la informaci6n necesaria 

para la slntesis ge la enzima glucosa isomerasa. 

e 



Il INTRODUCCION 

El dulzor es una cualidad de algunas sustancias que el hom­

bre ha asociado con el placer. l\l igual que lo ocurrido con los 

desarrollos tecnológicos relevantes, hist6ricamento el aumento -

en ·el consumo del azlicar se ha visto influenciado tambi~n por -­

dos factores: el progreso y ~a guerra 1 por ejemplo, cuando una -

comunidad comienza a desarrollarse una de las primeras necesida .. 

dos que busca satisfacer es su requerimiento por el dulce. Por 

otra parte, importantes descubrimientos y desarrollos tecnológi­

cos son consecuencia de las dos principales guerras mundiales, -

como ejemplo est4n: el desarrollo de la tecnologla fermentativa 

para la u!ntesis de penicilina por una parte, o bien la culmina­

ción del radar 1 o la energ!a nuclear por otra (19.), 

2.1 ~y edulcorantes 

Por su diuponibilidad y economla, el hombre ha utilizado -­

tradicionalmente a la sacarosa como fuente del dulce. Sin emba!. 

go, en los t.1ltimo1:1 años la demanda mundial del azllcaL· se ha in-­

crementado notablemente, y ~6xico no es la exccpci6n como se !-­

lustra en la figura I (65) 1 de tal suerte, que Ja btlsqueda de su!!. 

titutos de la sacarosa con elevado poder edulcorante representa 

un reto de investigación y desarrollo tecnológico de interh na­

cional. Muy diversas son las causas que han propiciado incremcn. 

tos en la demnncla por .el dulce, por un lado el sector industrial 

ha incrementado su uso para la producción de refrcscos,,confite-



ria, repostada, productos farmacellticos y alimentos enlatados 

entre otros (tabla I), Por otra parte, el consumo del azllcar P! 

ra uso dolll6stico representa un mercado creciente para ol dulce, 

!,a bllsqueda de sustitutos del azúcar con elevado podar edul 

corante, se ha visto estimulada tambi6n por recomendaciones de -

asociaciones dentales (1, 46), ademas de otros factores tales c!?_ 

mo la intolerancia que algunas personas presentan do manera nat~ 

ral a la glucosa (28, 38) o bien para satisfacer ciertos guetos 

locales (tl), y por la necesidad de aplicaci6n de edulcorantes -

especlficos a diversos procesos industriales (26, 47). 

Entre las tecnologías desarrolladas par~ estos fines, se e~ 

cuentra la obtenci6n de edulcorantes a partir del almid6n, tales 

como la dextrosa, los jarabes glucosados, los jarabes fructosados 

y los oHgosac4ridos (11, 54). En la actualidad los edulcorantes 

derivados del almid6n tienen una gran aplicaci6n industrial (ta­

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

2.2 ~~edulcorantes 

E>1iston en el mercado distintos tipos do edulcorantes, y .do!! 

tro de éstos hay muchas variedades. En general los edulcorantes 

pueden ser divididos por su origen en Naturales y en Sint4ticos, 

(35) (tabla III) y su poder edulcorante es independiente de su 2 

rigen. 

Para otros• autores, los edulcorantes pueden ser divididos 
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y clasificados en Nutritivos y no Nutritivos (1 1 28, J~, 60), 

A continuación se enumeran varios.de los edulcorantes emple! 

dos en la indpstria junto con algunas de sus propiedades; 

2,j Caracter1sticas !!.!!_~edulcorantes 

Sacarosai Compuesta por una unidad de glucosa y una de fructo­

sa 1 obtenida de la caña de azllcar o de tubérculos C!!_ 

mo la remolacha. En forma de crista.les tiene una ª!2. 

plia aplicaci6n·en la manufactura de alimentos y su 

poder edulcorante se utiliza como referencia para ª! 

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

Azllcar invertido 1 La sacarosa ea fácilmente hidrolizada en sus -

co1nponcntes (glucosa y fructosa) obteniéndose un j!. 

rabe conocido como azacar invertido, ya sea por un -

tratamiento 4cido o enzim4tico (con la enzima inver­

tasa), este jarabe se encuentra en alimentos natura­

les como la miel, frutas y se emplea en la manufact!:!. 

ra. de algunos alimentos procesados por las propieda­

des que les imparto a los Iftismos, tales como su po-­

der, edulcorante, consistencia, higroscop!a, contrib!:!, 

ci6n a los sólidos totales y su coloraci6n (21). 

Glucosa1 AzGcar simple (monosac4rido), hcxosa, usada amplia-­

mente en la manufactura de alimentos por las propi! 



Fructosas 

MAltosa1 

ll 

dades que les imparte tales corno el poder ser ferrneu 

tables, incrernent.o del sabor, aporte nutritivo, dul­

zor, presión osmótica, viscosidad, higroscopta, se -

obtiene principalmente por la hidrólisis completa -

de 1 almidón ( 21) , 

Monosacarido, hcxosa, presente en una gran variedad 

de frutas, vegetales, cet"ealea, micl1 so obtiene en 

forma de cristales, es higrosc6pica, es el carbohi-· 

drato m5s dulce, que se conoce, junto con la sacar! 

na ejerce un efecto siner9lstico, incrementando el 

poder edulcorante a tal punto que puede sor sustitu! 

da el 50i de la sacarina. Por ser un edulcorante ca­

ro, su principal aplicación está en preparaciones !a! 

maceGticas como solucíones intravenosas, y es recomerr 

dada especialmente en las dietas de personas diab6ti­

cas porque aparentemente no requiere de insulina para 

su transporto, se obtiene principalmente dol az6car 

invertido on forma do cristales (2, 36, 49), 

AzGcar de malta, constituida por dos unidades de qlu• 

cosa1 mezclada con dextrosa es usadn en panadería y -

en alimentos para niños, es monos dulce que la sacar2 

sa, se obtiene del almidón por un ti·atamiento enzimá­

tico (con la enzima ~-amilasa) en forma de cristales 

o de jarabes, se aplica en ta industria cervecera, 

en la producción de los vinos, y principalmente en -



Lactosa: 

Jap6n ya que satisface los gustos locales en lo que 

respecta al sabor y poder edulcorante (41), 

12 

Azdcar de loche, formada por una molécula de glucosa 

y otra de galactosa, obtenida de la loche, se utili­

za en la industria farmacedtica, en la formulaci6n 

de leches infantiles, en panadería, ayuda a la absor 

ci6n de calcio y f6sforo, no posee sabor propio"~ i!!. 

crcmenta el contenido de s6lidoll, la textura, visco­

sidad, y acentaa los sabores, el inconveniente que -

presenta su uso es que en grandes cantidades y con-­

centraciones cristaliza, adem4s de que algunas persa 

nas presentan intolerancia a la lactosa por carecer 

de la enzima S-galactosidasa (4•7), 

Jarabe fructosado1 Obtenido por la hidrólisis del almidón, pri­

mero como jarabe glucosado y posteriormente isomeri­

zado a jarabe fructosado (por m6todo químico o enzi­

mático), su principal aplicaci6n so encuentra en la 

fabricaci6n de refrescos, en panader1:a, postres con-

9elados, frutas enlatadas, mermeladas, jaleas, conf!. 

Monelina1 

ter!a (58). 

Compuesto por dos cadenas polipéptidas de distinto -

tamaño y de secuencias conocidas, y asociadas no co­

valentc1ncnte, su peso molecular es aproximadamente -

de 11, 000 daltonoo, es casi 2, 500 veces mlls dulce que 
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la sacarosa, la fru :u Oe donde se extrae es una esp!!_ 

cie de cereza que crece ~n el llfrica (35, 26), 

Taumatina1 .Formada por una cadena sencilla polipeptldica com--­

puosta por 193 aminoScidos, contenida en una fruta 

africana llamada "katcmfc", es casi l,600 veces mSs 

dulce que la sacarosa, ademlis de que su poder edulc~ 

rante incrementa el sabor de otros alimentos (20, 

Aspartamo1 

Sorbitol1 

sacarina: 

35, 36). 

Obtenido por la uni6n de los amino4cidos fonilalani­

na y !leido asp&rtico, en 1981 fu6 aprobada en l.;s E!!, 

tados Unidos para su uso comercial, es un edulcoran­

te sint6tico no cario96nico, y el inconveniente que 

presenta para su aplicaci6n industrial es que su pr!!. 

cio es muy alto (27°, 34), 

Alcohol hexahldrico, soluble en agua, con sabor dul­

ce, se encuentra en varios frutos y se puede sinteti 

zar a partir de la hidro9enaci6n a prosilln do la do! 

trosa, se utiliza para suavizar los dulces, es inhi­

bidor de la cristaliznci6n·de la sacarosa, usado co­

mo aditivo en alimentos óiet~ticos en una concentra-

ci6n no mayor del 7\ (23, 36). 

Edulcorante no nutritivo, es el anhldrido del !leido 

sulfimido orto benz6ico, sintetizado qulmicamente e~ 

mo un polvo cristalino blanco de sabor muy dulce, so 
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utiliza principalmente como sustituto del azdcar en 

la fabricaci6n de jarabes, bebidas refrescantes, en 

alimentos dietéticos y en farmacia, su caracter ca~ 

cerígeno aan no ha sido com¡lletamente demostrado (35) 

Ciclamato1 Bajo este nombre se agrupan a agentes edulcorantes 

eint6ticos, no nutritivos como: ciclamato de sodio, 

calcio y potasio, se obtiene del cicloexilamino, P!!. 

ro en 1970 fu6 prohibido su uso en los Estados Un! 

dos ya que se encontr6 qu'e los ciclamatos forman e! 

clohoxilamina que es un compuesto t6xico que causa­

ba al te raciones genéticas y c6ncer en embriones de 

pollo .Y _rata (Jii). 

Entre las industrias alimenticias que consumen mayor cant!. 

dad de edulcorantes figuran en orden al vol1lman que emplean 1 la 

refresquera, panadera, confitera, alimentos enlatados, 14ctea y 

cervecera ( 11) • 
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TABLA 

CONSUMO INDUSTRIAL DE AZUCAR ( 11) 

Industria Porcentaje 

Refreoqu.era 55\ 

Dulcera 14' 

Panif icadora 12\ 

Empacadora 5 t 

L6ctea, Farmaceatica, Vitivin!cola 25\ 



TABLA lI 

Aplicaci6n de los jarabes de almid6n 

en diversos alimentos ·(37) 

Alimentos para niños 

Panadería 

Corvecerf.a 

l'rutae enlatadas 

Refrescos 

Confiterla 

Jarabes de mesa 

Frutas congeladas 

Vinos y licores 

Helados 

Mermeladas y jaleas 

Productos c&rnicos 

Leches condensadas 

.17 



TABLA III 

Clasificación y poder edulcorante 

de diversos compuestos (351 

Origen Edulcorante Poder edulcorante 

/ 'sácarosaT' 1.0 

Lactosa 0.4 

Glucosa o. 7 

Fructoea 1.1 

Naturales ~ 
Jarabe glucosado 0.7 

Jarabe fructosado 1.0 

Sorbitol 0.5 

Monelina 2, 500 

Taumatina 1, 600 

Azllcar invertido 0.7-0.9 

" 
Sacarina 200 - 700 

Ciclamato 30 - BO 

Sintéticos • Aepartamo 100 - 120 

Dihidrochalcone 2,000 

.... As ilsul fame-K 130 

16 

• Su poder edulcorante se definió como l. O y se us6 como re­

ferencia. 
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lII ANTECEDENTES 

J .1 Jarabes fructosados 

De los edulcorantes antes mencionados como posibles sustit~ 

tos de la sacarosa, el ejemplo que nos pareció ~~s atractivo p~ 

ra lu industria alimentaria fué el de los jarabes fructosados. 

Dentro de las caractcr!sticas mas importantes que presentan es-· 

tán su poder edulcorante, no tienen sabor caractortstico, su pr~ 

sentaci6n es llquida, son menos viscosos que otros jarabes con 

similar poder edulcorante, no tienen problemas de cri•talización 

sirven como preservadores ya que incrementan la presión osm6tica 

ademas de que el prQceso de producción es sencillo como se ilus­

tra en la figura II. Todas estas cnracter!sticas hacen que su ~ 

pi icación en la industria alimentaria resulte muy atractiva, 

Estos jarabes se utilizan en bebidas suaves, postres conge­

lados, frutas enlatadas, mermeladas, jaleas, aderesoa, confite-­

ria, postres y vinos (35), e imparten a los alimentos las siguien 

tes propiedades (59) 1 

a) dulzura y acentuación del sabor 

b) contribuyen a la estabilidad del color y dan brillantez a mer 

meladas y ja loas. 

c) previenen Ja sensación arenosa de Jos helados ocasionada por 

la cristalización .de l;, aacarasa 

d) modifican y controlan la descongelación de los alimentos con­

gelados 

• 
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e) conlrolan la humedad, higroscopia y viscosidad de los dulces 

f) mejoran la· resistencia al deterioro microbiano porque aumen­

tan la presi6n osm6tica 

g) a los alimentos fritos les disminuye la sensaci6n de la gra-

sa 

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

E><isten en el mercado (no en México) tres tipos diferentes 

de "jarabes fructosados con 42\ 1 SS\ y 90\ de contenido de fruc­

tosa (11, 35) que se conocen como jar'abes con alto contenido de 

fructosa (lligh Fructose Corn Syrup: llFCS), y el procedimiento -

por el cual se obtienen se muestra en la figura 111. 

Comercialmente los jarabee fructosados se producen a partir 

del almid6n (figura Il) obtenil!ndose primeramente un jarabe glu­

cosado el cual posteriormente so isomeriza para incrementar el -

contenido de fructosa. Esto paso puede.llevarse a cabo por mAt2 

dos qu1micos (catálisis alcalina) o por ml!todos enzimáticos (ut~ 

lizando alguna isomerasa) (ll), la primera alternativa presenta 

el problema de utilizar co!actores t6Kicos (boranos) y de que .PU!!. 

den producirse compuestos no metabolizables como la psicosa (10, 

32) o colores no deseables que para su climinaci6n se requieren 

de procesos complicados y costosos. La psicosa adcn~ás confiere 

un sabor degradable al producto. Con respecto a la segunda op­

ci6n, es la mSs utilizada aunque el elemento clave es el costo -

de la enzima. 
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Entre las opciones sugeridas para solucionar o disminuir º! 

te inconveniente la utilizaci6n de la enzima inmovilizada ha re­

sultado una buena alternativa con el desarrollo de reactores ca­

da vez m4s ef.tcientes para el proceso (111. !.a otra posibilidad 

ha sido el mejoramiento genético de la fuente de la enzima, 

orientac16n a la cual se han encaminado los ~sfuerzos dentro de 

la linea de trabajo del laboratorio y cuyos resultados se pre-­

sentan en este trabajo. 

3. 2 Glucosa isomcrasa 

En 116xico, existen fuentes de almid6n con un importante po­

tencial para su aplicaci6n industrial (como ejem~lo la industri!!. 

lizaci6n de la yuca), y si a ésto aunamos que el proceso de fa-­

bricaci6n do los jarabes ftuctosados es bien conocido, entonces 

existen todas las condiciones propicias para que puedan ser pro­

ducidos y utilizados en la industria nacional. 

Como ya ae hab!a mencionado, el factor limitante principal 

de éste proceso es la fuente de la enzima y aunque se conocen ~ 

las caractertsticas y propiedades de los microorganismos produ~ 

tares, no se ha podido aGn abatir el costo de la enzima para su 

aplicación en la producción de dichos jarabes. 

La enzima ·Utilizada para la fabricación de los jarabes fru:, 

tasados se conoce industrialmente como qlucosa isomerasa, (D-x1-

losa cetol isomerasa E.e. 5.J.l.5) 1 y actl'.!a sobre aldosas de -
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cinco o seis Atomon de carbono cuyos grupos hidroxilo caten in­

sertados en la posición "cie 11
, como la O-glucosa, o-xi losa, o-

fructosa, o-ribosa, etc, La reacci6n llega a su equilibrio y -

se detiene cuando alcanza una concentraci6n paroxirnadamcnte 1-

gual de O-glucosa y 0-fructosa (64), 

~
Cll

2

0ll ll Glucosa isomerau 

611 P--------
110 11 1 11 

:~r 
11 011 

O-glucosa D-fructosa 

Un aspecto fundamental en la producción de enzimas con fi-

nea comerciales es el de la productividnd. En la figura IV se 

presenta la relaci6n costo/producci6n de la enzima glucosa iso-

merasa comparada con otras enzimas de aplicación industrial. 

como se puede observar, adn cuando es producida en cantidades 

limitadas (70 toneladas anuales), su cotizaci6n en el mercado es 

de los mas altos (56 millones de d6lares anuales) (24). 

Para la uplicaci6n da 6sta enzima a escala indnutrial, se 

necesita de una fuente eficiente de ln enzimn. So han cncontr! 

do alrededor de 65 microorganismos diferentes (tabla IV) (171 -

capaces de producir esta enzima, poro sólo algunos de estos ti! 

nen inter6s comercial (66) • 
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El hecho de que la cnz ima sen producida en pequeñas cantid!!, 

des Por algunos microorganismos representa un inconveniente, ya 

que los costos de producción aumentan debido a los requerimien­

tos para el qtccimionto de los micoorganismos que la producen. 

La enizima es inducible por xilosa que es una fuente de carbono 

cara, y su produccidn se ve afectada por la presencia de otras 

fuentes de carbono fácilmente utilizables como lo es la glucosa 

(sensible a represión catabólica) (55). 

uno de Jos microorganismos produetorcs de glucosa isomera­

sa que más ha llamado la atención es el actinomiceto Actinoplanes 

missouriensis, el cual produce una iaomcrasa estable, activa a 

los 90'C, no requie•e de iones cobalto, tiene gran afinidad por 

la glucoaa, y la produce en forma constitutiva, aunque ol inca~ 

veniente que presenta es que crece muy lentamente ( 18), 

Entre las alternativas empleadas para disminuir los costos 

de producción do la enzima están: 

i} uso de inductores baratos como son los matcrialea que conti! 

non x ilanos ( l 7) • 

ii) estrategias genéticas como: 

a) gen6tica tradicional: obtención de mutantes constitutivas 

e insensibles a represión catabólica (55). 

b) recombinación !.!!_ ~ do ácido desoxirribonucleico, 

Eata 4ltima alternativa es muy interesante por ser reporta­

da como una estrategia para la sobreproducción de enzimas y otros 
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productos biol6gicos (amilasa, insulina) (10), y representa una 

opci6n atractiva para poder alcanzar nuestros objetivos. ' 
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FIGURA II 

Producci6n de Jarabes fructosados (59) 

ALMIOON 

ALMIDON HINCHADO 

ALMIDON FLUIDO 

JARABE DE GLUCOSA 

JARABE GLUCOSA - FRUCTOSA 

Gelatinizaci6n 

pll 2.0 

Licuefacci6n 
(a-amilasa) 

pll 6.5 e5•c 

Sacarificaci6n 

(glucosa-amilasa) 

pll 3, 5-6. 5 35°C-65ºC 

Isomcrizaci6n 

(glucosa isomerasa) 

pll 7 .o 50°C-60'C 
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FIGURA III 

Producc16n de jarabes con alto contenido de fructosa (11) 

Jarabe con1 
glucosa 85\ 
fructosa 5\ 
oligosacSridos 10\ 

Jarabe refinado de glucosa 

Reactor de isomcrizaci6n 

Jarabe con fructosa 42\ 
glucosa 51\ 
oligosacSridos 7\ 

Separacitln cromatogr6fica 

Jarabe con f ructosa 90t 
glucosa !Ot 

Jarabe con fructosa 55% 
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Figura IV Relaci6n costo/producci6n de diferentes enzimas (24) 
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TABLA IV 

Microorganismos productores do glucosa isomerasa (17) 

Actinoplanee missourionsis NRRJ, O 3342 

Enterobactcr aoroqonos 

Arthrobactcr sp. NRRL B 3724, 3725, 3726, 3727 y 3728 

1.actobacil Jus !ll:2lt!!! 

L@ucooostoc mceentcroidgs 

StreptomycoA sp. 

Strcptomyces !!.E!!! 
Streptomyces flavogriseuo 

Streptomycos venezuelae M'CC 21113 

28 

Streptomyces phaeochromogonca SK NRRL B 3559, ATCC 15486 

J!rutl.l.l.Wi. coagula ns 
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lV OBJETIVOS 

Con la finalidad de obtener un microotganismo en el que se 

combinaran l~s caractertsticas de alta producci6n do la enzima, 

un r4pido crecimiento y que la enzima que sintetice tenga las 

mejores caractertsticas en cuanto a termoestabilidad, afinidad 

por el sustrato, especificidad, pll 6ptimo y requerimiento de ce_ 

factores, los objetivos del presente trabajo son: 

l) Realizar la clonaci6n molecular del gene que co­

difica la enzima glucosa isomerasa del microorg! 

nismo Actinoplanes missouriensis NRRL B 3342 en 

el vehlculo molecular pBR 329. 

2) Introducir la moll!cula recombinante en una cepa 

derivada de Escherichia ~ K 802 

3) Seleccionar aquellas cl!lulas sospechosas de que 

hayan adquirido la informaci6n de interl!s. 

4) Lograr la expresi6n de la informaci6n clonada, 

5) Caracterizar aquellas cepas que presentan posit! 

va la actividad enzimtitica do ieomerasa. 
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V INGENIERIA GENETICA 

Para alcanzar los objetivos propuestos Ro decidi6 utilizar 

la motodologfo de la Ingeniería Genlítica Molecular, también co­

nocida como recombinación .f.!l vitre do ácidos nuclo1cos, clona-­

ci6n molecular o implantación c¡onética (8, 51), 

5,1 Generalidades 

Una de las mayores controversias. en la historia de las cio!!. 

cias biol6gic'as se mantiene actualmente en relación con la tecn~ 

logta del DNA recombinante, debido a que junto a los grandes be­

neficios para la humanidad, la manipulación de los genes también 

puedo implicar riesgos desconocidos. 

El principio de esta nueva tccnolog!n, más popularmente co­

nocida como Ingeniería Genética, podemos ubicarlo on 1953 cuando 

James Watson y Francia Crick dieron a conocer el modelo sobre la 

estructura y replicación del material genético (hecho por el 

cual recibieron el premio Nobel de Pisiologla y Medicina diez a­

ños mas tarde), Desde entonces el desarrollo del campo do lag~ 

nlltica y de l.i biologia ha sido vertiginoso; como resultado de !! 

llo, no sólo conocemos dotalladamcnte tos fundamentos molecula-­

res rle la vida, •ino nue podemos manipular la información genét! 

ca y dirigirla a nuestro provecho (51), 

5,2 Metodolog!a general de la Inqenior!a Genética 
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La tácnica experimental de la Ingenier!a genética se puede 

definir brevemente como sigue: dos o m5s fragmentos do DNA son 

unidos (recombinados) .!:!! ~ mediante el uso de una serie de 

enzimas. Uno de los fragmentos de ONA llamado vector o vehícu­

lo molecular es capaz de replicarse en alguna c6lula huésped y 

el otro llamado "pasajero" o "clonado11 es pasivamente replicado 

por el veh!culo (8) , 

EKisten una serie do ulemcntos necesarios para poder real! 

zar la rocombinaci6n de 5.cidos nuclc!cos como son: la cepa don_! 

dora de DNA que contiene la informaci6n que se desea clonar, el 

vohtculo molecular 1 las enzimas do rostricci6n, ln ligasa }' la 

cepa receptora. 

El proceso general de la metodolog!a de la Inacnier!a gen~ 

tica se ilustra en la figura V (8), 

S. 3 DNJ\ 

En el DllJ\ se encuentra toda la informaci6n gen6tica de la 

célula y el orden de las bases determina cuales prote!nas habrán 

de sintetizarse (67). 

Una moll!cula de ot1A contiene una serie do genes y el conju!!. 

to de ONA de unn c6luln se le denomina 9cnoma. 

5.4 Vch!culos moleculares . 
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Un vehículo molecular o vector es aquella mol~cula que po-­

soé la habilidad do replicarse y expresar su fcnotJpo dentro de 

una célula huésped o receptora y dicha replicaci6n es indcpendien 

te del genoma celular. So conocen dos tipos generales de vchíc!!_ 

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

Los primeros son vehículos moleculares naturales que en un 

principio se utilizaron como tales aprovechando su caractcrtsti­

ca de poder infoch:1r a la c6lula bacteriana, por ejemplo est4n -

los derivados del fago lamda llamados. carentes; pero su uso se 

ha restringido debido a que presentan s~rios inconvenientes como 

es que el número de enzimas de rostricci6n con las que pueden 

ser cortados es limitado ya que puede inacti var algtin gene que -

requiera el fago para subsistir. 

Por su gran versatilidad, los vehículos moleculares que con 

mayor frecuencia so emplean para experimentos de clonaci6n son -

los pUismidos, los cuales se pueden definir como elementos géni­

cos extracromosomicos, capaces de replicarse do manera aut6noma 

y con una gran estabilidad. Los plásmidos se encuentran amplia­

mente distributdos entre las bacterias y su número puede variar 

entre una y varias copias. Poseen secuencias cspcctficas de re­

conocimiento para una o varias enzimas de restricción, y algunos do 

sus genes pueden codiflcar para resistencia a determinados anti­

bi6ticos, propiedad que puede ser empleada para procesos do so-­

lecci6n es decir, cuando un fragmento de DNA es insertado en al­

guno de los genes que codifican para tal resistencia, la infor-
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maci6n se ve interrumpida y por lo tanto, la célula que adquiera 

el plhmido recombinante perder5 la capacidad de crecer en ese -

antibi6tico. A este fen6meno se le conoce c~mo 11 inactlvaci6n i!!, 

scrsional 11 y es la forma de reconocer aquellas c~lulas que con-­

tienen pllismido rccombir1ado (un plásmido rccombinndo es aquel -­

que tiene un fragmento de DNA pasajero insertado). 

Otra caractcr!stica de algunos pUismidos, es que se ropli-­

can en forma "relajada", ne les denomina do ésta forma a aquo-­

llos plásmidos que se replican en forma aut6noma del D!lll y de º!!. 

ta forma pueden llegar a conatituir hastn un tercio del ONA ccl!:! 

lar total (8). 

Otra caractedstica deseable del vehfoulo es que s6lo tenga 

un sitio único de acci6n para diferentes enzimas de restriccHSn, 

ya que de otro modo podr!a destruirse o alterar los sitios de r! 

plicaci6n. Es importantc hacer notar que en la actualidad exis­

te un gran namoro de plásmidos que confieren rcsistoncias a dif~ 

rentes antibi6ticos. 

Se han diseñado y constru!do sistemas definidos de recombi­

naci6n para Cschcrichia coli (13) y el gl!nero Dacillus (4, 5, 39), 

Otros sistemas cst:in nún en estudio y evaluaci6n como es el caso 

de streptomyce.'.! (3, 1() y levaduras (6?., 63). 

En la tabla V se enumeran direrent.cs vehículos o plásmidos 

con sus respcctlvns caractcr!sticas. 
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5, 5 Enzimas de restricción 

La obtención de los fragmentos de DNh y del voh!culo puede 

realizarse por medio de métodos físicos (nonicnci6n, homoqcini­

zación) o enzimáticos. El inconveniente que presentan los mét~ 

dos ftsicos es que pueden romper los genes do interés, por otra 

parte, no se podría recuperar el fragmento a partir do un plás­

mido recombinado por carecer de sitios de corte con enzimas es­

pecificas, además de que para podar clonarlo habr!a la necesidad 

de agregar extremos co~csivos a el fragmento para poder introdu­

cirlo al vch!culo, y no so podría realizar o~ análisis de sccu~!!. 

ciaci6n del gon clonado, 

Por estos motivos, se prefiere utilizar el ml!todo enzimSti­

ca. Este se realiza por medio de enzimas de restricción ~ue son 

endonuclcasns que reconocen sacucncias especificas de bases que 

se encuentran distrubu!das al azar dentro de la molécula de DNA• 

Csto procedimiento se conoce con el t6rmino de 11dig.csti6n'' y 

dli como resultado una mezcla de fragmentos de distinto tamaño de 

cadena de doble hálicc que para aumentar la eficiencia en la el~ 

nación de un gen determinado puedo ser separado por modio de una 

electroforesis siempre y cuando se conozca el tamaño aproximado 

del fragmento que se cicuca clonar. 

La idea de utiliznr enzimas de reE1.tricción gurgió cuando so 

encontró que la~ células bacterianas eran capaces de alterar, 

romper o modificar el DNA extraño ~uc se introduc!a en ollas, o~ 
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pleando el sistema enzimático do rcntricci6n y modif icaci6n (53) • 

En la tabla VI se enumeran algunos ejemplos do los microor­

ganismos productores da esto tipo de enzimas, as! como las sacuen 

cias que reconocen. 

Se conocen alrededor de 250 enzimas de restr1cci6n sinteti-

zadas por diferentes microorganismos, que pueden sor divididos 

en forma general en dos grupos (53): 

a) Endonucleasas del tipo!.- Proteínas mutim6rica, capaces de m~ 

dificar y romper el DNll, requieren de iones Mg ++, l\TP y de un 

cofactor llamndo s-adenosilmetionina. 

b) Endonucleasas del tipo II ... Prote!nns monom6r1cas, pequeñas, 

requieren de iones Mg ++ y reconocen secuencias específicas y 

producen fraqmontos de DNA con extremos cohesivos. 

Las sitios que reconocen las enzimas de restricc16n del ti-

po II correspondan a cuatro, cinco a seis pares do bases de lon­

gitud, y la mayoría do estos pares muestran simetría entre una 

cadena y otra del ONA, es decir, la secuencia do nuclc6tidos de 

una cadena de Dlll\ es igual a la secuencia nuclcot!dica de la ca-

dcna complementaria cuanrlo cada cadena es letda en ln dirección 

5' a J' • Por ejemplo, el sitio de reconocimiento para Eco RI es1 

5' G}.f\TTC 3' 

3 ' CTTl\f\G 5' 

' 
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la enzima corta en los puntos indicados rior las flechas, quedan­

do los extremos de la siguiente forma: 

5' 

3' 

G 

CTTllJ\ 

llJ\TTC 

G 

3' 

5' 

La frccucnci~1 de aparición de los sitios de corte para una 

enzima dentro de una cadena de DNA se puede calcular por medio 

de la siguiente f6rmula: 

frecuencia de sitio l/4N 

donde N = longitud de la secuencia del sitio de corte, por ejem­

plo, para una secuencia de 4 nucle6tidos la probabilidad ser4 de 

1 sitio cada 256 pares de bases, y as! respectivamente para cada 

número do nucle6tidos reconocidos. Usando este principio os po­

sible dct.crminar el número de si tics de corte esperados dentro -

do una mol~culn do DNA de tamaño conocido: 

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

de corte = ntlmero de sitios probables 

Existe otra clase de enzimas de restricción nue no generan 

los extremos cohesivos, sino que cortan la cadcma do DNA en el !:_ 

je de simctr!a dando como rcsultndo los extremos ••rasurados" co­

mo ejemplo la enzima Uac III reconoce: 
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t 
51 GGC.:C 31 

llae III 
5 1 GG ce 3' 

3' Ct'GG 5' 3' ce GG 5' 
t 

Otro tipO de corte lo representa la enzima Hbo Il, la c¡ue 

reconoce la se·cuencia Gl\ACA (nótese la falta de simetr!a), y CO! 

ta entre ocho y nueve rcR.iduos posteriores a donde se presenta 

la secuencia reconocida: 

5' 

3 1 

5.6 Unión 

t 
GAACTINNNNNNNNN 

CTTGTNNNNNNNN 
t 

3' 

5' 

Una voz obtcnid<> los fragmentos de DUP. !tanto dol veh!culo 

como del pasajero), ac procedo a unirlos. La enzima que realiza 

esta función es una polinucleótido (DNTI) ligaAa, la cu41 catali­

za la formación de la unión fosfodilister ostro los extremos 3' 

!grupo hidroxilo} y 5' !grupo fosfato} de dos nucle6tidos adya-­

ccntes, rcostablcci6ndosc la continuidad estructural de la cad!!_ 

na dol DNI\, 

Se conocen <los enzimas con actividad <le ligasa, una pravo--

niente del fago i•4, y otra de Escherichia col!, la primera requi~ 

re l\TP, mientras que la segunda requiere de NAO+ para poder actuar. 

La forma en que actúan ambas se muestra en la figura VI y -

sólo la ligasa del• fago T4 es capaz de unir a los exttcmos "ras!:!_ 

radas" (48). 
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5. 7 Cepa receptora 

Se conoce con este nombro aquel microorganismo al que se le 

introduce la inforrnaci6n clonada para su posterior cxpresi6n ( 14, 

48, 53). 

La cepa empleada como receptora debe de carecer o por lo m! 

nos tener alterados sus sistemas de restricci6n y/o modificaci6n 

ya que de otra forma, la mol6cula que se le introduzca serta de~ 

tru!da. 

La cepa que con mayor frecuencia se emplea como receptora -

es Eschcrichia coli, ya que este microorganismo es capaz de "to­

mar" DNA proveniente del medio ambiente en que se encuentra, o -

de ser infectado por un bactoriofago, adcm4s de que tanto su ge­

n6tica, como su bioqu!mica son muy conocidas, su tiempo de dupl! 

caci6n es corto (aproximadamente 20 min.), carece do sistemas de 

modificaci6n y/o restriccilln, y requiere de medios sencillos y 

baratos para crecer, pero presenta el inconveniente de producir 

metabolitos t6xicos, (15) por lo que su uso est4 prohibido par -

la FDA para el área de nlimcntos y medicamentos. 

Cabe aclarar que una c~lula receptora es capaz de aceptar 

una mol6cula rccombinante solamente. 

En la actualidad se ha estudiado la posibilidad de sustituir 

a Eschcrichia coli por otros microorganismos como posibles cepas 
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receptoras, como son la bacteria~~ (39) y la le­

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

Pl4smidos comunmente usados como vectorcn moleculares (9) 

Nombre 

pSC 101 

pBR 322 

pBR 328 

pMB 9. 

Marcadores 
gen6ticos 

Ter 

Ter 

Apr 

Apr 

Ter 

Cmr 

Ter 

inmunidad 
a colici­
na El 

Enzimas con 
sitio único de 
restricción 

Eco RI 

Eco RI 
llind III 
Bam 111 
Sal 1 
Pst I 
Ava 1 
rvu II 

Eco RI 
Bam llI 
Hind 111 
Sal I 
Pst 1 
Pvu I 
Pvu 11 
Bal 1 
Ava 1 

Eco RI 
llind III 
Bam 111 
llpa I 
Sal 1 

Peso molecular 

X 10-6 

5.6 

2.8 

3.1 

3.5 
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TllBLll VI 

· Diferentes enzimas de restricción y su 

acción sobre secuencias espectficas (14) 

Microorganismo productor Nombro Secuencia 

reconocida 

Arthroba~t~r ~ lllu llG 1 CT 

~ o.mU2lLuugf1H;Ei~ll~ Dam 111 G GllTCC 

E.a~bg e i~hi.a ~ RY 13 Eco RI G llllTTC 

llaemoehilus aes¡:i::etiue nao III GG 1 ce 

j!rovidenQi~ stuartit 164 Pst CTGCll 1 G 

uacmop)l i 1 l!A laflucnzal: R Hind IIJ 11 llGCTT 

~t rs:Dt2W~~~li illlw G Sal I G ~'CGllC 
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FIGURll VI Acción de la DNA liqasa (40) 
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VI MATERIAL Y METOOOS 

6, l MATERIAL 

6, l, l Microorganismos 

6, l. l. l Como microorganismo donador de la informaci6n se 

selcccion6 al actinomiccto Actinoplanea 

missouriensis llRRL 3646 

6.1. L 2 El pllismido pBR 329 s<i aisl6 a partir de la cepa 

de Eschorichia coli GH 31 

6.1.1.3 Como microorganiumo receptor de la mol~cula rc-­

combinantc se us6 una mutante derivada de la ce­

pa Escherichia coli K 802 a la que denominamos 

Escherichia ~ K 802 1-25 

6.1.2 Medios de cultivo 

6.l.2.1 Medio completo para levaduras (MCL) (57) 

Componente conc. (9/1,) 

Extracto do levadura 

nactopeptona 

xi losa* 

glucosa• 

10 

20 

Se catcriliza en autoclave a 15 lb por 15 min. 

*se esterilizan por separado 
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6.1.2.2 lledio do Luria (LB) (4S). 

Componente conc. (g/L) 

----··-·- ---------------
Extracto de levadura 5 

Triptona 10 

NaCl 10 

se esteriliza en autoclave a 15 lb por 15 min. 

6.1.2.3 Medio mínimo H9 ( 12) 

componente volamen (ml) 

Requerimiento de la cepa 

Mgso4 0.1 11 10 

cac1 2 o .01 ti 10 

glucosa 20\ 20 

sales M9 lOX * 100 

casaminoácidos 20\ *º 20 

agua destilada 935 

* se esterilizan por separado 

0 sólo ne agregan cuando se va a purificar el 

plásmido. 



6. l. 3 Soluciones amortiguadoras· 

6. l. 3 .1 Soluci6n amortiguadora Tris Dora tos lOX (6) 

Componente 

Tris 

EDTA 

Acido Dórico· 

cene, (g/L) 

108 

9.3 

55 
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No se ajusta el pll, so esteriliza por filtraci6n 

con membrana milliporc o.45 lJ y so dilUl'º ·1110 

al usarlo. 

6.1.3.2 Soluci6n amortiguadora fo~fatos 0.12 M 

Componente cene (g) 

1.64 

2.09 

se preparan 100 ml dol dibfisico y se ajusta el 

pll a 7. 8 con el monobllsico disuelto en 20 ml de 

agua destilada. 

6.1.3.3 Soluci6n amortiguodora f\ SO (6) 

componente 

'l'ris 

cene. (g/L) 

6.057 

29.220 

0.065 
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se ajusta el pll a B.O con llCl lON, se esteriliza 

por fUtaci6n con membrana mil lipora O. 4511 

6, l. J. 4 Solución amortiguadora Ita lea tos ( 2 9) 

Componente conc, (g/L) 

Acido rnaleico 23. 2 

se ajusta el pll a 6.8 con NaDJI lON, •e esteriliza 

·por filtración con membrana mJ.l lipore O. 45 µ 

6.1.3.S Solución amortiguadora para la enzima Eco RI (61) 

6,1.J.6 

Componente 

Tris 

llgCl2 

NaCl 

cene. 

H 

50 mi! 

11 

se ajusta el pi! a 7.5 y se esteriliza por filtra­

ción en membrana millipore O. 45 11 y se diluya l 110 

al usarse. 

soluci6n amortiguadora 'J'E lX (6) 

componente conc. (mM) 

1'Í-is 10 

r.n·rA 10 

RO ajusta el pu a e.o con NaOJI lON 



6,1.J.7 

6,1.J.B 
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Solución amortiguadora T (6) 

Componente conc. (ml1) 

Tris 20 

EDTT\ 

MqC1 2 .6U
2
o s 

se ajusta el pll 8.0 con llCl lN 

Solución amortiguadora para la enzima li9asa (9) 

Componente conc. (mM) 

Tris 0.66 

MgC1 2 66.0 

DTT 100.0 

ATP 4.0 

se ajusta el pll a 7.6 y se r¡uarda en oscuridad, 

ya 'JUO el /\TP se hidroliza facilmonto. 

6.1.4 Soluciones 

6.1.4. t Solución de cofactaraa para determinación de ac­

tividad isomariz•nto (SS) 

Salas 

llgS0
4

, 111
2
0 

coc1
2

.611 2o 

conc. (Ml 

0.06 

0.006 

no necesitan de esterilización, se guarda en re­

frigaración. 



6.1.4.2 Soluci6n de requerimiento para la cepa~~ 

1( 802 (6) 

Componente conc. (g) 

mctionina 10 

agua destilada 10 ml 
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se esteriliza por filtraci6n en membrana milli­

pore O. 45 11 y se toman 4 ml. de esta soluci6n -

por cada litro rle medio mínimo M9 

6. l. 4. 3 Soluci6n de fructosa 2M ( 29) 

Componente conc. (g) 

Fructosa 90.08 

soluci6n amortiguadora malcatos 250 ml 

se esteriliza por filtraci6n con membrana milli­

pore 0.45 µ 

6. l. 4. 4 Soluci6n de Ioduro de Propidio ( 6) 

Componente conc. (mg) 

Pdl 

agua destilada ml 

no es necesario esterilizarlo 



6. l. 4. S Soluci6n salina 

Componente 

so mM 

NaCl o.ses 

cono. (g) 

11 

73.12 

so 

se disuelven en 1000 ml. de agua destilada y se 

esterilizan en autoclave a lS lb por llS min. 

G. l. 4, 6 Soluci6n NaOll lON 

NaOll 

agua destilada 

6.1.4.7 Soluci6n llCl lN 

llCl 

agua destilada 

6.1.4.B Soluci6n Stop Mix (6) 

Componente 

urea 

Sacarosa 

t:DTA 

azul de brornofcnol 

40.0 g 

1000 ml 

83,J ml 

1000 ml 

conc. 

M 

so \ 

SO mM 

O,l\ 
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6. l. 4. 9 Soluci6n do bromuro de etidio (6) 

Componente conc. (9). 

Dromuro de etidio 2.0 

agua destilada so ml 

no hay necesidad de esterilizarla 

6,1.4.JO Soluci6n do sales rn9 lOX (12) 

Componente conc. (9/l,) 

Na21~0 4 , 711 20 132 

Na 211P04 70 

Kll2Po4 
JO 

NaCl 

Nll4Cl 10 

6,1.4.11 Soluci6n de cloruro de calcio 30 mM (42) 

Cacl2 J. 327 9 

agua destilada 1000 ml 

se esteriliza en autoclave a 15 lb por 15 min. 

., 



6. l. 4 .12 Soluci6n de dot~rgentc Trit6n ( 6) 

Componente 

Trit6n lOOX 

EDTA 0.25 !{ 

Tris lMpll B.O 

agua destilada 

6.1.4,13 Soluci6n de lisozima (6) 

Compononto . 

Lisozima 

Tris 0.025 M pll a.o 

conc. (r.il) 

75 

15 

conc. (mg) 

50 

10 ml 
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se guarda en al!cuotas pequeñas, en refrigera­

ci6n y se esteriliza por filtraci6n an membrana 

millipore O. 4 5 u 

6.1.4.14 Soluci6n de antibi6ticos (6, 7) 

Antibi6tico conc. (mg/L) 

Ampicilina (Sigma) 100 

Tctraciclina (Sigma) 10 

Cloranfenicol (Sigma) 50 

Espcctinomicina (Trobicin Upjohn) 300 

se utilizan por separado, se disuelven en 10 ml 

de agua destilada y se esteriliza por filtraci6n 

en membrana millipore 0.45 11 



6,l.5 Material 

6.1.5.1 llaterial de vidrio 

-diverso material de vidrio de laboratorio 

-matraces ncfclométricos 

-perlas de vidrio de diferentes diámetros 

-tubos corcx de JO ml 

-celdas da cuarzo 

-asa para platear 

·-batel In para homogcnizar cólulaa 

-cchJas <le cspcctofot6motro 

6,1,5,2 Material de plástico Nalgene 

-probetas do diforcntos voltlmenes 

-vasos do precipitndos de diferentes voltimcnes 

-pipetas desechables de 1.0, 5.0 y !O.O ml 

-cajas petri d~ 13 X 85 mm 

-tubos con tapón de rosca para centrifuga 
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-puntas de pi~etas automáticas de diferentes cap! 

cidades 

-tubos eppendorff para 500 y 200 ¡11 

-tubos de nitrocclulosll para ultraccntr!fuga 

-bolsas de diálisis 

-pJcctas 

-batel las para centrifuga .de 250 ml 

-charolas nara baños 
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6,1,5,3 /\paratas 

-centrífuga sorval RC 5 

-ultracentrífuga Bcckman LB M 

-centrífuga de mesa marca Lourdos 

-baño marta con agi tnci6n de temperatura consta!!. 

te La-line instruments Inc. 

-eapoctrofot6mctro ílausch and Lomb 

-incubadora do temperatura constante y agitación 

Now Brunswick Scicntifíc 

-refrigerador 

-congelador 

-columna Phannacia Fine Chcmicals 

-colector de fracciones Buchler LClOO 

-pipetas autom<'SticaH do diferentes capacidadcn 

Quickpettc 

-cc1.mara de clectroforésis Dio-Rad Laboratorios 

-homogenizador marca nraun 

-potcnci6mctro marca Occkman 3500 

-balanza analítica sartorius 2432 

-autoclave de vapor 

-tanque de co2 
-agitadora rotatoriil 

-bomba de vacío 

-fuente de poder ~. c. l\pparatus 

-c'1mara fotogr.1fica Polaroid 

-sistema de filtración millipore de 10 y 250 ml 

-l~mpara de luz UV UVSL-25 
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-rotor 5534 para ccntr1fuqa sorval 

-rotor GSA para centrifuga sorval 

-agitador de tubos vortex 

-mesa para platear 

-balanza grantaria OHAUS 

-agitadores magnéticos 

) -bomba peristáltica Pharmacia Fino Chcmicals 



56 

G,2 METODOS 

G,2,1 Extracción del plásmido (6,31) 

1) En un matraz de 50 ml. con 10 ml. de medio LB nuplcmont~ 

do con ámpicilina (100 mg/L) se sembró al microorganismo 

!'!· ~ GM 31 portador del plásmido pDR 329, el cual se 

incubó durante 12 horas a 37°C con agitación constante. 

2) con nstc cultivo se inocularon 4 matraces Fernbach con 

un litro de medio m!nimo M9 suplementado con casnmino4c! 

dos, se dejaron en agitación a 37°C duranto 3 a 5 horas 

(hasta que las c6lulas alcanzaron una lectura de o.o. º!! 

tre 0.17 y 0.2 a 450 nm), 

3) En este punto se agrego espectinomicina (300 mg/L) para 

obtener el "relajamiento" del plásmido. Se continua inc~ 

bando durante 18 horas a 37ºC, can agitación constante. 

4) oespu6s de este tiempo, el cultivo se centrifuga en bot~ 

llas a 10,000 rpm on rotor GSl\ durante 10 min. para obt~ 

ner el paquete celular. 

5) Las cálulas se resuspcnden en una soluci6n de sacarosa 

25\, Tris pi! e.o 50 mM, EDTl\ 1 mll pi! e.o An una propor-­

ción de 10 ml. por litro inicial ele medio en baño de hi2 

lo. 

6) Conscrvanllo la suspensi6n celular en bnño ele hielo, se ~ 

11rc1Jan en el siguiente orden {r.oncontraciones por litro 

de medio inicial): 

1-:0TI\ O, 25 11 pi! e, O 

Lisozimn 

mi. 

ml. (5 mg/ml Tris 

pi! e.o o.o25Ml 
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RNAasa 0, l ml. 

7) Se mezcla suavemente y se doja reposar on baño de hielo 

por espacio do 15 niin. (hay formación de nsferoplastos). 

8) So ag~oqtln 3 ml. do <lotorqcnto trit6n y so doja rcpoHar 

por espacio do 15 min. on baño do hielo (los osforopla~ 

tos son Usados) • 

9) Se ccntri[uga en tuba con tap6n do rosca en rotor SS34 a 

l 7, 000 rpm durante 40 min a 4 ºC. 

10) Inmedi,1tc1mcnto después de sacar de la ccntr:lfuga sA de-­

canta la faRc superior (de consist.encia esposa) midiendo 

el vo J umcn obtenido. 

111 una voz conocida ol volumen, se agrega 2/3 del mismo de 

ar¡ua ost6ril, y del nuovo valumen olltenido s~ agrega 2/J 

de fenal saturado, agitando nuavcmn.ntc. 

12) So agrega el miumo volumen que se agregó de fenol poro 

tlc cloroformo, se mezcla y se cent.rifug.1 en batel l,1s en 

rotor GS/\ a 4ºC a 6,500 rpm durante 10 min. 

t3) So separa la fase superior, se mido el volumen y se agro-

r¡a otro volumen igual d~ cloroformo, se centrifuga a 6, 500 

rpm durante 10 min. a 4°C, 

14) Se separa la fase superior, se mide el volumen y se agr!O 

qa 1/25 del volumen de una solución 5H de Na~! y 2 volu-

munes de etñnol fr1o. 

lS) Se deja precipitar durante 12 horas a -2o•c. 

16) Se ccntrifug.1 a 15,000 rpm durclntc 20 min., ne elimina 

el sohr<rnadantc y el precipitado so deja secar al airo. 
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l7l Se rcsuspende en 4 ml, do una solución amortiguadora TE 

lX est6ril, 

18) Se guarda en refrigeración, 

6.2.2 Saparaci6n por coJumnn (6). 

1) En una columna de Diogel A 50 de aproximadamente 45 cm. 

da altura por 5 cm. de diámetro, se colocan sucesivamo~ 

te 2 ml. del plásmido extra!do. 

2) Se agrega con cuidado la solución amortiguadora A SO ha~ 

ta llenar la parte restante de la columna. 

3) La entrada de la columna ne concct,'1 ,, una bomba poristA! 

tica y la salida a un colector de fracciones con un flu­

jo y vcloci<lad tal para r¡ue cada muestra sea de 4 ml. 

4) Se deja transcurrir el tiempo necesario para obtener 40 

tubos con muc-ntra. 

5) Se leo al contenido de cnda tubo en el espectrofot6metro 

a 260 nm (UV) y cuando haya un incrcmcmto en la 1.octura 

se separan los tubos con dicho incremento. 

6) Los tubos separados se colectan y se mide el valumen ta~ 

tal, dicho volumen se separa en tubos corex pnra dejar 

precipitando con 2 volumoncs do etanol frío, y 1/25 de !1. 
na sol ucJ.ón 511 de N,1c1, durante toda la noche a -20Qc. 

1) 1'rnnscurrido este tiempo, se centrifuga a 14,000 rpm du-

nrnt:a 10 min. a 4ºC y ne elimina el sobronadante. 

B) Se deja secar ol precipitado obtenido y se ronuspcndo on 

5 ml. de una soluc1úu (1mortiguadora TE lX. 

91 Se separa en fracciones penucñas (50 a 60 µl) y se guar-
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da en refrigeración. 

6. 2. 3 Purificación por ultracentrifugación. (6, 43) 

l) Se pJ·cparan G tuhos de 5 ml. de nitrocelulosa ngrcqánda­

les: ·2.2 <J de CsCl (muy exacto) y 2.1 ml. de DNA en sol~ 

ción TE lX. 

2) En la oacuridad se agrega a cada tubo 150 µl de la solu­

ción de Ioduro de propidio, 

3) Se colocan los tubos en los soportes del rotor SW 50 .1 -

de la ultraccntrífuga y so balancean con aceite mineral 

4) Se centrifugan a 36,000 rpm durante 20 horas a 20ºC. 

5} Una vci transcurrido el tiarnpo de centrifugaci6n, ne sa­

can los tubos de su soporte y el gradiente formado podrá 

ser visible con luz UV, la banda superior y más intensa 

será la que contenga el pl:ismido de interés. 

G) Se perforan los tuboR cor¡ una aguja en la parto inferior 

se pcr1nitc salir gota a gota los gradientes formados y 

cuando toca el turno a la banda de interés se colecta en 

un tuho do plástico estéril, en este paso Re recomienda 

el uso de guantes, ya que al Ioduro de propidio puede i~ 

prcgnarsc en la piel. 

7) Esta frncci6n se ¡msn por una columna de resina Oowcx 

w-xn de 5 cm. de largo por O. 8 cm. de diámetro, para re­

mover el Ioduro de propidio, y se colP.cta do nuevo en o­

tro tubo de plástico estéril y se guarda en rcfrigernción. 

6.2.4 Diálisis (G) 

1) l~n una bolsa de di.álisis sr. coloco el volumen medido do 



GO 

ONA obtenido anteriorment1:l. 

2) Se esterilizan 16 litros de una solución amortiguadora 

TE pll e.o y so colocan 4 litros de ósta en un vaso de 

precipitado con agitación, se le coloca dentro la bolsa 

de diálisis con la muestra y se deja dializando en frío 

(4ºC) rlurnnte 4 horas. 

3) Una vez transcurrido ol tiempo, se hace un cambio de la 

solución por otros 4 litros, y se deja dializando"" fr!o 

por espacio de otras 4 horas. 

4) lll término do óstas, se hace otro cambio similar al del 

paso anterior, y se deja en frió dial izando durante to­

da la noche. 

5) Se hace otro cambio de solución amortiguadora con otro 

velamen iqual y se deja por espacio rlc 2 horas más. 

6) Una vez transcurrido este tiempo, se mide el volumen re­

sidual do la bolsa de diálisis y so pasa a tubos corox. 

7) Se agregan 2 volúmenes de etanol frío, y 1/25 del volu­

mc:n de NaCl SM, se deja precipitando en fr!o durante la 

noche a -20°C. 

8) Se centrifuga a 15,000 rpm en rotor SS34 por espacio de 

15 min. a 4°C, se elimina el sobrenadantc. 

9) El prcr.ipitndo se deja secar a temperatura ambiente. 

10) Se rcsuspcndc en 0.5 ml. de una solución amortiguadora 

'l' lX y se guarda en refrigcraci6n r.n alícuotas pcqucñns. 

G.2.5 Gel do agarosa para electroforosis (G) 

1) Se penan O. 380 'J de ilqaro:rn 

2) Se colocan en un matraz de 250 ml. y se ilgrec¡an SO ml. 



61 

de una solución amortiguadoril Uoratos lX~ 

3) se calienta hasta nuc so disuelve la aqarosn 

4) unn vez disuelta y en caliente so vacía a la c.'imara de ~ 

loctroforcrnis proviílmcnto armnda. 

5) se dcjn onfr inr, se cmi ta el 11 ncinc" y so co locnn ltm -­

mnant ras a correr junto con el marcn<lor, que en oste ca­

HO oa una Boluci6n do stop mix. 

G) se aforan tos carriles con un poco de la solución amort!. 

qun<lora <le boratos, so aqrcga el rcBLo en la parto supe­

rior e inferior do la ali.mara. 

7) se deja correr il 150 volts durante 1.5 horas, con siste­

ma do enfriamiento por agua. 

0) se saca el qcl de la ctímara, y se coloca en una solución 

ele bromuro do ctidio <lur.rnto min. 

91 unn vez transcurrido el tiempo Re suca y 11c pasa a una -

charola con agua dos ti ladn dur<tnte 1 O min. 

JO) se tira el üC]Uü y so agrega al)uíl fresen, uojnndo de nuevo 

el qcl por csr>acio do 10 min. 

11) una voz hechos los lnvadou, ae obRorv.-i con unn lámpnra <le 

luz UV,· lo '1UO :ncrmitir4 imrcciar las bandas o "bnrr idos 11 

del DNI\ en el ')Ol. 

121 si se <lcsc.i ne pueda sacar una fotol)rnff.n del qcl. 

6.2.6 Diqostión del DNll (G) 

1) se tomn un control clol sistema de <liqcBtión el cunl con­

tendrá todos lofi elementos menos la enzima de restricción. 

2) es 1·ccomonrlable trubajnr con volúmenes ncauc~o~ t~nra que 



la enzima y el DNA no se encuentren diluídos. 

J) un ejemplo de un sistema de dic¡esti6n será: 

Control Dir¡csti6n 

enzima* 

¿¡morti(J'uac.Jor 

CHJUil cst6ril 

velamen total 

pl 

111 

~ 
20 111 

*cm este trabajo se empleó la enzima Eco RI 

4) se dojn actuar ~ 22ºC durante 20 horas 

111 

111 

111 

.!2....!!l. 
20 111 

5) se rccomicmda verificar la 11 dii:¡cstic'5n" .nor medio do un 

qel. 

G. 2. 7 Unión de los fragmentos de DNA 
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1) se inactiva la enzima de restricción por medio do calor, 

numcri:¡icndo el tubo con la mczlca de digestión en agua a 

li2ºC dur.1ntc 72 negundos. 

2) dn 1a mo2cla dn roacc16n se toma una illícuota para tran!!_ 

formar con ella y de otttc rnoUo conocer ln cnnticla<l de -­

plJismido que no se diqiri6. 

3) se dnbcn eliminar las sales, narn ello se nroci1lita con 

2.5 vo1amcncs de etanol t:río dejando cm hielo sc~co con ~ 

t,11101 clur.intc todíl 1n noche, se ccntrífuqa a 15,000 rpm 

dura.ntc 10 min., se VilCÍíl con cuidado y se cloji1 Hocar. 

4) se .lava con 500 µl de ctnnol frío al 70% nor cada 10 ¡Jl 

de volQmon inicial, aqrcg:1ndolan con cuí.dado del lado ca~ 

trarío .1 la pastillü formada, so v.1cííl inmcdí.1tamcntc. 
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S) se rcsuspcndc la rasti} 1~a1 i~ aCJUa cst6ril, ln necesaria 

parn que el volumen final tenqn una concentración de O.l 

lUJ por 111, 

íi) a estil mezcla se le ar¡~cqa ln enzima l i'lilsa. l tU/Wl DNfl.) 

1 
~ 1c:onc. en exceso} y su rcsncctivo amortiquador lOX '.lara 

oue su concentración final sea lX. 

7) como ejemplo se ti.ene el siguiente sistcrnn: 

8) 

20 111 

~ 
18 111 

volumon de digcst i6n ( 2 11~ do DNl\I 

muestra de <ligesti6n (0. 2 11g de DNI\) 

volumen ros idunl (l. 8 \10 do ONI\) 

los 18 111 <le volumen residual se prcci!'itan, lavan etc. 

'1 so reRuRpcndon en i 

1.8 \ICJ de DNJ\ aprox. en 18 \tl de a')ua crnt6ril, nuoRtro 

sistema ouedarta entonces: 

lB µl volumen rcR iclual 

l. 8 )11 lignsa 

2.5 111 sol. ~1mortiCJU<lflr lOX 

~ .. , ¡1 l sol. amorticJU<'<lora Tr. lX 

:.!!'.. 111 volumen total 

"e deja actuar todn la ; OC'\ol) a 12"C o a 22ºC durante 3 h~ 

!l) ll reacción se para Rwncrrticndo el tubo <luranta 3 min. en 

c...2.H 1•n11u1fonnnci6n (42) 

1) en un tubo con 10 ml. de medio de Lll se coloca unn asadil 

del microorr1anismo receptor. 



64 

2) se deja crecer tod~ la nacho a 37°C con a~itaci6n constante 

3) de este in6culo se toman O. 3 mJ. y se inoculan 30 ml. de m~ 

dio f rcsco de ID, so incuban a J7°C hasta oue la lectura de 

absorbancia a 540 nm sea de 0.2 a 0.3 de o.o., usando como 

blanco med!o de luria est~ril s!n !nocular (esto sucede a-

proximadamcntc 2 horas dcsru~i:; de haber inoculndo}. 

4) se vacía el cultí.vo a tubos de cantr.1'.fuq.:i estériles y so 

contrifuqa a 4°C a 10,000 rrm <lurantc 10 r.tin. nara obte­

ner el ranuetc col u lar .. 

5) ae dmmchn el soUrcnadantc y el nanucte ccluln.r se rcsus­

pando en 30 ml. de una solución ast6r11 '! fr!n de NaCl 10 

ml1 (para eliminar restduos del mcd!o de cultivo}. 

6) se centrifuga de nuevo a 4°C a 10,000 rf)m por 10 min. 

7) se elimina el sobrcnadante y el panuotc celular sa resus­

rende en 15 ml. de C<>Cl 2 30 mM cst6r1l y tr!o (esta solu­

ción permcabili~a la membrana}. 

8) se deja en contacto durante unn hora en baño da hielo. 

9) se centrifuq.1 10 nin. a 10,000 r"M a 4•c y la nastilla d~ 

he ~dr~uirir una forma scmcjant.o a un corazón {esto indica 

que el cac12 actuó sobra la membrana}. 

10) so decanta y se rosu~pondcn lnn c6lulafi cuidadosnmontc en 

3 ml. de CaCl 2 30 mM ast6ril y frío, se conserva en un b~ 

~o de hielo, cuidnndo '?UC al contacta entre al CaC1 2 y las 

cólulas no so rirolonryuc c.lcmasiüdo n.i.ra ovibu· ln cxtrorw 

scnsibilizaci6n do la !1ilrcL1. 

11) se agregan 100 Ul da DNA* a 0.2 ml. de c6lulnH rosuspond! 

d,1s en c.nc1 2 , toman<lo un control con 100 111 do cac1
2 

nin 

ONf\, 
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*estos 100 \I! l)Ucden tener diferentes conccntr11ciones de 

DNA y se recomienda ouc 6sta conccntraci6n no sea mayor 

de 200 ng (0.2 11ql. 

12) se dc~a en hielo Uurantc unn hora. 

13} una vez tnrnscurrido el tit.'.!rnpo, se da un chOC1UC t6rmico 

n 42ºC durante 72 segundos. 

14) se pone en hielo durante 5 min. 

15) •e agrega a cada tubo 3 ml. de medio de Luria estéril. 

16) se incubnn con aqitaci6n a 37°c durante dos horas 

17) se platea 0.2 ml. de estos tubos en cajas con el medio de 

selección. 

18) se incuban laa cajas a 37ºC durante toda la noche. 

6.2.9 Selección de recombinantcs (6). 

1) rara conocer la viabilidad celular del nrocodhliento de 

trnnaformnci6n, en forma paralel.1 ne rcnliza un control 

con cnc1 2 sin Dllf\, Oc esta condición se hnccn diluciones 

sembrando O. 2 ml. en medio de luria de las diluciones a! 

tas, se incuban toda la noche a 37ºC y se cucnt<m las co­

lonias obtenidas. 

2) <le los tubos con maUio do lurin de siembran alícuotas de 

0.2 1nl. n cajas con mcLlio completo suplementado con umni­

ct lina, las cuales se incuban .1 37C)C durilnlc toda la noche. 

3) la~ coloni;¡s riuc crecieron en el medio comnleto más ampic_! 

lina son replicadas a cajas con mcdio.comnlcto suplementa­

do con clor<lnfcnicol, numerando cada colonia oue se rcmli-

en. se dejan inc\1har a 37ºC durante toda la noche. 
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4) la.R colonias que no hayan crecido en el medio ~nlcmcntado 

con cloranfanicol son rcplicllllns a cnjas con medio mí.nimo 

H9 con xi loan cor.lo fuente de carbono, So dejan incubar a 

37 ºC dur,1ntc 48 hor.:is. 

5) lan colonias c1Uc hayan crecido en el modio rlfnimo con xi­

losa corao fuente de carbono, son nronar¡mlas en cajns de 

ncdio completo más ampicilina, nara poder realizar !)rua­

bas posteriores. 

ú.2.10 Determinación uo la actividad enzimática (29,55,56). 

11 Prcin6culo: en un tubo con tnp6n de rosen con 10 ml. de -

medio de luria, se coloca una R!Hldn de las colonias sosr~ 

chnsns (un tubo por cndn colonial, y se dcjnn incubar a 

37°C C.:urantc toda la noche con ctrJit11ci6n constante. 

2) so inocula con C!Sta muestra mntr.1ces Erlcnmeyor de un l!, 

tro con 250 ml. do meñio de Ln sunlonentndo con xiloRa 

(O.!:.'!.) so deja durante toda la noche con iHJitaci6n n 37ºC 

3) so ccntrifu'}an y se resuspenden en 50 ml. de una solución 

.:imortirJUüdora de maloatos p11 6. B 

4) se contri fugan y so rcsuspemlen el nnr"u<!tc on 30 ml. do ln 

!:lolucidn amortiguadora Uo maleatos pll 6.0. 

5) ~•e rompen las c6lulns por homor;oniznci6n en un homogeniz~ 

tlor tlrnun clurnnte 4 5 Rcqundos con pcr \as ~le vidrio de O .1 

y O. 4 5 111:'1 <le c1i.1mctro. 

GJ ~w ccntrifuqa el homogcnizado a 10,000 rnm n 4ºC durante 

10 min. 

7) se coni:mrvn. C!l !:-.OlJn•11ndantc en un ba'l.o ele hielo. 



8) se preparan los sis ternas Ce reacción en tubos de 10 r.tl. 

con los siguientes elementos: 

Solución de fructosa 2M 

Solución de snlcs cofactorcs 

Sobrenadan te 

vnlumcn total 

2.5 1'11. 

O. 5 ml. 

2. O rnl. 

5.0 1'11. 

9) se incuban los sistemas a SOºC en ba~o mnrín durante una 

hora. 

10) las Mucstr,1s se congelan nara detener la reacción sumer­

giendo los tubos on hielo seco con etanol. 
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11) se les dotcrrnina glucosa por el método do glucoatnt. (ver 

m6todo 6.2.14). 

6.:?.11 Curva de crecimiento 

l) se prepara un in6culo en tubos do tnf)6n de rosca con 10 

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

2) ol cultivo obtenido so centrifuga y la pastilla so rosus­

penclo en 5 ml. de la solución salina 10 mil est6ril 

3) "º centrifuga y la pastilla se resunr>cndc en 5 ml. da la 

solución salina. 

4) se inoculan con esta suspensión de cólulas los matracos 

nofeloml!tricos de 250 ml, con 50 ml. ele medio m!nimo H9 

suplementado con xilosa como fuente de carbono (0.5~). 

5} se incuban los matraces a 37ºC con aqitaci6n com1tante. 

(i) r.e toman lccturaH a 5-10 nm c;ula hor.i en el csncctrofot6m~ 

tro cal il>rando con modio mínimo MIJ Rin inocular. 

7) se grafican los dütos en panel somiloqarf.tmico (O,O.vs .T), 
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6,2.l2 Dalcrminaci6n do rirotc!na (40). 

1) del sobrcnadanto obtenido dospu6s da· la homoqeniznci6n se 

toman alícuotas de 200 p 1, a las cuáles se les determina 

concentración de nrotc!nns nor el motado do Lowry ( 40), ~ 

tili?.nndo como referencia unn solución de .albClmina sérica 

bovina. 

6.2.13 Datcrminaci6n do la afinidad ror el sustato 

1) so uiquo el mismo procedimiento que !Jilr.'.l la dctorminnci6n 

de activiclnd isomerizantc (ver G,2,10), 

2) los uistcraar. de reacción scr~~n ~hora con di~orcntres con-

centraciones de fructosa (0,25M, 0.5M, l.OM, 2,0M y J.OM) 

us!lndolas on la misma proporción 

sol uci6n tlc fructoaa 

soluci6n ele sulas cofactorcs 

volumen total 

J) se incuh.10 los tubos a SOºC durante una hora 

2,5 Ml, 

O. 5 ml. 

2 .o ml. 

5 .o ml. 

4) se congelan las muostras i:>ara detener la reacción 

5) so determina qlucosa (ver G.2.14) 

6) se graficnn los rcuultaclos <Je actividad csncctfica (mg do 

q lucosn/mq de nrote!na/min.) • 

7) fiC <Jrllíic<tn 1/V vn 1/{S) ,.,.:-trn dctcrriinnr 1{111 qraf~camento 

G. 2 .14 Dotarminaci6n de glucosa (CU) 

1) de los nitcmas de reacción !lC tom;m 200 111, so colocan en 

tuhou de 10 ml. agregtindolos 5 :;il. de la ~mluci6n do glu-

\ 
¡ 

i 
1 ¡ 
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c;ostat, so agitan y so dejan rcoosar alrodcclor de 30 min. 

leyendo a 594 nm el color clcsarrolln<lo. 

2} se njustu el ospcctrofotómctro con una solución ostanclar 

de qlucoan do conccntrnci6n conocirln. 



VII RESUL'fl\DOS 

7,1 Obtenci6n dol DNll donador de la informaci6n 

Extracción del ONA cromosomico se realizó basándose en la 

t6cnica reportada por Marraur en 19fil, con modificaclones de 

Cantoni 1967 y Uopwood 1975 (6), 
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La t6cnica de Marmur se basa on la oliminaci6n de las pro­

tc1nas colulnrcs mcdiantn mctraccioncs con fenal y cloroformo y 

la dcqra<laci6n dol RNA por racdio do una rlbonuclcasü. AdcmSs, 

debido a que la pared celula'r do este microorganismo es dificil 

de romper, para lograrlo hubo necesidad de utilizar dctorgontc, 

enzimas y cambios de temperatura. 

En el momento en que se inici6 este proyecto, se contaba 

en el l.:ibor.:1torio con umi cantidad suficiente do DNI\ cromosomi­

co en lns condiciones requeridas do concentrnci6n e integridad 

para ser utilizado, En la figura VII se muestra la fotograf1a 

de una elc:ictroforcsis en un gel de ognrosa de 1 DNA cromosomicn 

disponible y de 6sta podemos concluir que no está degradado,· y 

sf. lo suf lcicntcmcntc puro para poder ser empleado en la reali­

zaci6n de 6~tc proyecto (carril /\), Adicionalmente, corno con­

trol do pureza, y sensibilidad a las enzimas de rcstricci6n en 

el cnrril D de· dicha electroforesis puede observarse la digcs­

ti6n de dicho ON/\ con la cnzimn de restricci6n Oam 111, la cual 

ha sido reportada en otros trabajos de clonaci6n en los que se 
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han utilizado los veh!culos raofoculares de los cuales provione 

el plSsmido pnR 329. 

7. 2 PUrif lcocl6n del veh!culo molecular. 

Con lo finalidad de obtener una cantidad suficiente dol 

pltismido con el cual se realiz6 este trabajo (pllR 329) se em­

ple6 la t6cnica del lisodo claro (31). Para ello, la eepn por-... 
tndora del vehículo (~ ~ GH Jl) fuli creci1ln en modio m!nlmo 

suplementado con casaminoticid<>s (20\)-, y el plhmido fu6 ampli­

ficado empleando el antibi6tico cspoctlnomlcina (300 m9/L), ob­

tcni6ndose al final del proceso un rendimiento de 125 mg por e!! 

da litro do medio do cultivo. 

En la figura VII} so puede apreciar ln fotogrnffo de una 

elcctroforcslu en gel de agarosa al 0.05%, conteniendo tras ªº!!. 
cantracionos difqrcntcn del pltismido obtonldo en al lal.Jorlltorio. 

La presencia de varias bandas en cadn carril signif icn que el 

pl.!lmnido se encuentra en forma jultirnllrica (conglomerado do 

plSsmidos), las siguientes bandas correnponden n otras formas 

tales como la dim6rlca (dos plllsmídos unidos), la moncml!rica 

circular y lo forma lineal, rospcc:tlvamcnte. 

Entre m5.s so Ucsplacc una banda lawln el extremo inferior 

del gel, siqnlfica qua la forma se va simplificando y on algu-­

nos casos el tamnño clo los fragmentos do DNA va disminuyendo. 



7. 3 Oigesti6n del vehfoulo y del DNI\ donador 

Para poder.formar una moldcula rccombinanto, es necosario 

cortar al vehículo y el Dlll\ donador mediante la accl6n de una 

enzima do rest:ricci6n. 
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Seleccionamos a la enzima de restricción Eco RI porque el 

vehtculo que utilizamos posee un sitio 6nico de corte para esta 

cnzi1~a, justamente en el gene que codifica para la resistencia. 

al cloranfcnlcol, lo que se traduce en un procedimiento do f4-

cil ditecci6n de las mol~culaa rocombinantos. Por otra parte, 

el DNA donador es sensible a esta en•ima, y ademlls, dispontamos 

de una cantidad suficiente de la en•ima para poder reali•ar es­

te trabajo, 

Probnmos la sensibilidad del plásmido de poder ser cortado 

por la enzima Eco RI y los resultados se mueatran en la fotogr! 

ffo nOmero IX. 

Coma so puede apreciar en asta fotograf1a, cuando el plAs­

mido es "cligorido4
', con lo enzima mencionada, la banda o bandas 

quo- lo jntaqran disminuyen do intenaidad o desapareccnt obtc­

ni6ndosc por otro lado una nueva banda localizada rn5s nbajo, t°S! 

to se dobe a que el pllíamido se abro y por ollo se desplaza mlis 

sobro el gel. 

1 
\, 

l 
l 
¡ 



Con respecto al DNA donador, so puede apreciar un 11 barri­

do" do la ban<ln original, lo que se debo interpretar como la 

fragmcntacl6n del mismo en pedazos de <llvcrsos tamafios y peso 

molecular por efecto de la enzima do rcntricci6n. 

7. 4 Unil5n de los fragmentos de DNll 

Unn vez establecidas las condiciones de 11 digcsti6n11 tanto 

para el pl6smido como para el DNll donador, el siguiente paso 

fu6 unirlos para formar lao mol~culas· rccombinantcs; para 6sto 

se utillzl5 la enzima ligasa T4 y se siguil5 la t6cnica descrita 

por Dugaiczyk y Goodman en 1975 (21), para unir fragmentos de 

DNll digeridos con Eco RI. 
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EGto procedimiento experimental puede dar orlgen nl menos 

a tres posibilidades de uni15n: el pllismido unido a un fragmento 

de DNI\ donador, ol plAsmido unido a st mismo, y fragmentos de 

DNA unidos entre et. 

Para aumentar la probabilidad de unil5n entre el voh{culo y 

el DNA donador, trabajamos con una mezcla que contenta pltismido 

y DNf\ en una proporc16n de 1: lO rca1ioctivamcnte. Dichn reac­

ción se llcv6 a c,,bo en un sistema conteniendo la enzima en una 

relacil5n de 111 por cad.i 3 119 do Dllll total, (20U/11l de ligasa) 

a 12ºC y pll n.o durante 16 horas de incubaci6n. En ente senti­

do la eficiencia clD la enzima fué previamente conntatada ligan-· 

do uno muestra digerida ele DNA croiuosomico (figura X). 
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Los resultados de este procedimiento experimental fueron 

evaluados en un paso posterior al determinar el nGmcro do c6lu-

las recombinan tes por cada 119 de DNA de plásmido. 

1. 5 Caractcrtsticas de la cepa receptora 

Entre las propiedades deseables para una cepa que scrfi em­

p leadn como receptora de la 'molt!cula rccombinnnte cst:i el con-

tar con sistemas inactivos de modificación (~) y rcstrlcci6n 

(r). Tal c.-iractcrtstica es iraportantC para provenir la diges­

ti6n o alteracl6n de la infonnnci6n gen6tica que se desea intr2 

duclr. En nuestro laboratorio ya contáboraos con una cepa rocee 

tora de Eschorichia coli denominada K 802 con fenotipo !:- , m-. 

Adi cionaln1cnta, os ta cepa os sensible a ·las antibi6ticos amplo!. 

linn, tctracicllna y cloranfcnicol, situnci6n qua permite el r~ 

conocimiento de las transformaciones que hayan adquirido con el 

plásmido pOR 329 on su forma intcr,Jril o rccombinaclo, la propiO­

dud de ser resistentes a alguno de estos antibi6ticos. 

Por otro lado, y con el fin de reconocer a la recombinanto 

deseada (productora de glucosa isomernna) fua neCcsario dispo­

ner do una mutante no productora de dicha enzima a partir de la 

cepa K 802. Pnra ello, se aisl6 una cepa incapaz de utilizar 

D-xilosa como anica fuente de carbono para crecer (25). Dicho 

carbohidrato requiere· ser isomcrizado por esta enzima a su cot~ 

sa correspondiente (xilulosa} antes de servir como fuente de 

carbono para la c6lula. Oc esto modo, la mutante ofrece un m6-
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toda de reconocimiento positivo para el aislamiento de la rece!!! 

binante mencionada. 

Una colonia aislada con estas caractcrtnticas 1 denominada 

K 802 1-25, fu6 incapaz do crocor on 0-xiloea. Este fenotipo, 

ful! observado aún en elevadas concentraciones del carbohidrato 

(qgura XI). J\dicionalmcntc, y do acuerdo a su comportamiento, 

la actividad isomcrizantc observacla en esta mutante, disminuy6 

entre un 75 y 80% en relaci6°n a la cepa K 802 (figura Xll) • 

7. 6 'l'rans formaci6n 

Una voz ll<Jados entre s! los fragmentos do Dtlll donador con 

el pl5smido pDR 329 1 se procedi6 a introducir por transforma­

ci6n, las mol6culas resultantes a la ccPa receptora previamente 

obtenida (K 802 l-25), 

En al presente estudio, la trnnsformaci6n fu6 realizada 'ac 

acuerdo al método reportado par Cohen en 1972 (13), el cual in­

volucra un tratamiento do las células receptoras con cloruro de 

calcio 30 mM para permeabilizarlas a la entrada de las mo16cu­

las de DNA. 

Adicionalmente a l.:i. cxposici6n de la copa receptora a las 

moUkulns formadas de DNA, se incluyeron diversos controles pa­

ra determinar la eficiencia del procedimiento, As!, por ejem­

plo, se añadieron condiciones con el p15smido original, con el 
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plásmido digerido y con el plfismido digerido y ligado a s! r.iis­

mo, adicionando una condlci6n sin DNA para eliminar problemas 

secundarios resultantes de la exposici6n da la cepn rnccptora 

al cloruro do calcio. 

En la Tabla VII se muestran los resultados obtenido~ des­

pu6s de transformar la ccpn receptora do ERcher ichia coli K 802 

l-25. Como puede observarse, en esta misma tabla, la eficien­

cia de transformaci6n (nlimero de c6lulas transformadas por cada 

µg de DNA de pl6smido) ful\ proporcional a ia integridad del 

plhmido empleado. Asir.iismo, ful\ posible obtener, dentro de 

las c6lulas transformantcs, un nlimoro determinado do recombina~ 

tes. 

7. 1 Reconocimiento do recombinantcrn 

7. 7 .1 Por su resistencia y sensibilidad a distintos marc~ 

dores. 

De entre las transformantcs obtenidas, las recombinantes 

pueden ser f6cilmonto distinguidas por su sensibilidad al anti­

bi6Uco cloranfcnicol, resultante a su vez, de la inactivaci6n 

inscrcionni. conferida por ln incorporaci6n de un fragmento de 

ONl\ donador en el gene que codifica para la resistencia a dicho 

mctabolito. Este fenotipo, como ae comprende, deriva de haber 

empleo.do la enzima Eco Rl pnrn d.igcrir, ns1 corno el pUismido 

pUR 329. 
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f·lcdiantc este procedimiento íu6 posible aislar un total do 

rccomhinantcs, las cuales corresponden a un 2.B\ en rolaci6n 

al número de transforman tes totales (tabla VII), 

7.7.2 Por su crecimiento en placas con xilosa como fuente 

do carbono. 

Con el fin de distin9uir a las 1·ccombinnntos deseadas, las 

copas sospechosas obtenidas fueron a su vez rcpl icadas en medio 

td.nimo con xi losa como fuente de carbono. 

Como resultado de este procedimiento, de las cinco rocomb!, 

nantes probadas, tres colonias presentaron el fenotipo buscado: 

xil+, !.- , !!!- , ~r, ~s, esto ntlmcro corresponde a el l ,68\ en 

rclaci6n al namoro do trnnsformantes totales. A estas cepns se 

les denomin!I 294, 374 y 503 respectivamente. 

Posteriormente so proccdi6 a caracterizar· a las recbmbina!l 

tes sospechosas con el fin de determinar si efectivamente hn­

b{an adquirido la informacl!ln gen~tica que codifica para la en­

zima isomorasn, o bien si se trataban da colonias rcvertontcs o 

mutantes rcgulatorins. 

7. O Cnractcr i zaci6n de laa recombinantcs obtenidas 

7, B. l Por su crecimionto en medio mtnlmo Hquiilo con xil~ 

sa como única fuente de carbono. 
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Para esto objetivo las tres rccombinantcs sospechosas rua­

ron crecidas en medio mínimo suplementado con 0,5% de xilosa e~ 

mo Gnica fuente de carbono. 

Como puede obscrvnrsc en la figura Xl Il lus ccpns rccombi­

nnntcs presentan una disminuci6n significativa en la velocidad 

específica do crcclmiento on rclaci6n a la cepa K R02. Aún y 

cuan<lo todas las recorabinantcs y la cepa K 802 alcanzan su !di~ 

fase alrededor de las 12 horas, el crecimiento máximo obtenido 

en dos de ellas fué menor y solamente· la cepa 503 se aproxim6 a 

la cepa de referencia en su crccimionto. En base a estos rosu! 

t¿¡dos esta última copa fu6 seleccionada para continuar con los 

estudios de car.actcrizaci6n. 

llay que destacar sin embargo, que en rclaci6n a la copa 

I< 802 la mutante K 002 1-25 solamente incroment6 su biomasa en 

un 49., mientras que las rocombinantos 294 y 374 la incrementa-­

ron en un 20% y la rccombinanto 503 en un 70\. Esto comporta­

miento puede sor observado en la tabla VIII. 

7.8.2 /1etlvldad isomorizante 

con el fin do profundizar on la caractcrizac16n de la copn 

rocomllinunte 503, su actividncl isomcrizant:o ruti determinada mi­

diendo su propiedad pnra convertir la fructosa a glucosa. Para 

olla, la ccpn fu6 crecida durante 14 horas a 37uc nn medio com­

ploto suplementado con D-xilosa al 0.5\ como inductor. 
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Los resultados obtenidos on este ensayo se rr.uostran en la 

figura XIV. Como puedo notarse, la cepa 503 presenta un incre­

mento do casi 5 voces on su actividad con respecto a la cepa r~ 

captora K 802 1-25, y de 2.~ voces en comparaci6n a la cepa
11

, 

K 802. 

7,B.3 Afinidad por el sustrato 

Con ol fin do dincornir si la actividad que ostaba siendo 

expresada corrospondfa a la cepa donadora de la informaci6n o 

solamente ora una roversi6n do la cepa receptora a su estado 

original, se determinaron los valores de Km para fructosa, tan­

to- en la copil rocomblnunte 503, como en la cepa original K 002. 

Asimismo on esto experimento se incluy6 al microorganismo dona­

dor <le la informaci6n (Actinoplanes missouriensis) • Para el lo 

las clilulas fueron crecidas durante 14 horas a 37"C de tempera-

tura en medio completo suplementado con o-xi losa al O .s•. 

Como puede observarse, (tabla IX), el valor de Km que pre-

ser.ta la recomblnnnte es mñs semejante al valor presentado por 

el microorganismo donador do la informaci6n que el mostrado por 

la cepa receptora. La afinidad de lil isomarasa de Actinoplanos 

~~~~por su sustrato, rcsult6 rnayor que la observada 

en la capo raccptora, informaci6n que es congruente con la cap! 

cidncl do In enzima para isomcrizur fructosn. 
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7. 9 Genlltica 

7. 9 .1 Presencia del inserto 

Para veriflca·r si ol pl:ismido era rccombinanto, se proce­

dió a d.igcrirlo de nuevo con la enzima Eco RI para extraer al 

fragmento que pudo haberse insertado on el veh!culo, 

Con la mezcla do digosti6n se hizo un gol de agarosa al 

O. 85\ cuya fotografta se muestra en la figura XV. 

Como se puedo apreciar, en el carril qu~ corresponde al 

pl.!ismido rocombinantc digerido aparecen dos bandas, una de 

ellas correspondo al vchtculo abierto, y la otra n un fragmenta 

do DUA do aproximadamente 800 pares do bases (calcul.Jdo por el 

do1;plazamiento de 1<1 banda en el gel compcirando can un control 

de peso molecular conocido, el dato no se muestra), que bien p~ 

dicru contener la información necesaria pnni la s!ntceis de la 

glucosa isomorasa. 

1. 9. l Retransformaci6n 

Para comprobar si era la presencia del plfismido qui6n eat!! 

ba confj riendo a la cepa receptora (~ col! l< 802 1-25) la pro­

piedad de crecer en xilosa, so procadi6 n extraer ol pl:ismido 

recombinnntl' n ln cepa 503, con el fin de volver a trnnsformar 

la misma cepa receptora K 802 1-25. Oc esta transformac16n se 
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obtuvieron BO colonias y todas presentaban el siguiente" fonot! 

po; ~r, 9!!.ª, !E_r, x11+, do t!at«s, se scloccion6 una do ellas 

(denominada No. 15) con ol fin de volver a determinarle su cap~ 

cidad de crecimiento en xilosa, figura XVI, ast como au activi-

dad isomcrizante. En os ta ocasi6n, la actividad obtenida para 

la copa 15 fu!; casi 2 veces mayor quo la copa original y 5 vo-

ces Dayor que la cepa receptora. Ente se esquematiza en la fi-

gura XVII. 
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Piq. Vil J!lcctrofor~sis en qc!l de llC)arosn Ucl l>W\ cror,oso1nnl de 

Cnrril /\) contiene 1 \lfl <lo Dtll\ oxtr.1ído de ncuonlo a unn 1110 
Llil icnci6n del m6todo ~le ?-:nrmur 1961, C<irril B) contiene .. -
1 \lf.1 de este mi!>mo DNI\ pera dir¡crillo con Bnn HI durante 1~ 
horas a 37 t'c en un sistema de reacción comrucsto .,or 1 \JU 
de DNA, l ~~I de solución ª"º'ti~uadora 1'ris (10 nnl EDTA 
(1 1nM) pll 8.0, 1 111 de solución amorti.c.:iuadora para B.:im llI 
( lOXl 1 111 <le Bam 111 ( lU/ 111) y 10 111 de aqua estéril. 
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f'icJ. VIII 1-:lcctroforcsin en gel de aí]arosn <lcl pl~smido 

pllR 12~ cxtra{do y purificado 

Se npl ic11ron al qcl 1, 5 y 10 ul dn unn solución 
del pl.'h;mi<lo contcnicnclo l µcJ/µl en lc>ti cnrrilcn 
l\ 1 u y e rcspactivomcntc 
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f'iC]. IX ElcctroíorcBÜi en r1el de WJllroirn de ;nuostrU9 de DNJ\ cr~ 

pBR 21~. 

c.1rt'i J0!: u ~, DJ muc:;trun de l>NI\ cromo:16rnica 'I de oltismido 
diqcri.lnn con la cn;~ima do rl!stricción l~co JH respoctiva­
l!lct'lte, vn un flir.tom.i de re(1cci6n compum;to por l ¡11 e.le ONJ\ 
(lp1J/Jd) 2 ¡Jl dn en:!ima {lU/plJ, 1 ¡i) de soluct6n amorti­
<;twdon1 flil ra EC'o IU ( 1 OXJ 'l 6 ¡d de .::1t¡tl<l c~Hó r j l. Ca rri-
1 C!s fl y CJ contonicn<lo l )HJ de ONI\ c1·omos61nico y do ~)Hh;­
mido :::.in digerir rcspcct.iv.1mcntc. 
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Fig. X Unión de los fniqmentos de PNll 

carril 11) 01111 cromos6mico sin dic¡erir (l µg) 

carril DI ONI\ cromos6mico (1 ¡19) dir¡erirlo con nam llI 
en una proporción de lU/}lrJ de DNA. 
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c.uri 1 CI ONI\ cromosOmico ( l 11r¡) lir¡ndo con enzima lir;a 
sil T4 do l\H(. (·1 11 l) « 4 ºC dur,1ntc 16 horan. -
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Figu.ra XI. curva de crecimiento rle dos cepafl de Eschar.f.chia E2.!.f. 
r.urv;i de crecimiento da los mutantes K 802 y K802 1-25 
(xi1 ) en medio mínimo suplem•mt~do con dos concontra­
cíones do O-xilosa. Al O, 5% (e ) y al 3% ( 0), 
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K 802 1-25 

Figura XII. l\ctivldad capcc!fica do la enzima glucosa isomorasa 

Actividad isomcrizanto on dos copas de f!schorichia 
~ crecidas en medio completo suplementado con -
o.si del carbohidrato D-xilosa. La actividad fuil 
determinada en un sistema de reacción de 5 ml. (con 
2 ml. do extracto cclulill", 0.5 ml. de ualoo cofac­
toros y 2.5 mJ. del HUt>lrato D-fructosa 2 H) a 60ºC 
<le Lc'mpcratura y 1 hora de incuJJación. 
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TABLA VII 

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

Origen del m;¡, Concentración de 
DNA total emplea 
do para transfo'r 
mar lug). -

Sin o::A o.o 

Pl!lsmido o. 2 
entero 

Plásmido o. 3 
digerido 

Plásmido 0.5 
digerido y 
ligado 

Pl!lsmido y o. 39ª 
DNA cromos6 
mico digerI 
do y ligado 

de células transformadas 
por ug de DNA de pl!smido 

13,900 

110 

7. 980 

5, 014 

de cUulas recombinantes 
por ug de DNA de nlhmido 

142. 8 

a La concentración de pUsmido y DNA cromos6mico empleada en esta relaci6n ful! de1 
- 0.0355/0.355 respectivamente'( ug de DNA) 
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Figura XIII. Curva do crecimiento Uc laH rccombinantce obt!!_ 

nida• a partir de la mutante K 602 1-25 (xil 

~n medió mínimo suplementado con D-xilosa al 

o .si. 
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TABLA VIII 

Incremento en la biomasa de diferentes cepas de Escherichia ~ 

Cepa 

K 802 

K 802 l-25 

294 

374 

503 

No. de veces que las cepas fueron a 
capaces de incrementar su biomasa -

50 

10 

10 

35 

! Las cepas fueron crAcidas durante 42 horas en medio m!nimo suplementado 
con D-xilosa al 0.5\ como fuente de carbono. 
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11 
K 802 503 

Relación cuantitativa de la glucosa isomeraaa obtc 
nida en tres cepas de Escherichia coli, incluyendo 
la rocombinante 503. --
r~nu cepas fueron crecidas en medio comploto suplc­
munta.U.o con D-xilosa al O. 5%. J,a actividad fu6 de 
torminada on l au mismas condicionci:; de rcacci6n dC 
la f.i<iura XII, 
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·rABLA IX 

AFINIDAD DE loA GLUCOSA ISOMERASA POR LA D-l'RUCTOSA 

Microorganismo Km obtenida 

Actinoplnncs miaHourionsie J,S M 

Escherir.hia coli K 802 6.6 M 

EHchcrichia ~ K 802 50J 4.0 M 

~m determinada on un sistema quo conton!a: 2.0 ml. de 

extracto celulnr (cnzimal, O. S mi, de una aolucilln de 

sales cofactoros, 2.5 ml. solución do diferentes con­

centraciones del sustrato de D-fructosa disuelto on -

soluci~n amortiguadora mnleatos 0.2 M pll 6.8 a SOºC -

durante 1 hora. 
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A e 

Pig. XV. Gel dr: .:iqarosa de la diqcsti6n del ~1lásmiclo recombina!!. 

to rt./\ ~n3. 

Carril A) prnmnido sin diqcrir (1 Jrn), C.irri.l B) pl5a­
miUo Uiqcridu en un sistema de reacción con 2. 25 WJ tla 
UNA de p1~1Bm.ülo; 25 111 de cnzilnn (111/pl) 25 ¡il de uolu 
c16n .:w1urticJuador.i pnrc.l l·:co Rt y 100 ¡il da aqun cstúrTl 
t .. 1 b.:intl.l 1 corrci;ponclc ni pl.1maidu JincctrizaUo, J,1 bnn­
d.1 2 corrm;po11w.:: al insortn. 
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Pigura XVI. Crccimionto do lns cepas parcntnlca y clifcrcntcs 

rocombinnntea obtenidas en medio mínimo M9 supl~ 
mentado con o-xilosa COMO fuente do carbono. 
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l'ig11ra XVII, Actividad isomerizante obtenida en diversas cepas de Escherichia ~ 

incluyendo a las recombinan tes 503 y 15, 

La actividad fu6 inducida en medio completo suplemcn~ado con D-xilosa 

al O. Sl (c:::::::J 1 y al 2% llZZZZZ!l. 



V!It DISCUSION 

Como resultado del presente trabajo, s~ encontraron las 

condiciones expcrimcntalcn que permitieron aislar y digerir 

con la enzima de rcstr.icci6n Eco RI, el DNI\ donador del act!, 

nomiccto Actinoplancn missouriensis cepa NRRL 3342 (product~ 

ra de glucosa isomerasa) y el pl5smido pDR 329. Los fragmen 

tos obtenidos fueron unidos entro st mediante la acci6n do -

la enzima ligasa de T4. Los.pl5smidos obtenidos incorporados 

por medio de transfori.mci6n a la copa receptora fu_ ~ 

K 802 1-25 (xiC moth- E- !!!- !!1?_9 S!!!"l. Las colonias trans­

formadas fueron distinguidas por su propiedad pan1 crecer en 

presencia de ampicilina y de ellas, las rocomblnantes se re-

conocieron por su sensibilidad a clornnfonicol (2. 8\ do las 

transformanton totales). 

Una t:olonia recomb.inantc denominada !.:_ 22!!. 503, fue -­

aislada por su capacidad para crecer on bajas concentracio-­

nes del carbohidrato D-xilosa. Esta copa pruscnt6 un incre­

mento do casi S veces en su actividad de glucosa isorr.erasa -

con respecto al microorganismo receptor quo fue empleado. 

J,o. constanto do afinidad de esta enzima por D-fructoea 

fue de 4.0 H, valor que corresponde a la Krn clr. esta enzima -

on Actinoplanoo missouri..!!..!!_f!.!!!_, microorganismo donndor la in­

formación clonada. 

,, 
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La rccombinante obtenida produjo un m~ximo de actividad 

de isomerasa a las 15 horas de incubaci6n. Este tiempo rcpr2 

scnta un ahorro de 4.8 veces comparado al requerido por la -

cepa original de ~ missouriensis. 

El plSsmido rccomblnantc (dcnominü<lo PLA) rc~ult6 ser -

un plásmido estable que nl aor djgcriclo por Eco n1 presenta 

un inserto de upro~imadamcnte BOO pares de bases. 

La informaci6n clonada en el pldsmido pLA codifica para 

la stntesis de glucosa isomorasa ya que cuando éste fue ei<-­

trn!do o introducido a la cepa receptora !h coli. K 802 1-25, 

las transformantos obtenidas adquirieron la propiedad de cr2 

cor en bajas concentracionas de xilasn como fuente de carbo­

no. 

Si bien,· la cepa recombinante produc:o ln isomcrasa on -

un pcrtodo tlc t:icmpo menor que lit ccp4 de l\ctinoplancs 

~~y as posible obtener una actividnd 5 y 2 voces 

mayar que las cepas receptara y original do !h_ ~ respcct!_ 

vamonte, la QCtívidad isomorizante obtenida fue 50 veces ma­

yar que la que resulta en ~ missouricnsia. Dicho comporta­

miento sugiere qua la informaci6n clonada pudiora presentar 

problemas de exprcsi6n. Esto fenOmeno ha sida tambi6n obser­

vado on clonaci6n del gene que codificn para l.a s!ntcsis de 

ncomicina fosfotrnnsfcrasa do Strcptomyccs 1!..Y.~' omplcnn 

do !h ~oJl como receptar (52). en este ejemplo, la exprcsi6n 

de ln informnci6n clonada fue 10 veces monor que la obtenida 

en la cepa original. Son diversas los factores que puedop i~ 
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cidir en la cxpresi6n do genes cuando se involucran géneros 

y especies diferentes. Do entre ellos posiblemente lü efi---

ciencia do los promotoras involucrados, determinada a su vez 

por sus regiones de iniciaci6n, así como su rcgulaci6n, pue-

den ser de vital importancia. Esta posibilidad ha sido r¿ __ _ 

cientemcnte favorecida por Robbins y colaboradores {49) para 

la clonaci6n del gene que codifica para Ja endoglicosidasa 11 

do Streptomyccs plicatus empleando _g. EQ.!.! como receptor. En 

esto ejemplo, los autores reportnn un incrcmcmto do 130 ve-­

ces un la cxprcsi6n do este gene cuando la secuencia es pre­

cedida por el promotor lac do ~· colL 

Con ta les antecedan tos, es predecible que la incorpora­

ci6n de promotores oficiantes de §. col! a la copa recombi-­

nanta pur~da resultar en una mayor eficiencia en la cxprosi6n 

do la informaci6n clonada. 
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IX CONCLUSION ':/ RECOMENDllCIONES 

9 .1 Conclusiones 

Por los resultados obtenidos en este trabajo, se pueden 

llegar a lns siguientes conclusiones: 

a) se montaron las condicionCs para la cxtrncci6n, purifica­

ci6n, diqesti6n y ligado del DNI\ cromosomlcoy del DNll clel 

1.Ch!culo molecular con el objeto de formar mol~culas recom­

binantos, 

b) se obtuvieron una serio de moléculas rccombi~antos con in 
formuci6n capaz de expresarse en la cepa receptora. 

e) de las cepas rccombinantcs, tras de ellas presentaron al 

fenotipo esperado (llpr ' cm• ' xu•1. 
di la curva de crecimiento obtenida por una de las recombi-­

nantcs sospechosa comparada con la curva do crecimiento -

do la cepa receptora muestran una diferencia en su campar 

tamionto para utilizar la xilosa como fuente de carbono. 

e) con respecto a la actividad isomcrizantc, la copa recomb!, 

nante sospechosa presenta una mayor actividad que la copa 

receptora. 

fl el nn11lislo de rcstricci6n del pl11smido recombinanto obt~ 

nido en ~ste tralla.jo, muestra la presencia de un inserto 

qu'c bien podría contener la inf0rmaci6n necesaria para el 

cambio en lns características fonotfpicas ele la cepa rc-­

ceptora. 

g) La determinación de la Km tanto para la cepa receptora, -

· la cepa donadora de la informaci6n, como parn la rccombi-
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nante sospechosa muestra que hay una semejanza en el com-

portamiento cnzim~tico entre la cepa donadora y la sospc-

chosa obtenida en la transformaci6n. 

h) se obtuvieron nuevas colonias recombinantcs al rcnlizar -

una nueva transformaci6n con el pl~smido obtenido en este 

trabajo, todas con las mismas características que las pri 

meras sospechosas obtenidas. 

i) no se alcanzaron los niveles de producci6n de la enzima -

esperados para un oxporimcnto de clonaci6n molecular on -

al qua el aumento en la dosis g~nica puede traducirse en 

un incrcmnnto en la cantidad de enzima producida. 

j) la inestabilidad dol pl6smido recombinante obtenido ful! -

clara al perderse con relativa facilidad la capacidad de 

crecer en xilosa de las cepas sospechosas cuando dejaban 

de ser propagadas bajo medios de prcsi6n selectiva. 

9.2 Recomendaciones 

Si bien la evJ.dencia experimental obtenida en el prese!! 

te trabajo es compatible con la clonaci6n molecular en ,g., -­

coli del gene qt1e codifica para la enzima glucosa isomcrasa 

de ~· mi ssourtsn~is es importante mejorar la expresit'5n de la 

informaci6n clonada. Dicho proceso deber~ involucrar la in-­

corporaci.6n y ensayo de diversos promotores de ~· coli qua -

pueda ;uuncntar la eficiencia del sistema de transcripcidn de 

la informaci6n ganad", 

Por otro lado, ser~ necesario inlroducir regiones de --

DNA que codifiquen para la s!ntesis de moléculas importantes 

para la vida ele' lil c6lul.i, do tal suerte que el mantener los 
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pl4smidos reprosente una ventaja para la misma. 

Las combinaciones de los factores anteriores podrá re-­

sul tar en un« cepa receptora capaz de expresar de manera of!, 

ciento la informaci6n clonada en condiciones de estabilidad 

operacional que eventualmente faciliten el escalamiento dol 

proceso a los nivelas que la industria demando. 
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