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OBJETIVO 

Se podría decir que el objetivo de nuestro trabajo es de 

dos tipos, uno inmediato y otro mediato. 

Esta tesis alcanza a cumplir el primero de ellos, ésto es, 

lle~ar a estabilizar material genético heterólogo en un microorganismo -

que presenta ciertas ventajas como lo es Escherichia coli K-12. Como se 

verá en el curso de este trabajo, se exponen una serie de problemas que 

habían impedido e l mantenimiento en forma estable de materia l genético -

de organismos de otra f ami lia, en una bacteria cene~. coli, debido a me

canismos de restricc ión y modificación que están presentes en la célula 

y a la falta de homología entre ADN. Sin embargo, en la actualidad ha -

sido posible es tabilizar ADN heterólogo en ~- coli gracias al sistema -

Eco RI- Ligasa T4 la cual es una metodología q ue nos permite manejar e l 

mate rial genético de tal manera que es posible f ormar plás midos ~ompues

tos" que a l ser introduc i dos por transformac i ó n en E. coli, por s us carac 

t erísticas de r eplicón , perma nece n estables. 

Cl aro es que e l objetivo med iato será t r a ta r que esta nu~ 

va inf ormación que ha sido introduc ida s e expre se y, no sólo eso s ino -

que esa información sea específica, es decir, se tratará de introducir 

genes puros que codifiquen para moléculas de interés. 

La aplicación futura que podría ser a muchos niveles se -

presenta cono un nuevo método para el estudio de los mecanismos de reg~ 
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!ación en los diferentes organismos tanto procariotes como eucariotes -

así como una nueva forma de producción industrial de ciertas enzimas, -

antibióticos, etc. 

Otro punto importante sería la sustitución de ciertos pr~ 

duetos comerciales (fertilizantes) por la transformación directa a pla~ 

tas; por ejemplo, utilizando los genes para fijación de N
2 

de ciertos -

microorganismos como Klebsiella aerogenes (1). 

De ahí la importancia de este trabajo en donde se reporta 

la estabilización de un material genético heterólogo en ~- coli K-12 -

como lo es un fragmento de ADN de N. crassa. Este microorganismo pre-

senta ciertas características importantes como el ser un eucariote sen

cillo cuyo mecanismo de regulación de fijación de nitrógeno ha sido ex

tensamente estudiado (2) . 
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ANTECEDENTES 

Hasta ahora sólo se había llegado a provocar modificacio

nes sobre el ADN en un microorganismo preexistente, ésto es, mutageni-

zándolo y seleccionando específicamente ciertos organismos sobreproduc

tores (3). 

Sin embargo, existe la posibilidad de modificar la infor

mación genética de un organismo dado sin la necesidad de mutagenizar el 

ADN existente, es decir, introduciendo material genético de organismos 

de la misma o diferente especie. De hecho ésto ya se ha realizado por 

Cohen et al, logrando la construcción de nuevas cepas bacterianas por -

medio de la formación de plásmidos compuesto de ADN. Estos plásmidos -

compuestos son generados por la acción conjunta de la endonucleasa de -

restricción Eco Rl. y de una ligasa de ADN (4). 

Es de interés hacer notar la importancia de este sistema 

enzimático (Eco Rl - Ligasa), ya que abre el camino para el desarrollo 

futuro de la Ingeniería Genética puesto que gracias a ella será posible, 

como se indicó antes, construir nuevos organismos, que no necesariamen

te serán "monstruos" ni crearán problemas, sino que ayudarán a la reso

lución de una serie de problemas de carácter mundial . 
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GENERALIDADES 

Los tres fenómenos que hasta ahora han sido reportados en 

Biología como instrumentos para la modificación de la cantidad y/o cal~ 

dad de la información genética preexistente en una célula son: Trans--

ducción, Conjugación y Transformación, los cuales presentan las siguie~ 

tes características:* 

Transducción 

Es el proceso de transferencia del material genético ADN 

en bacterias el cual está mediado por partículas fágicas. La transduc-

ción puede ser un método común para el intercambio de información gené-

tica en la naturaleza. 

Fué en 1952 cuando Zinder y Lederberg reportaron por vez 

primera este fenómeno, al comprobar que el fago temperado PLT22 de 

Salmonella typhimurium era capaz de transferir marcadores genéticos en-

tre diferentes cepas de este organismo (5). 

Este fenómeno es una propiedad que poseen muchos fagos --

temperados de diferentes tipos de bacterias (6) y actinomicetos;' a estos 

bacteriofagos se les conoce como fagos transductantes. 

* De estos tres mecanismos enfatizaremos sobre las características -
respectivas al fenómeno de Transformación debido a las ventajas -
que presenta y, que serán enumeradas posteriormente. 
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El mecanismo de transducción se lleva a cabo de la sigui~n 

te manera (Fig. 1): 

Infección de una bacteria por un fago transductante. El 

AON del fago da lugar al rompimiento del cromosoma bacteriano en fracci~ 

nes de tamaño diferente de las cuales algunas serán semejantes en tamaño 

y peso al ADN fágico y, se inicia también la síntesis de proteínas vira

les. Se ensamblan los viriones y puesto que existen fragmentos de ADN -

bacteriano del mismo peso que el viral, se ensamblan éstas como si fue-

ran ADN fágico. Se lisa la bacteria huésped y ocurre la liberación de -

las partículas virales entre las cuales algunas, las transductantes, só

lo llevan ADN bacteriano. Posteriormente si ocurre la infección de una 

célula receptora por un fago<i.le lleva el ADN bacteriano, el ADN bacter!_a 

ano portado por la partícula transductante se incorpora al del huésped 

por medio de un proceso de recombinación (7) con la subsecuente forma-

ción de células con diferentes caracteres genotípicos. 

Como hemos visto, el material genético transferido por el 

fago transductante es un fragmento del genoma bacteriano; ahora bien, -

cuando dos o más genes se encuentran separados por una distancia de ADN 

menor que el tamaño máximo que puede ser transferido por un determinado 

fago transductante, estos genes pueden ser cotransducidos. Entre mayor 

sea la distancia menor será la frecuencia de cotransducción. 
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FIGURA 1 • MECANISMO DE TRANSDUCCION . 

( El mecanismo se detalla en el texto ) 
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Se conocen dos tipos de transducción, a saber: 

a) Transducción generalizada y, 

b) Transducción especializada 

Cada una de las cuales se restringe a dos tipos de fagos respectivamen-

te. 
a) En el caso de la trans4ucción generalizada un virus -

en particular puede transferir una fracción de ADN bacteriano provenie!: 

te de cualquier parte del cromosoma. Por lo tanto, la transducción de 

cualquier gene o genes cromosomales o citoplásmicos puede ser mediada -

por virus de este tipo (virus generalizados) como sería el caso de Mu-1 

el cual se integra en cualquier sitio del cromosoma bacteriano o, P1 el 

cual nunca se integra sino que en la fase tardía de la infección produ-

ce nucleasas las cuales degradan el cromosoma bacteriano en una variedad 

muy grande de fragmentos. Las características de este tipo de transduc 

ción fueron descritas por Ikeda y Tornizawa (8). 

b) En la transducción especializada sólo ciertos genes --

cromosomales, aquellos que están cercados a la localización del profago 

en el cromosoma bacteriano, pueden ser transferidos. 

Este es el caso del fago J. de ~· coli el cual sólo puede 

transferir aquellos genes bacterianos que se encuentran cerca del locu~ 

de integración del profago. Este fago se integra de manera lineal entre 

los marcadores gal y bio (gal: operón que otorga a la célula la habili-

dad de fermentar la galactosal bio: operón que codifica para la produc-

ción de biotina) minuto 17.4 del cromosoma de E. coli K-12 (9). (Fig. 2). 
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HAPA DEL CROMOSOMA Di: E. coli. 
t 

El cromosoma de E. coli mide 90 ,que es el 
tiempo que tardarla en pasar todo un genoma 
en una conjugación. 
La simbologla está de acuerdo a A. Taylor (~B). 
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Los genes que pueden ser transferidos en transducciones -

especializadas difieren de acuerdo al sitio de inserción del virus 

transductante de que se trate. 

Conjugación 

Fue Joshua Lederberg quien en 1946 descubrió el proceso -

sexual en bacterias que ahora conocemos como conjugación y, en el ~ual 

el ADN es transmitido como resultado del contacto celular (10) . 

Es necesario para que la conjugación ocurra que uno de --

los organismos posea ciertas prolongaciones llamadas fimbria o pili ---

(11). Estos pelos sólo son producidos por aquellos organismos quepo--

seen una molécula de ADN llamada factor sexual o factor de fertilidad . 

El primer factor sexual reportado fué el factor F, en ~· coli, que es -

5 un ADN de 45 x 10 d, que puede existir como factor extracromosomal, ciE_ 

cular y capaz de replicarse en forma autónoma pero sincronizadamente al 

ADN cromosoma! (12), o bien puede integrarse y formar parte de l cromo--

soma (13) . 

Los factores que pueden existir en forma alternativa como 

parte del cromosoma o libres en e l citoplasma y que no son indispensa--

bles para la célula son llamados episomas (14). 

Los organismos que portan el factor F son F+ y son capa--

ces de donar material genético, en tanto que aquéllos que carecen de el 

son F y sólo funcionan con receptores. 
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El factor F además de intervenir e n su propia transferen

cia es capaz de provocar la transferencia de l os genes cromosomal es- -

Esto sucede cuando e l episoma pasa a formar parte de l cromosoma. A e s 

ta célula con e l factor F integrado se le conoce como Hf r (high f reque~ 

cy of recombination a lta fre cuencia de recombinación) (15) y , la d i fe 

rencia con respect o a la célula que presenta e l fac tor F como epis oma, 

es que la pr imera es capaz de transmitir genes cromosomale s a la r ecep

tora a altas frecuencias mientras que la s egunda no. 

El fac t or F s e puede insertar en cualquie r parte de l cro-

11Psoma, de ah~ que exista una gran variedad de cepas Hfr de acuer do a -

la l ocalización de i ntegrac i ón de é s te (16) (Fig. 3) . 

El meca nismo por el cual marcadores c romos omales son 

transferidos por el fenómeno de conjugación es ·como sigue : 

Ins erción del fac t or F e n e l c r omosana donador . Unión de 

l a ba c t eria donadora (F+) a la receptora (F ) por medio de un puente 

citoplásmico o pil i sexua l . Trans f e r enc ia del ADN cromos omal con el 

fac tor F i nser tado a l fi nal de l mac ho (F+) a la cé l ul a hembra (F- ) por 

medio de l puente de conj ugación (11) . Generalment e es ta transfe r e ncia 

es incompl e ta ya que só l o entra par t e del cromo soma de l macho antes de 

que las c élulas s e separen . Recombinaci ón entre e l ADN de l a hembr a y 

e l del macho con e l s ubsecuente proceso de s egregació n que da lugar a -

una progenie hap l o i de. (Fig . 4). 



F+ 

l 

HfrA Hfr B Hfr C 

FIGURA 3 • FORMACION DE DIFERENTES TIPOS DE CEPAS Hfr. 

La formación de una gran variedad de cepas Hf r es posible 
debido a la capacidad del factor F de insertarse en cual
quier parte del cromosoma. El sitio de recombinación se -
senala con una flecha a la mitad del episoma. 
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Cromosoma factor F Hfr 1'-' f actor F Integrado 

Bacteriano ~ 
Punto crecim iento del B Generalmente el factor F 

Cromosoma ~ no es tronsferlda,yo que 
siempre se encuertr6 en 

1 ~ 1 el punto fha l que roro -
F- \...._____./ ~ - mente se t ransfi ere . 

1~ 1JL1 0 1 
Recombinación del DNA 
del huesped F- con e 1 
segmento donado por el 

1 ~r~ 
Celula recombinmte F-

Hfr no recombinonte 

SEXUALIDAD EN E. coli 

TRANSFERENCIA CROMOSOMAL DEL MACHO Hfr A LA 
HEMBRA F-. 

(A} ( ~) 

FIGURA 4 ("hl SEXUA LIDAD EN E . ccl i .- Mecanismo del fenomeno de conjugació n . 

( B} MúDELO PARA EL MECANISMO DE TRANSFERENCI A DE ADN DURANT E LA CON JUGACION . 
La uni ón del ex t re~o de un pelo (pil i} a una célula F- de alguna manera 
activa una maquinari a ( F rep} , unida a la me mbran a c elu lar en la base del 
pelo , la c ua l i nic ia la replicación as i mé l ric a del ADN e11 el s i tio de i -
n i c iación de un factor F . 

~ 
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En organismos pertenecientes a diferentes niveles en la -

escala biolÓgica se ha llegado a detectar este fenómeno de conjugación 

a saber en: bacterias, actinomicetos, hongos superiores y algunos pro

tozoarios, sin embargo esta transferencia de material genético no es 

indiscriminada y~ que el ADN no puede ser transferido de organismo a or 

qanismo de diferentes familias, puesto que generalmente ocurre la des-

truoción del ADN heter6logo al ser reconocido por enzimas de restricción 

de la célula receptora. Los símbolos de reconocimiento son grupos quí

micos, tales como grupos metilo, los cuales son adicionados a las bases 

del ADN por enzimas modificantes para formar un patrón que es específi

co para un organismo o cepa determinadas. Cuando el ADN entra a una bac 

teria puede ser destruído por una enzima de restricción, una nucleasa, 

que destruye el ADN cuyo patrón de grupos modificantes es diferente al 

de la bacteria misma (17). Tal restricción presenta pues, ciertos obs

táculos para la transferencia de ADN de organismo a organismo o, de una 

especie a otra y, por lo tanto limita la calidad de información genét.!_ 

ca que pudiera ser transferida. 

Transformación 

El descubrimiento de transformación bacteriana por Grif

fith (18) en 1928 y, posteriorménte la demostración Por Avery, Macleod 

y Mccarty (19) en 1944, de que el factor transformante es ADN, ha lle

vado a pensar en un gran número de posibilidades de transformación ge-

nética en bacterias. Hasta la fecha se ha demostrado que~· coli es 

capaz de recibir información genética de muchos microorganismos (20) 
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(Ver Tabla I) y probablemente sea capaz de recibirla de cualquiera, te-

niendo en cuenta, por supuesto, que son necesar i os una serie de requis.!. 

tos en función del tipo de material genético que recibe, para que éste 

pueda estabilizarse y replicarse. En la actualidad se sabe el ADN trans 

formante puede ser lineal o circular y, que debe ser ADN nativo es decir, 

no desnaturali zado (de una sóla helicel. 

Hoy en día es aún poca la información que se tiene a cer-

ca del mecanismo de transformación, sin embargo los siguientes tres pa-

sos parecen estar involucrados en este mecanismo: El ADN debe ser libe 

rado de la célula donadora. Debe adsorPerse y luego absorberse en el --

organismo receptor . El ADN absorbido por la célula receptora debe recom 

binar con el cromosoma del receptor o quedar como un ADN extracromosomal 
Pequello1 fragmentos _ : - _ AON recep1or 

circular . (Fig. S). 

FIGURA S. 

MECANISMO DE 

T RANSFOR.MACION. 

de AON donador - - - ¡ 
1.- AON donador mezclado con 

cílulaa receptora• compet.,,te1. 

2 .- Ab1orclón del AON donador. 

Degradación del AON donador 

de doble hellce a una aóla 

hellce . 

2' -Apareamiento del AON donador 

con reglon11 homólogas de 1 

cromosoma receptor. 

3.- ln11rclÓn de AON donador en 

el cromosoma receptor . 

4 .- "Reparoclón " de la1 ruptura1 

paro dor una molí cu lo de 

AON hlbrldo . 

!l.- Replicacld'n para dar una 

molécu l a homoc igolo 

7 



Tabla I 

Sistemas en los cuales se ha reportado paso de material genético entre 
dos organismos de diferente especie 

Mecani smo 

Conjugación 

Transducción 

Organismos 

Donador DNA 

Salmonella 
typhimuriurn 

Klebsiella 
pne urnoniae 

Pseudornonas 
aeruginosa 

Fibroblasts 
humanos 

células de 
plantas su
periores 
(tomate) 

Transfo rrnación DNA de 
St r ept ornyces 
coelicolor 

DNA de 
Salmonella 
typhi 

DNA episomal 
Híbrido 
Salmonella 

jlanarna + 
E. coli 

DNA episornal 
Híbrido 
Staphylococcus 
aureus + 
E. co l i 

DNA episorna l 
compuesto 
Xe nopus 
laevis + 

Involucrados 

Receptor DNA 

E. coli (40) 

E. coli (41) 

E. coli 

E. coli gal 
gal (4 2 ) 

E. coli gal 
gal (44) 

B. subtilis 

(43) 

E. coli (37) 

E. coli ( 4) 

E. coli (38) 

E. coli (39) 

Tipos de genes trans
rni tidos 

Todos los crornosornales 
y epísorna les 

Operón nif, genes que 
codifican-para enzimas 
para fi j ación de nitró 
geno atmosférico 

Resistencia a penicil.!_ 
na episornal en Pseudo
rnonas a c rornosornal en 
E. coli 

Genes del operón de g~ 
lactos a de E. coli que 
perrniten utilizar la -
galactosa corno fuente 
de carbono 

Genes del operón de g~ 
lactosa de E. coli que 
permiten utilizar la -
galactosa corno fuente 
de carbono . 

Genes que codifi can p~ 
ra enzimas biosin téti-
cas; c uración de auxo-
trofía 

Genes que codifican pa
ra enzimas biosintéti-
cas; c urac ión de auxo-
trofía 

Ref~s~:n:ia episornal a 
antl.bl.Otl.COS 

Resistencia episornal a 
antibióticos 

Transcripción , y r epli-
cación DNA 285 y 185 de 
X. l aev i s 
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Transformación en E. coli K-12 

Se habían llevado a cabo una serie de intentos antes de -

Oishi para transformar E. coli (21, 22) y se necesitaron salvar dos obs 

táculos para lograrlo. 

El primer obstáculo era que el ADN no lograba penetrar al 

citoplasma bacteriano. Sin embargo, esta barrera se sobrepuso, tratan

do las células con altas concentraciones de ca+2 (30 mM) a OºC, permi-

tiendo ésto la transformación con ADN circulares tipos plásmido, más no 

con ADN lineales (23). 

I.a razón de esto Último, es que aparentemente si el ADN 

que entra es lineal, es degrado por una exonucleasa dependiente de ATP, 

codificada por los genes ~ y ~. que se localizan en el minuto 54 

del cromoscma de E. coli K-12 (22, 24, 25). De acuerdo con lo anterior 

se intentó transformar una mutante de estos genes con ADN lineal. El -

intento fue infructuoso, ya que al perder la célula esta actividad, aún 

cuando no degrada el ADN exógeno, tampoco puede recombinar, ya que esta 

exonucleasa es una de las actividades enzimáticas que se requieren para 

ello. 

Sin embargo, para entonces se tenían ya una serie de mu-

tantes supresoras fenotípicas de esta actividad de recB rece, a saber: 

las mutantes sbcB y sbcA que son células en donde aparecen nuevas vías 

que permiten que la célula recombine sin la actividad exonucleolítica 

codificada por ~- Oishi et al, logran transformar E. coli K-12 



12 

recBC sbcB ó sbcA (7, 25) usando ADN lineal extraido de E. coli K-12 --

26). 

Sin embargo, no logra transformar células de ~· coli K-12 

usando ADN de otras fuentes, como E. coli B, o B. subtilis. 

Ventajas de la transformación sobre la conjugación y la -

transducción como sistema para introducir ADN h t ~ e erologo 

en una ~élula. 

Como habrá podido notarse, existe una ventaja fundamental 

del sistema de transforlilaci6n sobre los de conjugación y transducción -

en cuanto a la posibilidad de que el donador de ADN sea de otra especie. 

En el caso de la conjugación, el paso de material genético 

de un organismo a otro, está limitado a organismos de la misma familia o 

de familias muy cercanas filogenéticamente, ya que no se han reportado -

conjugaciones entre familias no relacionadas. Lo mismo aplica para la 

transducción, ya que este fenómeno implica la obtención de partículas --

transductantes a partir de una célula infectada y para que estas partí--

culas infecten a una célula se requieren de los receptores de pared y es 

por ello que es poco probable que células poco relacionadas dentro de 

la escala biológica compartan estos receptores fágicos (27, 28). 

Es así que la transformación se convierte en el sistema --

idóneo para introducir material genético heterólogo en una célula, inde-

pendientemente de lo que a este material le ocurra, ya que siendo heteró 
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logo, es probable que así lo reconozca la célula y lo degrade (17). 

Importancia deE. coli como posible receptor y estabiliza

dor de un material genético heterólogo. 

Aun cuando es poco probable, como se dijo arriba, que una 

célula logre estabilizar e incorporar como suyo un ADN heterólogo, se -

tratará a continuación, de explicar un modelo basado en el conocimiento 

actual, que se tiene de organismos como ~· coli, para superar las difi-

cultades intrínsecas de esta célula y lograr modificarla para hacerla -

aceptora y estabilizadora de material genético no homólogo. 

Es indudable la importancia que esto podría tener para el 

hombre, ya que significaría una verdadera ingeniería genética en el se!!_ 

tido de poder introducir y estabilizar genes que codifican para la sín-

tesis de enzimas involucradas en vías biosintéticas importantes presentes 

en un organismo y llevarlos a otro que por sus características permitan 

una mejor producción de alguna sustancia deseada. 

Ahora bien, existen varias razones por las cuales ~· coli 

podría ser considerado como organismo aceptor de material genético hete 

rólogo: 

1) Este organismo es el mejor conocido tanto genética como 

bioquímicamente (28). 

2) Su velocidad de multiplicación es superior a la de la 

gran mayoría de otros organismos y requiere de medios 

sencillos y baratos para crecer. 
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3) Existe en E. coli la posibilidad de multiplicar la -

dosis de gene y para ello hay varios caminos: 

l 
a) obtención de merodiploides gracias a episomas F --

que son aquellos episomas que se generan de esci-

siones aberrantes, llevándose durante éstas, seg--

mentes de ADN cromosomal (29, 13, 30) (Fig. 6). 

FIGURA 6 • 

b) e) 

o o 
F- F+ F1 loe 

El factor seiuol F+, que 11 un eplaomo o eMtmento genético e1trocromo1omal . no está 
pr111nt1 en célula• h1mbro1 F- a) loa machoa, F+ b), lo portan 1a 110 como 
epitomo libre o como integrado Hfr . 

En otgunoa ca101, cuando ti 1pi1oma integrado 11 11clndl del cromosoma, lo hoce 
ll1váftdo11 uno par te del cromo1omo y 01 1 11 generan 101 factores F1 e). 
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b) Integración de F
1 

por el fenómeno de supresión 

por integración. Este fenómeno, reportado por 

Caro et al permite, mediante el uso de un tipo -

de mutantes de ~· coli incapaz de replicar su ADN 

a 42°C, la integración de varios tipos de plásmi

dos en el cromosoma bacteriano (31, 32) (Fig. 7). 

FIGURA 7 • 

E. Coli mutante termosensible 
paro locus dno A crece o 
32•c no crece o 42• e 

F loe 

Crece o 32• C 

SUPRESION INTEGRATIVA. 

Calentando o 
42•C » ~ro.,,.. 

loe 

Mutante• termo1en1ible1 para lo replk:aclón del ONA cromoaomal, no crecen a 42• C, 
pero ti a 32'9 C. Cuando lo cepa 11 f+, "I H crece o ~2· C, ol9una1 células loQron 

crecer. Entre 11to1 cílulo1, olguna1 aon rew1rtont11, pero otras no lo son . Estas 
119undo1, crecen debido a la in11rciÓn del 1pi1omo F tn el cromosoma y orocias 

a 1110, la célula replica todo 1u DNA con 11 1l1t1mo dll 1pi1omo integrado. 

loe 

c) Formación de partículas transductantes especiali

zadas. 

El fenómeno de transducción especializada implica 

la formación de partículas fágicas que llevan ADN 

hÍbrido en el sentido que es de origen bacteriano 

y fágico. Estas partículas, son el resultado de 

escisiones aberrantes del genoma viral. Por este 
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mecanismo se obtienen lisados ricos en partículas 

que llevan parte del operón de galactosa o de --

otros operones dependiendo donde se haya inserta

do el fago Á. u otro fago. Posteriores infeccio

nes con estas partículas aumentan en varios orde

nes de magnitud, la síntesis de las enzimas codi

ficadas por los genes que van unidos covalentemen 

te al ADN viral (9). 

d) Existencia del factor Col El que permite la ampl.!_ 

ficación de genes debido a que en presencia de -

cloromicetina se replica en tanto que el ADN cro

mosoma! no (50). 

4) Otra de las ventajas de !· coli es que es posible ob

tener fácilmente mutantes constitutivas para las enz.!_ 

mas encargadas de la biosíntesis de algÚn metabolito, 

así como obtención de mutantes no retroinhibidas. 

Sin embargo, aun cuando las ventajas, por sí mismas, re--

sultan atractivas es necesario mencionar que este organismo presenta --

también una serie de desventajas en cuanto a considerarlo como organis-

mo aceptor de material genético heterólogo, desventajas que necesaria- -

mente habría que salvar para lograr el objetivo deseado. 

Entre las desventajas;parentes que presenta este sistema p~ 

dr!an mencionarse las siguientes: 

a) !· coli parece ser un organismo muy eficiente en el -

sentido que no "le gusta" mantener ninguna información 

redundante Y en cuanto no la usa, la segrega. 
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b) ~· coli tiene mecanismos para reconocer y degradar -

material genético heterólogo: mecanismos de restric

ción (17). 

c) ~· coli no conjuga mas que con algunas otras entero-

bactereaceas y sólo es infectable por algunos bacte-

riofagos. 

d) E. coli requiere de homología, es decir de regiones -

de ADN semejantes en cuanto a secuencia de nucleótidos, 

para que pueda haber recombinación. 

Como se dijo anteriormente, costó mucho trabajo el poder 

llegar a transformar ~· coli con ADN homólogo, ya que como primer obs-

táculo este ADN no penetraba a la célula. Una vez resuelto ésto, el -

problema de la degradación del ADN lineal, se resolvió, como se mencio

nó, usando mutantes recB rece sbcA ó ~ en las cuales la actividad de 

exonucleasa ATP dependiente no existía y sin embargo, la célula recombi 

naba por otra vía, con otras enzimas. 

En la misma forma en que fu@ resuelto este problema, se -

han resuelto ya los problemas más importantes para convertir a E. coli 

en un sistema transformable por ADN heterólogo. 

Transformabilidad de E. coli por ADN heterólogo 

Obviamente la forma para vencer algunos de estos obstácu 

los es obteniendo mutantes que no los presenten, como fué el caso de la 



18 

obtención de mutantes recB rece sbcB transformables a partir de célu--

las salvajes no transformables. 

Uno de los impedimentos a vencer es el mecanismo de reco 

nocimiento que tiene la célula hacia todo ADN extraño, degradando este 

material "heterólogo. 

En 1967 Herber Boyer caracterizó, previa purificación, -

una enzima de E. coli !!.r presente también en K-12, cuya función es la 

de reconocer el ADN extraño y degradarlo. Esta enzima, una endonuclea-

sa, conocida con el nombre de endonucleasa de restricción, rompe las 

dos hélices de todo ADN que no sea propio, en sitios específicos del 

ADN de cuatro o seis nucleótidos (17, 33, 34, 35, 36). 

La forma en que esta enzima distingue entre ADN propio y 

extraño, es que el ADN propio está "modificado" (17, 35). 

El concepto "modificado" significa que el ADN está metila 

do. Esta es una de las posibles razones por las que Oishi (26) no logró 

transformación en E. coli K-12 recB rece sbcB usando ADN de E. coli o -

de B. subtilis. 

En nuestro laboratorio se ha construído una cepa de ~· coli K-12 recB -

rece sbcB que es transformable y que además no restringe ADN heterólogo, 

ya que tiene una mutación en el gene que codifica para la enzima de ---

restricción caracterizada por Boyer (37). 
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En esta cepa se logró transformación con ADN lineal de --

8almonella ~ lo cual habla que el ADN heterólogo de este organismo 

no fu~ degradado y pudo recombinar con el del huésped para transformar

lo (37). 

De acuerdo con ésto, se pensó que se habría salvado el obs 

táculo para transformar E. coli con ADN heterólogo. 

Sin embargo, al intentar transformar este organismo con 

ADN extraído de otros microorganismos como B. subtilis, ~· ~ ó 

Strepto111yces pheocromoc¡enes, no se logró y se pensó que podía haber dos 

razones para ello: 

Que estos organismos no tuvieron los genes que a ~· coli 

faltaban, aunque esto era poco probable por el gran número de seleccio

nes diferentes que se hizo, o porque aunque entraran estos genes y no -

fueran degradados, no existía una región de homología que les permitiese 

recombinar con el cromosoma de E. coli y por ende se diluirían con la -

multiplicación celular., ya que por no ser replicones, no podrían repl!_ 

carse autónomamente. Este modelo parece altamente probable, ya que se 

tienen datos que hacen pensar en la necesidad de la homología para est!_ 

bilizar por recombinación con el cromosoma del huésped, un segmento de 

ADN lineal. 

Transformabilidad de E. coli con ADN circular 

Los datos anteriores pudieran hacer pensar que la trans-
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formación heteróloga en E. coli quedaba restringida a usar ADN de célu

las muy cercanas dentro de la escala biológica. Sin embargo, esto no -

es así. El problema de la falta de homología en !· coli puede ser sal

vado mediante transformaciones con ADN que no requiere recombinar para 

estabilizarse y esto es el caso de ADN circular de tipo plásmido que a 

diferencia de segmentos de ADN lineal, es capaz de replicarse autónoma 

y sincrónicamente con el cromosoma bacteriano sin requerir integrarse -

para ello. En otras palabras, si bien es poco probable que usando seg

mentos de ADN lineal heterólogo se pueda lograr heterotransformación -

por falta de recombinación, por falta de homología, es posible lograrlo 

introduiendo ADN de tipo plásmido, ya que éste no requiere integrarse -

para estabilizarse. 

Los trabajos de Cohen (23, 4) demuestran la transformabi

lidad de E. coli con plásmidos. Además, la cepa no requiere ser recB 

rece ~ya que ésta exonucleasa no afecta el plásmido por no presentar 

éste extremos libres y, por no requerir de la recombinación para estabili 

zarse. 

Surge entonces una pregunta: Si es que es posible la trans 

formación con ADN de plásmido de otros organismos sobre ! · coli, lel -

número de genes transformables quedará restringido a los genes presen-

tes en estos plásmidos?. 
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Transformabilidad de E. coli con Plásmidos Compuestos 

Cohen et al (4), cbmo se ha mencionado anteriormente, lo-

gran transfol:11lación en E. coli usando ADN plásmido, específicamente de 

un plásmido R. 

Otra de las cosas interesantes hechas por Cohen et al, es 

el que logran transfol:11lar !· coli con plásmidos generados a partir de la 

acción de la endonucleasa Eco R-1 sobre plásmidos mayores en tamaño. 

En otras palabras, cuando un plásmido, por ejemplo el 

R-6 (4) que confiere resistencia a Sulfonamida (SU), Cloromicetina 

(On), Kamamicina (Km), Neomicina(Nm), Tetraciclina (Tet) y Estreptomi

cina (Sm) que tiene un peso molecular de 65 x 106 daltones y que reside 

en E: coli K-12,es sometido a la acción de esta enzima Eco R-1, se rom-

pe en 12 sitios reconocibles por la enzima de restricción Eco R-1 en --

este ADN extraído de E. ;coli K-12, Ahora bien, si se trata el plásmido 

con esta enzima y posteriormente el producto de esta reacción se usa --

para transformar !· coli salvaje, se obtienen diferentes tipos de tran~ 

formantes algunos de los cuáles sólo son resistentes a Tetraciclina. 

Si se analiza con ayuda del microscopio electrónico y en corrimiento en 

geles de acrilamida, el ADN plásmido presente en estos transformantes, en 

comparación con el ADN presente en transformantes obtenidos del trata--

miento del plásmido sin enzima y seleccionando para la misma resisten--

cia, se podrá observar que en aquellos primeros, la gran mayoría de las 

células son portadoras de un plásmido más pequeño que el original, 
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6 
5.6 x 10 daltones, y que sólo porta la resistencia a tetraciclina, 

mientras que en aquellos donde no hubo tratamiento con la enzima el pl!_s 

mido es el original R-6. Este plásmido que sólo porta resistencia a --

Tet fué llamado pSClOl. Fué posible también seleccionar para Kanamici-

na y as! obtener otro tipo de plásmido que sólo lleva esta resistencia 

6 
y que pesa 17 x 10 daltones. Este plásmido recibió el nombre de pSC102. 

Es importante hacer notar que mediante pruebas de desnatu-

ralización del ADN de estos plásmidos , producto del tratamiento con 

Eco R-1, y de renaturalización en presencia de ADN hélice sencilla del -

plásmido original R-6, se logra demostrar que ambos plásmidos se gene---

ran de este plásmido R-6, ya que hay hibridizaci6n entre estos ADN con -

el del R-6 . 

Estos datos significan que mediante la acci6n de esta en--

zima es posible generar ADN más pequeños a partir de un plásmido mayor -

y que si estos ADNs son usados para transformar, se ciclizan y se con---

vierten en plásmidos mas pequeños. 

Sin embargo, no acaba aqu! la potencialidad del sistema. -

Si ambos plásmidos pSClOl y pSC102 son mezclados y posteriormente trata-

dos con la enzima de restricci6n Eco R-1 y una ligasa de ADN se genera -

una molécula circular formada por ADN de ambos plásmidos originales que 

posee resistencia a Tetraciclina y a Kanamicina y que pesa la suma de --

ambos pSClOl y pSC102 . Este plásmido recibe el nombre de pSClOS . A este 

ejemplo se añade otro aun más interesante. 
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Mezclando el plásmido pSClOl TetR y un plásmido extraído 

de Salmonella panama RSFlOlO que confiere resistencia a SM y tratándolos 

con la enzima de restricción Eco R-1 y una ligasa de ADN y usando el pr~ 

dueto de esta reacción para transformar ~· coli y seleccionando para am

bos 'TetR y SMR, se logró aislar una célula que tiene un plásmido que es 

el resultado de la unión covalente de los plásmidos originales, merced 

al tratamiento con la enzima (38). 

Estos ejemplos, por sí solo, hablan de la potencialidad de 

este sistema en donde la clave es la enzima endonucleasa de restricción 

Eco R-1 que propicia la formación de "ADN circulares compuestos" extraí

dos de especies diferentes. 

Ahora bien, lo expresado hasta aquí abre una posibilidad -

muy interesante e importante para la ingeniería genética. 

Si como antes se mencionó, es poco probable estabilizar un 

segmento de ADN lineal heterólogo en E. coli debido a que no recombina -

con el ADN cromosomal del huésped y por el hecho de ser un segmento de un 

genoma, es muy poco probable que se replique, este ADN se pierde. Sin -

embargo, si este segmento de AON es incorporado en un ADN circular que -

posteriormente se use para transformar ~· coli que no restrinja el mate

rial genético heterólogo, sería factible pensar que as{, sin la necesidad 

de recombinar con el AON cromosomal del huésped y pudiendo ser replicado 

por la maquinaria del plásmido, se podría estabilizar. 
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Sistema Enzimático: Eco Rl - Ligasa de ADN 

El uso de las endonucleasas de restricci6n para romper -

ADN en fragmentos específicos que contienen uno o más genes ha ido en -

aumento. Algunas de estas endonucleasas provocan rompimiento en las -

.dos he·11-ces del ADN, generando pequeños extremos cohesivos de una sola -

hélice. Estos extremos cohesivos permiten la formaci6n de puentes de -

hidr6geno con extremos complementarios y este sistema es luego sustrato 

para la ligasa formando de nuevo la uni6n covalente fosfodiester (4, 34). 

La mezcla de los fragmentos de ADN resultantes del trata-

miento con la endonucleasa de restricción Eco Rl y posteriormente uni dos 

con la ligasa ha sido usada para transformar a E. coli K-12. Los plásm~ 

dos recombinantes fueron seleccionados en base a las propiedades genéti

cas asociadas a uno 6 más de los fragmentos de ADN. Las moléculas de -

ADN de plásmido son recuperadas a partir de las clonas de células trans

formadas y caracterizadas. 

Mecanismo de acci6n 

Son tres las endonucleasas de restricción más utilizadas -

en este tipo de metodología . En la Tabla II se muestran las secuencias 

de nucle6tidos . reconocidos por cada una. 
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Tabla II 

~ 
R. Eco R1 -G A A T T C-

-C T T A A'f'G-

J, 
-e e A G c-R. Eco RII 
-G G T C G-

t 

R. Hind III -A~A G C T T-

-T T C G AtA-

Puesto que de estas enzimas es la Eco Rl la que nos inte 

resa vale la pena aclarar un poco su mecanismo de acci6n . 

La enzima Eco R1 rompe el ADN heter6logo en regiones es-

pec!ficas en las dos hélices de un ADN, si' esqieel. ADN no presenta modi 

ficación. 

Lo interesante de esta secuencia es que presenta un doble 

eje de simetría como se muestra en la Fig. 8. 



FIGURA 8 • 

MODELO DE ROMPIMIENTO DE LA ENDONUCLEASA 

DE RESTRICCION . 

1 
1 
\ 
\ 
\ 

\ 

' ' ' ' ..... ---
Las letras ABC significan bases. 

Las primas son los bases complementarios 

Los flechas con números 1y2 son posibles sitios de 

ruptura de lo endonucleoso, generándose extremos 

de 4 ó 6 nucleotid os. 
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La posición de las flechas indican dos sitios alternati-

vos de rompimiento de la enzima. Suponiendo el sitio de ruptura en 2, 

se generan extremos de hélice sencilla de 4 nucleótidos y las hélices -

se separan en este punto tal como en la Fig. 9. 

Posteriormente las hélices se separan como se puede ver -

en la misma figura y el círculo se abrirá generando fragmentos con ex-

tremos de hélice sencilla de 4 nucleótidos. Estos extremos cohesivos 

generados por la Eco Rl son suficientemente estables a bajas tempera~-

turas (4 - lSºC) de tal manera que las uniones fosfodiéster pueden ser 
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FIGURA 9 • 
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ENDOHUClfASA DE "ESTIU CCIOH . 

regeneradas por acción de la ligasa de polinucleótidos (25). 

Lo interesante es que como el sitio de acción de la enzi-

ma es único, sólo puede generar estos fragmentos y,si una molécula de -

ADN lineal o circular presenta estas secuencias de 6 nucleótidos, la 

e nzima la romperá en tantas fracciones como secuencias tenga, siendo --

esta la razón por la cual el plásmide R-6 se rompe en doce fragmentos. 

Por ot r o lado, y este aparentemente es el caso para la -

formación de "plásmi dos compuestos", cuando dos ADN, ya sean lineales 

o circulares, son mezclados y puestos en contacto con la enzima, ésta 

generará sólo es te tipo de fragmentos con los extremos de 4 base s li--

bres. Probabilísticamente es factible que haya asociación a través de 

estas hélices sencillas, ya que son dos a dos complementarias, entre -
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ADN diferentes y que permanezcan unidos así mediante los puentes de --

hidrÓqeno. Si esta asociación, es ligada y luego se usa para transfor-

mar a E. coli, se pueden obtener toda una gama de plásmidos compuestos. 

La ligasa de polinuclétidos de ADN, que ha sido estudiada 

ampliamente hasta la fecha y cuya actividad parece estar presente en la 

síntesis y mecanismos de reparación de ADN (26) ha sido aislada y purif.!_ 

cada tanto de !· coli (48) como de !· coli infectada con el bacteriofago 

T4 (46), ésta última que fué la que nosotros usamos, ha sido identifica-

da como parte de un sistema enzimático y actúa catalizando la unión de -

los extremos 5'-fosforil y 3'-hidroxil correspondientes a cada una de --

las hélices de un ADN de doble hélice, sólo si las bases de cada uno de 

los extremos se encuentran separadas por una ruptura en la unión fosfo--

diéster y no por la.ausencia de una o más bases. (Ver Fig. 10) (45), 

además requiere de ATP (Trifosfato de adenosina) para su actividad. 

Ahora bien, tanto el principio mencionado anteriormente --

como su modo de acción fueron aprovechados por Cohen et al para generar 

plásmidos compuestos, entre un factor R de !· coli, el plásmido pSClOl, 

y un ADN circular, de otro organismo como Staphylococcus aureus (38) y 

entre un plásmido R, pSClOl de !· coli, y un ADN lineal de un eucariote, 

el sapo, Xenopus leavis (39) (Ver Fig. 11). 

Este sistema enzimático ha sido la base del procedimiento -
I 

conocido como clonamiento de ADN en bacterias, descrito recientemente --

(49), en donde este tipo de recombinación "in vitro" presente una serie 



FIGURA 10 a • 
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de ventajas para el aislamiento de genes específicos. Ahora bien, por 

clonamiento de ADN debemos entender el procedimiento por el cual un fr~g 

mento de ADN, aislado en unión covalente con un replicón independiente, 

se obtiene como una población homogénea de moléculas derivadas de una --
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FIGURA 11 • 
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molécula padre. Este procedimiento ha sido ampliamente usado en la ac

tualidad por Boyer et al (49) con el objeto de estudiar varios genomas 

eucarióticos junto con sus genomas mitocondriales, por ejemplo: célu-

las HeLa, LA9 y Drosophila melanogaster. 

Vehículos moleculares de ADN 

Los plásmidos bacterianos con los cuales se van a recomb.!_ 

nar los fragmentos de ADN formados por la Eco R-1 deben poseer ciertos 

requisitos de tal manera que este plásmido replique cualquier molécula

que esté unida a él; a este ADN lo llamamos "vehículo molecular". 

Además de que este plásmido se replique en forma autónoma 

debe poseer un gene el cual pueda ser usado con propósitos de selección. 

También debe tener un sólo sitio para la endonucleasa de restricción -

Eco R-1 y este sitio no debe estar en un gene qu~ pueda interrumpir la 

replicación del vehículo, ni tampoco debe ser el gene usado para la se

lección de las transformantes. 

Hasta ahora, dos han sido los plásmidos que han sido utili 

zados como vehículos moleculares (4, 38, 39, 50). 

Uno de ellos es un plásmido bacteriano pequeño (5.8 x 106 

d.), pSClOl, el cual posee un sitio de acción para la Eco R-1 y un gene 

cuyo producto no permite la acción de l antibiótico Tetraciclina (Te). -

Los fragmentos de ADN generados por la Eco R-1 pueden recombinar con esta 

molécula y ser recuperados en transformantes resistentes a tetraciclina. 
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El segundo plásmido, Col El, presenta una serie de nuevas 

características en relación al plásmido anterior. Esta molécula de ADN 

(4.2 x 10
6 

d.) también se rompe en un sólo sitio por la acción de la 

endonucleasa de restricción Eco R-1. La inserción de los fragmentos de 

ADN resultantes del tratamiento con la Eco R-1 en esta molécula no alt~ 

ran su habilidad de autorreplicarse, pero tales plásmidos compuestos no 

producen colicina El (50). Sin embargo, los plásmidos recombinantes de 

Col El presentan inmunidad a la actividad bactericida de la colicina 

El. Por lo tanto, cuando usamos el plásmido Col El como vehículo se 

puede seleccionar para inmunidad a colicina y por la inhabilidad de pr~ 

ducir colicina. Además la característica más atractiva de este plásmi

do es el hecho de poder obtener un gran número de copias incubando las 

células que lo llevan en presencia de cloranfenicol (Cm) (51). Ordina

riamente se obtienen 35 copias del plásmido por célula, sin embargo, -

cuando se inhibe la síntesis de proteínas con cm se acumulan aproximad~ 

mente, 3000 copias del plásmido por célula (SO). Además, el ADN del -

plásmido Col El está libre del complejo proteico de relajación el cual 

interfiere con la purificación del ADN del plásmido superenrollado. 

Es posible obtener 2 - 3 miligramos de ADN de Col El pur~ 

ficado por un litro de células después de 12 horas de amplificación en 

cloromicetina y se ha demostrado que los plásmidos compuestos de Col El 

se amplifican de la misma forma que el plásmido Col El. 



MATERIALES Y METOOOS 

MATERIALES 

Cepas Microbianas 

Cepa Genotipo+ 

E. coli JM291 thy, arg, 

his~ leu, 

met, lac, 

mal, xyl, 

Sm 
r , gal, 

E. coli JM295 thr leu 

B. Eumilus protótrof a 

s. coelicolor phe 

N. crassa protótrof a 

E. coli JM259 recB, rece, 
-

sbcB, hsr , 

h sm 
+ 

leu, 

arg, his, 

pro 

+ Nomenclatura de acuerdo a A. L. 

Factor 
extra

cromosomal 

Col El 

psc1a1 
(Te ) 

plásmido 
críptico 

SCPl 

Taylor (28) 

Derivación 

JC411 

CGOO 

ATCC7065 

IF12 

74A 

JM250 
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Fuente 

Dr. H. Boyer 

Dr. H. Boyer 

Dr. D. Hopwood 

Dr. J. Mora 

Dr. F. Bolivar 
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Medios 

1) Medio Completo (Medio Luria): Triptona (Difco) 10 g, extracto de -

levadura (Difco ) 5g, NaCl lOg, Agua 1 lt. pH: 7 (ajustar con NaOH). 

2) Medi o d e Crecimiento para Mice lio en forma de esferoplastos de 

Streptomyces coelicolor (Medio Sacarosa-Casarninoácidos-glicina) : 

Sacarosa 34 %, Casarninoácidos (Difco) 2.4 %, MgC1
2 

1 %, Glucosa 

0 .5 %, Glicina 0 . 5 %, Fenilalanina 50 mg. 

3) Medio Compl e to para~- c oelicolor: K
2

HP0
4 

5 g, NaCl 0.5 g, Mgso4 . 

7tt
2

o 1.5 g , Ca s arnino á c ido s (Difco ) 1.5 g., Hidro lizado de á c idos -

nucleicos 5 ml., Solución de vitaminas (Riboflavina 0.1 %, Nicotin~ 

mida 0.1 %, Aminobenzoico 0.01 %, Piridoxina-HCl O.OS %, Tiarnina-HCl 

0.05 %, Biotina 0.02 %) 1 ml, Glucosa 25 g, Peptona 2 g, Extracto -

de levadura 1 g, p H: 7.2 (ajustar con NaOH), Agua 1 lt, Agar lS g. 

4) Medio Mínimo M 9 : NH
4

Cl 1 g, KH
2

Po
4 

3 g, Na
2

HP0
4

6 g, NaCl O.S g, Agua 

1 lt. Esterilizar y a g r egar 1 ml. por lt. de una solución de Mgso4. 

7H
2

0 al 25 % esterilizada a parte . 

5) Medio Mínimo M P: KH
2

Po
4 

2 .72 2 g , (NH
4

J
2

s o
4 

1.98 g, Mgso
4

.7H
2

0 

0.246 g, Feso
4 

0 . 00 1 g , Glucosa 2 g, Agua 1 lt. pH: 7 (ajustar con 

KOH) 

6) Medio Voge l: Na
3
c

6
tt

5
o

7
. 2H

2
0 11 7.5 g, KH

2
Po

4 
250 g, NH

4
No

3 
100 g, -

Mgso
4

.7tt
2

o 10 g, CaC1
2

.2H
2

o 5 g, Reactivo trazas S ml., Biotina 

250 ug, Agua 1 lt. Añadir 5 ml. de cloroformo como preservativo. 

Reactivo Trazas: tt
3
c

6
tt

5
o

7
.H

2
0 5 g, Znso

4
.7H

2
0 S g, Fe(NH

4
J

2
(s0

4
)

2
. 

6H
2
o 1 g, cuso

4
.5H

2
o 0.25 g, Mnso

4
.tt

2
o 0.05 g, tt

3
ao

3 
anhidro o.os g, 

(NH
4

l
6

Mo
7
o

24 
.4H

2
0 0.035 g. 

Diluir antes de usar en proporción l:SO con agua y agregar Sacarosa 

1.5 %, Agar l.S %. 
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Amortiguadores 

1) TES: NaCl O.OS M, EDTA (ácido etilendiminotetracético) 0.005 M, -

Tris (hidroximetil aminometano) O.OS M. Ajustar pH: 8. 

2) TE: Tris 0.01 M, EDTA 0.001 M. Ajustar pH: 8.1 

3) Boratos + Tris ~ EDTA(Geles de agarosa): Tris 10.8 g, H
3
so3 anhidro 

5 . S g, EDTA 9.3 g. Ajustar pH: 8.3 

4) TM lOX (Reacción de Eco R-1): Tris 1 M, MgC1
2 

O.OS M. Ajustar 

pH: 7.5. 

Enzimas 

1) Endonucleasa de Restricción Eco R-1: Fué un regalo del laboratorio 

del Dr. H. Boyer del Centro Médico de la Universidad de California. 

La actividad de la enzima es la siguiente: l.Á. digiere 50 % de 

5 pg de ADN (ácido desoxirribonucleico) de Col El, el cual sólo tie 

ne un sitio de rompimiento para esta enzima. 

2) Ligasa T 4: Es un producto comercial preparado por Miles Co., 

Kankakee, Ill. (serie No. 39-625-2) de acuerdo al método de B. Weiss 

(46) y, purificada por cromatografía en DEAE-Celulosa. Es estable 

6 meses a -20°C. Su actividad es la siguiente: SÁ. de Ligasa T4 -

convierten 1 run de P
32

-monoésteres en fosfatasa resistenetes a 37ºC 

por 20 min. 
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Reactivos 

Metil- H
3
Timidina 1 mCi/ml fue obtenida de New England Nuclear. 

Lisozima, Deoxirribonucleasa y Ribonucleasa de Worthington Biochemical 

Corporation 

Bromuro de etidio y Pronasa grado B de Calbiochem 

Cloruro de cesio de Schwarz/Mann 

Agarosa y sacarosa (libre de RNAasa) de Sigma Chemical Co. 

Todos los aminoácidos son de Sigma Chemical Co. 

Todos los demás reactivos son de J. T. Baker. 
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ME TODOS 

1) Obtención de ADN de Neurospora crassa 

Se crece la cepa de !!· crassa 74 A en medio Vogel, para la obtención 

de micelio, iñcubando a 28º- 30ºC' se enfría a 4°C y es cosechada --

en fase logarítmica tardía por medio de centrifugación a 3000 rpm -

durante 10 min. a 4ºC. Se hacen polvos de acetona del micelio obte

nido y posteriormente un macerado usando Nitrógeno líquido o hielo -

seco. Se resuspende en 1/20 de su volumen original en una solución 

de NaCl (0.1 M) - EDTA (0 . 1 M) pH: 8.5 y, se homogeniza para romper 

el micelio; en seguida se adiciona Pronasa 10 mg/ml, en SSC O.lX, -

previamente digerida por 4 horas a 37ºC (con el objeto de eliminar -

posibles nucleasas contaminantes) para dar una concentración final -

de 500 microgramos/ml y se incuba durante toda la noche. Se añade -

RNl.sa, también inactivada, a una concentración final de 50 ~g/ml du-

rante 30 a 37°C. Se añade Dodecil Sulfato de sodio (10 % en amorti.ci.ua 

dor Tris-HCl lM.pH : 9) para dar una concentración final de 1 %. 

Después de incubar a 37ºC por 30 min., se adiciona igual volumen de 

una mezcla 1 : 1 de fenol (recientemente bidestilado)- Cloroformo pr~a 

rada inmediatamente antes de usarse. Se agita vigorosamente por 

5 min. hasta volver homogénea la mezcla, después se continúa la 

agitación muy suave durante 20 min. a temperatura ambiente. Se centri 

fuga la emulsión en una centrífuga Sorvall RC2-B con un rotor de -

columpio por 10 min. a 10 000 rpm. Se separa la fase acuosa (supe-
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rior) la cual vuelve a ser extraída dos veces más, sólo que en es-

tas dos últimas se adiciona igual volumen de una mezcla Cloroformo

alcohol isoamílico (24:1) y, se agita suavemente por 20 min. La -

fase acuosa fué precipitada con etanol absoluto (2 volumenes) frío 

(-20ºC) dejando escurrir el etanol suavemente por las paredes del -

vaso de precipitados. Se pasa a tubos Corex y, se deja precipitar 

el ADN a -20ºC durante 12 horas aproximadamente. El ADN crudo obte 

nido se separa centrifugando a 10 000 rpm durante 10 min. a -20°C. 

Posteriormente se seca por medio de una corriente de N2 líquido para 

eliminar el etanol remanente. 

2) Obtención del Lisado Claro de Bacillus pumilus 

Se crecen las células a 37ºC en 1 lt. de medio mínimo M 9 

hasta el final de la fase logarítmica (80-90 unidades Klett-Souaner

son. UK). Se lavan 2 veces con amortiguador TES y se resuspenden en 

5 ml. de Sacarosa 25 \ en TE y se procede a lisarlas de acuerdo con 

el método de Guerry et al, 1973 (52). Se agrega 1 ml. de EDTA 0.2 M 

pH = 8 manteniéndose la mezcla durante 5 min. en hielo, agitando cu.!_ 

dadosamente de vez en cuando¡ al finalizar el tiempo se añaden 0.33 

ml. de Lisozima (75 mg/ml en Tris 0.01 M pH = 8) y se incuba durante 5 

min. a 30ºC con poca agitación; después de transcurrido este tiempo -

se enfría rápidamente en hielo y, se adiciona 1 ml. de EDTA 0.25 M 

pH = 8, se deja en hielo por 5 min. Posteriormente se agrega Tritón 

a una concentración final de 1 \ y, se mantiene en hielo por otros -

5 min. En seguida se trata con Ribonucleasa a una concentración --
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final de 50 pg / ml. y se deja reposar durante 10 min. en frio. Se -

añade NaCl 5 M a una concentración final de l M y se deja en reposo 

durante 4 horas a 4ºC. Al cabo de este tiempo se centrifuga a 

20 000 rpm durante 30 min. a 4ºC en una centrífuga Sorvall RC2-B Y 

un rotor de angulo fijo 8 x 40. El sobrenadante (llamado lisado 

claro) se recoge y se diluye con agua hasta una concentración final 

de Sacarosa de 12 \ . Inmediatame nte después se extrae con fenol -

bidestilado (88 \ - 12 \ agua) y, se centrifuga a 10 000 rpm a 4ºC para 

separar las fases, se recupera la fase acuosa y se trata con éter -

etílico para eliminar excesos de fenol hasta que esta fase se obser 

ve transparente. Se separa la fase acuosa correspondiente al lisado 

claro y, por cada 8 ml de éste se agregan l ml. de NaCl 5 M, 18 ml. 

de etanol absoluto y se deja en reposo a -20ºC durante 12 horas. Se 

centrifuga a 10 000 rpm durante 20 min. a -20°C en tubos Corex. Al 

precipitado obtenido se le hace pasar una corriente de N
2 

para elimi

nar el alcohol remane nte, se r esuspende en SSC 0.1 X y se guarda a -

-70°C. 

Nota: Para el caso de la obtención del lisado claro de Streptomyces 

coelicolor se llevaron a cabo las siguientes modificaciones, de acuer 

do al método reportado por Schrempf, et al (53). Se crecen las célu 

las a 28º- 30ºC e n medio Sacarosa-Casaminoácido s-Glicina durante 4-5 

días. Las células se lavan con amortiguador TES-Sacarosa 34 %. Se 

resuspenden en 5 ml. de Sacarosa 34 % en TE. El tiempo de incubación 

a 30°C es de 10 min. con poca , agitación. 
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Para el caso de Escherichia coli: La Lisozima se prepara 

en Tris 0 . 25 M, pH: 8. No se incuba a 30ºC sino que se deja en hielo -

durante 10 min. No se añade EDTA 0.2 M, pH = 8. 

Ji Gradiente Isopicnico a Equilibrio de Cloruro de Cesio en Presencia 

de Bromuro de Etidio. 

2.3 ml. del lisado claro obtenido se adicionan a una mezcla consti--

tuída por 7.36 g de CsCl, 2.28 ml. de Bromuro de etidio (700 pg/ml. 

en agua estéril) y 3.42 ml de agua¡ se homogenizan cuidadosamente y 

un volumen de 9 ml. se pasa a tubos de nitrocelulosa, llenando el -

tubo hasta el nivel del tapón con aceite mineral (Nujol). Se cen-

trifuga a 44 000 rpm durante 40 horas a 15ºC en una centrífuga MSE-50 

superspeed, rotor 10 x 10 de ángulo fijo. 

La banda más densa correspondiente al plásmido deseado se recogió -

con jeringa y, esta fracción se trata con alcohol isoamílico para -

extraer el bromuro de etidio y se dializa contra SSC O.lX durante -

12 horas a 4ºC. En aquellos casos en que no se llegó a observar la 

banda del plásmido se picaron los tubos y se recogieron fracciones 

de 6 gotas que se colectaron en tubos pequeños. 

4) Conteo de Radioisótopos 

Una alicuota de 20 J.. de cada fracción se colocó en círculos de pa-

pel filtro Whatman No. 3 y, se lavaron con TCA (ácido tricloroacé-

tico) 10 \ (10 min.), TCA 5' (5 min.), etanol 70' (5 min.) y 

eter etílico, se dejaron secar. Ya secos, los papeles filtros se 
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colocaron en viales que contenían 10 ml de líquido de centelleo ( 3 g 

de POPOP (l, 4-bis (2-(5-feniloxazolil))benceno); 6 g de POP (2,5-

difeniloxazol) para 1 lt. de tolueno~ Se contaron e n un contador de 

centelleo Nuclear Chicago. 

5) Gradiente de Sacarosa 5 - 20 i en TE 

Una alícuota de 0 .2 ml del ADN de plásmido ya aislado, se coloca en -

la superficie de un gradiente neutro de Sacarosa 5 - 20 i en arnorti-

guador TE. Se centrifuga a 40 000 rpm durante 3.5 horas a 15°C en -

una centrífuga MSE-50 superspeed, rotor 3 x 5 de columpio. Se reco-

lectaron fracciones de 10 gotas en discos de papel filtro WhatJnan No. 

3 y, s e siguió el tratamiento ya mencionado para conteo de radioisó

topos. 

6 ) Electroforesis en Geles de Agarosa 

Este método, r eportado por He lling, et al, 1974 (54), consiste en lo 

siguiente : Se tornan alícuotas de 50 Jllt. con 5-50pg. de ADN; se 

mezclan con 18pl. de la mezcla ST (glicerol 75 i , SOS 0. 1 i, azul de 

bromofenol 0. 1 \) y s e aplican a placas (10 x 10 x 0.3 cm) o tubos 

7.5 x 0.4 cm) con agarosa disuelta en amortiguador Boratos-Tris. En 

nuestro caso la concentración de agarosa utilizada es de 0.8 i. 

La electroforesis se corre aplicando 40 volt ios por placa o 5 voltios 

por tubo durante un tiempo aproximado de 3 - 4 horas para las placas 
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l - 2 horas para los tubos. Al final del corrimiento, los geles se 

tratan con una solución de bromuro etidio (2 pg/ml) en amortiguador 

de Boratos-Tris durante aproximadamente 20 min. Son fotografiadas 

en luz ultravioleta, 3500 nm usando un filtro naranja # 9, Kodak 

Wratten, con película Recording 2475 1000 ASA, con un tiempo de ex~ 

sición de 15 a 20 seg. 

7) Digestión con la Endonucleasa de Restricción de E. coli, Eco R-1 

La mezcla d e r e acción (volume n total de 50 p lt.) contiene: Tris

HCl p H = 7.4 (90 mM); MgC1
2 

(10 mM) ; ADN de.!!·~ o plásmido -

(5-20 fg/ml) y Eco R-1 ( 5 f lt.) . La mezcla se incuba~ 37°C duran

t e l hora y , la reacción s e t e rmina agregando 18 plt. de la mezcla -

ST cuando se va a corre r una e lectrofore sis e n g e les de agarosa, o -

bien, calentando a 65 º C durante 5 min. cuando el producto d e la rea~ 

c ión se va a utilizar c omo sustrato para el tratamien t o con la e nzima 

Ligasa T4 . 

8 ) Tratamie nto con l a Enz ima Ligasa T4 

Esta reacción s e lle va a c abo e n un volume n final de l00)1lt. La -

muestra obtenid a por digest i ó n con la e nz i ma Eco R-1 se mantiene en 

hie l o y s e le adicion a lo s iguie nte: Mgcl
2 

50 mM (10f1lt.); ditrio 

eritritol 0 .1 M (10 plt . ); TFA (trifosfato de adenosina) 0.5 mM 

(10 plt.); agua (2 0 plt.) y Ligasa T4 (100 manomolar U/ ml; l ?lt.). 
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La mezcla de reacción se incuba en hielo durante 18 horas. A esta 

mezcla se le añaden 3 plt. de CaCl 1 M inmediatamente antes de ---
2 . 

que sea usada para transformar. 

9) Transformación 

Toda manipulación se llevará a cabo entre O - 4ºC . Se crecen 10 ml 

de la cepa receptora, ~· coli JM259 · hsr-, hsm+, recB rece sbcB, en 

medio P con requerimientos durante toda la noche y, son usados para 

inocular 100 ml. de medio fresco precalentado a 37ºC. Estas células 

. ~ 8 ~ /, son crecidas con agitacion hasta 80 - 90 UK (8 x 10 celulas,ml), en 

este punto se enfría el cultivo, se centrifuga a 3 000 rpm durante -

10 min. a 4°C. Se lavan las células con cac1
2 

10 mM (100 ml.) y se 

resuspenden en CaC1
2 

30 mM (50 ml . ). Después de haberse incubado a 

4ºC por 30 min. se centrifuga y resuspenden en Cac1
2 

30 mM (5 ml.). 

Una porción de la suspensión de células (0.3 ml) se transfiere a tu-

bos que contienen ADN tratado con la enzima Ligasa T4 (SO J.. ) y 

CaC12 1 M (3 J..¡. Se incuba la mezcla de reacción por 30 min. a 4°C 

y 20 min. a 37°C. Se centrifugan para eliminar el cae~ existente y 

se resuspenden en medio completo (caldo Luria) (5 ml.) Se incuban a 

37ºC durante 3 horas como mínimo. 

-1 
Se platearon 0 . 5 ml, 0.3 ml. y la diluci6n 10 de la mezcla en ca--

jas de Luria - Tetraciclina 20 y /ml (Te). Las transformante apare-

cen después de 19 horas de incubación a 37ºC. 
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Se utilizaron cajas de medio completo para contar el número de cé

lulas viables en la mezcla de transformación. 
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RESULTADOS 

1) Aislamiento de ADN de Plásmido por Gradiente Isopicnico a Equilibrio 

de Cloruro de Cesio - Bromuro de Etidio: Col El, pSC 101, SCP 1, 

y Plásmido CrÍptico de Bacillus pumilus. 

El ADN circular superenrollado, presente en gran proporción en los -

lisados claros de las cepas portadoras de plásmidos, es separado del 

ADN lineal por medio de centrifugación a equilibrio en CsCl-bromuro 

de etidio. Al llegar al equilibrio se observaron dos bandas en el --

gradiente formado, correspondiendo la de mayor dens idad al ADN circu-

lar y la otra al ADN lineal, debido a que el bromuro de etidio pre---

sente se intercala en mayor proporción entre las dos hélices de éste 

Último ADN disminuyendo así su densidad. 

cuando la cantidad de ADN es pequeña no es posible observar las ban-

das, de ahí que sea necesario usar una marca radioactiva (H3-timidina) 

y fraccionar el gradiente, obteniéndose los resultados que se indican 

en la Fig. # 12. Como se puede ver en cada una de las gráficas se --

obtiene dos picos para aquellas cepas portadoras de plásmidos y, uno 

sólo en aquellas que carecen de él. 

La cantidad de ADN de plásmido obtenida va a depender de la propor--

ción en que éste se encuentre en la célula y de la eficiencia del --

método de lisis . 
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2) Caracterización en Gradientes Neutros de Sacarosa 5 - 20 % Y en -

Geles de Agarosa O.a %. 

La caracterización de cada uno de estos plásmidos se llevó a cabo -

por gradientes neutros de sacarosa 5 - 20 % con el fin de compro--

bar sus coeficientes de sedimentación, obteniéndose datos similares 

a los reportados (4, 52, 53) y, por medio de electroforesis en geles 

de agarosa o.a %. 

Para el primer caso, se tomaron fracciones de 0.2 rol. del ADN de -

plásmido aislado y se colocaron sobre un gradiente neutro de sacaro 

sa 5 - 20 % en TE, utilizando como control interno ARN la S y 2a -

S para el gradiente correspondiente a los plásmidos Col El y pSClOl. 

Por e l plásmido d e ~- coe licolor (SCP 1) control de sedimentación -

usado fué ADN d e Col E~ (Fig. # 13.) 

El ADN de las fracciones correspondientes a las bandas más densas de 

cada uno de los gradientes de densidad se colectó, se trató como se 

indica e n Materiales y Métodos, y se sometió a una electroforesis 

en g e les d e agarosa o . a % obteniéndose una sola banda en cada uno de 

los casos (Fig. #14). 

Tanto el ADN de Col El como d e pSClOl fueron tratados con la endonu

cleasa de restricción d e E. coli (Eco R-1) y aparece una sola banda 

que migra en forma difere nte a la correspondiente al plásmido super

enrollado lo cual nos indica que ambos p l ásmidos poseen un solo si-

tio de rompimiento específico para esta e nzima. Esto no ocurre en -
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FIGURA 13 (a). Los gradientes de sacarosa neutros (5- 20 %) 
se llevaron a cabo como se indicó en Materiales y Métodos, 
centrifugando a 40,000 rpm. durante 3.5 horas a 15 C. en una 
centrífuga MSE-50, rotor de columpio 3 x 5. 
(a) Carac t erización del plásmido pSClOl de E. coli. 
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el caso del plásmido críptico de ~· pumilus, el cual al ser tratado 

con la enzima Eco R-1 de un número mayor de bandas, llegándose a --

detectar 4 de e llas con diferente patrón de corrimiento. (Fig. # 

1 ) . 

El tratamiento del plásmido PSCl de S. coelicolor no se llevó a ca-

bo debido a que la cantidad de ADN obtenida no fué sufi ciente. 

( a ) (:e: ( e ) 

FIGURA 14 Lo s gele s de agaro sa se llevaron a cabo 
c olocando 50 ult con 5 - 50 u g de ADN; se mezc lan con -
18 ~ lt. de la mezc la ST y s e aplican a tubos c on agaro
sa d i suelta en . ~ortigu ador Boratos-Tris-E DTA al 0.8% . 
Se a plican 5 vo·l t io s por tubo durante u:1 t iempo aproxi
mado de 90min . 
( a ) ADN del plásmido c rlpti c o de B. eumilus sin trat a r 
con la enzima Ec o Rl . (b) ADN del pl a smido crlptico de 
B. pum ilus tratado con l a enzim a Eco Rl . (c) ADN del -
pl ~smido pSClOl usado como con trol de corrimiento. 
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3) Obtención del Plásmido Compuesto: pSClOl - N. crassa 

20)lg· de ADN de~· crassa, obtenido como se indica en Materiales y 

Métodos, fueron tratados con la enzima Eco R-1 y, de igual manera, 

10 pg. de ADN del plásmido pSClOl; éste se llevó a cabo en tubos se-

parados. 

Después de la digestión, se mezclaron ambos ADN!s y se trataron con 

la enzima Ligasa T4; el ADN resultante fué utilizado para transfor--

mar a la cepa JM259 y las transformantes fueron seleccionadas para 

resistencia a Te, ya que ésta es la información que lleva el vehí--

culo de ADN (pSClOl). La frecuencia de transformación obtenida fue 

de lo-5 . 

Al azar fueron tomadas 12 colonias transformantes TcR y, del lisado 

claro de cada una de ellas se hicieron gradientes de CsCl-bromuro -

de etidio. El ADN del plásmido recuperado fue caracterizado por el 

electroforesis en geles de agarosa 0.8 %, observándose en un caso 

una banda que corría un poco menos que el ADN del plásmido pSClOl 

original. (Fig. # 15). 

El siguiente paso fué tratar este ADN con la enzima Eco R-1 y, cuando 

se corrió en geles de agarosa se observaron dos bandas (Fig. # 15) -

de las cuales una correspondía al ADN del vehículo y, la otra a un -

fragmento del ADN de N. crassa cuyo peso aproximado va de 1 a 1.5 

x 10
6 

daltones. 



( a ) ( b) ( c ) ( d ) (e) (f) 

FIGURA 1 5 • Las placas de agarosa 0.8 % se corrieron 
en forma s eme jante a lo s tu bos, exc epto que el voltaje 
fué de 40 voltio s por placa durante un t iempo aproxim~ 
de 3. 5 horas . 
( a ) ADN del plásmido Co l El tratado con Eco Rl;(b) ADN 
del plá smido pSC lOl t ra~ado con Ec o Rl; ( c ) ADN del -
plásmi do compues to tratado con l a Ec o Rl; (d) ADN de -
una mezcla de psc101 y Co l El tratado con Eco Rl; (e) 
ADN de pSClOl sin tratar con Ec o Rl; (f) ADN del plás
mido compues t o s in t ra tar con Eco Rl. 
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DISCUSION 

Los motivos de haber aislado ADN extracromosomal no sólo 

de ~· coli K-12 sino también de B. pumilus y ~· coelicolor son los si-

guientes. 

En el caso de los plásmidos pSClOl y Col El de ~· coli el 

objetivo fué el uso de estos ADN como vehículos moleculares en el clo

namiento de ADN de organismos tanto procariotes como eucariotes de in

terés. 

El aislamiento del plásmido de~· coelicolor, SCPl, es de 

interés ya que éste plásmido parece llevar la información para la prod!::!.c 

ción de un antibiótico (53), de tal manera que estos genes podrían ser 

estabilizados y amplificado en ~· coli utilizando un vehículo adecuado 

como sería Col El, pudiendo enfocar ésta ventaja hacia su producción -

industrial. 

Para el plásmido críp tico de ~· lumilus la finalidad fué -

saber que tipo de fragmentos s e obtendrían después de que éste p lásmido 

fuera tratado con la Eco R-1, ya que cabría la posibilidad de que uno -

de estos fragmentos al recircularizarse tuviera las propiedades de un -

replicón como son las que presenta el vehículo pSClOl, de tal forma que 

éste nuevo plásmido también pudiera servir como vehículo molecular en -

otros microorganismos como B. subtilis o en el mismo B. pumilus. Esto 

resolvería ciertos peligros que presenta E. coli, al ser usado como re-
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ceptor en este tipo de experimentos, por ser el hombre su huésped natural. 

Sin embargo, los resultados hasta ahora obtenidos no han sido lo sufi-

cientemente satisfactorios, ya que como podemos ver en la Fig. 14 el P~ 

trón de corrimiento de éste plásmido presenta 4 bandas las cuales se 

distinguen difusamente, no pudiendo por ello identificar un fragmento -

de este ADN extracromosomal que cumpla con las características antes -

mencionadas. Para lograr ésto, estamos tratando de obtener el ADN de -

éste plásmido en una concentración mayor y, posteriormente afinar el mé 

todo de rompimiento con la enzima Eco R-1. 

En relación al tratamiento enzimático del plásmido de --

s. coelicolor presentó algunos problemas, debido a que el ADN extracro

mosomal obtenido se encontraba en muy baja concentración, por lo que no 

fué posible observar ninguna banda en los geles de agarosa. 

Las razones de ésto son las siguientes: la primera se re

fiere a la dificultad de obtener una buena concentración de ADN aún cun

do se crezcan grandes volúmenes; la segunda es que el tiempo de duplica

ción en el medio adecuado para obtener células suceptibles de lisis es 

mayor de 48 horas; y la tercera fué que aunque la lisis de este estrep-

tomiceto que se llevó a cabo, de acuerdo al método reportado por 

Schrempf et al (52) (ver Materiales y Métodos), daba una resolución ade

cuada en el gradiente de CsCl - bromuro de etidio, no ocurría lo miSlllO 

en relación a la concentración del ADN episomal obtenida. 

De los plásmidos de E. coli, el pSClOl fué el utilizado --
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corno vehículo en la formación compuesto con ADN de N. ~gracias 

a la ventaja que presenta en relación a la selección de las transform~ 

R tes Te , cosa que no ocurre con el plásrnido Col El cuya selección se --

hace por la característica de inmunidad que las transformantes tienen -

hacia la a::~ina El. 

Este plásmido compuesto pSClOl ~· crassa al ser tratado -

con la Eco R-1, tal y como podernos ver en la Fig. 15, presenta un nuevo 

fragmento de ADN que se encuentra unido covalentemente al pSClOl y que 

todo parece indicar se trata de ADN de N. crassa. Sin embargo, para -

que ésto se pueda afirmar categóricamente será necesario llevar a cabo 

experimentos hibridización de ADN - ADN. 

Ya que la importancia de este nuevo plásmido compuesto --

representa la posibilidad de un estudio más detallado de los mecanismos 

de regulación de ~· crassa que, como ya se había indicado, es de inte--

rés puesto que se trata de un organismo eucariote, siendo esta caracte-

rística la que en un futuro próximo haga posible el entender algunos --

de los aspectos sobre los diferentes mecanismos de regulación del gene 

en células superiores así como la estructura y función de los cromosomas 

eucarióticos. 

Ahora, considero que es necesario recalcar la importan---

cia de esta nueva metodología puesto que cada día se identifican nuevos 

plásmidos en microorganismos tales como Shigella, Pseudornona, Strepto--

coccus, JUebsiella, etc. y que además portan información de interés para 
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el hombre en el entendimiento de problemas clínicos comunes como serían, 

una disenteria o una caries dental. Esto requiere aún de un estudio más 

profundo, sin embargo ésto no impedirá que se lleve a cabo. 

También desde el punto de vista de su aplicación indus--

trial representa un posible avance, ya que el uso de vehículos tales -

como el plásmido Col El harán posible la amplificación de la información 

de un gene hasta 3000 veces logrando una producción del metabolito de-

seado (antibióticos, aminoácidos, etc.) mucho mayor a la que normalmen

te existe en la célula. 

Todo ésto nos hace pensar que el desarrollo· y conocimien

to de la Ingeniería Genética será un punto importante en la resolución 

de problemas de carácter mundial, tales como la producción de sustancias 

de interés dentro de la industria alimenticia y, de problemas básicos -

en Biología como sería la regulación en organismos superiores. 
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