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RESUMEN

Debido a las caracteristicas de la enzima beta-galactosidasa de Escherichia coli, que la hacen
tinica entre las lactasas conocidas, existe interés por producirla a escala industrial. Sin embargo,
dado que E. coli no es un microorganismo generalmente reconocido como seguro (esto es, grado
GRAS segin la Food and Drug Administration de EUA) esto no se lleva a cabo con esta
bacteria. A diferencia de E. coli, Bacillus subtilis sf se considera grado GRAS y existe mucha
experiencia en su uso a nivel industrial. Por estas razones en el presente trabajo se integré el gene
lacZ -que codifica para la enzima beta-galactosidasa- proveniente de Escherichia coli en el
cromosoma de diferentes cepas mutantes de Bacillus subtilis.

. — Para lograrlo, inicialmente fue construido un pldsmido de integracion en el cromosoma de B.
subtilis y que denominamos paprlac2. Este pldsmido posee las regiones del promotor y sefiales
de regulacién del gene aprE (que codifica para la proteasa subtilisina), haciendo la costruccién
de tal manera que el gene lacZ clonado ha quedado bajo control de las mismas sefiales que
regulan al gene aprE.

Posteriormente, el pldsmido paprlac2 se utiliz6 para integracién al cromosoma de cepas de B.
subrilis con diferentes fondos genéticos y estimar la produccién de beta-galactosidasa en
fermentaciones tipo lote a nivel de matraz y fermentador con medio complejo.

Las cepas utilizadas fueron también aquf construidas. De ellas, la denominada BB804 fue la
mejor productora de beta-galactosidasa.

Finalmente, se disefid un medio de composicién quimica definida. Este medio fue luego
utilizado para fermentaciones tipo lote con la cepa BB804 a nivel de matraz y fermentador con
vaso de 4 L. La productividad de beta-galactosidasa con esta cepa y en las condiciones que se
describen fue poco mds de seis veces mayor que la reportada para un proceso totalmente
optimizado que emplea K. fragilis el cual fue realizado en este mismo Instituto.



° * I INTRODUCCION

La enzima beta-galactosidasa es una enzima que lleva a cabo la reaccién de hidr6lisis del
disacdrido lactosa. La beta-galactosidasa de Escherichia coli es una enzima cuyas propiedades
Gnicas, como el pH 6ptimo de actividad, termoestabilidad y temperatura 6ptima, la hacen muy
atractiva desde el punto de vista industrial. De aquf el interés por lograr su produccién a escala
. comercial. sin embargo, a la fecha la produccién de esta enzima no se hace a partir de E. coli
ya que este no es un microorganismo GRAS. A diferencia de E. coli, Bacillus subtilis es
generalmente reconocido como seguro desde hace mds de 20 afios por la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica y hasta la fecha es muy empleado
en la produccién industrial de enzimas recombinantes por lo que los procesos fermentativos para
este microorganismo est4n bien caracterizados. B. subtilis posee ademds un sistema de excrecién
eficiente. Este hecho es importante porque los productos biotecnolégicos extracelulares
disminuyen los costos de produccién y mejoran los rendimientos en las operaciones de
recuperacién respecto a enzimas que son producidas y mantenidas dentro de la célula.
Adicionalmente, Bacillus subtilis es un microorganismo bien conocido a nivel molecular y
actualmente se estd secuenciando su genoma lo que sin duda vuelve mds atractivo su empleo
en procesos biotecnol6gicos. Por las razones anteriores decidimos transferir y expresar el gene
de la beta-galactosidasa de Escherichia coli d Bacillus subtilis.

Al mismo tiempo que la sobreproduccién de la enzima beta-galactosidasa de E. coli en
Bacillus subtilis resulta interesante desde un punto de vista industrial, el uso de ella permite
estudiar y entender mejor aspectos importantes de la regulacién genética en este microorganismo
a nivel molecular. Esto iltimo gracias a que los métodos donde se utilizan proteinas de fusién
comunmente emplean el gene lacZ (que codifica para la enzima beta-galactosidasa) en virtud
de que el ensayo es sencillo, reproducible y existe mucha literatura contra la cual comparar
resultados.

Asi entonces este trabajo atiende ambos aspectos que de ninguna manera estdn desvinculados:
por un lado comprender mds acerca de la regulacién genética en Bacillus subtilis y por otro
sobreproducir la beta-galactosidasa, lo que podrfa ser atractivo desde un punto de vista industrial.



. OBJETIVOS

Objetivo General: Sobreproducir la enzima beta-galactosidasa de Escherichia coli en
cepas mutantes de Bacillus subtilis.

Objetivos Particulares:

- Clonar el gene lacZ proveniente de E. coli e integrarlo al
cromosoma de B. subtilis de modo que quede bajo control del
promotor y las seiiales de regulacién del gene aprE el cual codifica
para la proteasa subtilisina.

-Utilizando diferente fondos genéticos, construir mutantes en
genes involucrados en la regulacién de la expresién del gene
aprE y evaluar cémo afectan la produccién de beta-
galactosidasa.

-Realizar estimaciones de las cepas construidas a nivel de
matraces y/o en fermentadores de 4L en medio complejo y en
medios quimicamente definidos.



IV. CONCEPTOS FUNDAMENTALES
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4.1) Caracteristicas Generales de Bacillus subtilis.
4. 1.1.) Taxonomia y aspectos fisiol6égicos mds importantes.

1

Bacillus subtilis es una eubacteria ampliamente distribufda geogrdficamente que habita
principalmente en el suelo aunque también se le halla en rios y estuarios (Priest, 1989).
Las bacterias del género Bacillus son aerébicas, grampositivas, su morfologia microscépica
consiste en barras y son formadoras de endoesporas. Actualmente hay 65 especies validadas
descritas (Claus y Fritze, 1989) pero éstas muestran una alta heterogeneidad. Mediante estudios
taxon6micos basados en la subunidad 16s del ARN ribosomal (Priest, | et al., 1981; Ash, et al.,
1991) se ha considerado mds apropiado dividir al género en 4 6 5 subgéneros. El criterio que
considera al porcentaje de GC es menos preciso: oscila de un 36 hasta un 60% (Harwood, 1992).
Hasta el momento se siguen buscando criterios taxon6micos mds precisds y uno reciente consiste
en clasificar con base en el contenido de lfpidos de la membrana plasmatica. B. subtilis es una
bacteria grado GRAS (Generalmente Reconocida Como Segura) por la FDA de los EUA por
considerarse no potencialmente patégeno en gran parte debido a que nd posee lipopolisacaridos
sobre su superficie celular (Sietske, et al.,1991); posee un sistema n?tural de excreci6n muy
eficiente y actualmente se estd secuenciando su genoma completo (Kunst y Devine, 1991). Un
factor importante a considerar para producir proteinas homélogasi y heter6logas en este
microorganismo es la presencia de proteasas intra y extracelulares que pueden répidamente
degradar los productos expresados (Coxon, et al.,1991; Wu, et al., 1991)| No obstante lo anterior,
esta bacteria se reporta un gran niimero de veces en la literatura para lajproduccién de proteinas

recombinantes (Zukowski, 1992).

4.1.2.) Proteasas de Bacillus subtilis.
Para prop6sitos précticos la presencia de proteasas ha hecho dificil el uso de Bacillus

subtilis como sistema hospedero para expresar y secretar proteinas fordneas al medio de
crecimiento. Si bien la presencia de tres proteasas extracelulares relativamente mayoritarias se
conoce desde hace muchos afios, se sabe ahora también de la existencia de proteasas minoritarias

las cuales parecen ser muy activas y pueden atacar a proteinas eucarié
(He, et al., 1991). Actualmente se conocen siete proteasas en Bacillus
dentro de dos grandes categorias: las serinproteasas ( que comprende
subtilisina, Epr, Bpf, Isp-1 e Isp-2) y las metaloproteasas ( que incluye
proteasa neutra y Mpr). Hasta el momento sélo el gene que codifica par:
sido clonado ni secuenciado. Todas las proteasas conocidas son ex]

durante el inicio de la fase estacionaria y, al igual que sucede para otr:
se conoce que estdn bajo control de la misma familia de genes regulad

ficas muy efectivamente
subtilis las cuales caen
a las proteasas AprE o
a las proteasas NprE o
1 la proteasa Isp-2 no ha
resadas principalmente

Lf enzimas degradativas,

res. Respecto al papel

fisiolégico de las proteasas, el panorama no estd del todo claro ain. Se ha postulado que las
proteasas extracelulares juegan un papel en la esporulacién (Priest, 1977), en la regulacién del

recambio de la pared celular (Jollife, et al., 1980) y la eliminacién de e
su vez, las proteasas intracelulares se ha sugerido que funcionan en el pro

zimas (Priest, 1977). A
cesamiento de proteinas




y su recambio, ambos eventos importantes previos a la esporulacién (Maurizi y Switzer, 1980;
Switzer, 1977). No obstante el reciente avance, la elucidacién de genes codificadores para ¢
proteasas permanece como un reto para los biélogos moleculares que trabajan con Bacillus pues
resulta muy interesante+y sorprendente a la vez que existan un gran nimero de genes codificando
para estas proteasas y la compleja forma en que su expresién estd regulada (Valle y Ferrari,
1989). Dado que la delecién de genes codificadores para proteasas no parecen afectar el
crecimiento ni la esporulacién, estos genes parecen no ser esenciales. Sin embargo queda como
paradigma elucidar por qué entonces se encuentran proteasas en gran niimero, la manera
cuidadosa en que su expresi6n estd regulada en la naturaleza y c6mo el organismo ha logrado
que la pérdida de una o mds proteasas no afecte apreciablemente la fisiologia celular.

4.1.3.) Reguladores del estado de transicidn.

Cuando una célula microbiana agota alguno o todos sus nutrientes disponibles durante su
crecimiento y comienza a entrar a fase estacionaria, ciertos factores de estrés aparecen. En los
bacilos asf como en algunas otras bacterias, hongos y eucariotes inferiores, una respuesta a dicho
estrés acumulado es la formacién de una espora latente. En adicién a aquellas proteinas
necesarias para la iniciacién de este complejo programa de desarrollo, ciertas nuevas proteinas,
las cuales no son necesarias para la esporulacién, son también sintetizadas en este momento.
Muchas de estas proteinas son enzimas degradativas las cuales aparentemente son un intento de
parte de la célula para sondear todas las fuentes disponibles de energia y metabolitos en el
medio circundante. Ademds de la sintesis de estas enzimas degradativas, tales como
levansacarasa, alfa-amilasa y las diferentes proteasas, algunas otras funciones son expresadas a
este tiempo en Bacillus subtilis e incluyen el desarrollo de competencia para la asimilacién de
moléculas de ADN, la produccién de antibidticos, la sintesis de flagelos y la induccién total del
ciclo de Krebs (el cual normalmente no puede funcionar completamente durante el crecimiento
vegetativo de este microorganismo). Se conocen al menos nueve genes, abrB, hpr, sin, degU,
degS, degR, degQ, senS y pai que tienen efectos pleiotrépicos sobre la sintesis de muchas de
estas proteinas. Debido a que dichos genes reguladores controlan funciones que son expresadas
durante el estado de transicién entre el crecimiento vegetativo y el encendido de la fase
estacionaria y esporulacion, se ha acufiado el término reguladores del estado de transicién para
describirlos (Perego, et al., 1988).

Si bien ninguna de las mutaciones conocidas en estos reguladores del estado de transicién
conduce a un defecto significativo en la esporulacién, hay evidencia de que algunos de ellos estdn
bajo el control de genes esenciales para la esporulacién aunque también llegan a ejercer un
control sobre algunos otros. Esto es, los controles de la sintesis de enzimas degradativas y otros
procesos del estado de transicién solapan con la red reguladora especifica para la esporulacién
y pueden ser, de hecho, una parte de ella. Con objeto de comprender completamente cémo operan
estos reguladores y como ellos son integrados con la via de esporulacidn, se ha vuelto necesario
definir las funciones bioqufmicas de los productos de los genes reguladores y como interactian
uno con otro. Dado que la mayorfa de los reguladores del estado de transicién arriba
mencionados se conoce que afectan la expresi6n del gene de subtilisina (@prE) y debido a que
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el promotor y seifiales de regulacién de esté gene se utilizan en el presente trabajo, la atencién
se centrard aquf sobre aspectos de este control para describir las complejas mteraccxones
regulatorias que estdn involucradas en la expresién genética postexponencial. "

4.1.3.1) La proteina AbrB.

El gene abrB fue primero identificado por mutaciones que, si bien no compensaban los
defectos en la esporulacién, podfan superar muchos de los otros efectos de las mutaciones spo0
(Trowsdale, et al., 1979). El gene abrB no sélo afecta al gene de subtlisina aprE sino que
también afecta la transcripcién de una variedad de genes incluyendo tycA (Marahiel, et al., 1987),
hpr, el mismo abrB (Strauch, et al., 1989a, b) y al menos dos genes necesarios para la
esporulacién normal: spoVG (FiirbaB, et al., 1991) y spoOE (Strauch, et al., 1989a). Basados en
estos estudios se ha sugerido (Perego, et al., 1988) que la proteina AbrB funciona como un
regulador de la transcripcién ambiactivo -con efectos positivos y negativos- sobre ciertos genes
que son expresados durante el estado de transicién. AbrB puede ser un represor clasico de s6lo
algunos de los genes que controla y en el caso de su accién sobre el gene aprE, el control de este
parece ser normal en una mutante gbrB. El gene abrB codifica para una proteina de peso
molecular 10,500 Da (FiirbaB y Marahiel, 1991) siendo la proteina nativa un hexdmero de estas
subunidades (Strauch, et al., 1989b). Mediante estudios de unién de AbrB al ADN se ha sugerido
que la proteina puede interferir de alguna manera con la interaccién entre la ARN polimerasa y
los promotores que afecta (Robertson, et al., 1989). A pesar de intensas bisquedas, no ha podido
detectarse alguna secuencia definida como sitio consenso para la unién de AbrB. Mientras que
cada una de las regiones protegidas es relativamente rica en AT, se cree ahora que la unién
sucede sobre una estructura secundaria especifica del ADN y que dicha estructura reconocida
puede ser asumida por una variedad de secuencias de bases. En apoyo a lo anterior se ha
encontrado, mediante experimentos de proteccién por metilacién de residuos de guanina, que
todas las del sito de unién para AbrB se encuentran sobre una cara de la hélice de ADN
(Strauch, et al., 1989a). También se ha mostrado que AbrB actiia como autoregulador y que estd
sujeto a represion por la proteina  SpoOA siendo que la autoregulacién ocurre principalmente
durante el crecimiento vegetativo y la represién por SpoOA se'da al inicio del estado de
transicién. También se ha seftalado un efecto regulador positivo de AbrB sobre el gene hpr. Sin
embargo no hay evidencia concluyente sobre la unién de la proteina sobre el sitio promotor de
hpr. Esto puede deberse a que AbrB unida a promotores que activa es intrinsecamente distinta
de la unida a promotores que reprime; alternativamente AbrB puede activar al gene Apr por algin
modo indirecto.

4.1.3.2.) La proteina Hpr.
El locus hpr fue definido originalmente por mutaciones que causaban sobreproduccién de
las proteasas neutra y subtilisina (Higerd, et al,, 1972). El gene hpr ha sido clonado y

secuenciado y la proteina purificada a homogeneidad. Mediante experimentos de proteccién con
ADNasa I se ha encontrado que Hpr se une a cuatro regiones separadas, dos sitios muy cercanos
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al promotor de subtilisina y otros dos sitios en la regién que lo precede, aproximadamente 200
pb hacia arriba. Dos de estos sitios estdn localizados muy cerca uno del otro y muy lejos del*
promotor: -324 a -295 y -292 a -267. Los otros dos sitios estin también cercanos uno del otro
pero localizados muy cerca y solapando con el promotor:  -79 a -59 y -35 a -14. El examen de
todas las regiones protegidas ha revelado lo que parece ser la secuencia consenso de Hpr:
ATANTATT. Estos resultados también revelan que el sitio de unién de Hpr de -35 a -14 estd
ubicado completamente dentro de la regién a la cual se une la proteina AbrB (-59 a +15) Por la
técnica de footprint y en experimentos donde se mezclan Hpr y AbrB, al parecer ambas
moléculas se unen. Sin embargo, dado que se analiza siempre una poblacién, es imposible
determinar si Hpr y AbrB pueden enlazarse simultdneamente sobre la misma molécula de ADN.
La presencia de dos series de sitios de unién de Hpr separados por distancias relativamente
grandes (183 pb) posibilita que Hpr pudiera funcionar a través de la formaci6n de una horquilla
y la represion ocurra por la existencia de esta estructura. La regulacién a través de la formacion
de horquillas se ha reportado en otros sistemas procariéticos complejos, tales como el operén de
arabinosa (Lee y Schlief, 1989) y el operdén de lactosa (Oehler, et al., 1990). Si bien Hpr es
claramente un regulador negativo de subtilisina, este no es un represor cldsico ya que en su
ausencia la subtilisina no es expresada constitutivamente. En una mutante /pr, la velocidad de
expresién de subtilisina es incrementada notablemente pero queda sujeta ain a los controles
temporales normales y es expresada sélo al final del crecimiento vegetativo. Hablando en
particular de la mutacién /pr2, ésta consiste en la delecién de 359 pb del gene estructural, lo
cual equivale a poco més del 65% de su extension total (Perego y Hoch, 1988). Los genes nprE
y aprE pueden no ser los tnicos regulados por la proteina Hpr. El gene Apr ha sido implicado
en el fenémeno de represién de la esporulacién por glucosa (Dod y Balassa, 1978; Ito y Spizizen,
1973) y cuando estd presente sobre un pldsmido multicopia inhibe la esporulacién (Perego y
Hoch, 1988).

4.1.3.3.) La protefna Sin.

El gene sin fue aislado primero.de un fragmento del cromosoma de Bacillus subtilis el
cual, estando en alto mimero de copias en pldsmidos, causaba una inhibicién de lIa esporulacién
y la produccién de proteasas extracelulares (Gaur, et al., 1986). El gene sin es parte de un
operén dicistrénico y estd precedido por un gene pequefio (ORF1, 57 aminodcidos) el. cual
codifica para la proteina sinl. Esta protefna actia como antagonista de Sin compitiendo por su
sitio de unidn en el gene aprE (Bai, et al, 1993). Este oper6n es transcrito por tres diferentes
promotores: dos transcriben ambos genes, mientras que uno transcribe sélo el gene sin y los dos
genes parecen estar regulados diferentemente (Gaur, et al., 1988). La expresion de ORF1 se
incrementa al final del crecimiento vegetativo y requiere las protefnas Spo0OA y SpoOH. Sin
embargo, el gene sin se expresa a bajo nivel de manera relativamente constante durante el
crecimiento y la esporulacién y es independiente de los genes spo0A y spoOH. Se cree que un
mecanismo importante de regulacién ocurre a nivel postranscripcional (Gaur, et al., 1988). La
inactivacion del gene sin en el cromosoma conduce a la pérdida de la capacidad para desarrollar
competencia y movilidad. La protefna Sin purificada protege de la acci6n de ADNasa I
secuencias de -263 a -216 relativas al punto de inicio de la transcripcién de aprE. Esta regién
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est4 localizada adyacente a e inmediatamente hacia abajo (downstream) de una regién a la cual
se une la protefna Hpr (-292 a -265). Parece improbable que Sin antagonice la regulacién
ejercida por Hpr y viceversa. Al menos parecen actuar independientemente para reprimir la
expresién de aprE; sin embargo, es probable que ellas puedan actuar de manera sinérgica.

4.1.3.4.). Las proteina Deg.

Mientras que AbrB, Hpr y Sin ejercen un efecto negativo sobre la expresion de subtilisina,
una variedad de estudios han implicado que degU y degS son genes involucrados en la activaci6n
de la transcripcién de aprE durante el estado de transicién. Mutaciones en degU o degS afectan
pleiotrépicamente la produccién de muchas otras enzimas degradativas y procesos del estado de
transicion (Valle y Ferrari, 1989). Se reconocen dos diferentes fenotipos resultantes de estas
mutaciones dependiendo de su naturaleza (Msadek, et al., 1990). Cepas con mutaciones con
sentido cambiado degU" o degS" exhiben: 1) sobreproduccién de subtilisina, levansacarasa,
proteasa neutra, alfa-amilasa, beta-glucanasa, serinproteasa intracelular y 2) defectos en la sintesis
de flagelo, el desarrollo de competencia y la represién normal de la esporulacién por glucosa
(Zukowski y Miller, 1986). Mutaciones conocidas como degU o degS’ generalmente muestran
los efectos opuestos: ellas son deficientes en la produccidn de enzimas degradativas del estado
de transicién pero no afectadas en movilidad y competencia. Una excepcién la constituyen las
deleciones de degl, que como degU" resultan en deficiencia en competencia. Un andlisis de la
secuencia de nucleétidos de los genes revela que deglU y degS parecen ser miembros de la
familia procaridtica conservada de sistemas de sefializacién de dos componentes (Henner, et al.,
1988; Kunst, et al., 1988). Se ha demostrado que DegS es una quinasa que fosforila la proteina
DegU en respuesta a alguna(s) sefial(es) ambiental(es). La proteina DegU parece ser una molécula
reguladora -probablemente una proteina de unién a ADN- la cual cuando se fosforila conduce
a la activacion de ciertas respuestas especificas. Asf, a través del sistema DegS-DegU una seifial
ambiental puede ser transducida a varios componentes de un reguldn. Se ha concluido que la
formua fosforilada de DegU, como AbrB, es ambiactiva: tiene efectos tanto positivos como
negativos pues activa la expresién de enzimas del estado de transicién pero es un regulador
negativo de la sintesis de flagelo y el desarrollo de competencia. Las mutaciones degU* y degS*
son explicadas como conducentes a incrementar la fosforilacién de la protefna DeglJ o en que
de algiin modo causa a la protefna DegU* no fosforilada mimetizar la estructura asumida
normalmente sélo cuando estd fosforilada (Dahl, et al.,, 1992). A la inversa, degU y deg$S’
conducen a la ausencia de la forma DegU-PO,. Los mismos efectos de deleciones degU* y degS*
sobre el desarrollo de competencia se cree son el resultado de que la forma no fosforilada de
DegU es un activador de ciertos genes de competencia: en este caso la ausencia de la protefna
DegU debido a delecién o teniendo a DegU predominantemente en la forma fosforilada podria
tener el mismo efecto. De las mutaciones degU" reportadas, la que muestra los efectos mds
marcados es la conocida como degU*32. Esta mutacién consiste en la sustitucién de Adenina por
Timina en el nucleétido 2006, lo que causa un cambio de histidina a leucina en el aminodcido
12 del ORF2 (Henner, et al., 1988). De hecho, la mayorfa de las mutaciones degU* corresponden
a modificaciones en el dominio N-terminal de la protefna efectora del sistema de dos
componentes (Msadek, et al., 1990; Mukai, et al., 1990). No obstante, la unién a ADN de las
proteinas efectoras DegU (incluyendo a DegU"32) no ha podido ser demostrada (Henner, et al.,
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1988) e incluso se ha sugerido que su mecanismo de accién puede ocurrir a nivel
postranscripcional (Aubert, et al., 1985) si bien otros autores reportan que su actuacién es a nivel *
de la wranscripcién en virtud de que la protefna DeglU*32 se desfosforila méds lentamente que la
DegU del tipo silvestre~teniendo una vida media de 120 minutos y 18 minutos, respectivamente-
resultando en una mayor duracién de la accién en los genes que activa (Henner, et al., 1988).
Por su parte, los genes degQ y degR (que codifican para polipéptidos pequefios de 46 y 60

aminodcidos respectivamente) resultan cada uno en el incremento en la sfntesis de enzimas
degradativas cuando estdn presentes sobre pldsmidos multicopia (Tomioka, et al,., 1985; Yang,
et al.,, 1986; Nagami y Tanaka, 1986). Sin embargo ninguno de ellos es necesario para esta
.sintesis dado que su delecién del cromosoma de B. subrilis muestran fenotipos no discernibles.
Se conoce muy poco acerca del papel que estas pequefias protefnas juegan en los circuitos
reguladores de las células pero la expresién de degQ parece estar sujeta al control de degU-degS,
represion por catabolito y regulacién por fosfato y nitr6geno (Msadek, et al., 1990).

4.1.3.5) Las proteinas Pai y Sen.

Existen al menos otros dos genes que parecen codificar proteinas involucradas en la
regulacion de la expresién génica en el estado de transicién. La presencia del operén pai en un
pldsmido multicopia resulta en la inhibicién de alfa-amilasa, levansacarasa, proteasas neutra y
alcalina asf como inhibicién de la esporulacién (Honjo, et al., 1990). La disrupcién de ORF2 en
el cromosoma parece ser letal; disrupcién de ORF1 no tene efecto sobre la produccién de
enzimas degradativas pero puede resultar en la liberacién de represién por accién de la glucosa
sobre la esporulacién.

El gene monocistrénico sensS, cuando estd presente en multicopia, tiene efectos opuestos a
los vistos con pai: estimula a los genes de subtilisina, proteasa neutra, alfa-amilasa y fosfatasa
alcalina (Wang, et al., 1988; Wang y Doi, 1990). Asi mientras que pai parece codificar para un
regulador negativo de subtilisina, senS parece codificar un activador. El hecho de que se hable
poco de estas proteinas no significa que tengan apenas importancia sobre la regulacién de los
genes mencionados; la razén es que hasta la fecha el conocimiento que de ellas se tiene es muy
limitado.

4. 14.) Proceso de Esporulacién.

La esporulacién es parte de un complejo programa de desarrollo y diferenciacién
celular que resulta en la formacidn de una estructura altamente resistente denominada espora. La
formacién de esta estructura es un ejemplo extremo de la adaptacién de Bacillus al medio e
involucra a mds de 80 diferentes genes (Kunkel, 1991). Los loci spo se denominaron de acuerdo
al estado en el cual mutaciones en el locus bloguean la esporulacién. Asf spo0, spoll, spolll, etc.,
indican que las mutaciones permitian llegar hasta el estado cero, dos y tres respectivamente, pero
no mas all4 (Errington, 1993).

La iniciacién de la esporulacién es compleja y se conocen al menos tres tipos de
sefiales que se interrelacionan:

a) Seinales nutricionales. La limitacién nutricional de fuentes de Carbono, Nitrégeno o
Fé6sforo pueden inducir la esporulacién (Freese, 1981; Sonenshein, 1989); buenas fuentes de
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carbono, como la glucosa, la reprimen (L6pez, et al., 1980). Recientemente se ha demostrado que
la concentracién intracelular de GTP (o GDP) probablemente representa el efector clave de la
sefial nutricional (Ldpez, et al., 1979; 1981). Sin embargo atin se desconoce c6mo es censada
por la célula la concentracién de GTP y como se transmite la seiial al aparato transcripcional.

b) Densidad de poblacién. Grossman y Losick (1988) observaron que la esporulacién no
puede inducirse eficientemente en células mantenidas a baja densidad de poblacién. Sin embargo,
una esporulacién eficiente se obtuvo cuando las células se resuspendieron a baja densidad en
medio previamente condicionado por crecimiento de células a alta densidad. El efecto no se debié
al agotamiento de un factor esencial de crecimiento sino a la produccién de substancias -
posiblemente oligopéptidos- que son necesarios para una esporulacién eficiente (Waldburger, et
al., 1993). Se conoce poco acerca de la naturaleza de dichos factores y menos ain de cémo es
censada su presencia e interpretada.

c) Ciclo celular. En su etapa mds temprana, como ya se ha mencionado, la esporulacién
claramente comprende una divisién celular modificada (Hitchins, et al., 1969). También en este
caso, a pesar de que la relacién entre el ciclo celular y el inicio de la esporulacién estd bien
establecido (Clarke, et al., 1980; Dunn, et al., 1978) permanece sin esclarecerse la manera en que
la célula monitorea el desarrollo del ciclo celular y transmite esta informacién al aparato de
transcripcién.

En el inicio de la esporulacién la protefna Spo0A juega un papel central. El gene
spo0A es transcrito a partir de dos promotores, Pv y Ps. Pv es reconocido por el factor de
transcripciéon E sigmaA y aparentemente proporciona un nivel basal de Spo0A en células
vegetativas. Ps es controlado por E sigmaH lo cual resulta en un incremento sibito de SpoOA al
inicio de la esporulacién (Chibazakura, et al., 1991; Yamashita, et al., 1989). SpoOA regula
negativamente varios genes, principalmente abrB (Perego, et al., 1988; Strauch, et al., 1990). La
regulacién positiva de Spo0A es responsable de la activacién de ciertos genes especificos de
esporulacién como los operones de spollA (Perego, et al., 1991), spollG (Satola, et al., 1991;
1992) y spollE (York, et al., 1992). La proteina SpoOA pertenece a una familia de proteinas
bacterianas llamada reguladores de respuesta (Stock, et al., 1989). La fosforilacion de SpoOA es
la clave en el control del inicio de la esporulacién. El fosfato es transferido a SpoOA por un
mecanismo complejo involucrando histidin-protein-cinasas y al menos dos acarreadores de fosfato
que actian como intermediarios. Las interacciones entre los distintos participantes han sido
reproducidas in vitro recientemente (Burbulys, et al., 1991). Al menos dos histidin-protein-cinasas
codificadas por los genes kinA y kinB pueden transferir el fosfato a la protefna SpoOF la cual a
su vez transfiere el fosfato a un segundo acarreador, SpoOB. La proteina SpoOB es el donador
directo del fosfato a Spo0OA. Esta intrincada via puede permitir que mediante sensores
ambientales tanto internos como externos, sea controlado el nivel de SpoOA fosforilada
(Grossman, 1991). En apoyo a esta idea, se ha demostrado que las cinasas KinA y KinB pueden
responder a diferentes sefiales. Existen ademds otras proteinas involucradas en este sistema,
denominado de fosforelevos, como son SpoOE y SpoOK pero su blanco preciso ain no estd
determinado.

La elucidacién del sistema de fosforelevos ha sido un logro importante puesto que la
existencia de varias protefnas que actian via este sistema muestra en principio como la
informacién proveniente de muchas diferentes fuentes puede ser integrada para determinar la
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eleccién entre proliferacion y diferenciacién. Sin duda, el conocimiento de este sistema puede,
tener importantes consecuencias cuando se piensa en las vias por las cuales decisiones similares
son efectuadas en organismos superiores.

4.2) Caracterfsticas generales de la enzima beta-galactosidasa.

La enzima beta-galactosidasa (E.C. 3.2.1.23) también llamada lactasa, cataliza la hidrélisis
de lactosa rompiendo el enlace beta-galactdsido entre la D-galactosa y un alcohol dando lugar
a los monosacdridos glucosa y galactosa. Esta enzima resulta de importancia comercial por
diversas razones, de las cuales destacan:

a) Utilizacién en los sectores Alimentario y de Salud.
Se utiliza en la industria ldctea con el objeto de producir leche libre de lactosa para personas con
intolerancia a este disacdrido. Se estima que aproximadamente el 47% de la poblacién mestiza
mexicana presenta mala absorcién de lactosa mientras que en la poblacién indfgena la incidencia
llega al 75% (Simoons, 1978; Houts, 1988). Adem4s se ha demostrado 1a bondad de la leche con
lactosa hidrolizada para la alimentacién de pacientes por via enteral, haciendo de £ste un producto
con caracteristicas superiores y mds econémico que las férmulas nutricionalmente completas que
suelen utilizarse en estos casos (Garcia-Garibay, 1992). También es un alimento adecuado para
nifios con diarrea, para los cuales estd contraindicado el consumo de lactosa por la incapacidad
de hidrolizar este disacdrido a consecuencia del estado subnormal de las células del intestino
delgado. Una ventaja adicional del uso de esta enzima estriba en que incrementa la capacidad
edulcorante de los productos con lactosa hidrolizada sin que aumente su contenido calérico. Esto
es debido a que la lactosa tiene un poder edulcorante del 40% en tanto que para glucosa es del
75% y para galactosa del 70% respecto al obtenido con sacarosa pura (Coughlin y Charles, 1980).

b) Sector Industrial. En productos licteos fermentados se ha reportado un ahorro
considerable en el tiempo de la fermentacién, con mayor produccién de dcido lictico, al utilizar
leche con lactosa hidrolizada como materia prima gracias a que ambos monosacdridos son mds
fdcilmente asimilables por microorganismos. Asimismo en productos ldcteos endulzados el
disacdrido tiende a precipitar debido a su baja solubilidad cosa que no ocurre al hidrolizarla pues
los productos de hidrélisis son de 3-4 veces mds solubles (Nijpels, 1982).

c¢) Sector Contaminacién. Durante el procesamiento de ldcteos (en la produccién de quesos,
por ejemplo) el suero obtenido es desechado, convirtiéndose asf en una fuente contaminante. La
hidrélisis de lactosa puede convertir este desecho en un producto reutilizable lo cual,
concomitantemente, implica reduccién en los costos que genera el tratamiento de aguas
residuales.

Industrialmente se producen en la actualidad lactasas provenientes de hongos filamentosos
y levaduras. Se reconoce que el pH éptimo de actividad de las lactasas es el factor predominante
que determina las dreas particulares potenciales de aplicacién de la enzima. Algunas propiedades
de lactasas se muestran a continuacién en la Tabla I:
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TABLA I

Fuente

Aspergillus
niger

Aspergillus
oryzae
Escherichia

coli

Sacharomyces
fragilis

Kluyveromyces
lactis

Candida
pseudotropicalis

a) Fellows, 1988.

Como se aprecia de la tabla anterior, las enzimas provenientes de E. coli y K. lactis actiian
6ptimamente a valores de pH que comprenden el de muchos productos ldcteos, lo que las hace
atractivas para el tratamiento de leches, sueros, helados, yogurt, concentrados congelados de leche
y para la elaboraci6n de quesos, por ejemplo. La enzima proveniente de E. coli posee ventajas
adicionales unicas, como son: mayor termoestabilidad, mucha mayor actividad especifica y alta
estabilidad al ser inmovilizada (Sharp, et al., 1969; Morisi, et al., 1973). Para la enzima
. proveniente de E. coli se ha estimado que et pésd molecular es de aproximadamente 518,000

PROPIEDADES DE ALGUNAS BETA-GALACTOSIDASAS

pH
6ptimo **

3-4

4.8

6.9-7.5

6.5

7.0-7.3

7.5

b) Gerhartz, 1990.

Temperatura Estabilidad Estabilidad
. 6ptima ® C ¥ térmica® inmovilizada ¢

55 + +

46 + +

45 A+ L

50 ++ ++

37 + +

30 + ++

¢) Morisi, et al., 1973. d)Laskin, 1985.

Daltones y se encuentra como tetrdmero (Craven, et al., 1965) presentando cada subunidad un
sitio activo que puede actuar independientemente de los otros (Melchers y Messer, 1973).
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CAPITULO V. METODOLOGIAS

5.1.) Construccién del pldsmido paprlac2.

Como parte del proyecto construimos aqui un vector de integracién el cual se denominé
paprlac2 y que se integra en el locus del gene aprE por recombinacién de tipo Campbell. Para
construfr este vector integrativo se utilizaron los pldsmidos pJF751 (Ferrari, et al., 1985) y
pSG35.1 (Ferrari, et al.,, 1988). El primero de ellos posee el gene estructural lacZ de E. coli y
adyacente a este se encuentra un sitio miltiple de clonacién (SMC); también posee el gene cat
que codifica para la cloranfenicolacetiltransferasa mediante la cual se confiere resistencia a dicho
antibi6tico. El pldsmido pSG35.1 por su parte contiene el promotor completo, las sefiales de
regulacion del gene aprE y los primeros ocho codones del gene estructural de subtilisina, también
posee el gene lacZ de E. coli asi como los dos fragmentos terminales del gene amy, que
codifica para la enzima alfa-amilasa de B. subtilis, por lo que una parte de este vector cuando
se integra al cromosoma (en el locus de amy mediante recombinacién doble) resulta en la
interrupcién del gene estructural.

Con objeto de propagarlos, ambos vectores se utilizaron para transformar,
independientemente, a células competentes de E. coli cepa_JM101 (lac-pro) supE thiF tra D36
pro AB lacI' Z M15 ~ mediante la técnica de choque térmico ( Perbal, 1988). Las células
transformadas fueron seleccionadas sembrando en medio de Luria-Bertani (LB) conteniendo
ampicilina y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) e incubando a 37° C por
24 hrs. Después los pldsmidos se purificaron por el método de lisis alcalina reportado por
Birnboim y Doly (1979). Luego de hacer el andlisis de restriccién para ambos vectores con
objeto de corroborar su identidad, se digirieron doblemente con las enzimas de restriccién EcoR/
y BamHI (Boehringer, Manheim) por tres horas bajo las condiciones especificadas por el
proveedor. El vector pJF751 ya cortado se guard6 a -20°C y luego de 24 horas se traté con fenol-
cloroformo para retirar las enzimas de restriccién. Por su parte, la banda de aproximadamente
600 pares de bases (pb) cortada del vector pSG35.1 fue separada del resto mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1.2% (Bio-Rad) a 85 voltios por aprox. 3 hrs. Luego de tefiir con bromuro
de etidio (a concentracién 0.5ug/ml) el gel fue lavado con agua destilada y observado en un
transiluminador (Fotoprepll de Fotodyne) con radiacién ultravioleta de baja intensidad. La banda
fue cortada del gel de agarosa, transferida a un tubo Eppendorf y luego machacada con un
porta-asa estéril, congelando y descongelando en CO, para facilitar la operacién. Después de
someter la banda a tratamiento con fenol (Maniatis, et al., 1989) el sobrenadante se pasé a un
tubo limpio y finalmente se purificé el fragmento de ADN por el procedimiento de Glass-Max
(GIBCO-BRL, Life Technologies Inc.).

El vehiculo pJF751 fue linearizado al cortarlo con las enzimas EcoRl y BamHI y se le ligé
el fragmento de aproximadamente 600 pb obtenido del pldsmido pSG35.1 uiilizando la ligasa
T4 (Boehringer-Manheim) segiin las condiciones descritas por Perbal (1988). Luego de 24 horas
se adicionaron al tubo Eppendorf donde se llevé a cabo la ligacién, 50 ul de células competentes
de la cepa JM101 de E. coli y transformando por la técnica ya mencionada. Se incubé por 24
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horas en medio LB conteniendo ampicilin%’,y X-gal y fueron seleccionadas las colonias azules
obtenidas. Estas se resembraron por dos ocasiones mds en medio LB y posteriormente el nuevo
vector logrado (paprlac2) se purificé mediante el método de lisis alcalina antes citado. Finalmente
la identidad del pldsmido paprlac2 fue confirmada mediante digestiones sencillas y dobles cbn
las enzimas EcoRl y BamHI y posterior electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.

5.2.) Transformacién de cepas de B. subtilis con paprlac2.
Una vez obtenido, este vector de integracién se utiliz6 para transformar diferentes cepas de

Bacillus subtilis siguiendo el método reportado por Bott y Wilson (1968). Por las caracteristicas
de la proteina beta-galactosidasa, la produccién de lactasa se da intracelularmente.

5.2.1.) Transformaci6n de cepas esporogénicas.

Con el vector paprlac2 se transformaron las siguientes cepas:

Cepa receptora Fenotipo Cepa construida Fenotipo de la cepa construfda
BBS80 nprE-hisA BBS§01 nprE-hisA-lacZ-Cm®
BBS82 nprE-hpr2-hisA BB802 nprE-hpr2-hisA-lacZ-Cm"

La seleccién de las transformantes se hizo en cajas Petri conteniendo medio Skim Milk
(DIFCO) con cloranfenicol (5 ug/ml) y X-gal. Fueron elegidas aquellas colonias que fueron
capaces de crecer en presencia del antibi6tico y que ademds mostraron coloracién azul. Mediante
la determinacién de coloracién azul se detecta la actividad de la enzima beta-galactosidasa pues
al hidrolizar al compuesto X-gal se da lugar a una interconversién de grupo funcional del
sacdrido que presenta grupo croméforo, el cual emite en la longitud de onda que corresponde a
dicho color.

5.2.2.) Transformacién de cepas serie BB-Spo0OA.

Hasta que fueron construidas y evaluadas las cepas anteriores se procedi6 a la construccién
de mutantes asporogénicas (incapaces de esporular). Para lograr estas cepas se recurrié a la
técnica de congresién transformando las cepas BB801 y BB§02 con ADN cromosomal procedente
de una cepa con el genotipo spo0A9V y con el plismido pBS7 (Yansura y Henner, 1984). Este
pldsmido posee un gene que confiere resistencia al antibiético fleomicina y es poco estable en
Bacillus subtilis. E1 ADN cromosomal fue obtenido mediante la técnica descrita por Perbal
(1988). Las cepas construfdas tienen las siguientes caracterfsticas:
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Cepa receptora Cepa construfda Fenotipo de la cepa construida

BB801 BB805 nprE-hisA-lacZ-Cm"-Fleo®-spo0A9V

BB802 BB806 nprE-hpr2-hisA-lacZ-Cm"-Fleo®-spo0A9V

La seleccién se realizé en cajas de Petri conteniendo medio de Schaeffer (Schaeffer, 1965)
con Fleomicina (5 ug/ml) signiendo el criterio propuesto por Stuart (comunicacion personal). Las
cepas BB805 y BB806 deben guardarse en ultracongelador a -70°C (REVCO, Inc.) en frascos
viales conteniendo glicerol al 50% como cnoproteclor pues la mutacién spo0AQV de otro modo
puede revertir ficilmente.

5.3.) Transduccién de degUh32.

En ausencia de un sistema de transformacién con alta frecuencia de recombinacién (Hfr)
basado en la conjugacion, la transduccion generalizada usando el fago pBS-1 ha resultado
sumamente adecuado para estudios de mapeo de grandes extensiones gendémicas. El fago pBS-1
es capaz de transducir fragmentos extremadamente grandes de ADN cromosomal: arriba del 8%
del genoma (esto es, aproximadamente 300 kb) (Ferrari y Hoch, 1982).

Teniendo lo anterior en mente, se decidi6 incorporar la mutacién degU"32 a las cepas BB8O01,
BB802, BB805 y BB806. Para ello se realiz6 la transduccién generalizada con el fago pBS-1.
Fue necesario preparar un lisado utilizando una cepa de B. subrilis que poseyera la mutacién
degU"32. La cepa elegida fue la BG2223 que ha sido previamente reportada (Ferrari, 1986) y
el lisado se prepard segiin el método descrito por Cutting y Vander Horn (1990).E! lisado se
titulé posteriormente encontrdndose un valor de 2.47x10°® unidades formadoras de placa (UFP)
siguiendo el método propuesto por Lovett y Young (1970). El procedimiento empleado para la
transduccién fue sugerido por Ferrari (comunicacién personal). Se aprovecha aquf el hecho de
que la mutaci6n degl*32 estd muy cercana al gene hisA (posiciones en el cromosoma.306° y
298°, respectivamente. Anagnostopoulos, et al., 1993). Las cepas utilizadas y las construidas son
descntas a continuacién:
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Cepa receptora  Cepa Transducida - lééhotipo de 1a nueva cepa transducida

BB801 BB803 nprE-lacZ-CmR-degU"32
BB802 BB804 nprE-hpr2-lacZ-Cm*-degU*32
BB805 ) BB807 nprE-lacZ-Cm"-Fleo™-degU*32-spo0A9V
BB806 BB808 ) nprE-hpr2-lacZ-Cm*-Fleo®-degU"32-spo0A9V

5.4.) Fermentacion y producci6n de beta-galactosidasa en las cepas esporogénicas BB801,
BB802, BB803 y BB804.

Las cepas BB801, BB802, BB803 y BB804 fueron crecidas para analizar los tiempos en los
cuales es producida la enzima beta-galactosidasa asf como los niveles de actividad especffica
alcanzados.

Para este estudio se utilizaron matraces Fernbach de 2800 ml de capacidad conteniendo cada
uno 400 ml de medio de Schaeffer ajustado a pH=7.2 con NaOH 10 M antes de esterilizar. Las
cinéticas se efectuaron a 37°C y 300 rpm en una incubadora con agitacién oscilatoria (New
Brunswik,).

5.5.) Conservacidn, fermentacién y produccién de beta-galactosidasa en cepas BB80S5, BB806,
BB807 y BB808.

Debido a que la cepa con la mutacién spo0A9V revierte ficilmente al resembrarse
consecutivamente, las cepas recién construidas se crecieron en medio Luria hasta tener una alta
densidad celular (1.5-2.0 unidades de Densidad Optica a 600 nm) e inmediatamente después
fueron guardadas en ultracongelador a -70°C en viales estériles conteniendo glicerol al 50% como
crioprotector. Para cada cinética se confirmé el fenotipo spo0A9V sembrando en cajas de Petri
conteniendo medio Schaeffer e incubando a 37°C por 48 h y usando una cepa esporogénica como
control. A juzgar por la pigmentacién de las colonias estriadas, no se tuvieron problemas de
reversion del fenotipo spo0A9V. Adicionalmente en cada fermentacién, luego de ocho horas de
iniciado el crecimiento, se realizé al menos una observacién directa de las células utilizando
microscopfa de contraste de fases (Microlux, Iroscope) a un aumento de 400x; en ningin de los
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estudios se observaron esporas. Para la realizacién de las cinéticas una asada de los viales se
estrié sobre caja Petri conteniendo medio TBAB (Difco, 1985) y se incubé a 37°C por 12 h.,
Luego de tener crecimiento de colonias aisladas, un tubo conteniendo 3 ml de medio Schaeffer
fue inoculado con una sola colonia. Cuando la D.O. del cultivo llegé a 1.0 unidades;'s¢ transfiri6
este in6culo en un matraz Fernbach de 2800 ml de capacidad conteniendo 400 ml de medio

Schaeffer a pH=7.00 y realizando el estudio a 37°C y 300 ripm por 24 h.

5.6.) Determinacién de la actividad de la enzima beta-galactosidasa.

La actividad especifica se reporta en unidades Miller/mg de protefna, siendo definida una
unidad Miller como la cantidad de enzima que hidroliza una micromol de sustrato ONPG (orto-
nitro-fenil-beta-D-galactopiranésido) por minuto a 28°C.

5.7.) Determinacidn de proteina celular.

La determinacién de la concentracién de protefna celular por mililitro de cultivo se hizo
mediante el procedimiento reportado por Lowry (1951) y la curva patrén, construida en el
intervalo de concentraciones de 0 a 600 ug/m! utilizando albimina sérica bovina (Sigma
Chemicals, Co.) quedé definida por los pardmetros siguientes que corresponden a la ecuacién de
la recta: m= 0.001839, b= 0.02331 con una correlacién entre datos del 99.94%.

5.8.) Formulacién del medio quimicamente definido.

Inicialmente se realizé una biisqueda bibliogrifica de reportes donde se incluyen formulaciones
de medios definidos y/o mfnimos. De los mds de veinte reportes elegidos, se encontré que la gran
mayorfa de ellos utilizan las mismas fuentes de carbono, nitr6geno, f6sforo y micronutrientes,
radicando la mayor diversidad en los niveles de concentracién empleados de las fuentes de
carbono y de los elementos traza CaCl, y MnSQO,. Posteriormente fueron construidas tablas donde
se listaron cada uno de los componentes comunmente utilizados y los valores minimos y
mdximos de concentracién que se reportan (datos no mostrados). Asf y de manera arbitraria, se
eligieron las concentraciones promedio entre ambos extremos con base en las tablas construidas.
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El medio quimicamente definido qued6 ertionces formulado asf:

Compuesto Concentracién
empleado (en g/L)
Glucosa 10
(NH,),SO, 4
KHPO, 5.32
KH,PO, 6.40
MgS0,.7H,0 0.40

(en mg/L)
MnCl, 50
CaCl, 40
FeSO,7H,0 30

Este medio se prepara disolviendo el sulfato de amonio y las sales de fosfatos en agua destilada,
ajustando luego el pH a 7.20 con hidréxido de sodio 10M para después esterilizarlo. Se preparan
soluciones patron de glucosa (50%), sulfato de magnesio (40%), cloruro de manganeso (25%),
cloruro de calcio (20%) y suifato de fierro (15%) para adicionar, por litro de medio, 20mi de sol.
de glucosa, 1ml de sol. de sulfato de magnesio y 0.2 ml de cada solucién de micronutrientes.
Estas soluciones se esterilizan por separado y se adicionan al medio esterilizado en el orden
mencionado. :

En el caso de estudios en fermentador con vaso de 4 litros, el pH se controla mediante
adicién de NaOH 1N y de 4cido fosférico 0.1N.
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CAPITULO VI. RESULTADOS EXPERIMENTALES
6.1) Construccién de sistemas de expresién.

6.1.1.) Antecedentes.

Bacillus subtilis fue el primer microorganismo no patégeno en ser transformado hace mds de
treinta aiios (Anagnostopoulos y Spizizen, 1961). Spizizen usé la cepa 168, una auxétrofa a
triptofano y en consecuencia, esta cepa ha formado las bases de casi todas los estudios genéticos
posteriores. La transformacién de células competentes por ADN cromosomal €s un proceso
relativamente simple y reproducible. La competencia, es decir, el estado fisiolGgico en el cual
las células son capaces de incorporar ADN exdgeno, se desarrolla naturalmente en Bacillus
subtilis hacia el final del crecimiento exponencial pero puede ser inducido experimentalmente por
regimenes especificos de crecimiento. A concentraciones saturantes de ADN, las células
individuales pueden incorporar mds de una molécula de ADN. Este proceso es conocido como
congresién. La congresién es una técnica extremadamente valiosa para la construccién de cepas;
particularmente para marcadores que no son posibles de seleccionar directamente desde un inicio
(Hoch, 1991). Sin embargo, si bien la transformacién natural es altamente eficiente para asimilar
fragmentos lineales de ADN homélogo, es muy ineficiente para la asimilacion de ADN
plasmidico. Las limitaciones de la transformacién natural han conducido al desarrollo de otros
procedimientos de transformacién para Bacillus subtilis. Asi, se han intentado la transformacién
con protoplastos y la electroporacién (Audit y Anagnostopoulos, 1972) si bien ambos son
procedimientos comparativamente muy largos y dificiles de reproducir.

En general el uso de pldsmidos replicativos no ha sido exitoso en el caso de Bacillus subrtilis
pues éstos muestran inestabilidad estructural y segregacional. Se ha demostrado que parte de
dicha inestabilidad se debe al modo de replicacion de ADN monocatenario de estos pldsmidos,
el cual se lleva a cabo de modo similar a como sucede en fagos. Esto puede resultar en
deleciones, intermediarios de cadena sencilla y moléculas de alto peso molecular. En muchos
casos, la extensién en la cual son producidas estas formas aberrantes depende de la localizacién
y tamaiio del ADN insertado (Bron, ét al., 1989; Gruss y Ehrlich, 1989).

Una de las herramientas mds utilizadas y valiosas para clonar y mantener genes en Bacillus
subtilis la constituyen los vectores de integracién. Estos permiten la reintroduccion de genes de
interés en localizaciones especificas del cromosoma (Cutting y Vander Horn, 1990; Youngman,
1990). Los vectores de integracién son bdsicamente pldsmidos de Escherichia coli que poseen
marcadores que pueden ser seleccionados en B. subtilis. En algunos de estos vectores se incluyen
también fragmentos del ADN cromosomal de B. subrtilis para dirigir los genes a un locus
especifico del cromosoma vfa recombinacién quasi-reciproca; en otros casos, los genes
homélogos clonados proporcionan un sitio para eventos de integracién tipo Cambell. Estos
vectores han sido muy utilizados para generar mutantes y estudiar la expresién génica. Es
pertinente sefialar que el uso de pldsmidos ha mostrado que, mientras los genes de E. coli no son
normalmente expresados en B, subtilis, genes de éste si son usualmente expresados en E. coli.
La factibilidad de B. subtilis para expresar la mayoria de genes de bacterias gramnegativas parece
encontrarse a niveles de transcripcién y traduccion. Si bien E. coli y B. subtilis tienen secuencias
consenso de promotores virtualmente idénticas (TTGACA-16 a 19 pb-TAATAT) es evidente que
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son requeridas caracteristicas estmcn;ral'es adicionales para una eficiente utilizacién de
promotores por la ARN polimerasa de Bacillus subtilis, particularmente para una regi6n rica en
AT arriba de la regién -35 (Moran, et al., 1982). De manera similar, la mayorfa de los sitios de
unién al ribosoma (RBS en inglés) de E. coli parecen funcionar ineficientemente en Bacillus
subtilis. .

Asf entonces, por todas las ventajas arriba sefialadas, inicialmente el trabajé se orient6 hacia
la construccién de un vector de integracién para clonar el gene lacZ de Escherichia coli en el
cromosoma de B. subtilis.

6.1.2.) Parte Experimental de la construccién de un vector de integraci6n al
cromosoma de B. subtilis.

Los resultados de estas evaluaciones se muestran en la siguiente fotografia:

a . .
.. - - [ o

[«

'
i

1L

—]
-

Al

Carril 1. Vector pJF751 sin digerir.

Carril 2. Vector pJF751 digerido con EcoRI-BamHI.
Carril 3. Pldsmido pSG35.1 sin digerir.

Carril 4. Pldsmido pSG35.1 cortado con EcoRI-BamHI
Carril 5. Pldsmido paprlac? sin digerir.

Carril 6. Plismido paprlac2 digerido con EcoRI-BamHI.
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En la siguiente figura se muestran las caracteristicas mds importantes de los vectores pJF751
y pSG35.1 asf como del vector de integracién aquf construfdo, denominado paprlac2:

-

Eco RI Smai g,

Eco Rl aprE BamHi

Construccién del pldsmido de integracién paprlac2
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Como se aprecia de la figura anterior, el pifsmido paprlac2 posee el gene lacZ de E. coli bajo
las sefiales de regulacién del gene aprE y también el gene car mediante el cual se confiere

resistencia para el antibiético cloranfenicol.

6.2.) Resultados de fermentacién y produccion de beta-galactosidasa en las cepas esporogénicas
BB801, BB802, BB803 y BB804.

. Los estudios se realizaron por triplicado encontrdndose los siguientes resultados:

(Miles)

ACTIVIDAD ESPECIFICA B-galactosidasa

os = T T T
4 8 12 16 20 24
TEMPO (h)

L—-—em-o—am--m—a-em J

Gréfica 1. Comparacién entre las cepas BB801, BB802, BB803 y BB804 respecto a la
actividad especifica de beta-galactosidasa a lo largo del crecimiento.Cepa
801= WT; 802= hpr2; 803= degl*32 y 804= hpr2-degU*32. La actividad
especifica se reporta como Unidades Miller/mg de protefna.
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Grifica 2. Determinacién de la densidad Gptica a lo largo de la curva de crecimiento
para las cepas BB801, BB802, BB803 y BB804.
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0.251
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Griéfica 3. Determinacion de la biomasa con base en la concentracién de proteina celular
para las cepas BB801, BB802, BB803 y BB804.
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(Miles)

VEL DE PRODUCCION (U Milar/mg provH)

T T e e |
TIEMPO (h) |

Grifica 4. Comparaci6n de las velocidades de produccién (unidades Miller/mg proteina/hora)
entre las cepas esporogénicas BB801, BB302, BB303 y BB804.

De la grdfica 1 se aprecia que la mayor actividad especifica para la beta-galactosidasa se
encuentra en la cepa BB804 la cual corresponde a la doble mutante Apr2-degU*32. En orden
decreciente le siguen las cepas BB803 (esta es la cepa que posee la mutacién degU* solamente),
BB802 (con la mutacién 4pr2) y BB801, que corresponde aqui a la cepa de referencia o tipo
silvestre. La determinacién de actividad especifica se hizo mediante el método madificado de
Miller (1992).

Por lo que respecta a la grafica 2, el comportamiento mostrado aqui es que la cepa BB804
alcanza una mayor densidad 6ptica, siguiéndole en orden decreciente las cepas BB803, BB802
y BB801 respectivamente. Esto es, la biomasa, medida como unidades de densidad 6ptica, mostré
el comportamiento sefialado. Sin embargo, una estimacién de la biomasa en términos de la
concentracién de protefna celular (grifica 3) sigui6é un comportamiento diferente; aquf las cuatro
cepas alcanzan una concentracién de biomasa similar.
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En la gréifica 4 puede observarse que la mayor velocidad de producidn, calculada con base
en la actividad especifica, corresponde a la cepa BB804, continuando en orden decreciente dé ¢
actividad las cepas BB803, BB802 y BB801. Para todas las cepas la produccién de la enzima es
mdxima entre T,-T,; esto es, de una a dos horas después de haber ingresado al estado de
transicién, para luego disminuir rdpidamente. Asf, en el caso particular de la cepa que mostré
las mayores actividad especffica y productividad (BB804) al cabo de 24 horas de crecimiento se
mantiene sélo el 30% de la médxima actividad beta-galactosidasa alcanzada.

A continuacién en la Tabla II se muestran una seric de datos comparativos que serdn discutidos
en el apartado correspondiente. Considerando a la cepa BB801 como referencia -por tener el
fenotipo "silvestre"- resulta interesante comparar cudntas veces m4s que esta producen las tres
cepas mutantes. En la dltima columna de la Tabla I se muestran los resultados de dichas
estimaciones tomando como pardmetro la mdxima actividad especifica alcanzada.

TABLA II. Comparacién de varios pardmetros para las cepas esporogénicas construidas.

Cepa Vel. esp. Mix. activ. Productividad  No. de veces con base
crecimiento  especifica AR en la actividad especifica
< -
BB8O1 0.569 3800 1869 1T 1x
BB802 0.590 10629 5419 - 2.79x
BB803 0.639 67174 17825 1+ 17.67x
BB804 0.787 164533 66160 43.29x

6.2.1.) Discusi6n de resultados de fermentaciones y produccién de beta-galactosidasa para
este grupo de cepas.

La produccién de la enzima comienza a partir del inicio del estado de transicion (To) para
todas las cepas, lo que confirma que la construccién integrada a cromosoma ha quedado bajo
control del promotor y las sefiales de regulacion del gene aprE. Como ya se indic6, este gene es
inducible y se expresa al comenzar el estado de transicién, lo que resulta atractivo desde un punto
de vista industrial pues implica que la produccién de la enzima (en este caso beta-galactosidasa)
se inicia cuando existe una alta concentracién de biomasa, como se aprecia del andlisis conjunto
de las gréficas 1, 2 y 3.

Respecto de las actividades especificas determinadas para estas cepas, la denominada BB804

mostré los valores mds altos. Este comportamiento es probablemente el resuitado de 1a doble
mutacién que posee la delecién en el gene represor Apr y la mutacién degUh32, activadora de
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la expresién de aprE, resultando en un efecto combinado que no es logrado con las mismas
mutaciones por separado. Este efecto sumatorio de la doble mutante puede ser explicado
tentativamente considerando que Hpr y DegU actiian por mecanismos distintos pero no del todo
independientes, de tal manera que con Ia delecién Apr2 podria facilitarse la activacién por parte
de DegU*32 y de aquf el incremento en la transcripcién del gene /acZ. Varios mecanismos de
accién pueden sugerirse a este nivel: i) la protefna DegU"32 puede unirse directa y mds
facilmente al ADN como resultado de evitarse la inhibicién alostérica causada por la proteina
Hpr; ii) al no tenerse unién de la protefna Hpr sobre sus sitios en el ADN, esta molécula adquiere
una conformacién local que hace mds accesible el (los) sitio(s) activado(s), directa o
indirectamente, por DegU*32.

Respecto a la actividad especifica encontrada para las mutantes construidas, le siguen a la
cepa BB804 en orden decreciente las cepas: BB803, BB802 y BB801 lo que significa que la
contribucién de la mutacién deglU*32 para activar al gene aprE es mayor que la obtenida al
suprimir la expresioén de la proteina Hpr y ambas contribuciones mayores que la observada para
1a cepa silvestre. Este efecto es facilmente visualizado en la iltima columna de la Tabla II. Cabe
destacar que para ninguna de las mutaciones hpr2, degU*32 ni hpr2-degU"32 se vi6 que la
enzima beta-galactosidasa fuera expresada constitutivamente, comportamiento que puede deberse
al control normal ejercido por otros genes que regulan la expresién de aprE.

Al comparar por dos métodos distintos la biomasa alcanzada, existen discrepancias. Mientras
que siguiendo el criterio de las unidades de densidad dptica la cepa BB804 pareciera lograr
mayor biomasa que todas las demds, siguiéndole en orden decreciente las cepas BB803 y BB802
(ambas con similares concentraciones) y ligeramente abajo la cepa BB801, el criterio que toma
como base la concentracién de proteina celular indica que todas las cepas presentan niveles
similares de biomasa. De ambos criterios el que toma como referencia las unidades de densidad
Gptica es menos preciso pues en suspension existen no sélo células sino también compuestos y
estructuras celulares -tales como esporas- que pueden absorber luz a la longitud de onda
empleada. El efecto mostrado en la grafica 2 posiblemente sea artefactual y deba ser explicado
tomando en cuenta que la espora es una estructura con propiedades dpticas de alta refringencia
y por lo tanto absorberd mds luz y tendrd mayores valores de densidad Gptica. Si a este hecho
se le suma que existen reportes en la literatura donde se ha encontrado que diversas mutaciones
(sin, degU"y sin-degU") adelantan el programa de desarrollo celular en B. subtilis, de tal modo
que estas cepas ingresan antes a esporulacién (Olmos, manuscrito en preparacién) es posible que
la mutacién Apr2 y la combinacién Apr2-degU”32 sigan un comportamiento similar. En nuestros
experimentos y tal como se aprecia de las grificas 1, 2 y 3, la doble mutante siempre entra
primero a fase exponencial y luego a estacionaria siguiéndole, en ese orden, las cepas BB803,
BB802 y BB801. Este hecho es apoyado por los comportamientos encontrados al calcular las
velocidades especificas de crecimiento. Los resultados obtenidos para la cepa BB804 hacen de
ella la mds atractiva de las cuatro con fines de produccion de beta-galactosidasa. Sin embargo,
para las cepas BB803 y BB804 es observada una rdpida caida en la actividad especifica siendo
al cabo de aproximadamente 24 horas, s6lo una cuarta parte del valor méximo alcanzado. Como
este efecto no es detectado en las cepas BB801 y BB802 en los tiempos aqui considerados, se
atribuye a la mutacion degU"32. Inicialmente se traté de explicar aqui esta caida en la actividad
especifica como debida a la accién de enzimas autolisinas ya que su existencia y la tendencia
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de B. subtilis hacia la lisis celular son hechos bien documentados (Jellife, et al., 1981; Harwood,
et al., 1990). No obstante, considerando que con la mutacién deglU*32 también se incrementa la *
expresion de todas las proteasas, tanto intracelulares como extracelulares, del estado de transicién
(a excepcion de la neutra, cuyo gene estd deletado en todas las cepas utilizadas) es muy probable
que ocurra degradacién proteolitica de la beta-galactosidasa producida. La existencia de actividad
proteolitica fue demostrada al cultivar en medio Skim Milk siendo que para las cepas BB804 y
BB803 se aprecia claramente un halo de protedlisis el cual es 1-2 veces mayor que el que
presenta la cepa BB802, mientras que no se detecta halo de protedlisis en 1a cepa BB8O1.
Ademds, la posible degradacién por protedlisis de la beta-galactosidasa producida es muy
probable pues la cafda en la actividad especifica es observada incluso cuando se calcula la
actividad de esta enzima por miligramo de biomasa. Si el efecto fuera causado por autolisinas,
cabrfa esperar una disminucién de la biomasa, lo cual no ocurre segiin los resultados mostrados
en la grdfica 3. Del mismo modo, de existir lisis celular y en consecuencia haber menor biomasa,
1a actividad especifica no tendria por que disminuir ya que este pardmetro considera precisamente
la actividad de lactasa por cada miligramo de proteina celular. Una explicacién adicional puede
darse considerando tanto la accién proteolitica como €l "apagado” de la transcripcién del gene
aprE por lo que, conforme continiia el programa de desarrollo que conduce a la formacién de la
espora, cesa la produccién de beta-galactosidasa. )

Como no se cuenta en el laboratorio con cepas que posean deleciones en los genes isp-I e
isp-2, los cuales codifican para las dos proteasas intracelulares que hasta ahora se conocen  (He,
et al, 1991), se consideré conveniente intentar la construccién de cepas en las cuales la
produccién de la enzima pueda extenderse por mds tiempo. Una alternativa interesante consiste
en trabajar con cepas asporogénicas (es decir, incapaces de generar una espora madura) para lo
cual pueden construfise cepas que inician el programa de desarrollo que conduce a la formacién
de la espora pero evitando que lleguen mads alld del estadfo II (pues entonces el programa de
diferenciacién celular se torna irreversible y la viabilidad de las mutantes generadas se abate
drdsticamente). Se espera que de esta manera pueda mantenerse la produccién de productos
del estado de transicién por mds tiempo. El resultado de este tipo de estrategia se presenta
enseguida.

6.3.) Resultados de fermentaciones y produccién de beta-galactosidasa en cepas que llevan
spo0A9Y.

6.3.1) Antecedentes.

De todas las mutaciones spo0 reportadas, la mds importante sin duda es la conocida como
spo0A pues este gene controla el inicio de la esporulacién en Bacillus subtilis (Strauch, et al,,
1990). Es interesante el hecho de que el sitio de unién para la proteina SpoOA se halla hacia
abajo (downstream) en promotores que son regulados negativamente y hacia arriba (upstream)
en aquellos promotores que son activados, lo cual parece indicar que la localizacién de la caja
0A (TGNCGAA) puede ser un factor determinante en el modo de accién de esta proteina. Entre
todas las mutaciones spo0A reportadas, sélo dos ( spo0A153 y spo0A9V) han mostrado fenotipos
muy poco pleiotrépicos (Ferrari, 1985). De estas mutaciones tnicamente la spo0A9V se ha
reportado como productora de proteasas (Zuber y Losick, 1987) que mantiene una represién
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normal sobre el gene abrB segiin estudios con fusiones abrB-lacZ y es incapaz de activar la
transcripcién del gene spollA interrumpiendo asf el programa de desarrollo que resulta en la
formacién de una espora (Perego, et al.,, 1991). La protefna SpoOA consiste de dos grandes
dominios: el N-terminal que estd fosforilado y muestra homologfa con reguladores de respuesta
de sistemas de dos componentes y un dominio C terminal el cual probablemente incluye el'sitio
de unién a ADN (Ronson, et al., 1987). La mutacién spo0A9V es del tipo sentido cambiado y
se localiza en el onceavo codén que precede al C-terminal de la protefna. Su fenotipo se reconoce
en ciertos medios de cultivo porque, al no poder formar una espora madura, las colonias
presentan deficiencia en la pigmentacion.

6.3.2.) Parte Experimental.
Los resultados de estos experimentos, realizados por triplicado, se muestran en las siguientes
graficas:
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Grifica 5. Comparacién de las actividades especificas a lo largo de la curva de
crecimiento para las cepas spo” BB805, BB806, BB807 y BB808. Cepa
805= spo0AV(WT de la serie); 806= hpr2-spo0A9V; 807= degU*32-
spo0ASV y 808= hpr2-degU*32-spo0A9V. La actividad especffica se
define como el nimero de Unidades Miller/mg de protefna.
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Grifica 6. Evaluaciones de biomasa mediante la determinacién de la densidad 6ptica a
600 nm para las cepas BB805, BB806, BB807 y BB80S.
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Grifica 7. Determinacién de biomasa, segiin la concentracién de proteina celular, para
las cepas BB80S5, BB806, BB807 y BB80S.
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Gréfica 8. Comparacién de las velocidades de produccién alcanzadas (Unidades Miller/mg
proteina/hora) a lo largo de la curva de crecimiento entre las cepas
BB805, BB806, BB807 y BB80S.

De la grifica 5 se desprende que, al igual que sucede con las cepas BB801, BB802, BB803
y BB804, la produccién de la enzima beta-galactosidasa coincide con el inicio del estado de
transicién en todas las cepas spo0A9V. También se observa que la que posee el fenotipo
degU*32-hpr2-spo0A9V mostré la mayor actividad especifica (cepa BB808), siguiéndole en orden
decreciente de actividad las cepas BB807, BB806 y BB805 que corresponden a los fenotipos
degU"*32-5po0ASV, hpr2-spoOAIV y spoOASV, respectivamente. Sin embargo, a diferencia de la
cepa BB804 (fenotipo hpr2-degU*32), 1a actividad especifica encontrada para la cepa BB80S fue
mucho menor.

Respecto a la medicién de biomasa, mediante la estimacién de las unidades de densidad
éptica, la cepa BB808 mostr6 los valores mds altos; las cepas BB806 y BB807 presentan
concentraciones similares entre sf. Estos valores son ligeramente menores a los obtenidos con la
cepa anterior, mientras que los valores més bajos se encontraron para la cepa BB805, como se
aprecia en la gréfica 6.

Al comparar las biomasas utilizando el criterio de la concentracién de protefna microbiana por
ml de cultivo (grifica 7) los valores determinados para las cepas BB805, BB806, BB807 y
BB808 son muy parecidos entre sf. Este comportamiento es similar al encontrado con las

—& primeras cuatro cepas spoOAE)cuando se compararon los valores de densidad éptica y proteina.
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En la gréfica 8 son mostrados los resultados de las velocidades de producién alcanzadas por
estas cepas deficientes en la esporulacién. La mdxima velocidad de produccién se tuvo, para las
cuatro cepas, al cabo de 1-2 h de haber ingresado al estado de transicién (To). Los valores mds
altos se encontraron para la cepa BB808 continudndole, en orden decreciente de velocidad de
produccién , las cepas BB807, BB806 y BB805.

En la Tabla Il son mostrados una serie de datos comparativos que se discuten mds delante. En
la iltima columna se calcularon cudntas veces mds producen las cepas mutantes considerando
a la cepa BB805 como referencia.

TABLA HII. Comparacién de varios pardmetros entre las cepas no esporogénicas spo0A9V.

Velocidad esp. Mixima actividad Productividad " No. de veces
Cepa de crecimiento especifica *)
BBS0S 0.477 © 1876 268.0 1x |
BB806 0.509 2446 349.4 1.3x
BB807 0.512 8835 ,1495.3' 4.7x
BBS08 0.606 26700 44500 14.2x

(*)= Comparaciones hechas con base en la actividad especifica.

La Tabla IV muestra una comparacién entre la méxima actividad especifica beta-galactosidasa
para las cepas esporogénicas respecto de las cepas mutantes en spe0A9V. En la dltima columna
se ha incluido una estimacidn consistente en el nimero de veces que produce una cepa spo0A*
respecto de la correspondiente spo0A9V.
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TABLA IV. Comparacién de las méximmgs actividades especificas para cepas esporogénicas

versus cepas spo0A9V.
Cepa Méxima actividad Cepa Mixima actividad Relacién
especifica especifica spo0* Ispo0AIV
BBSO1 3800 BBS80S 1876 202
BB802 10629 B.3806 2446 434
BB803 61174 BB807 8835 7.60

BB804 164533 BB808 26700 6.16

La siguiente grifica muestra esta misma comparaci6n entre las cepas esporogénicas y las
correspondientes spo0A9V.

3
NG

COMPARACION ACTIVIDADES ESPECIFICAS
(Miles)

Grifica 9. Comparacién entre mutantes esporogénicas y las comrespondientes mutantes
spo0AYYV respecto de las méximas actividades especfficas logradas. La actividad
especifica se reporta como el mimero de Unidades Miller/mg de protefna.
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6.3.3.) Discusién de Resultados

Para las cepas BB805, BB806, BB807 y BB808 es observado un comportamiento similar
respecto a la cepa correspondiente BB801, BB802, BB803 y BB804 en cuanto al momento en
el cual se inicia la produccion de beta-galactosidasa. Este hecho indica que la mutacién spo0A9V
no modifica el momento en el cual comienza a expresarse el gene aprE. Asi también en todas
las cepas spo0A9V siempre se encontré que la que contiene la doble mutacién degU*32-hpr2
tuvo la mayor actividad especifica continuando en orden decreciente la que sélo tiene la mutacién
deglU"32, luego la que posee la mutacién Apr2 y finalmente la cepa denominada silvestre. Sin
embargo, en todas las cepas spo0A9V la mdxima actividad especifica alcanzada es mucho menor
(hasta siete veces) que la obtenida con las cepas esporogénicas, como se visualiza en la dltima
columna de la Tabla IV. Este hecho puede ser explicado tentativamente asumiendo que la
protefna SpoOASV no estd ejerciendo un control negativo sobre el gene abrB como se ha
asegurado (Perego, et al., 1991) por lo que la proteina AbrB mantiene su efecto represor sobre
el gene aprE. Incluso para otras mutantes spo0A se ha sugerido la sobreproduccién de la protefna
AbrB (Perego, et al., 1988b). La determinacidn de hasta 25,000 unidades de actividad especifica
en la cepa BB808 y valores menores para las restantes tres cepas indican que esta represién no
llega a ser total, lo cual habfa sido encontrado para otras mutantes spo0A (Ferrari, et al., 1986).
El hecho de que se haya asignado acci6n represora sobre el gene agbrB a la proteina SpoOA9V,
obedece a los resultados de una serie de experimentos donde se midieron halos de protedlisis y
la actividad beta-galactosidasa en fusiones lacZ-abrB. En el primer caso y por experiencia
personal se ha encontrado que el criterio de medicidn de halos de protedlisis no es cuantitativo
ni fdcil de reproducir, mientras que en el segundo los resultados reportados en el mismo trabajo
donde se describié la construccién de la mutante spo0A9V contradicen la discusién y
conclusiones a que llegan estos autores (Perego, et al., 1991). En las cepas BB807 y BB808 se
aprecia el mantenimiento de la actividad beta-galactosidasa por varias horas después de alcanzado
el To lo cual contrasta con la rdpida disminucién de la actividad especifica encontrada con las
cepas BB803 y BB804. Este hecho da apoyo adicional a la idea de la posible falta de represién
sobre el gene abrB pues en las mutantes spo0A9V la ausencia de sobreexpresién de proteasas,
incluida la subtilisina, resulta en una menor velocidad de degradacién de la beta-galactosidasa
producida.

Respecto a los valores de densidad éptica (grifica 6) los niveles determinados para estas
cepas son similares a los encontrados en las cepas esporogénicas. De igual manera, como sucede
con la cepa BB804 (hpr2-degU*32), la cepa BB80S (hpr2-degU"32-spo0A9V) mostrd valores

—fﬂzgeramente superiores que todas las demds cepas spo0A9V constrfidas y las dos cepas que tienen
la mutacién degU"32 (BB807 y BB808) presentaron un adelanto en sus curvas de crecimiento.

Las diferencias arriba sefialadas al estimar la biomasa tomando como medida las unidades

de densidad 6ptica, no fueron encontradas cuando se determiné la concentracién de proteina

celular por mililitro de cultivo; como ya se sefial, este mismo comportamiento se detecté al

medir las biomasas de las cuatro cepas esporogénicas construidas segiin este dltimo criterio. De

la grifica 7 se aprecia que todas las cepas mantienen a lo largo de la curva de crecimiento

niveles similares de biomasa y, como se observa también en las grificas 5 y 6, es notado un

ligero adelanto en las curvas de crecimiento para las cepas BB807 y BB808. Esto indica que la
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mutacién spo0A9V tuvo poco efecto” sobre la velocidad especifica de crecimiento y la
concentraci6n de biomasa alcanzada, segin comparaciones hechas contra las mutantes
esporogénicas. Dicho de otra manera, en el caso de las cepas degU"32-spo0A9V la primera
mutacién parece causar el incremento en la velocidad especifica de crecimiento y un adelanto
en la curva de crecimiento mientras que la segunda mutacién no modifica ambas cosas pues las
mutantes se comportan de manera similar a las respectivas cepas esporogénicas (cepas BB803
y BB804).

Como sucede con la actividad especifica, estas cepas deficientes en la esporulacién presentan
también una menor velocidad de produccién (grifica 8) y, contrario a lo esperado, no se aprecia
que se mantengan produciendo por mucho mds tiempo comparando contra las cepas
esporogénicas (ver gréfica 4). Asi entonces, no se encontré incremento alguno en la produccién

—w de beta-galactosidasa respecto a la mejor cepa anterior construfda (cepa BB804). La explicacién
tentativa ya se indicé: una posible falta de regulacién negativa sobre el gene abrB. Sin embargo,
para confirmar esta hipdtesis es necesario construir una doble mutante spo0A9V-abrB y evaluar
1a produccién de beta-galactosidasa pues se sabe que la mutacién abrB remonta la baja expresién
de proteasas en cepas spo0A (Ferrari, et al. 1986).

6.4.) Formulacién de medio quimicamente definido y fermentacién de cepa BB804.
6.4.1.) Antecedentes.

Como parte de la linea de investigacién del grupo, se tiene inclufda la realizacién de estudios
sobre Bacillus subtilis en el drea de Tecnologia de Fermentaciones y Bioingenieria.
Tales estudios estdn inicidndose y los esfuerzos actuales se centran sobre aspectos bdsicos. Una
de las necesidades mads urgentes era el contar con al menos un medio quimico definido para
cultivos de B. subtilis que permitiera obtener informacién tan importante como: balances de masa
y energfa, cdlculos de rendimiento y coeficiente respiratorio, velocidad de consumo de sustrato,
etc. En virtud de que el medio Schaeffer es del tipo complejo, su composicién varfa de fabricante
a fabricante y de lote a lote; posee también mds de una fuente de carbono y nitr6geno por lo que
no es posible emplearlo para los anteriores estudios. Por estas razones se trabajé en la
formulacién de un primer medio definido con el cual iniciar investigaciones que permitan conocer
mds de la fisiologia de B. subtilis cuando se crece en cultivos tipo lote.

6.4.2.) Parte experimental.
En el caso de estudios comparativos a nivel de matraces, la actividad especifica alcanz6 valores
- similares a los encontrados en medio Schaeffer (aprox. 180,000-190,000 unidades Miller) pero
la biomasa alcanzada fue un 25% mayor aqui.

En la Griéfica 10 se muestran los resultados obtenidos de una fermentacién en vaso de 4 litros

utilizando el medio definido aqui formulado y la cepa BB804. El estudio se realizé a 37 °C, 600
rpm y pH=7.00.
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Gréfica 10. Resultados de la fermentacién en medio qufmicamente definido para la cepa BB804

en vaso de 4 L.
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TABLA V. CARACTERISTICAS DE PRODUCCION DE BETA-GALACTOSIDASA
DE E. coli en B. subtilis CEPA BB804 y de K. fragilis.

BB804

K. fragilis (Torres, 1992)

Medio Quimicamente definido
que tiene glucosa,
magnesio, manganeso,
calcio y fierro.

Condiciones 37°C, 600 rpm, pH=7.0
fermentador de 4L
Cultivo en lote.
Sin optimizar condiciones
de fermentacién.

Actividad A las ocho horas de fermentacién
(T2), se obtenen en promedio
67.02x10° U/g,.

Biomasa 4.05 g./L
Produccién
Volumétrica 271.4 x10° U/L

Productividad 19.42 x10° U/L/

Suero de leche o lactosa
complementado con
extracto de levadura y
sales de amonio, fosfato,
agnesio y azufre.

37°C, 600 rpm, pH=5.5,
fermentador de 10L.
%ln:ivo en lote.

Ci

ndiciones de fermentacion
optimizadas.

A las doce horas de fermentacion
se obtienen en promedio 4x10°U/g.,,

9.0 gL

36 x10° UL

3.0 x10° UL/
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6.4.2.) Discusién de Resultados.

Para los datos mostrados en la grdfica 10 respecto al consumo de sustrato puede verse qug
el cultivo estuvo limitado, al menos, por la concentracién de glucosa en el medio. Como no se
midié nitrégeno, fésfqro ni alguna de las sales empleadas, se ignora si concomitantemente
fue(ron) agotado(s) alguno(s) de estos sustratos. El criterio de limitar las fermentaciones de
Bacillus subtilis por control de la fuente de carbono es el mds ampliamente utilizado (de Boer,
et al., 1982; Kole, et al., 1988a, b), en gran parte debido a que se sabe que la esporulacién de
este microorganismo es reprimida por la presencia de glucosa en exceso (Fisher, 1987). Con
respecto a la actividad especifica de beta-galactosidasa, es observado que al cabo de cuatro horas
de superado el To se tiene el mdximo para después decaer drdsticamente. Este hecho es atribuido
primero a la actividad proteolitica y también quizd, en parte, debido a la accién de autolisinas.
De 1a misma manera puede explicarse el comportamiento encontrado al estimar la velocidad de
produccidn; no obstante, es bien conocido que cuando las poblaciones microbianas llegan a estar
limitadas por nutrientes, captan estos a partir de constituyentes celulares esenciales tales como
ribosomas (Kaplan y Apirion, 1975) y en consecuencia pierden gradualmente su integridad
metabdlica y productividad, por lo que una respuesta mds concisa puede darse considerando
ambos hechos.

Un importante incremento en la biomasa producida fue logrado con el medio definido en
comparaci6n con la alcanzada en el medio Schaeffer (de hasta un 69%) y el andlisis de las curvas
de velocidad de consumo de oxigeno y de velocidad de produccién de CO, muestra que ocurre
un cambio importante en el comportamiento fisiol6gico de B. subrilis cuando el cultivo alcanza
el To, lo cual es reflejo de la serie de ajustes en su metabolismo realizados en tal punto. Asi,
la evaluacién de ambos pardmerros puede servir como parte de las estrategias de control para
fermentaciones con Bacillus subtilis.

Como se aprecia de la tabla V, hasta el momento se tene una cepa que produce
aproximadamente siete veces mds beta-galactosidasa respecto a un proceso optimizado que
emplea a la levadura K. fragilis atn cuando la concentracién de biomasa es tan sélo de
aproximadamente la mitad y el proceso no tiene optimizacién alguna. En este sentido se pueden
hacer mejorias considerando algunos estudios. Por ejemplo, se ha reportado que en cultivos de
B. subtilis los niveles muy altos de nutrientes y sales amortiguadoras del pH asi como nutrientes
limitantes pueden ser de suma importancia en la formulacién del medio de cultivo adecuado
(Hanlon, et al., 1982) y que mediante un control simuitineo de las concentraciones de glucosa
y amonio la produccién de proteasas es incrementada (Kole, et al., 1988a). También por cultivo
de tipo lote alimentado y controlando la concentracién del oxigeno disuelto asf como mediante
la combinacién de un medio de cultivo optimizado y cultivo de tipo lote alimentado se logra
incrementar la produccién de subtilisina (Moon y Parulekar, 1991). Finalmente, se ha reportado
que controlando adecuadamente la concentracién de glucosa en la fase estacionaria se logra
disminuir considerablemente la tendencia a la autélisis (Joliffe, et al., 1981). Una o mds de estas
estrategias de control asi como la optimizacién del medio y/o condiciones ambientales y la
construccion de cepas sobreproductoras con mayores ventajas, redundardn en un incremento en
la produccién de la enzima beta-galactosidasa con lo que se tendrd un proceso de posible interés
induswial. En este sentido, consideraciones adicionales tales como estudios del tamafio del
mercado y otras de indole econdmica deben ser previamente planteadas y contestadas. Tales
aspectos escapan a los objetivos de este trabajo por lo que no se intenté abordarlos aqui.
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DISCUSION GENERAL Y éOl‘\I.CLUSXON'ES

En el presente trabajo fueron evaluados los efectos de diversas mutaciones sobre la expresién
del gene lacZ de Escherichia coli puesto bajo control de la region regulatoria del gene aprE de
Bacillus subtilis. Se ha logrado la sobreproduccion de la enzima beta-galactosidasa. La mejor
cepa productora de B. subtilis fue aquella que posee la doble mutacién Apr2-degU*32, con la cual
se alcanzan hasta 200,000 unidades de actividad especifica. Sin embargo, la accion proteolitica
de las proteasas sintetizadas también en el estado de transicién obligan a contemplar la
construccion de nuevas cepas con mejores caracteristicas. Una manera posible de superar el
problema de la degradaci6n de la enzima expresada consiste en construir cepas deficientes en la
biosintesis de proteasas para asi lograr mantener la beta-galactosidasa producida por mds tiempo.
No obstante, tal objetivo no es fdcil de cubrir pues un factor adicional a considerar es que
mutantes con estas caracteristicas ya han sido patentadas. Por ello la manera en que se abordé
el problema fue tratando de aumentar la produccion mediante la utilizacién de cepas que fueran
incapaces de esporular. Se empled entonces la mutacién spo0ASV porque habia sido reportada
como la dnica que expresaba una proteina que mantenia su accién regulatoria normal sobre el
gene abrB y al mismo tiempo no activaba al gene spollE. Se creyé que de esta manera se podria
mantener a la célula produciendo beta-galactosidasa por mds tiempo entre el estadio O y II del
programa de diferenciacién que conduce a la formacién de una espora. Los resultados obtenidos
aquf para las cepas spo” no fueron los esperados y hacen pensar en la faita de regulacién sobre
el gene abrB; esto claramente contradice los resultados ya citados que se han reportado en la
‘literatura. Como un problema de la sobreexpresion del gene lacZ en algunas cepas, como la
BB804, es también la lisis de la c€lula, owra posible alternativa para mantener la produccion de
beta-galactosidasa consiste en construir mutantes que tengan deleciones en los genes que inducen
lisis (genes lyr). Estos genes parecen ser parte de-un programa de muerte celular (apoptosis) y
actualmente en el laboratorio se estd comenzando a wabajar con ellos (de Anda, comunicacién
personal).

Adicionalmente, el culdvo de Bacillus subtilis en medio quimico definido ha permitdo
aumentar la produccién de beta-galactosidasa y cabe destacar que falta ain mucho por hacer
respecto a la optdmizacién del proceso, lo que seguramente resultard en un incremento en la
cantddad de enzima producida. En el presente rabajo se logré la produccién de hasta siete veces
mis beta-galactosidasa proveniente de E. coli que la obtenida en un proceso optimizado donde
se utlizé la levadura K. fragilis.
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PERSPECTIVAS

- Construir cepas deficientes en la expresién de proteasas intra y extracelulares para evitar la
degradacién proteolftica de la beta-galactosidasa producida.

- Construir cepas con deleciones en los genes /yt para mantener por mas tiemiJo la integridad
de la célula.

-Demostrar la posible falta de represién de la protefna SpoOA9YV sobre el gene abrB
mediante la construccién de mutantes.

-Mejorar la produccién de beta-galactosidasa mediante estudios en el irea de tecnologfa de
fermentaciones y eventualmente optimizar el proceso.
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